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RESUMO

O propanil esta entre os trés agrotoxicos mais usados na cultura de arroz. Em alguns dias este
herbicida é degradado a 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA) que é muito mais persistente e possui
uma toxicidade aguda mais elevada. Devido a grande utilizacdo deste herbicida na cultura de
arroz € preciso buscar formas de remover este composto, a fim de combater a contaminagéao
ambiental. Assim a fitorremediacdo vem como uma técnica de baixo custo para a remocao
dessas substancias. Esta técnica consiste em utilizar plantas para a degradar ou sequestrar
poluentes organicos ou inorganicos sendo em muitas vezes mais eficaz que a remediacédo
convencional. Dessa forma o objetivo deste trabalho foi avaliar a fitorremediacéo do propanil
e 3,4-DCA por Pistia stratiotes. A presenca dos compostos foi analisada através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos (HPLC-DAD).
Para a avaliagéo da fitorremediacdo duas mudas de P. stratiotes foram tratadas com solugdes
contendo 10 mg L de propanil e 7,4 mg L de 3,4-DCA durante o periodo de 14 dias. No
14° dia n&o foi possivel quantificar o propanil nos controles e tratamentos além de ter sido
observado a diminuicéo da concentracédo de 3,4-DCA produzido pela degradacdo do propanil.
Nas amostras tratadas somente com 3,4-DCA também foi possivel observar a degradacdo do
metabolito durante o periodo de andlise. A cultura de Pistia stratiotes mostrou-se uma
estratégia eficaz e de baixo custo na fitorremediacdo de aguas contaminadas por propanil e
3,4-DCA.

Palavras-chave: Alface d’agua. biorremediagdo. cromatografia. pesticidas. herbicidas.



ABSTRACT

The propanil is among the three most commonly used pesticides in rice cultivation. In just
days this herbicide is degraded to 3,4-dichloroaniline (3,4-DCA) which is much more
persistent and has a higher acute toxicity. Because of the wide use of the herbicide in rice
culture, it is necessary to find ways of removing this compound in order to combat
environmental contamination. Therefore, phytoremediation comes as a low-cost technique for
removing these substances. This technique consists in using plants to degrade or sequester
organic and inorganic pollutants being many times more efficient than conventional
remediation. In that way the objective of this study was to evaluate the phytoremediation of
propanil and 3,4-DCA by Pistia stratiotes. The presence of compounds was analyzed by high-
performance liquid chromatography with diode array detection (HPLC-DAD). For the
evaluation of phytoremediation two changes of P. stratiotes were treated with solutions
containing 10 mg of L* propanil and 7.4 mg L™ of 3,4-DCA during the period of 14 days. On
the 14th day it has not been possible to quantify the propanil in the control and treatments
addition to being observed to decline in the concentration of 3,4-DCA produced by
degradation of the propanil. In the samples treated only with 3,4-DCA also was possible to
observe the degradation of the metabolite during the analysis period. The culture of Pistia
stratiotes showed to be an effective and low-cost strategy for the phytoremediation of
contaminated water by propanil and 3,4-DCA.

Keywords: Water lettuce, bioremediation, chromatography, pesticides, herbicides.
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Resumo

O propanil estd entre os trés agrotoxicos mais usados na cultura de arroz. Em alguns dias este herbicida é degradado a 3,4-dicloroanilina
(3,4-DCA) que é muito mais persistente e possui uma toxicidade aguda mais elevada. Devido a grande utilizacdo deste herbicida na cultura
de arroz é preciso buscar formas de remover este composto, a fim de combater a contaminagdo ambiental. Assim a fitorremediacio vem como
uma técnica de baixo custo para a remogdo dessas substincias. Esta técnica consiste em utilizar plantas para a degradar ou sequestrar
poluentes orgdnicos ou inorgdnicos sendo em muitas vezes mais eficaz que a remediacdo convencional. Dessa forma o objetivo deste trabalho
foi avaliar a fitorremediagdo do propanil e 3,4-DCA por Pistia stratiotes. A presenca dos compostos foi analisada através da cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos (HPLC-DAD). Para a avaliacio da fitorremediacdo duas mudas de P. stratiotes
foram tratadas com solugdes contendo 10 mg L de propanil e 7,4 mg L' de 3,4-DCA durante o periodo de 14 dias. No 14° dia ndo foi
posstvel quantificar o propanil nos controles e tratamentos além de ter sido observado a diminuicdo da concentragio de 3,4-DCA produzido
pela degradacio do propanil. Nas amostras tratadas somente com 3,4-DCA também foi possivel observar a degradacio do metabodlito durante
o periodo de andlise. A cultura de Pistia stratiotes mostrou-se uma estratégia eficaz e de baixo custo na fitorremediacio de dguas
contaminadas por propanil e 3,4-DCA.

Palavras-chave: Alface d’dgua. biorremediacdo. cromatografia. pesticidas. herbicidas.

Abstract

The propanil is among the three most commonly used pesticides in rice cultivation. In just days this herbicide is degraded to 3,4-
dichloroaniline (3,4-DCA) which is much more persistent and has a higher acute toxicity. Because of the wide use of the herbicide in rice
culture, it is necessary to find ways of removing this compound in order to combat environmental contamination. Therefore,
phytoremediation comes as a low-cost technique for removing these substances. This technique consists in using plants to degrade or
sequester organic and inorganic pollutants being many times more efficient than conventional remediation. In that way the objective of this
study was to evaluate the phytoremediation of propanil and 3,4-DCA by Pistia stratiotes. The presence of compounds was analyzed by high-
performance liquid chromatography with diode array detection (HPLC-DAD). For the evaluation of phytoremediation two changes of P.
stratiotes were treated with solutions containing 10 mg of L propanil and 7.4 mg L of 3,4-DCA during the period of 14 days. On the 14th
day it has not been possible to quantify the propanil in the control and treatments addition to being observed to decline in the concentration
of 3,4-DCA produced by degradation of the propanil. In the samples treated only with 3,4-DCA also was possible to observe the degradation
of the metabolite during the analysis period. The culture of Pistia stratiotes showed to be an effective and low-cost strategy for the
phytoremediation of contaminated water by propanil and 3,4-DCA.

Keywords: Water lettuce, bioremediation, chromatography, pesticides, herbicides.



SILVA et al.: Fitorremedia¢ao do Propanil e 3,4-DCA

1 Introducao

Desde os primordios a agricultura busca alternativas para aumentar a producdo e minimizar as
perdas causadas pelas pragas, essas buscas deram origem aos compostos denominados de
agroquimicos, incluindo fertilizantes e agrotoxicos (SILVA e FAY, 2004). Com o grande aumento
populacional e a demanda de alimentos foi preciso desenvolver formas de maximizar a producao
agricola. No mundo, anualmente 20 a 30% do que é plantado é perdido devido a agdo de pragas na
agricultura. Dessa forma, os pesticidas, desde seu desenvolvimento, desempenharam um importante
papel no crescimento da agricultura moderna (PRESTES et al., 2009). Apds a Segunda Guerra
Mundial, o nimero de substancias novas e o uso intensivo destas na agricultura aumentaram
enormemente. O Hexaclorobenzeno (BHC) e o Diclorodifeniltricloroetano (DDT) surgiram como uns
dos mais importantes produtos quimicos, sendo aplicados em larga escala nas lavouras para combater
insetos (SANCHES et al., 2003). Os pesticidas tém sido utilizados principalmente para combater
pragas e doencas de plantas. Para isso, é necessario que estes produtos apresentem toxicidade
intrinseca ao organismo alvo, porém, na maioria das vezes, estes acabam atingindo os organismos
nao-alvo, causando impactos negativos ao meio ambiente (BRITO et al., 2010).

De acordo com o estudo realizado por Franga-Salgueiro (2013) o cultivo de arroz tem destaque ao
nivel de potencial de contaminagao das aguas superficiais com produtos quimicos de origem agricola.
Devido a grande area cultivada, aplicacdo de alguns pesticidas de elevada toxicidade para a biota
aquatica e sua necessidade da proximidade da drea plantada com rios e lagos. Na safra de 2007/2008 o
Rio Grande do Sul produziu 62,1% do arroz do Brasil e cerca de 7.361,7 mil toneladas (CONAB, 2008).
Os herbicidas usados na cultura do arroz irrigado tém um efeito prejudicial para a vida aquatica, pois
a drenagem da agua coincide com a época de reprodugao dos peixes (PRIMEL, et al., 2005). Mesmo
que a concentra¢ao da maioria destas moléculas seja baixa na agua, a interagdo continua entre a biota,
o sedimento e a agua pode acarretar impacto negativo por muito tempo, mesmo que ndo ocorram
mais entradas destes compostos no ambiente (DE MOURA, 2008).

Na cultura de arroz é utilizado uma elevada quantidade de pesticidas, entre os trés mais usados
esta o propanil (3,4-dicloropropionanilida) (RIOS, 2008). Pertence a classe toxicoldgica II, onde I é
extremamente toxico, II é altamente téxico, III é medianamente tdxico, IV é pouco téxico (SOSBAI,
2014). Este herbicida é derivado das cloroanilidas, seletivo de contato e pds emergente, que causa
inibicdo da fotossintese causando clorose seguida de necrose nas folhas das gramineas anuais e de
algumas ervas anuais de folha larga (RIOS, 2008; TOMLIN et al., 2009; ROEHRS et al., 2012). Em
apenas alguns dias o propanil € degradado ao seu metabdlito mais conhecido: o 3,4-dicloroanilina (3,4
DCA) que é muito mais téxica e leva mais tempo para ser degradado (ROEHRS et al., 2012; CHEN e
SCHAFFER, 2016).

Devido a grande toxicidade e a alta utilizacao deste herbicida na agricultura, técnicas de remocao
deste composto devem ser realizadas a fim de reduzir a contaminacdo ambiental. A remediagao ou
remocgao desses compostos pode ser de um custo muito elevado e algumas vezes geram subprodutos
mais tdxicos, dessa forma, a fitorremediacdo vem como uma alternativa para a remogao dessas
substancias. A fitorremediacdo é uma técnica que consiste em utilizar plantas para degradar ou
sequestrar poluentes organicos ou inorganicos, sendo um método mais eficaz e de menor custo em
relacdo a remediacdo convencional (SOUTO, 2011). Lamego e Vidal (2007) apontam alguns
parametros que as plantas devem possuir para serem capazes de realizar tal processo: Ter crescimento
rapido, grande producao de biomassa, competitividade, vigor e tolerancia a poluicdo. A planta
selecionada para esse estudo foi a Pistia stratiotes por ter se mostrado eficaz em alguns trabalhos como
a remog¢ao de cromo e cobalto (PRAJAPAT et al., 2012) e remocgao de baixas concentra¢des de Zn, Cr,
Cu, Cd, Pb, Hg e Ag (ODJEGBA e FASIDI, 2004).



A P. stratiotes € uma planta aquatica, de flutuagdo livre encontrada em lagoas rasas e tem imensa
gama ao longo dos trépicos. O caule é curto tendo folhas em forma de roseta. Possui numerosas raizes
longas e finas. As folhas sdo em forma de cunha, esponjosas, em forma inflada variando de 5 a 10 cm
de comprimento (MANJUNATH e KOUSAR, 2016). Sua reprodugao se d4 de duas formas: Através da
reproducdo sexuada e reproducdo clonal através do rompimento das conexdes entre rametes, sendo
essa ultima a mais comum (CARDOSO et al., 2005). Essa espécie tem sido amplamente utilizada,
principalmente pela sua resisténcia e em estudos recentes mostrou-se eficaz na remogao de cobre,
manganeés, ferro, nitratos e fosfatos de efluentes de industria téxtil (MANJUNATH e KOUSAR, 2016) e
remocao de farmacos e produtos para cuidados pessoais (LIN e LI, 2016). Dessa forma o objetivo desse
trabalho é avaliar o potencial de fitorremediacdo do propanil e seu metabdlito 3,4-DCA por Pistia
stratiotes.

2 Materiais e métodos

2.1 Teste de Sensibilidade

Dois exemplares de Pistia stratiotes foram tratados com solugdes contendo propanil nas seguintes
concentragoes: 2,5; 5; 10; 50 mg L. Essas concentracdes foram escolhidas partindo da dosagem
recomendada para a cultura de arroz, que é de 5 mg L.

Outros dois exemplares foram tratados em solucdes contendo 3,4-DCA nas seguintes
concentragoes: 1,8; 3,7; 7,4 e 37,1 mg L para a verificacdo da concentragdo maxima suportada pelo
vegetal em um periodo maximo de 14 dias. As concentrag¢des do 3,4-DCA foram estipuladas através
da estequiometria de degradacao do Propanil.

2.2 Condig¢oes cromatograficas

Para analisar a presenca dos compostos Propanil e 3,4-DCA nas amostras coletadas foi utilizada
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE, do inglés HPLC). O método utilizado foi
adaptado do descrito por Roehrs et al, (2012) por fase reversa em coluna C18 com as seguintes
condi¢des cromatograficas: fase movel contendo acetonitrila, metanol e dgua nas proporgdes de
30%, 24%, 46% respectivamente. O pH da fase mdvel foi ajustado a pH 3 com 4acido fosforico aquoso
solugao de (1:1, v/v), com uma taxa de fluxo de 0,9 ml min?. O volume de injecao foi 20 uL e
deteccdo em comprimentos de onda de 220 nm. Todas as analises foram realizadas a temperatura
ambiente.

Foi utilizado um sistema cromatografico YL9100 (Young Lin, Coreia do Sul) equipado com um
desgaseificador a vacuo YL90 bomba quaternaria YL9110, auto injetor YL9150, forno de coluna
YL9131 e detector de arranjo de diodos YL9160. As analises foram realizadas utilizando coluna
cromatografica Synergi 4p Fusion-RP 80A (250 x 4,6 mm) e pré-coluna Fusion-RP (4 x 3,0 mm)
(Phenomenex, Estados Unidos). O controle do equipamento e a aquisi¢do dos dados foram feitos
através do software YL-Clarity. A acetonitrila utilizada nas andlises cromatograficas era grau HPLC
(J. T. Baker, Holanda), a agua ultrapura foi adquirida a partir de um sistema Milli-Q (Millipore,
Estados Unidos) e o metanol era grau HPLC (J. T. Baker, Holanda).

2.3 Figura de mérito

A linearidade analitica da curva foi avaliada com base em inje¢des das solugdes padrao contendo
propanil e 3,4-DCA preparado em metanol em concentra¢oes de 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 e 10 mg L. Esta
sequéncia foi injetada 3 vezes (n = 3) e foram determinados as equagdes da curva de calibragao, os
coeficientes de terminagao (R?) e faixas lineares.



Para as condi¢des cromatograficas do trabalho obtivemos a equacdo da reta do composto
propanil de y=330,13x + 9,8288, R2= 0,9996 e uma faixa linear de 0,5 a 10 mg L. Ja para o composto
3,4-DCA, a equagao da reta obtida foi: y=105,86x — 14,545, R?= 0,9955 e faixa linear de 0,5 a 10 mg L.

2.4 Preparacao de amostras

A extracdo em fase sélida é uma técnica empregada para a extracao e/ou pré-concentracao de
analitos presentes em matrizes complexas. Ela utiliza sorventes recheados cm cartuchos, nas formas
de barril ou seringa, e os mecanismos de retengao sao idénticos aos envolvidos na cromatografia
liquida em coluna (QUEIROZ et al., 2001). A figura abaixo mostra as quatro etapas envolvidas na
extracdo em fase solida.

Condicionamento Percolacao Lavagem Eluicao
da amostra
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Cmt

o: 0.
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Fig 1. Etapas de extracdo por fase sélida. Fonte: CALDAS et al., 2011.

Uma amostra de 100 mL de agua foi acidificada para pH 3,0 com acido fosférico. A solugdo foi
pré concentrada em um cartucho Strata X previamente condicionado com 3 mL de metanol, 3 mL de
agua e 3 mL de agua pH 3,0. O pH foi ajustado com acido fosfdrico. A eluicdo foi realizada com 10
mL de metanol. O eluato foi evaporado em rotaevaporador a 40 °C a 150 rpm e dissolveu-se
novamente em 1,5 mL de metanol grau HPLC. O extrato foi injetado no sistema HPLC-DAD.

2.5 Cinética de degradacao

A cinética de diminui¢do da concentracdo dos pesticidas isolados foi avaliado
cromatograficamente por um periodo de 14 dias nas mesmas condi¢des de temperatura e umidade.
Simultaneamente foi avaliado a presenca do metabdlito 3,4-DCA dos pesticidas.

3 Resultados

3.1 Sensibilidade



Para encontrar a dose letal para a planta foi construida uma curva de sensibilidade. As P. stratiotes
foram expostas a concentracdes de 2,5; 5; 10 e 50 mg L' de Propanil e 1,8; 3,7; 7,4 e 37,1 mg L de 3,4-
DCA.

Fig 2. Foto P. stratiotes. A) 1° dia da andlise da sensibilidade. B) 7° dia da analise da sensibilidade. C) Mudas tratadas com
solugdes de 50 mg L1 de propanil no 7° dia de analise. D) Mudas tratadas com solucdes de 37,1 mg L-! de 3,4-DCA no 7° dia de
analise.

A partir do 5° dia percebeu-se que as folhas das mudas tratadas com concentra¢des de 50 mg L' de
propanil comecaram a se abrir e secar. Ja no 7° essas plantas morreram, conforme pode ser observado
na figura 2 C. Somente a concentracao de 50 mg L causou a morte das mudas em 14 dias de
tratamento. Nao foram observadas nenhuma mudanga nas plantas tratadas com as outras
concentracgoes.

Da mesma forma que a concentragdo mais alta de propanil a concentragao de 37 mg L de 3,4-DCA
causou a morte das mudas tratadas com solucdo apos 7 dias conforme pode ser observado na figura 2
D. Ao longo dos 14 dias de observacao nao foram visualizadas nenhuma alteracao nas mudas tratadas
com concentragdes menores. Outra observagao foi que no 14° dia a maioria das plantas estavam com
mudas, exceto as que foram utilizadas como controle e ndo foram tratadas com nenhum dos dois
compostos.

A P. stratiotes mostrou-se resistente a concentragdes menores que 10 e 7,4 mg L' de propanil e 3,4-
DCA, respectivamente. Essas concentra¢oes correspondem ao dobro do recomendado para a aplicagdo
do propanil na cultura de arroz que é de 5 mg L' (SOSBAI, 2014). Deixando evidente a sua possivel
utilizagdo em aguas contaminadas com esse herbicida e seu metabdlito.

3.2 Fitorremediacao do herbicida Propanil

Para avaliar a cinética de degradacdo do propanil, duas mudas de Pistia stratiotes foram tratadas
com solugdes de 10 mg L de Propanil que foi a concentragao que nao causou danos no crescimento e
desenvolvimento das plantas. As coletas foram realizadas no dia 0, 7 e 14. Os controles possuiam



somente agua com o herbicida. O grafico abaixo (figura 3) mostra que inicialmente ja existia
aproximadamente 10% do metabdlito 3,4-DCA, proveniente da auto degradagao do propanil.
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Fig 3. Gréfico da fitorremediacdo do propanil. C = Controle. T = Tratamento.

Apos 7 dias podemos observar a diminuigdo de propanil, em ambos controle e tratamento com o
aumento do metabolito 3,4-DCA. No 7¢ dia havia apenas 1,8% de propanil no controle e ja nao foi
possivel quantificar o tratamento. Apds 14 dias a concentracdo de 3,4-DCA teve uma baixa variagao
nos controles, 26,28% no 7¢ dia e 24,97% no 14° dia, ja nos tratamentos a concentracdo diminuiu de
16,63 para 5,65%. No 14° dia nao foi possivel quantificar o propanil em ambos controle e tratamento.
Esses dados vao ao encontro dos resultados de ROEHRS et al., (2012) com a biorremediagao através de
culturas de bactérias do género Enterobacter Cloacae e (ROSA, 2013) com a fitorremediacao através do
cultivo hidropoénico de alface (Lactuca sativa L.) onde foi visualizada a auséncia do propanil e seu
metabdlito 3,4-DCA nos tratamentos.

3.3 Fitorremediacao do metabolito 3,4-DCA

Para confirmar a fitorremediacdao do metabolito 3,4-DCA, duas mudas de Pistia stratiotes foram
tratadas com solugdes de 7,4 mg L1 de 3,4-DCA para que fosse analisado a cinética da
fitorremediacdo. As coletas foram realizadas nos dias 0, 7 e 14. Os controles possuiam somente dgua
com 3,4-DCA.
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Fig 4. Gréfico da fitorremediacao do 3,4-DCA. C = Controle. T = Tratamento.

Assim como no herbicida propanil, houve uma diminuicdo da concentracao do 3,4-DCA ap6s os 7
dias de estudo, confirmando que a planta realmente consegue fitorremediar esse composto. Vdrios
estudos ja apontam que ao final do processo de fitorremediagao do Propanil nao ha a o aparecimento
de seu metabdlito (ROEHRS et al., 2012; ROSA, 2013). Outros estudos do grupo mostraram resultados
parecidos, dessa forma fica evidenciado a capacidade de fitorremediagao desse metabdlito. O 3,4-DCA
€ um metabolito de varios outros herbicidas conforme mostra a figura 5. A degradagao do 3,4-DCA
pela P. stratiotes € um fato importante, visto que esse composto é muito mais toxico que o propanil e
tem uma meia vida mais elevada (CHEN e SCHAFFER, 2016). Assim essa planta pode ser utilizada
para a remocdo de adguas contaminadas com outros compostos que geram o 3,4-DCA como
metabdlito.
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Fig 5. 3,4-DCA e seus pesticidas relacionados. Fonte: (EPPERLEIN et al., 2006).



4 Conclusoes

A P. stratiotes mostrou-se resistente ao dobro da concentragdo recomendada para a aplicagao de
propanil na agricultura. Este trabalho mostrou que a cultura de Pistia stratiotes pode ser uma estratégia
eficaz e de baixo custo na fitorremediacdo de aguas contaminadas pelo herbicida propanil e o
metabdlito 3,4-DCA, produzido pelo propanil ou outro herbicida. Estudos adicionais devem ser
realizados para determinar a rota do metabolismo do 3,4-DCA nas plantas.
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