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RESUMO

O Brasil € um dos paises que mais utiliza herbicidas no mundo. Seu uso indiscriminado gera
efeitos adversos ao meio ambiente e a saude. O &cido 2,4-Diclorofenoxiacético esta entre 0s 3
principios ativos de pesticida mais utilizados no Brasil e é empregado em diversas lavouras.
Pode ser encontrado em solos superficiais e profundos, sedimentos de rios, lagos, mares, aguas
fluviais e subterraneas. O processo aerobio de biodegradacao deste herbicida € conhecido e bem
relatado na literatura cientifica, entretanto pouco se sabe sobre o processo anaerdbio de
degradacédo deste composto. Este trabalho se propde a aprofundar os estudos relacionados a
degradacdo anaerobia do 2,4-D. Dessa maneira, o presente estudo teve como objetivo a analisar
a degradacdo do 2,4-D em diferentes condicBes de oxirreducdo. Para isso, foram realizados
ensaios de enriquecimento das comunidades microbianas anaerébias metanogénicas,
sulfatorredutoras e desnitrificantes, na presenca de 2,4-D, utilizando como in6culo o sedimento
coletado no reservatorio de Itaipd. Os resultados dos ensaios apontam que houve variagdo de
remocao do 2,4-D entre os diferentes meios de oxirreducdo, sendo 9,26%, para a condicao
desnitrificantes, 63,33%, para a condi¢cdo sulfetogénica e 100% no meio para a condicdo
metanogénica. Portanto, 0 meio metanogénico foi o0 que apresentou melhores condigdes para a
remediacdo do herbicida 2,4-D nas condig¢des estudadas. Os resultados apresentados podem
contribuir para analise mais completa do comportamento deste composto no meio ambiente,

ajudando no desenvolvimento de processos de biorremediacdo mais eficientes.

Palavras-Chave: sedimento; pesticidas; poluicao.



ABSTRACT

Brazil is one of the countries that most uses herbicides in the world. Its indiscriminate use
generates adverse effects on the environment and health. 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid is
among the 3 most used pesticide active principles in Brazil and is used in several crops. It can
be found in surface and deep soils, sediments of rivers, lakes, seas, rivers and groundwater. The
aerobic process of biodegradation of this herbicide is known and well reported in the scientific
literature, however little is known about the anaerobic process of degradation of this compound.
This work proposes to deepen the studies related to the anaerobic degradation of 2,4-D. Thus,
the present study aimed to analyze the degradation of 2,4-D under different oxidation-reduction
conditions. For this, enrichment tests of the anaerobic methanogenic, sulfate-reducing and
denitrifying microbial communities were carried out in the presence of 2,4-D, using the
sediment collected in the Itaipu reservoir as inoculum. The results of the tests indicate that there
was a variation in the removal of 2,4-D between the different oxidation-reduction media, being
9.26% for the denitrifying condition, 63.33% for the sulfetogenic condition and 100% in the
medium for the methanogenic condition. Therefore, the methanogenic medium presented the
best conditions for the remediation of the 2,4-D herbicide under the conditions studied. The
results presented may contribute to a more complete analysis of the behavior of this compound

in the environment, helping to develop more efficient bioremediation processes.

Keywords: sediment; pesticides; pollution.
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1 INTRODUCAO

Os agrotoxicos sdo uma eficiente tecnologia utilizada na agricultura, possuem a capacidade
de potencializar a produgdo e manter a integridade das plantacoes, além de reduzir custos com
méo de obra (CANDIOTTO et al, 2013). Dados recentes sobre 0 consumo e uso de agrotoxicos
no Brasil evidenciam o amplo uso dessas substancias na agricultura nacional (NEVES et al.,
2020).

Os herbicidas sdo compostos organicos, quimicamente sintetizados, utilizados para controle
de plantas daninhas. Ambientalmente, sdo classificados como micropoluentes (JAVARONI,;
LANGRANDGRAF; RESENDE, 1998). Dentre eles, destaca o acido 2,4-diclofenoxiacético.

O é&cido 2,4-diclofenoxiacético (2,4-D) esta entre os 3 principios ativos de pesticida mais
utilizados no Brasil e € empregado principalmente no controle de ervas daninhas de folhas
largas em cultivo de cereais, cana-de-aclcar e pastagens (BARBOSA; SOLANO;
UMBUZEIRO, 2015).

Muitos residuos de agrotoxicos, incluindo o 2,4-D, permanecem no ambiente apds
aplicacdo. Sao capazes de fixar-se no solo e, além disso, possuem a capacidade de percolacéo,
podendo atingir o lencol freatico e a hidrologia local. Desta forma, informacgdes sobre a
degradacéo do herbicida 2,4-D sdo importantes para lidar com a problematica que envolve este
composto (VIEIRA et al., 2017).

A biorremediacdo é uma técnica que pode ser eficiente para diminuir a presenca desse
residuo no solo tratando areas poluidas (AZUBUIKE; CHIKERE; OKPOKWASILI, 2016). A
degradacéo do 2,4-D no ambiente pode ser aerébia ou anaerdbia. Muitos estudos tém mostrado
a eficiéncia da degradacdo anaerdbia do 2,4-D através do metabolismo de microrganismos
metanogénicos, redutores de sulfato ou ferro (BRUCHA et al., 2021; ROBLEZ-GONZALEZ
et al., 2006; WU et al., 2009, YANG et al., 2017).

Como este herbicida possui alta capacidade de percolacéo, este chega com facilidade a
ambientes andxicos no solo, onde ha uma caréncia de oxigénio disponivel. Nestes ambientes,
h& uma predominéncia de microrganismos anaerdbios. Visando trabalhar com condi¢des mais

préximas da realidade, o estudo foi feito com microrganismos anaerobios.



A degradacdo microbiana é considerada a principal via na decomposi¢éo de 2,4-D no solo.
O mecanismo mais importante da degradacdo bacteriana envolve a remogéo da cadeia lateral
de acido acético para produzir 2,4-diclorofenol (DCP). Posteriormente, ocorre a clivagem do

anel aromatico, produzindo acidos alifaticos, tais como succinato (GHASSEMI et al., 1981).

A biodegradacdo do 2,4-D é conduzida tanto por fatores bidticos quanto por fatores
abioticos. A tipologia dos microrganismos envolvidos, as condi¢cdes ambientais (temperatura e
pH) e os constituintes do ambiente, sdo elementos que afetam o processo de biodegradacéo
(GUEDES, 2010). Na remoc¢do de matéria organica, processos bioldgicos sdo os mais
vantajosos economicamente. O 2,4-D ¢ passivel de degradagdo tanto em meio aerébio, quanto
anaerdbio. Contudo, devido ao comportamento ambiental, 0 mesmo se mostrar mais critico em
meio andxico por ser um composto altamente persistente nesta condicao, por tanto é de maior
relevancia o estudo das possiveis rotas de degradacdo sob essa circunstancia, por efeito do
potencial risco ambiental. Assim, o desenvolvimento de tecnologias no ambito da
biorremediacdo que sejam eficientes em remediar ambientes andxicos contaminados pelo 2,4-
D é de extrema relevancia a preservacdo ambiental e, por conseguinte, a manutencéo da satde
humana (BRUCHA et al., 2021).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo analisar o comportamento do
herbicida 2,4-D, diante da biodegradacdo em diferentes condi¢cdes de oxirreducao

(metanogeénica, sulfetogénica e desnitrificante)
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral o estudo da biodegradacdo do 2,4-D sob

diferentes condicdes de oxirreducdo (desnitrificacdo, sulfetogénese e metanogénese).

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

a) Realizar revisdo da literatura sobre degradacao anaerdbia do 2,4-D;

b) Coletar sedimento do Reservatorio de Itaipu;

c) Realizar ensaios de enriquecimento em diferentes meios de oxirreducdo, com
comunidades anaerobicas desnitrificantes, sulfatoredutoras e metanogénicas, na
presenca do 2,4-D;

d) Verificar a ocorréncia de degradagéo do 2,4-D nos reatores.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HERBICIDAS

O crescimento populacional exigiu um aumento na producédo de alimentos. Afim de atender
toda essa demanda, intensificou o uso do solo, de produtos agroquimicos, plantas transgenias,

além dos herbicidas, visando, assim uma maior producéo de alimentos.

Os herbicidas sdo aplicados em lavouras com a intencao de aniquilar ervas daninhas. Essas,
qguando crescem de forma desenfreada, sdo prejudiciais para o cultivo. Quando se aplica
herbicidas, parte deles, além de atingir a cultura desejada, também atingem areas préximas,
interagindo com outras culturas de plantas e causando efeitos secundarios. Existem relatos de
diferentes efeitos fisioldgicos secundarios induzidos por herbicidas (DEVINE et al., 1993,
LYDON; DUKE, 1989).

O uso de agrotoxicos no Brasil ocorre de forma acentuada, sendo o pais 0 maior consumidor
destes produtos no mundo (Brasil, 2018a) e, seu uso contribui de maneira substancial para a
expansao e desenvolvimento da agricultura no pais. Porém, na maioria dos casos, nao existe
controle eficaz sobre a venda e uso destes produtos, os equipamentos de protecdo ndo sao
usados rotineiramente, ndo ha monitoramento da exposi¢do ocupacional e o diagnostico e

tratamento dos casos de intoxicacao sdo falhos (FORGET,1989).

Os herbicidas, sejam eles aplicados no solo, ou na area das plantas, apresenta sempre o solo
como seu destino final. O solo é rico em componentes quimicos, além de abrigar diversos
microrganismos. Os herbicidas, ao entrarem em contato com o solo, estdo sujeitos a sofrerem
diversos processos, sejam eles quimico ou fisicos, o que ird regular o seu destino no meio
ambiente. Dentre esses processos pode ser citado a lixiviacao, a volatilizacéo, a fotodegradacéo,
a decomposicao quimica e microbioldgica, o escorrimento superficial e absorcéo pelas plantas
(BAILEY; WHITE, 1970)

Herbicidas que apresentam maior permanéncia no solo, possuem maior risco de lixiviagdo
em intervalos maiores e tempo. Em decorréncia de sua retencdo, alguns compostos tornam-se
indisponiveis para a degradacdo biologica e sua liberagdo lenta pode ocasionar contaminagédo
de corpos hidricos subterraneos, uma vez que, ao longo do tempo, sdo percolados cada vez mais
(ABERNAT, 1994).
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O 2,4-D é um dos compostos mais utilizados nos herbicidas. O controle quimico advindo
da utilizacdo do 2,4-D trouxe inimeros beneficios para o controle de pragas do Brasil e do
mundo, porém esse agente quimico pode permanecer ativo no meio ambiente por longos
periodos, afetando os ecossistemas. Os efeitos desse agente ao longo do tempo representam um
grande risco para a saude publica, sendo necessarios 0 monitoramento e a vigilancia desses

produtos em aguas, solos, alimentos e ar (JAVARONI et al., 1991).

3.2 PROPRIEDADES DO 2,4-D

O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) foi criado em meados do século vinte, com a
intencdo de aumentar a produtividade da producéo durante a segunda guerra mundial, uma vez
que possuiam alta eficicia contra ervas daninhas (LEITENBERG, 2001). Segundo Crafts,
(1961), o herbicida acelera o crescimento vegetal de algumas espécies de plantas, podendo atuar
também como regulador de crescimento.

Por ser o primeiro herbicida seletivo direcionado para o controle de plantas espontaneas
latifoliadas anuais (folhas largas) e tem se mostrado fundamental para o desenvolvimento da
industria quimica na agricultura, o 2,4-D apresenta grande representatividade na historia
(MONACO; WELLER; ASHTON, 2002; OLIVEIRA JUNIOR etal., 2011). Ainda nos dias de
hoje, 0 uso deste herbicida, no Brasil, representa a maior parte e 0 pais possui interesse
comercial e cientifico no 2,4-D. Segundo Barbosa, Solano e Umbuzeiro, (2015), 0 2,4-D é 0
terceiro herbicida mais utilizado no Brasil.

Pertencente a familia dos compostos fendxicos, o herbicida possui varia¢des da sua formula
acida, podendo possuir em sua base sais e éster com baixa volatilidade e elevado peso
molecular; sdo os agentes quimicos mais conhecidos e utilizados como herbicida da classe dos
fendxicos (AMARANTE JUNIOR; SANTOS; NUNES, 2003; RODRIGUES; SERRA, 1996;
SAAD, 1978). E um composto organico sintético que possui uma massa molar de 224,01 g/mol,
dois atomos de cloro nas posicdes 2 e 4 do anel aromatico e ligado ao carbono alfa do acido
acético (MACHADO, 2004) conforme a Figura 1.
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Figura 1 - Formula Estrutural do 2,4-D, em sua formula cida.

o~ CH—COOH

Cl

Cl

Fonte: Machado (2004,p.4).

Worthing & Hance. (1991), e Messias. (1998), destacam as principais propriedades fisico-
quimicas do 2,4-D, na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais caracteristicas do herbicida 2,4-D

Nome quimico (IUPAC) Acido 2,4-diclorofendxiacético
Férmula molecular CsHeCl203
Massa molar 221,04 g/mol

Ponto de fusdo 133°-137°C

pKa 2,64 (acido fraco)

Press3o de vapor (20°C) 1,1.10% Pa (8.10° mm Hg)
Densidade relativa (30°C) 1,565
Solubilidade em dgua (25°C) 620 mg/L (praticamente insolavel)
Solubilidade em solventes organicos 1.250 g/kg de etanol; 243 g/kg de éter etilico
Dlso oral (ratos) 375 mg/kg (moderadamente tdxico)
Classe toxicoldgica Il - medianamente toxico
Modo de agdo Sistémico seletivo

Fonte: Autor, adaptado de Messias (1998).

Os principais fatores responsaveis pelo sucesso do uso do 2,4-D séo o baixo custo e sua alta
seletividade contra dicotiledéneas deixando vivas as monocotiledéneas, o que foi uma grande
vantagem nos plantios de monocotiledéneas de importancia comercial como milho, arroz e
cereais. Segundo Taiz e Zeiger, (2004) essa seletividade decorre do fato de que em
dicotiledbneas, 0 2,4-D o qual atua como auxina sintética, ndo sofre metabolizacdo na mesma
proporcdo que as auxinas enddgenas, ao passo que as monocotiledéneas podem inativar
rapidamente o 2,4-D (SOUSA, 2013).
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3.3 IMPACTOS 2,4-D A SAUDE HUMANA

Com relagéo a saude humana, o 2,4-D acomete o sistema nervoso central, o coragdo, o
figado e é considerado cancerigeno (VIEIRA et al., 1999). Bukowska. (2003) relatou que o
tratamento de eritrécitos humanos in vitro com 2,4-D a 250 e 500 ppm resultou em diminuicéo
dos niveis de glutationa reduzida, diminuicdo da atividade da enzima superdxido dismutase e
aumento dos niveis de glutationa peroxidase. Estas mudangas significativas na atividade das
enzimas antioxidantes e evidéncias de estresse oxidativo indicam que o 2,4-D deve ser levado
a serio como um agente citotoxico além de potencialmente genotoxico. Sobre isso Nakbi et al.,
(2010) relatam que o 2,4-D é capaz de produzir estresse oxidativo tanto in vitro quanto in vivo
(SOUSA, 2013).

Além disso o 2,4-D esté associado ao aumento dos indices de cancer do tipo linfoma de
ndo-Hodgkin entre os agricultores que o aplicam e ja se comprovou que as dioxinas, substancias
extremamente téxicas e cancerigenas, ocorrem como contaminantes nos fitossanitarios (uma
mistura de 2,4-D e de 2,4,5-T) (BAIRD, 2002).

Com relacéo a fatores toxicologicos, o composto tem pouca tendéncia ao bioacumulacéo no
tecido animal e é excretado geralmente, sem ser metabolizado, através da urina, a excecao de
alguns dos ésteres de baixa volatilidade que bioacumulardo na auséncia de metabolizacédo
(HOWARD, 1991).

Uma vez presente nos sistemas de aquiferos anaerobios, 2,4-D ¢é considerado de
"persistente” para "altamente persistente” com uma meia-vida de 42 dias (IBAMA, 2010).

3.4 IMPACTOS AMBIENTAIS CAUSADOS PELO 2,4-D

O uso indiscriminado do &cido 2,4-D, eleva o aumento da poluicdo das aguas, do solo e dos
alimentos, além de terem sido identificados como alérgenos do sistema respiratorio, uma vez
que apresentam alta toxicidade (BAGGIANI et al., 2001; FUKUYAMA et al., 2009).

O 2,4-D é um herbicida altamente seletivo, depois de absorvido pela planta acumula-se
dentro das raizes, podendo influenciar diretamente no crescimento, uma vez que impede o
transporte de agua e nutrientes. (2,4-D: Fact Sheet, 2000). Alem disso, as plantas tratadas com
o herbicida frequentemente exibem ma formacé&o das folhas, hastes e raizes. (EPA, 1988).

A presenca dos acidos fenoxiacéticos nos corpos hidricos se da em razdo da sua solubilidade

em agua, do seu baixo valor de pKa, da sua baixa biodegradabilidade e por serem fracamente
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retidos pela maioria dos solos devido seu baixo coeficiente de adsor¢do no solo (XI;
MALLAVARAPU; NAIDU, 2010; NJOKU; HAMEED, 2011; XI; SOUZA et al., 2017).

O 2,4-D pertence a familia dos organoclorados, que sdo compostos extremamente tOXicos
e de longa persisténcia (HIGARASHI, 1999). Por estas razdes, o controle de producédo e
aplicacdo de tais espécies esta entre as prioridades nas legislagdes ambientais em todo o mundo,
sendo que as concentracbes do mesmo no meio ambiente sdo determinantes para o
estabelecimento da forma de uso da area, seja para fim residencial, recreativo ou industrial
(HIGARASHI, 1999).

De acordo com Rebelo et al, (2019) o 2,4-D ¢ classificado como classe Ill, para riscos
ambientais, ou seja, o produto € classificado como perigoso para 0 meio ambiente. No Brasil, a
Resolucdo N° 396 de 03 de Abril de 2008, do Conselho Nacional de Meio Ambiente -
CONAMA, determina o limite maximo de 0,03 ppm de 2,4-D na agua destinada ao consumo
humano e a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), através da NBR 10004/2004,
determina o limite de 3 ppm do herbicida em residuos sélidos como suficiente para a
denominacdo de residuo perigoso (SBANO et al., 2013). Além disso a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) classificou o 2,4-D como extremamente toxico (Classe I) para a
salde, e estudos recentes da Agéncia Internacional de Pesquisas do Céncer (IARC), com a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), classificou o0 2,4-D como possivelmente cancerigeno a
humanos (LOOMIS et al., 2015).

3.5 DEGRADACAO 2,4-D

A biodegradacdo do 2,4-D é orquestrada tanto por fatores bidticos quanto por fatores
abioticos. Os tipos de microrganismos envolvidos, as condi¢cdes ambientais (temperatura e pH)
e 0s constituintes do ambiente, sdo elementos que afetam o processo de biodegradacao
(GUEDES, 2010). Na remocdo de matéria organica, processos bioldgicos sdo o0s mais
vantajosos economicamente.

A biodegradacdo do 2,4-D pode ser influenciada por diversos fatores, como temperatura,
pH, profundidade da coluna de solo, tipo de biomassa, além da aplica¢éo de outros herbicidas.

Observou-se que 0 2,4-D ¢é degradado por uma variedade de microrganismos, tais como
Pseudomonas sp, Alcaligenes eutrophus, Nocardia sp e Aspergillus niger. Dentre os principais
metabolitos produzidos, citam-se: 2,4-diclorofenol, 4-clorocatecol e clorohidroquinona
(MENZIE, 1969; PAUL; CLARK, 1989).
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Os processos de tratamento, baseiam-se na degradagdo da matéria organica. Quando este
processo ocorre de forma natural por microrganismos é conhecido como biodegradagdo. A
biodegradacao deste acido, pode ocorrer de forma aerobia e anaerdbia. A primeira ja esta bem

consolidada, ja a segunda, existem poucos estudos nesta linha de pesquisa.

3.5.1 Aerdbbia

A biodegradacéo aerobia € fundamentada na utilizacdo de microrganismos que requerem
oxigénio molecular. A biodegradacdo do herbicida é realizada, em grande parte, por
organismos aerobios como a bactéria Azotobacter chroococcum e algumas bactérias do género
pseudomonas sp (BALAJEE; MAHADEVAN, 1993; BRUCKMANN et al., 1998).

Kearney e Kaufman, (1975) descreveram a rota de degradacdo aerdbia, por bactérias
Peseudomonas sp, a degradacdo consiste na liberacdo de subprodutos como 2,4-diclorofenol,
3,5-diclorocatecol, 2,4-dicloro-cismuconato, 2-clorodienactona, 2-cloromaleilacetato, e assim
segue até ser transformado em Succinato. Guedes, (2010) percebeu que a rota de degradacao
por Arthobacter sp. é semelhante a via metabolica descrita para o Alcaligenes eutrophus A
figura a seguir repreresenta a comparacao das possiveis vias de degradacao do 2,4-D para para
a Pseudomonas sp. e Arthobacter sp.

Figura 2 - Rota de biodegradacdo aerobia do acido 2,4D por Arthobacter sp. (1) e

Pseudomonas sp. (2).
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Fonte: Guedes, (2010, p.27)

Sanchis et al. (2014) avaliaram a biodegradabilidade do herbicida sob aeragdo continua em
reatores em batelada sequenciais. O reator foi operado a 25°C, utilizando in6culo proveniente
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de uma Estacdo de Tratamento de Esgoto e glicose como fonte de carbono. O periodo de
aclimatacdo observado foi de 21 dias, obtendo uma remocdao de 95% de 2,4-D em 135 dias com

concentracdo de 50 mg/L.

3.5.2 Anaerébia

O composto 2,4-D é passivel a degradagdo tanto em meio aerébio, quanto anaerdbio.
Contudo, devido ao comportamento ambiental do mesmo se mostrar mais critico em meio
anoxico por ser um composto altamente persistente nesta condigdo, é de maior relevancia o
estudo das possiveis rotas de degradacdo sob essa circunstancia, por efeito do potencial risco
ambiental. Assim, o desenvolvimento de tecnologias no ambito da biorremediacédo que sejam
eficientes em remediar ambientes andxicos contaminados pelo 2,4-D é de extrema relevancia a
preservacdo ambiental e, por conseguinte, a manutencdo da saude humana (BRUCHA et al.,
2021).

O processo de degradacdo anaerdbia do 2,4-D pode ser comparado a uma desalogenacao
redutiva de um composto, € um processo fermentativo microbiano de flora mista onde a matéria
organica, na auséncia de oxigénio livre, é convertida a gases, compostos predominantemente
de metano e didxido de carbono (BARANA, 2001).

De acordo com Brucha et al., (2021), foi proposta uma rota alternativa para a degradacgéo
anaerdbia, sendo esta apresentada na figura 3.

Figura 3 - Rota Proposta de Biodegradacdo Anaerobia do 2,4-D.
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Fonte: Autor adaptado Brucha et al. (2021)
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Nesta proposta o 2,4-D perde um grupo de 6xido acético, passando a ser 2,4 dicloro-fenol.
Este sera desalogenado, transformando-se em 2 cloro-fenol ou 4 cloro-fenol. Em seguida, sera
desalogenado, outra vez em fenol, o qual seguira a rota do benzoato.

Vérias culturas ja foram identificadas como capazes de realizar a degradacdo do 2,4-D
através de trabalhos académicos como este apresentado neste topico. Dentre elas, cinco
apresentaram grande potencial degradante, como Acinetobacter sp, Serratia marcescens,

Stenothrophomonas matophilia, Flavobacterium sp e Penicillium sp. (SILVA et al., 2007).
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4 METODOLOGIA
4.1 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

Segundo Rocha e Bade (2018), a agricultura compde uma classe dominante da area total da
bacia. De forma geral, a Bacia hidrografica do Parana 3 (BP3) € uma regido de extenso plantio
de milho e soja. Nesta area usa-se uma intensa quantidade de pesticidas, dentre eles 0 2,4-D
(PIASSETA et al., 2021). Neste contexto, assumiu que a regido apresenta caracteristicas ideias
para compor a area de estudo.

A BP3 estéa localizada na mesorregido Oeste do Parana, entre as latitudes 24° 01' S e 25° 35'
S e as longitudes 53° 26' O e 54° 37" O, com éarea de aproximadamente 8000 km?2 englobando
28 municipios, delimitada ao norte pela bacia do rio Piquiri e ao sul pela bacia do rio Iguagu
(PBHP3,2014).

Com base nas cartas climaticas do estado do Parana (CAVIGLIONE et al., 2000), a
precipitagdo média anual na bacia varia de 1600 a 2000 mm e as taxas de evapotranspiracdo
média anual encontram-se entre 1000 a 1200 mm. A temperatura média anual apresenta
importantes diferencas, variando desde 20-21°C na regido de Cascavel, 21-22°C na area de Foz
do Iguacu até 22-23° nas proximidades do Rio Parana, estendendo-se no sentido norte em
direcdo a Guaira e Terra Roxa. A umidade relativa média anual é de 70-75% proximo a Guaira
e de 75-80% nas demais areas. Bacia Hidrografica do Rio Parand 3 (BP3) encontra-se sob o
dominio do Clima subtropical umido (MENDONCA; OLIVEIRA, 2007).

Por ser uma regido de intensa atividade agricola e haver a deteccdo do herbicida 2,4-D, a
bacia se destaca para estudos de comunidades microbianas com potencial em degradar o 2,4-
D. A Figura 4 mostra o mapa referente a localizacdo desta bacia hidrografica.
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Figura 4 - Localizacdo da Bacia Hidrografica do Parana Ill.

100 Km

Fonte: PBHP (2014, p.5).

4.2 COLETA DE AMOSTRAS

As amostras de sedimento que foram utilizadas como in6culo, nos ensaios de
enriquecimento da comunidade microbiana anaer6bia metanogénicas e nos ensaios de
degradacdo anaerdbia do 2,4-D. Foram coletadas no dia 18 de Novembro de 2020, em trés
diferentes pontos no reservatorio de Itaipd, na sub Bacia Hidrogréafica Sanga Memoria, com
duas subcamadas cada, sendo, P1 (25°12°08.5”’S € 54°18°21.1°°0), coletados em 2 subcamadas
de 16 cme 6 cm, P2 (25°13°33.1”°S e 54°14°43.5°°0), coletados em 2 subcamadas de 18 cm e
10 c¢m, e por fim, P3 (25°13°49.2"°S e 54°13°42.0"°0), coletados em 2 subcamadas de 30 cm e

20 cm. A Figura 5, representa a aérea de estudo e os trés pontos de coleta, na bacia.



Figura 5 - Mapa da Area de Estudo e Pontos de Coleta.
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Fonte: Autor
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As amostras foram coletadas sobre condi¢des atmosféricas Umidas, em dia ensolarado, com

temperaturas

acima de 20°C.

Para chegar até o ponto de coleta utilizou barco com motor e foram necessarias duas pessoas

para realizar a coleta, como mostra a Figura6 e 7.

Figura 6 - Amostra de sedimento coletada.

Fonte: Autor




22

Figura 7 - Coleta de sedimento

Fonte: Autor

Depois de coletadas, as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo (caixa térmica com
gelo) e transportadas até o laboratdrio de Microbiologia ambiental da Universidade Federal de
Alfenas — (UNIFAL-MG).

A amostragem de sedimento, foram utilizadas como indculo nos ensaios de enriquecimento

de microrganismos desnitrificantes, sulfetogénicos e metanogénicos na presenca do 2,4-D.

4.3 MEIO DE CUTIVO

Os ensaios de degradacdo anaerdbia do 2,4-D foram realizados utilizando meios de cultivo
anaeradbios proprios para as comunidades, metanogénicas, sulfatorredutoras e desnitrificantes

Para que fosse composto os meios de cultivo, nas condi¢cdes de oxirreducdo, foram
preparadas solucdes de macro e micronutrientes, a partir do protocolo de Deursen (2016).

Antes de iniciar as solucdes, as vidrarias foram lavadas com Extran, homogeneizadas com
agua destilada e colocadas na estufa, a uma temperatura de 55 °C. A bancada foi esterilizada
com alcool 70, além de todo material pela autoclave. O manuseio foi sempre préximo a chama
do bico de bulsen.

Os elementos que compunham a solucdo de cada reator foram pesados em uma balanca de
precisao e diluidos em dgua anaerdbia, e em seguida esterilizados por autoclave (por 30 minutos
a 120°C), exceto as solucdes que continham vitaminas e sulfeto de sdédio, que foram
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esterilizadas por filtracdo empregando membranas de 0,22 mm sob sistema de bombeamento a
VAcuo.

Depois de esterilizadas, as solu¢bes foram armazenadas no refrigerador, ja as vitaminas
foram encapadas com papel aluminio afim de evitar fotodegradacéo.

Para a determinacdo da massa a ser inserida de cada substancia utilizou-se a equagéo (1).

P (g) =vol(L).M (ﬁ); (1)
Em que: P € 0 peso em gramas que foi aferido na balanca analitica; vol é o volume em litros,
e M a massa molar.
As solugdes estoque de macro e micronutrientes utilizadas para cada condi¢do de

oxirreducdo estdo listadas nas Tabelas 2, 3 e 4.

Tabela 2 - Solugbes para compor os meios utilizados nos reatores desnitrificantes.

(continuacao)

Solugdes Volume (L) Peso (9)
D1 KH2PO4 0,500 17,418
D2 Na2HP0O4.2H20 0,250 7,801
D3 Resazurin 0,050 0,025
EDTA 0,063
FeS04.7H20 0,006
MnCI2.6H20 0,006
CoClI2.4H20 0,002
D4 ZnS0O4 0.2 0,028
CuS04.6H20 0,002
Na2Mo04.2H20 0,001
CaCl2 0,001
pH=6 met KOH
Vit A
Biotina (Vit H) 0,005
D5 p-aminobenzoato (Na-
sal) 0,013

Pantotenato (Na-sal) 0,013



Tabela 2 - SolucBes para compor os meios utilizados nos reatores desnitrificantes.
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(concluséo)

Solugdes Volume (L) Peso (g)

Filico acido (hidratado) 0,25 0,013

Acido Lipoico (4cido tioctico) 0,025

Piridoxina (Vit b6) 0,013
Nicotinamida

D6 Tiamina HCL (Vit B1) 0,1 0,010

Vit C

D 7 Riboflavina (Vit B12) 0,1 0,01

VitD 0,0,25

D8 Cianocobalamina (Vit B12) 0,1 1,471

D10 Na2S.9H20 0,25 0,4686

D11 NH4CI 0,25 8,499

Fonte: Autor adaptado do protocolo de Deursen (2016).

Tabela 3 - Solugdes para compor os meios utilizados nos reatores sulfetogénicos.

(continuacao)

Solucdes Volume (L) Peso (g)
S1 KH2PO4 0,50 13,610
S3 Resazurin 0,25 7,801
Elementos trago
FeCl2.4H20 0,375
MnCI2.4H20 0,025
CoCI2.6H20 0,030
ZnClI2 0,018
Sda
0,25
CuCI2 0,004
H3BO3 0,015
0,006
NiCl2.6H20
1ml conc. HCI
Elementos trago
Sab NaOH 0,100
Na2Se03 0,25 0,005
Na2W04.2H20 0,008
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Tabela 3 - Solugdes para compor os meios utilizados nos reatores sulfetogénicos.

(concluséo)

Solucgdes Volume (L) Peso (g)
Na2Mo04.2H20
S5 Vit A 0,063
Biotina (Vit H) 0,001
p-aminobenzoato (Na-sal) 0,003
Pantotenato (Na-sal) 025 0,003
iridoxina (Vit b6) 0,013
Nicotinamida 0,005
6 VitB
Tiamina HCL (Vit B1) 010 0,060
57 VitC
Riboflavina (Vit B2) 010 0,005
S8 VitD
Cianocobalamina (Vit B12) 0,10 0,005
CaCl2.2H20 1,103
s11 MgSO4.7H20 0,25 1,232
NH4CI 1,204
NaCl 3,068
S13 Na2504 0,25 10,650

Fonte: Autor adaptado do protocolo de Deursen (2016).

Tabela 4 - Solugdes para compor os meios utilizados nos reatores metanogénicos.

(continuacao)

Volume
Solucdes Peso
¢ @ | )

M1 K2HPO4 17,418 0,500

M2 Na2HPO4.2H20 7,801 0,250

M3 Resazurin 0,025 0,050
EDTA 0,250
FeCl2.4H20 1,000
MnCI2.4H20 0,050
CoCl2.6H20 0,095
M4 ZnCI2 0,035

CuCI2 0,001 0,500
AICI3.6H20 0,005
H3BO3 0,003
Na2Mo0O4.2H20 0,018

NiCl2.6H20 0,012
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Tabela 4 - Solugdes para compor os meios utilizados nos reatores metanogénicos.

(concluséo)

~ Volume
Solugoes Peso
¢ ©) (L)
Vit A
Biotina (Vit H) -
GELADEIRA 0,025
p-aminobenzoato (Na-sal) 0,125
M5  Pantotenato (Na-sal) 0,025
Acido Félico (Dihydrate) 0,010 0,500
Acido Lipoico (4cido tioctico) 0,025
Piridoxina (Vit b6) 0,050
Nicotinamida 0,275
M6 Vit B
Tiamina HCL (Vit B1) 0,010 0,100
M7 VitC
Riboflavina (Vit B2) 0,005 0,100
M8 VitD
Cianocobalamina (Vit B12) 0,005 0,100
4,509
M9 NH4HCO3 0,500
NaHCO3 38,057
M10 Na2S.9H20 12,010 0,050
2,205
M11 CaCl2.2H20 0.500
MgCI2.6H20 2,035

Fonte: Autor adaptado do protocolo de Deursen (2016).

Cada condicdo de oxirreducéo exigiu uma solucéo especifica, as quais foram formadas a
partir da combinacdo das solucdes estoque, indicada nas tabelas 3,4,5. O procedimento para o

reparo dessas solucdes esta descrito a seguir, de acordo com o protocolo de Deursen (2016).
I. Meio para a condig&o desnitrificante

MEIO BASAL —para 800 ml de solucéo deve-se adicionar 48,8ml de D1, 132,8ml de D2, 0,8ml

de D3 e 617,6ml de agua anaerobia.

COLD A —para 25 ml de solucgéo deve-se adicionar 1 ml de D4, D5 e D7; 0,5 ml de D6, 0,1 ml

de D8 e 21,4 ml de agua anaerdbia;
COLD B — para 50 ml de solucao deve-se adicionar 49 ml de D13 e 1 ml de D10.

COLD C —para 50 ml de solucao deve-se adicionar 50 ml de D11.
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i Meio para a condig&o sulfetogénica

MEIO BASAL — para 800 ml de solucdo deve-se adicionar 13,36 ml de S1, 0,8 ml de S3 e

785,84 ml de agua anaerdbia.

COLD A — para 50 ml de solucéo deve-se adicionar 2 ml de S4a, S4b e S5; 0,4 ml de S6, S7 e

S8 e 42,8 ml de agua anaerdbia.
COLD C —para 50 ml de solucdo deve-se adicionar 50 ml de S11.
iii. Meio para a condi¢do metanogénica

MEIO BASAL — para 800 ml de solugéo deve-se adicionar 16,8 ml de M1, 1,36 ml de M2 e
0,8 ml de M3 e 781 ml de agua anaerobia.

COLD A —para 50 ml de solugédo deve-se adicionar 2 ml de cada uma das seguintes solucdes:
M4, M5, M6, M7 e M8 e 40 ml de 4gua anaerdbia

COLD B — para 100 ml de solucéo deve-se adicionar 2 ml de M10 e 98 ml de M9.
COLD C — para 50 ml de solucdo deve-se adicionar 50 ml de M11.

Depois de preparada a solucdo de meio basal, foi fluxonado nitrogénio por 20 minutos
dentro dos frascos Duran® que o continham, afim de retirar todo o oxigénio do meio. Em
seguida foram lacrados e autoclavados. Toda agua anaerdbia utilizada foi preparada minutos
antes da utilizacéo, feita a partir de agua destilada fervida por 20 min e esfriada sob o fluxo de
nitrogénio, por cerca de 20 minutos.

Para a preparag¢ao dos COLD’s (A, B ¢ C) foi utilizado frascos de antibi6ticos de 120 ml,
que foram autoclavados fechados com tampas de butila e selados com lacres de aluminio. Os
reatores metanogénicos passaram por uma troca de atmosfera de 10 ciclos (N2, COz; 80%, 20%),
através do sistema de distribuicdo de gases, enquanto que os reatores das demais condi¢des vao
ter o seu headspace preenchido por 100% de N2 (10 ciclos).

Afim higienizar os frascos, os mesmos foram esterilizados. Também foi feita a troca de
atmosfera, para eliminar o oxigénio presente e foram adicionados os colds, nas proporcées
estabelecias a cima, com seringas e agulhas esterilizadas.

Depois de prontas as solugcdes passaram por uma nova lavagem pelo distribuidor de gases,
com 10 ciclos nas mesmas condicOes de atmosferas descritas anteriormente.

Os COLDs foram embalados com papel aluminio e armazenados sob refrigeragéo (4°C).
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4.4 ARANJO EXPERIMENTAL DOS REATORES

Os ensaios de enriquecimento das comunidades microbianas anaerobias metanogénicas,
sulfatorredutoras e desnitrificantes, na presenca do 2,4-D (1 mg/L) foram realizados utilizando
meios de cultivo anaerdbios proprios para cada comunidade microbiana desejada (Deursen,
2016), acrescidos de fonte de carbono Lactato e Acetato (10 mM cada). Amostras dos
enriquecimentos do microorganismos desnitrificantes, sulfetogénicos e metanogénicoas foram
utilizadas como inéculo para ensaios de degradacdo anaerobia nas distintas condicfes de oxi-
reducdo, utilizando o meio especifico para cada condi¢do descrito acima, fontes de carbono
Acetato e Lactato (10mM cada) e 2,4-D (1 mg/L). Os ensaios foram realizados em frasco
reatores de 300 ml, sob anaerobiose, assepsia e fluxo de Nitrogénio e mantidos a 30 °C e
agitacdo em 130 rpm. Para cada uma das 3 condi¢cdes de oxirreducdo (desnitrificantes,
sulfetogénicos e metanogénicos) foram feitos 5 reatores: 3 bidticos, contendo 0 2,4-D (1 mg/L)
e Lactato e acetato (10 mM cada) como fonte de carbono; 1 abidtico, com adicdo de azida 1M
(NaN:) e cloreto de mercurio 1M (HgClz) para inativagdo microbiana, e 1 controle sem adicao

de 2,4-D.

Figura 8 - Arranjo Experimental dos Reatores Anaerdbios.
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Os reatores bioticos foram preparados para avaliar a atividade microbiana (crescimento
e degradacédo do 2,4-D), os abidticos para verificar a degradacéo do 2,4-D sem a participagdo
microbiana, e o controle para observar se 0s microrganismos envolvidos no processo de

degradacéo do 2,4-D estdo se desenvolvendo (ou ndo) a partir de outras fontes de carbono.

4.5 INOCULO DE ENRIQUECIMENTO

Os reatores de enriquecimento foram montados no laboratério da Universidade Federal de
Alfenas. Antes de iniciar as solugdes, as vidrarias foram lavadas com Extran, homogeneizadas
com agua destilada e colocadas na estufa, a uma temperatura de 55 °C. A bancada foi
esterilizada com alcool 70, além de todo material pela autoclave. O manuseio foi sempre
préximo a chama do bico de bulsen, para evitar contaminacao.

Para cada uma das 3 condigdes de oxirredugdo (desnitrificantes, sulfetogénicos e
metanogénicos) foram feitos 5 reatores: 3 bidticos, sendo o 2,4-D (1 mg/L) e o conteldo
organico do solo as Unicas fontes de carbono e 2 reatores controles, sem adicdo de 2,4-D.

A composicdo de substancias em cada reator, preparada com um volume total de 300 ml

cada é mostrado na Tabela 4 com 2,4-D na concentracdo de 1 mg/L.

Tabela 5 - Composicdo dos reatores de volume (300 ml) feitos com adicdo de fonte de

carbono e 2,4-D.

Desnitrificante ‘ Sulfetogénico ‘ Metanogénico
Meio Basal 201,00 ml Meio Basal 200,00 ml  Meio Basal 211,44 ml
Cold A 7,50 ml Cold A 5,50 ml Cold A 4,14 ml
Cold B 15,00 ml S13 16,60 ml Cold B 8,28 ml
Cold C 7,50 ml Cold B 5,50 ml ColdC 4,14 ml
24D 1 mg/L 24D 1 mg/L 24D 1 mg/L
Inéculo 20,00 % Inéculo 20 % Inéculo 20 %
Volume lig. 300,00 ml  Volume lig. 300,00 ml  Volume lig. 300,00 ml
Acetato de
Acetato de Lactato de sédio 1M 3,00 ml
P 3,00 mi . 6,40 mi ;
sédio1 M Sodio 1 M Formiato
1M 3,00 ml

Fonte: Deursen (2016), adaptado.

As figuras 9,10 e 11 séo dos reatores ja montados, em diferentes meios de oxirredugéo,
que continha 2,4-D como micropoluente.
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Figura 9 - Reatores de enriquecimento desnitrificantes, sendo os trés primeiros com 2,4-D e
os dois Ultimos sem

Fonte: Autor.

Figura 10 - Reatores de enriquecimento metanogenicos desnitrificantes, sendo os trés primeiros
com 2,4-D e os dois ultimos sem.

Fonte: Autor
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Figura 11 - Reatores de enriquecimento sulfatogenicos desnitrificantes, sendo os trés

primeiros com 2,4-D e os dois Ultimos sem

Fonte: Autor.

Todos os reatores foram mantidos sobre agitacdo120 rpm, a 30°C. Para evitar a retirada
de biomassa os reatores foram inclinados na coleta realizada semanalmente, além disso, depois
de coletado eram colocados em eppendorfs, onde seriam centrifugados por 5 minutos a uma
agitacdo de 10.000rpm. Depois de centrifugados, os sedimentos ficavam no fundo, facilitando
a retirada do sobrenadante. Os reatores foram monitorados semanalmente através da
determinacédo de DQO.

Figura 12 - eppendorfs com solugdo desnitrificante ap6s saida da centrifuga.

Fonte: Autor
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4.6 ENSAIO DE DEGRADACAO DO 2,4-D

O inoculo do ensaio de degradacdo anaerobia do 2,4-D foi retirado dos reatores de
enriquecimento. Os reatores foram montados no laboratério da Universidade Federal de
Alfenas.

Antes de iniciar as soluc@es, as vidrarias foram lavadas com Extran, homogeneizadas com
agua destilada e colocadas na estufa, a uma temperatura de 55 °C. A bancada foi esterilizada
com alcool 70, além de todo material pela autoclave. O manuseio foi sempre proximo a chama
do bico de bulsen, para evitar contaminagé&o.

Para cada uma das 3 condi¢cdes de oxirreducdo (desnitrificantes, sulfetogénicos e
metanogénicos) foram feitos 5 reatores: 3 bidticos, sendo o 2,4-D a Unicas fontes de carbono
dos reatores; 1 abiodtico, com adi¢do de azida 1M (NaN3s) e cloreto de mercurio 1M (HgClz) para
inativagcdo microbiana, e 1 controle sem adigéo de 2,4-D.

A composicdo de substancias em cada reator, preparada com um volume total de 300 ml

cada é mostrado na Tabela 5 com 2,4-D na concentracao de 1 mg/L.

Tabela 5 - Composicéo dos reatores anaerdbios de volume liquido de 300 ml

(continuacao)

. . | Volume . | Volume - Volume
Desnit. | Composigao (ml) Sulfet. | Composicéo (ml) Met. Composicao (ml)
Meio Basal 141 Meio Basal 140 Meio Basal 151,44
Cold A 7.5 Cold A 55 Cold A 4,14
Cold B 15 S13 16,6 Cold B 8,28
Cold C 7,5 Cold C 55 Cold C 414
Bidtico 24D 6 Bistico 2,4D 6 Bistico 24D 6
123 1,2,3 1,2,3 Acet 3
Acetato 3 Lactato 6,4
Lactato 3
Inéeulo In6eulo . 0
(40%) 120 (40%) 120 In6eulo (40%) 120
Volume 300 Volume 300 Volume total 300

total total




Tabela 5 - Composicéo dos reatores anaerdbios de volume liquido de 300 ml
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(concluséo)

Desnit. | Composicao V(()rlﬁll;]e Sulfet. | Composicéo Vc()rITL:Ir;ne Met. Composicéo Vc(>rITL11|r)ne
Meio Basal 135 Meio Basal 134 Meio Basal 145,44
Cold A 75 Cold A 55 Cold A 4,14
Cold B 15 S13 16,6 Cold B 8,28
ColdC 7,5 ColdC 55 ColdC 4,14
2,4D 6 2,4D 6 2,4D 6
Inoculo Inoculo . 0
Abitico  (40%) 120 ppistico @) 120 apistico  'Moculo (40%) 120
Acet 3
Acetato 3 Lactato 6,4 (Continua)
Lactato 3
NaN3 3 NaNs 3 NaN3
HgCl, 3 HgCl, 3 HgCl,
Volume 45, Volume 300 Volume total 300
total total
Meio Basal 147 Meio Basal 146 Meio Basal 157,44
Cold A 75 Cold A 55 Cold A 4,14
Cold B 15 S13 16,6 Cold B 8,28
ColdC 7.5 ColdC 55 Cold C 4,14
Controle Controle Controle Acet 3
Acetato 3 Lactato 6,4
Lactato 3
Indculo Inéculo . 0
(40%) 120 (40%) 120 Indculo (40%) 120
Volume 45, Volume 300 Volume total 300
total total

Fonte: Do autor. Valores calculados a partir do protocolo de Deursen (2016).

As figuras 13, 14 e 15 a seguir sdo dos reatores ja montados, em diferentes meios de

oxirredugdo, que continha 2,4-D como micropoluente.
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Figura 13 - reatores desnitrificantes, sendo os dois primeiros bidticos, sequidos do controle e
abiotico.

Fonte: Autor

Figura 14 - Reatores metanogénicos, sendo os dois primeiros bioticos, seguidos do controle e
abiotico.

Fonte: Autor

Figura 15 - Reatores sulfetogenicos, sendo os dois primeiros biéticos, seguidos do controle e
abidtico

Fonte: Autor
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Todos os reatores foram mantidos sobre agitagdo120 rpm, a 30°C. Para evitar a retirada
de biomassa os reatores foram inclinados na coleta de amostra feita semanalmente, além disso,
depois de coletado eram colocados em eppendorfs, onde seriam centrifugados por 5 minutos a
uma agitacdo de 10.000rpm. Depois de centrifugados, os sedimentos ficavam no fundo,

facilitando a retirada do sobrenadante.

Figura 16 - Eppendorfs com solucdo sulfetogenicas ap6s saida da centrifuga.

Fonte: Autor

4.7 MONITORAMENTO DOS REATORES

4.7.1 Reatores de Enriquecimento

As atividades metabdlicas dos reatores foram monitoradas semanalmente, atraves de
coleta de amostra liquida do ensaio. Para os reatores desnitrificantes, foi monitorado o consumo
de nitrato segundo a metodologia de Cataldo et al. (1975). Os reatores sulfetogénicos foram
monitorados através da deteccdo de sulfato e sulfeto. O monitoramento dos reatores
metanogenicos foi dado a partir da quantificagdo da producdo de metano, utilizando o
equipamento Cromatografo Gasoso Shimadzu GC-2014 com Detector de Condutividade
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Técnica (TCD) e coluna HP-PLOT/Q (30 m x 0,53 mm x 40 pum de espessura de filme).O
consumo da matéria organica serd monitorado através da determinacdo de DQO, descritas no
Standard Methods 5520.

Vale ressaltar que, sempre que 0s microrganismos consumiam a matéria organica do
sistema, era acrescentado uma solucdo de 0,4 M de nitrato, para as desnitrificantes, 0,2 M de
Sulfato para as sulfetogenicas, além da mesma quantidade de fonte de carbono, ja inseridas em
cada sistema inicialmente, para todos os reatores. Sempre que forem acrescentadas as solucdes
e a fonte de carbono, nomeava-se uma nova etapa.

A quantificacdo do 2,4-D e dos intermediarios metabdlitos 2,4-DCP, 2-CP, 4-CP e fenol
foi realizada através do HPLC UV (Agilent 1220 Infnity LC) e deteccdo a 230 nm. Foi utilizada
uma coluna cromatografica Zorbax Eclipse Plus C18 (250%4.6 mm, 5 pm). As separagdes
cromatograficas foram realizadas em temperatura de 30 °C. A fase moével foi constituida por A
(0,01% de &cido féormico em &gua, v/v) e B (0,1% &cido formico em acetonitrila, v/v) com fluxo
de 0,8 ml/min em uma eluicdo gradiente, com as seguintes etapas: : (1) 5 min com 75% solvente
A (10,1% acido férmico em agua) e 25% solvente B ( 0,1% acido formico em acetonitrila); (2)
8 min com 40% fase mével A e 60% fase movel B; (3) 2 min com 75% A e 25% B. As
analises e dados foram processados pelo software EZChrom Agilent OpenLAB
Chromatography Data System Software (CDS). O limite de quantificacdo foi 0,1 mg/l para

todos os compostos e o limite de deteccédo foi de 0,05mg/l para o 2,4-D e seus intermediarios.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 RESULTADOS ENRIQUECIMENTO
O grafico a seguir é referente a concentracao média da demanda quimica de oxigénio no

meio metanogénico.

Figura 17 - Demanda Quimica de Oxigénio, no Reator Metanogénico
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Fonte: Autor

Pode-se observar que, ao longo de 33 dias, a concentragdo média diminuiu cerca de 90%,
no meio com 2,4-D e 99% no controle. Ao longo do dia 20, houve uma queda abrupta na
concentragéo do reator que continha o 2,4-D.

A Figura 18 € referente a concentracdo média de demanda quimica de oxigénio no meio

sulfetogenico.
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Figura 18 - Demanda Quimica de Oxigénio, no Reator Sulfetogénico
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Fonte: Autor
Pode-se observar que, ao longo de 33 dias, a concentracdo média diminuiu cerca de 92%,
no meio com 2,4-D e no controle. A matéria organica foi removida mais rapidamente no
controle, que no reator que continha 2,4-D
A concentracdo média de sulfato encontrado em todos os reatores de enriquecimento, ao

longo de 33 dias, pode ser observado na figura 19.

Figura 19 - Reducdo de Sulfato nos Reatores Sulfetogénicos
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Fonte: Autor.
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Notou que, a concentracdo média de sulfato diminuiu cerca de 75%, no meio com 2,4D e

81% no controle.

A concentracdo média de sulfeto encontrado em todos os reatores de enriquecimento,

ao longo de 33 dias, pode ser observado na Figura 20.

Figura 3 - Producdo de Sulfeto, nos Reatores Sulfetogénicos.
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Fazendo uma comparagdo entre os valores inicial e final notou que, a concentracdo media

de sulfeto aumentou cerca de 80%, no meio com 2,4D e 64% no controle.

A Figura 21 ¢ referente a concentracdo média de demanda quimica de oxigénio, no meio

desnitrificante.
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Figura 21 - Demanda Quimica de Oxigénio, no Reator Desnitrificante

—t—Com 2,40 Contrake
= 1000,00
]
= 200,00 # _*
g vvvvv *_ ‘
ﬂﬂﬂﬂﬂ - -
<L S . 4
o
= 200,00
5]
E e
Z
= 0 5 10 15 20 25 30 35

TEMPO DE REATOR [DIAS)

Fonte: Autor

Pode-se observar que, ao longo de 33 dias, a concentracdo média de DQO diminuiu cerca
de 30%, no meio com 2,4D e 57%, no controle.
A concentracdo média de nitrato encontrado em todos os reatores de enriquecimento, ao
longo de 33 dias, pode ser observado na Figura 22:
Figura 22 - Concentragéo de Nitrato, no Reator Desnitrificante.
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Fonte: Autor

Pode-se observar que, ao longo de 33 dias, a concentragdo média de nitrato diminuiu cerca

de 99%, no meio com 2,4D e 98%, no controle.
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A concentragdo meédia de nitrito encontrado em todos os reatores de enriquecimento, ao
longo de 33 dias, pode ser observado na Figura 23:

Figura 23 - Concentracdo de Nitrito, no Reator Desnitrificante.
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Fonte: Autor

Fazendo uma comparacdo entre os valores inicial e final notou que, a concentracdo média
de nitrito aumentou cerca 98% no controle. Nos reatores que continham 2,4-D a concentragéo
variou, sendo a maior delas de 25,15 mg/L, porém no final do 33° dia, a concentracdo final foi
igual a inicial

Apbs o termino do enriquecimento, 0s microorganismos alvo estavam preparados e
enriquecidos para o proximo passo desta pesquisa.

5.2 RESULTADOS ENSAIO DE DEGRADACAO 2,4-D

Os reatores ficaram em condicGes de agitacdo por 90 dias e apresentou uma coloragéo
num tom de laranja conforme a cor natural do solo argiloso utilizado como inéculo (40%).
Entretanto reatores desnitrificantes eram os Unicos que apresentavam a fragéo clarificada num
tom de laranja mais escuro. Este fenbmeno deve-se as caracteristicas deste meio ou aos seus
subprodutos, produzidos pelo metabolismo microbiano das bactérias desnitrificantes.

No que diz respeito a DQO, sempre que a matéria organica era consumida, acrescentava
a mesma porgéo inicial de fonte de carbono para cada meio. Cada vez que era adicionado fonte
de carbono ao meio, nomeava-se uma nova etapa. A primeira etapa iniciou no dia 29 de Abril

de 2021, chamada de dia O e foi até o dia 19 de Maio (depois de 20 dias), quando iniciou a
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segunda etapa. Dia 17 de Junho foi o inicio da terceira etapa (ap6s 49 dias) que seguiu até o dia
29 de Julho, totalizando 90 dias de operagéo.

A Figura 24 a seguir apresenta a concentracao de DQO, em todas as amostras no meio
metanogénico, em todas as etapas deste reator.

Figura 24 - Demanda Quimica de Oxigénio, no Reator Metanogénico
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Fonte: Autor

Na primeira etapa, em duas semanas a DQO decaiu uma porcentagem de
aproximadamente 64% no meio bidtico, 95% de consumo no controle e 39% no meio abidtico.
Ja na segunda etapa, a DQO também decaiu, sendo em 22 dias, 98% no meio biotico, 91% no
controle e 55% no meio abidtico. A terceira etapa foi aquele em que houve um maior
decréscimo de DQO no sistema no mesmo intervalo de tempo, em todos os reatores, exceto o
abiotico. Nela percebe-se um decaimento de 99,7% de DQO, no meio biédtico, 95,9%, no

controle e 36,3% no meio abidtico.
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De acordo com os resultados, pode-se observar que houve consumo de matéria organica
no meio e em ambas as etapas a degradacdo quimica de oxigénio foi mais rapida no meio biético

e no controle, em relacdo ao meio abidtico.

Figura 25 - Producédo de Metano (Mol/L) nos Diferentes Meios de Oxirreducao
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De acordo com os resultados, pode-se observar que houve producdo de metano no meio
em ambas as etapas a degradacdo. O meio biodtico foi aquele que mais produziu metano,

chegando a uma concentracdo média de 0,04 Mol/L.

Figura 26 - Remogé&o do 2,4-D nos reatores anaerobios sob condigdes metanogénicas.
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Nos ensaios de degradacdo do 2,4-D, os frascos-reatores sob condi¢fes metanogénicas
apresentaram degradacao acentuada do composto em estudo, 2,4-D. No 20° dia de ensaio, 0s
reatores bidticos apresentavam 75% de degradacdo, enquanto que os frascos abioticos ndo foi
detectada degradacdo do composto. Nessa fase foi detectado 0, 27 (+/- 0,03) mg/L do
metabdlito 4-CP nos frascos bidticos. O intermediario fenol foi detectado em somente um dos
ensaios da triplicata na concentracao de 0,22 mg/L, e este composto ndo foi mais detectado nos
outros dias de ensaio, como pode ser observado na figura 3. No 50° dia de experimento ndo se
detectou-se mais o0 2,4-D nos reatores bi6ticos.

Os reatores denominados abioticos apresentaram atividade de consumo da matéria
organica e degradacdo do 2,4-D a partir do 20° dia de ensaio. Isso aponta para uma nao
inativacdo dos microrganismos pelo acréscimo da azida sodica e do cloreto de mercurio (1 M
cada).

A degradacdo anaerdbia através de condi¢cdes metanogénicas tem sido extensivamente
estudada nos ultimos anos e se apresenta com uma via eficiente de degradacéo de clorofenois
(Aurora; Bae, 2014; Nicholson et al., 1992). Takeuchi et al. (2000) reportou a desalogenacéo e
transformacéo de 19 isémeros de clorofenois sob condi¢des anaerdbias. O sedimento de agua
doce foi capaz de mineralizar 2,4-D em COz e metano via 4CP, fenol e benzoato. O estudo de
Yang et al. (2017) demonstrou a degradacdo do 2,4-D em condigdes metanogénicas usando
acetato como fonte de carbono. Foi observado que a adicdo de acetato promoveu uma
degradacédo 5 vezes mais rapida do que nos meios sem adicdo de acetato. Dechloromonas e

Pseudomonas foram os microrganismos degradadores predominantes.
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Importante ressaltar que no presente trabalho em condigfes metanogénicas, foi
detectado a presenca de concentracBes tracos dos intermedidrios originados do 2,4-D,
consolidando mais uma vez que além da degradacdo do mesmo, também foi constatado a sua
rota de degradacéo ocorrida. Como exposto nos graficos complementares na figura 3, a partir
da segunda fase de amostragens analisadas, foi reconhecido o 4CP nos trés frascos-reatores que
compdem a triplicata dessa condicéo, sendo que em um dos frascos bidticos foi detectado o
composto fenol, este j& compreendido como elemento originado na fase final de degradacédo do
2,4-D por essa rota.

Brucha et al., (2021) estudaram a degradacdo anaerdbia do 2,4-D, sob condic¢Ges
metanogénicas e acetato e lactato como fonte de carbono. Foi utilizado solo superficial e
profundo coletado em area de plantio da Amazdnia como inéculo. Os resultados apontaram
para a degradacdo do 2,4-D (1mg/L) em condi¢bes metanogénicas, com formacgdo dos
intermediarios metabolitos 2,4 DCP, 4CP e fenol. Os resultados alcangados pelo presente
trabalho véo de encontro ao levantado por Brucha et al., (2021), comprovando que 0 4 CP e 0
fenol sdo metabdlitos encontrados na via 2,4-D — 2,4-DCP, 4-CP e fenol. Brucha et al. (2021),
associaram a degradacao aos processos co-metabolismo, mas nao descartaram a possibilidade
de desalogenadores estarem atuando na descloracdo da molécula 2,4-DCP, levando a fenol. O
presente trabalho ndo analisou a diversidade microbiana durante a degradagdo do 2,4-D.
Entretanto a presenca dos metabdlitos encontrados corrobora com o processo de desalogenacdo
do composto 2,4-DCP.

Conclui-se pelos resultados levantados que 0 meio metanogénico apresenta condi¢fes
para a remediacdo do herbicida 2,4-D.

A Figura 26 a seguir apresenta a concentragdo de DQO, em todas as amostras no meio

desnitrificante, em todas as etapas deste reator.
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Figura 27 - Demanda Quimica de Oxigénio, no Reator Desnitrificante
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Na primeira etapa, em duas semanas a DQO decaiu uma porcentagem de
aproximadamente 63% no meio bidtico, 63% de consumo no controle e 53% no meio abidtico.
Ja na segunda etapa, a DQO decaiu apenas no controle e no meio bidtico, sendo 45% e 48% de
decaimento, respectivamente. De modo geral, na segunda etapa, houve um aumento de DQO
apenas no meio abidtico, o que é uma caracteristica incomum. A terceira e ultima etapa
apresentou uma porcentagem de decaimento de 25,7% de DQO, no meio biético, 61,4%, no
controle e 44,5% no abiotico.

De acordo com os resultados, pode-se observar que houve consumo de matéria organica
no meio desnitrificante.

Sempre que a concentragéo de nitrato do meio estava baixa, era acrescentado nitrato ao
meio, através do D13, em uma concentracdo igual a inicial, seguindo sempre o protocolo de
Dursen. Vale ressaltar que, sempre que era adicionado nitrato ao meio, uma nova etapa era
criada. O dia 30 de abril foi a data 0 do reator. Depois de 19 dias, adicionou fonte de carbono e
iniciou uma nova etapa. A terceira fase iniciou dia 33 de junho e ainda segue em andamento.

Os graficos a seguir retratam a concentracdo de nitrato durante todas as etapas dos

reatores, totalizando 90 dias de reator.
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Figura 28 - Concentragcdo Média de Nitrato, no Reator Desnitrificante
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Fonte: Autor.

Foi possivel observar que houve consumo médio de nitrato, em todos os reatores, na
primeira etapa. Durante a primeira etapa, 17 dias de operacdo, o consumo médio nos reatores

foi de 99% em todos os meios de oxirredugao.

Na segunda etapa observou também que houve consumo médio de nitrato, em todos 0s
reatores, nos 12 dias de operagdo. Em relacdo ao consumo médio de nitrato, nos reatores
bidticos seu consumo foi de 74% e 96% no controle. No reator abiético, houve um aumento

médio de nitrato no meio.

A terceira etapa apresentou um consumo médio de nitrato de 89,3%, no meio biético,

85,45%, no controle e 99,7%, no meio abidtico.

Como no ensaio metanogénico, 0s reatores abidticos tiveram atividade microbiana,
como pode ser observado pelo consumo de matéria orgénica e nitrato, comprovando que as
concentragdes dos inativantes microbianos ndo foram suficientes para a inativacdo total da

biomassa.

Figura 29 - Remocé&o do 2,4-D nos reatores anaerobios sob condi¢des desnitrificantes.
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Alguns estudos demonstram que condic¢des desnitrificantes favorecem a degradagéo
anaerobia e a descloragdo redutiva de clofenois, como o 2,4-D (AURORA,; BAE, 2014). Sob
condicdes desnitrificantes, a degradacdo do 2 CP foi estudada em culturas de enriquecimento
derivadas de amostras de lodo ativado (BAE; YAMAGOSHI; SUWA, 2002). A presenca de
nitrato foi essencial como aceptor de elétrons para a mineralizacdo de 2 CP em COs..

Os frascos-reatores sob condicOes desnitrificantes, apesar de também apresentarem
gueda da concentracdo inicial do composto 2,4-D, a eficacia é visivelmente menor que a
degradacéo verificada sob condi¢es metanogénicas, tendo atingido em média 13-16% no meio
bidtico e no meio abidtico 9,26%, como mostra a Figura 5. Outro fator interessante, foi que
nesta condicao ndo foram detectadas concentracdo dos intermediarios do 2,4-D.

O grafico apresenta a concentracdo de DQO, em todas as amostras no meio

sulfetogénico, em todas as etapas deste reator.
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Figura 30 - Demanda Quimica de Oxigénio, no Reator Sulfetogénico
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Na primeira etapa, em 15 dias a DQO decaiu uma porcentagem de aproximadamente
72,5% no meio bidtico, 42% de consumo no controle e 91% no meio abiotico.Em ambas as
etapas a degradacao quimica de oxigénio foi mais rapida no meio biotico e no controle. J& na
segunda etapa, a DQO também decaiu, sendo em 22 dias, 78% no meio bioético, 59% no controle
e 95% no meio abiotico. Na terceira etapa, houve um consumo médio de DQO de 47,4%, no
meio bidtico, 85,2% no controle e 95,6%, no meio abiotico.

De acordo com os resultados, pode-se observar gue houve consumo de matéria organica
no meio sulfetogénico.

No meio sulfetogénico, sempre que a concentracdo de sulfato do reator estava baixa, era
acrescentado sulfato ao meio, através do S13, em uma concentragdo igual a inicial, seguindo
sempre o protocolo de Dursean. Vale ressaltar que, sempre que era adicionado sulfato, uma
nova etapa era criada. O reator foi iniciado dia 29 de abril, durando 34 dias. A segunda etapa
iniciou dia 02 de junho e terminou dia 25 de junho, perdurando até o dia 54. A terceira etapa,
vai do dia 25 de junho até dia 29 de julho, totalizando 89 dias de operacéo.
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Figura 31 - Reducdo de Sulfato nos Reatores Sulfetogénicos
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Foi possivel observar que, durante os 32 dias de operagdo, houve consumo médio de sulfato,
em todos os reatores, na primeira etapa. O consumo médio nos reatores foi de 99% em todos os
meios de oxirreducdo. Na segunda etapa, houve um consumo médio de sulfato de 85%, no meio
bidtico, 97%, no controle e 58%, no meio abidtico. Ja na terceira e Ultima etapa houve um
consumo médio de sulfato de 92,3% no meio bidtico, 85,2% no controle e 95,6%, no meio
abidtico.

De acordo com os resultados, pode-se observar que houve consumo de matéria organica no
meio sulfetogénico, assim como a reducédo do sulfato, durante os 90 dias de operacdo, em todos
0s reatores. Esses resultados confirmam o enriquecimento da comunidade sulfetogénica
proveniente do reservatdrio de Itaipl e uma ndo inativacdo dos microrganismos presentes no

ensaio abibtico.
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Figura 32 - Remoc&o do 2,4-D nos reatores anaerobios sob condi¢des sulfetogénicas.
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A mineralizacdo de clorofenois esta associada a reducédo de sulfato. Haggblom (1990)
desenvolveram um consorcio redutor de sulfato mineralizante de clorofenois em sedimentos
estuarinos, onde foi mantido o 2CP, 3CP ou 4CP como a Unica fonte de carbono e energia por
varios anos. Seus experimentos utilizando um consorcio utilizando 4CP revelaram que a
mineralizacdo de 4CP em CO; foi acoplada a reducéo de sulfato, e que a deplecdo de 4CP nédo
ocorreu na auséncia de sulfato. Nesta reacdo, sulfato, tiossulfato ou sulfito foram usados como
aceptores de elétrons. A associacdo da reducdo de sulfato com mineralizacdo de clorofenois
também foi observado na degradacéo de 2CP ou 4CP por culturas de enriquecimento redutoras
de sulfato derivadas do sedimento do Rio Hudson (HAGGBLOM; RIVIERA; YOUNG, 1993).

No presente estudo observou-se uma degradacdo de 63,33% do 2,4-D nos ensaios
bidticos, entretanto nenhum metabdlito intermediério analisado estava presente. O reator
denominado abidtico, ndo estava com 0s microrganismos inativados, uma vez que houve

consumo da matéria orgénica e reducéo de sulfato.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O 2,4D pode sofrer diferentes tipos de processos de degradacgédo, dependendo do meio de
oxirreducgdo que foi introduzido. Esses processos também dependem de condi¢des ambientais
especificas, condigdes fisico-quimicas do ambiente, além de caracteristicas intrinsecas deste
herbicida.

O reator abiotico apresentou variagdes de concentracdo em todos os meios de oxirredugédo
(metanogénico, sulfetogénico e nitrificante), o que conclui que houve atividade microbiana
nesses reatores e que elas ndo foram inativadas na presenca de azida sddica e cloreto de prata,
nas concentracgdes utilizadas.

E considerada relevante, na remocdo de 2,4-D, os diferentes meios de oxirreducéo
estudados, uma vez que, para cada meio houve concentragdes diferentes de remogéo. O meio
metanogénico foi o que apresentou maior eficiéncia de remogdo do composto estudado, com
formacéo de intermediarios metabdloitos, indicando a rota 2,4-D, 4 DCP, 4DCP e fenol.

Estes resultados podem contribuir para analise mais completa do comportamento deste
composto no meio ambiente. Assim, este trabalho é uma oportunidade para futuras pesquisas
que podem ser desenvolvidas nessa area, e ressalta a importancia destas informacdes para a
tomada de decisdo pelos 6rgdos publicos e para projetos de biorremediacdo de areas

contaminadas com 2,4-D.
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