UNIVERSIDADE DE SANTA CRUZ DO SUL

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM TECNOLOGIA AMBIENTAL —
MESTRADO

AREA DE CONCENTRACAO EM GESTAO E TECNOLOGIA AMBIENTAL

MAINARA NICARETTA DAHMER

BIODEGRADACAO DO FUNGICIDA PIRACLOSTROBINA EM AGUA
UTILIZANDO AS BACTERIAS Bacillus subtilis E Pseudomonas aeruginosa

Santa Cruz do Sul
2023



Mainara Nicaretta Dahmer

BIODEGRADACAO DO FUNGICIDA PIRACLOSTROBINA EM AGUA
UTILIZANDO AS BACTERIAS Bacillus subtilis E Pseudomonas aeruginosa

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Tecnologia Ambiental
— Mestrado, Universidade de Santa Cruz do
Sul — UNISC, como requisito parcial para
0 titulo de Mestre em Tecnologia
Ambiental.

Orientadora; Profa. Dra. Lisianne Brittes

Benitez

Coorientadora:; Profa. Dra. Tiele
Medianeira Rizzetti

Santa Cruz do Sul
2023

Programa de Pds-graduacéo em Tecnologia Ambiental - Mestrado



RESUMO

Os fungicidas sdo aplicados em Vvérias préaticas agricolas para reduzir a carga microbiana
e possibilitar alta produtividade. A exposicao prolongada a estes agrotoxicos prejudica o
meio ambiente e afeta a salde de humanos e outras formas de vida, por isso a degradagao
destes compostos por biorremediacdo microbiana tem sido foco de inimeros estudos.
Com o objetivo de estudar a biodegradacao bacteriana do fungicida piraclostrobina em
meio liquido esta dissertacdo retine um artigo de revisdao com analise bibliométrica e um
artigo com os dados experimentais. A andlise bibliométrica foi realizada a partir dos
termos “biodegradacao” e “fungicidas”, com foco na biorremediacgao utilizando bactérias
e consdrcios microbianos para os Ultimos 10 anos. Vinte artigos foram selecionados na
base de dados Scopus a partir das palavras-chave e o software Biblioshiny foi utilizado
para realizar uma analise detalhada das publicagdes. Verificou-se um aumento nas
publicacbes relacionadas a biorremediacdo microbiana, com o0s estudos sobre as
estrobilurinas apresentando crescente interesse cientifico. Dentre o0s paises que
apresentaram mais contribuicfes na area se destacou a Grécia. Na pesquisa experimental
da dissertacdo, avaliou-se a biodegradacdo do fungicida piraclostrobina (uma
estrobilurina) em agua. Os experimentos foram realizados a partir de um planejamento
fatorial completo em que se utilizaram duas variaveis, as bactérias (Pseudomonas
aeruginosa e Bacillus subtilis) de forma isolada e o tempo de exposicdo ao fungicida (5
e 10 dias). Os experimentos com as bactérias em consdércio foram conduzidos durante 5
dias. As amostras foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
Detecgdo de Arranjo de Diodos (HPLC-DAD) e Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas (LC-MS). Os resultados mostraram que ambas as bactérias
biodegradaram a piraclostrobina, com a Pseudomonas aeruginosa apresentando uma taxa
de degradacdo significativamente maior (57,9% em dez dias). O consorcio entre as
bactérias ndo apresentou melhores resultados quando comparados a Pseudomonas
aeruginosa empregada isoladamente; logo, ndo apresentou efeitos sinérgicos capazes de
levar a um aumento na biodegradacdo da piraclostrobina.  Concluiu-se que a
biodegradacdo da piraclostrobina por Pseudomonas aeruginosa demonstrou ser
promissora para a remogdo deste fungicida quando disperso em meio liquido. Porém,
ainda sdo necessarias mais pesquisas que foquem na utilizacdo de consoércios entre
distintos microrganismos para melhorar os indices de degradacdo e a eficiéncia de
remocao destes compostos do meio ambiente.

Palavras-chave: Biorremediacdo; Poluentes organicos; Estrobilurinas; Consoércio
bacteriano; Bibliometria
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ABSTRACT

BIODEGRADATION OF THE FUNGICIDE PIRACLOSTROBIN IN WATER
USING BACTERIA Bacillus subtilis AND Pseudomonas aeruginosa

Fungicides are applied in various agricultural practices to reduce microbial load and
enable high productivity. Prolonged exposure to these pesticides harms the environment
and affects the health of humans and other forms of life, which is why the degradation of
these compounds through microbial bioremediation has been the focus of numerous
studies. With the objective of studying the bacterial biodegradation of the fungicide
pyraclostrobin in liquid media, this dissertation brings together a review article with
bibliometric analysis and an article with experimental data. The bibliometric analysis was
carried out using the terms “biodegradation” and “fungicides”, focusing on
bioremediation using bacteria and microbial consortia for the last 10 years. Twenty
articles were selected from the Scopus database based on keywords and the Biblioshiny
software was used to carry out a detailed analysis of the publications. There was an
increase in publications related to microbial bioremediation, with studies on strobilurins
showing increasing scientific interest. Among the countries that made the most
contributions in the area, Greece stood out. In the dissertation's experimental research,
the biodegradation of the fungicide pyraclostrobin (a strobilurin) in water was evaluated.
The experiments were carried out using a complete factorial design in which two variables
were used, the bacteria (Pseudomonas aeruginosa and Bacillus subtilis) in isolation and
the time of exposure to the fungicide (5 and 10 days). The experiments with bacteria in a
consortium were conducted for 5 days. The samples were analyzed by High Performance
Liquid Chromatography with Diode Array Detection (HPLC-DAD) and Liquid
Chromatography coupled to Mass Spectrometry (LC-MS). The results showed that both
bacteria biodegraded pyraclostrobin, with Pseudomonas aeruginosa showing a
significantly higher degradation rate (57.9% in ten days). The consortium between
bacteria did not show better results when compared to Pseudomonas aeruginosa used
alone; therefore, it did not present synergistic effects capable of leading to an increase in
the biodegradation of pyraclostrobin. It was concluded that the biodegradation of
pyraclostrobin by Pseudomonas aeruginosa demonstrated promise for the removal of this
fungicide when dispersed in a liquid medium. However, more research is still needed to
focus on the use of consortia between different microorganisms to improve degradation
rates and the efficiency of removing these compounds from the environment.

Keywords: Bioremediation; Organic pollutants; Strobilurins; Bacterial consortium;
Bibliometrics
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1 INTRODUCAO

Desde 1940 os agrotdxicos fazem parte da vida humana, a partir da primeira utilizacéo
de inseticidas organoclorados para o controle de pragas nas lavouras, uma vez que estes
compostos sao utilizados para proteger as culturas agricolas e na eliminacédo de pragas capazes
de transmitir doengas (GILL e GARG, 2014).

Os agrotoxicos sdo capazes de exercer efeitos positivos quando utilizados de forma
correta nas culturas agricolas, mas seu uso inadequado, como doses acima das recomendadas,
forma e intervalo de aplicacdo e periodos entre a aplicacdo do produto e a data de colheita,
podem ocasionar residuos ou contaminacdo dos alimentos, a contaminacdo dos solos,
mananciais e rios (LUIZ, 2015).

Diferentes categorias de agrotdxicos sao utilizadas com frequéncia na reducéo de pragas
em sistemas agricolas (ZHAN et al., 2020). O impacto ambiental é determinado por fatores
diversos, como a toxicidade, persisténcia, mobilidade, tempo de aplica¢do e formulagédo (LIN
et al., 2020;MISHRA et al., 2020; ZHAN et al., 2020).

Por serem compostos quimicos, 0s agrotoxicos podem passar por inumeras
transformacdes e sdo facilmente transferidos do local de aplicacdo para outros locais vizinhos
Desta forma, alcangam ecossistemas sensiveis e exercem efeitos toxicos em outros organismos
(CARVALHO, 2017). Sdo compostos que podem estar presentes no solo, no ar, na dgua, na
poeira, e em alimentos e produtos consumidos pelas pessoas (CARVALHO, 2017; FOSTER et
al., 2017).

Estes compostos sdo capazes de provocar efeitos negativos na saude humana, ja que
normalmente entram no corpo humano através da alimentacdo, via respiratdria ou exposi¢do do
produto a pele, acarretando sintomas agudos e/ou crénicos (FOSTER et al., 2017). O contato
com os produtos quimicos sintéticos esta intimamente relacionado com doencas como o cancer
e problemas enddcrinos (CARVALHO, 2017; FOSTER et al., 2017).

Devido aos agrotéxicos apresentarem inimeros riscos a salude humana e ao meio
ambiente, associado ao fato de serem amplamente utilizados em lavouras, estudos tornam-se
importantes para monitorar e controlar o uso destes produtos (MATIAS et al., 2019; AMARO
etal., 2021).

Vérias organizacOes internacionais, como a Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA, do
inglés Environmental Protection Agency), a Organizacdo das Na¢des Unidas para Alimentacéo
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e Agricultura (FAO, do inglés Food and Agriculture Organization) e a Organizagdo Mundial
da Salde (OMS) instituiram diretrizes legais para a regulamentacdo dos agrotdxicos
(NAIDENKO, 2020). Para atualizar e validar essas diretrizes, a ecotoxicologia dos agrotoxicos
precisa passar por novas avaliacbes ao longo do tempo por causa de sua ampla gama de
aplicacdes ambientais (GUENICHE et al., 2020; NAIDENKO, 2020).

Segundo Kohle et al. (2002), verificou-se em experimentos realizados em culturas de
trigo e cevada que as estrobilurinas também séo capazes de alterar o metabolismo e crescimento
das plantas, causar efeitos adicionais a fisiologia de cereais e aumentar significativamente o
rendimento das culturas.

A alta umidade do ar, devido ao excesso de chuvas e frequéncia de dias cobertos na
regido sul do Brasil, provoca um clima que favorece a ocorréncia e ampliacdo da intensidade
de doencas fungicas nas plantacdes, o que torna a aplicacdo de fungicidas essencial para o
desenvolvimento diante ao aumento da intensidade das doengas e das dificuldades de controle
(BERTAGNOLLLI et al., 2016).

Apesar de a piraclostrobina apresentar baixa toxicidade em mamiferos e ter uma grande
amplitude de aplicacGes para controle quimico de fungos em diversos paises, pode ocasionar
riscos ambientais, devido ao seu uso constante e frequente (ESTEVE-TURRILLAS et al., 2010;
FAO, 2011).

Devido as aplicacdes de agrotoxicos serem em grande escala, varios métodos fisico-
qguimicos e microbianos sdo utilizados frequentemente, com o propoésito de remedia¢do do
ambiente contaminado (QIAN et al., 2020). Quando comparados entre si, a biorremediacdo é
mais segura do que os métodos fisico-quimicos, devido a sua eficacia e comportamento
ecoldgico (QIAN et al., 2020).

Fica evidente uma evolucdo no estudo da microbiologia ambiental uma vez que as
primeiras pesquisas nesta area trabalharam principalmente com culturas axénicas. Varios
microrganismos em cultura axénica ja foram utilizados comercialmente em larga escala para
biorremediacgdo, biofertilizantes e outros fins agricolas e industriais (QIAN et al., 2020).
Diversos estudos desenvolverem técnicas empregando consorcios microbianos mistos , com o
objetivo de auxiliar no reconhecimento de seus impactos na degradacéo de agrotoxicos, Como
avanco destes estudos percebeu-se que em aplicac6es que utilizam a biorremediacdo comprova-

se que é mais efetivo 0 uso de culturas mistas, quando comparado ao de cultivos microbianos

Programa de Pds-graduacéo em Tecnologia Ambiental - Mestrado



isolados (KAEBERLEIN et al., 2002; BRUNE e BAYER, 2012; LEE et al., 2018; QIAN et al.,
2020).

A degradacdo microbiana normalmente leva a mineralizacdo completa desses
compostos, € econémica e ecologicamente correta. Avalia-se 0 uso de cepas para degradacéo
de agrotoxicos durante o processo de biorremediacdo, porém este processo apresenta
limitacOes, por exemplo, taxas de degradacéo lentas, falta de via de degradagdo completa em
um Unico organismo e hierarquia de utilizacdo de fontes de carbono devido a presenca de fontes
de carbono simples, entre outras (NIELSEN, 2001; DVORAK et al., 2017; PHALE et al.,
2020). Além disso, fatores ambientais como pH néo ideal e limitacdo de oxigénio também
afetam a capacidade de sobrevivéncia desses organismos (NIELSEN, 2001; DVORAK et al.,
2017; PHALE et al., 2020).

Nesse contexto, destaca-se a relevancia tecnoldgica e ambiental de pesquisas que
buscam desenvolver tecnologias que utilizam ferramentas bioldgicas em substituicdo a métodos
quimicos e fisicos na degradacdo e remocdo de contaminantes organicos, como o fungicida
piraclostrobina, amplamente utilizado na agricultura. A biorremediacdo € uma alternativa
promissora por utilizar metodologias ambientalmente amigaveis, eficazes e que podem gerar
menos custos para as industrias, sendo este um dos objetivos da linha de pesquisa

“Microbiologia aplicada a tecnologia Ambiental” do PPGTA, na qual esse estudo foi realizado.
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