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Com o crescimento da populacdo mundial e o advento da industrializacdo cada
vez mais aumenta a demanda pela produgédo abundante e rentavel de alimentos
pelo mundo todo. Existe entdo a necessidade de estratégias que minimizem a
perda e as alteraces nos produtos alimentares, sobretudo os que séo cultivados
por longos periodos de tempo como graos e hortalicas. Neste viés surgem 0s
pesticidas, comercializados desde o século XIX, cada vez mais especializados e
modificados quimicamente para atingir uma maior eficiéncia na eliminagédo de
pragas e um menor periodo de tempo. Quando os pesticidas sdo usados
corretamente, eles minimizam acima de 40% as perdas de gréos, mas quando
usados de maneira incorreta ou acima da dosagem recomendada, podem
conduzir a impactos no ambiente e na saude publica. Neste contexto, o
Clomazone (2 - (2-clorobenzil) -4,4-dimetil-1,2-oxazolidin-3-ona), principio ativo
do herbicida comercial Gamit®, da familia das Isoxazolidinona e pertencente a
classe toxicologica Il € de amplo espectro usado para o controle de gramineas
anuais e plantas daninhas de folha larga em algodao, ervilhas, abdbora, soja,
batata-doce, tabaco, trigo e arroz. Porém, este herbicida possui uma série de
caracteristicas fisico-quimicas e comportamento distinto dependentemente do
ambiente onde for inserido 0 que pode causar 0 aumento de sua permanéncia
no ambiente e contaminacdo de organismos que nao sao os seus alvos de
origem. Uma alternativa para reduzir o impacto ambiental causado pelos
herbicidas é a fitorremediacéo. A fitorremediag&do consiste em uma técnica de
remocao e/ou de poluentes dos ambientes utilizando plantas como agentes de
remediacdo ambiental. Este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade a

espécie vegetal Pistia stratiotes em fitorremediar o herbicida clomazone em sua



forma comercial de recursos hidricos. O ensaio teve a duracdo de 24 dias e
contou com duas concentracdes o herbicida que foram determinadas a partir da
multiplicacdo em cem vezes da dose recomendada para uso em lavouras,
configurando uma exposicdo aguda ao herbicida. As andlises da cinética de
degradacdo do clomazone foram realizadas através de métodos analiticos por
cromatografica liquida de alta eficiéncia acoplada a detector com arranjo de
diodos CLAE-DAD. Apoés os 24 dias de experimento foi possivel identificar que
a espécie vegetal foi capaz de reduzir em 90% a presenca do herbicida
clomazone na agua e também que apesar da exposi¢cao agua a P. Stratiotes ndo
sofre alteragdes morfologicas em decorréncia de sensibilidade ao composto.
Dessa maneira, os resultados indicam que a Pistia Straiotes é capaz de

fitorremediar o herbicida clomazone de recursos hidricos.

Palavras-chave: fitorremediacéo, clomazone, Pistia Saiotes, GAMIT



ABSTRACT
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USE OF PISTIA STRATIOTES AS A PHOTORMEDIATE FOR CLOMAZONE
CONTAMINATED WATER RESOURCES

AUTHOR: Dandara Fidélis Escoto
ORIENTER: Elton Luis Gasparotto Denardin
Date and Place of Defense: Uruguaiana, March 13, 2017.
With the growth of world population and the advent of industrialization, the
demand for abundant and profitable food production worldwide is increasing.
There is then a need for strategies that minimize loss and changes in food
products, especially those that are grown for long periods of time like grains and
vegetables. In this bias arise the pesticides, marketed since the nineteenth
century, increasingly specialized and chemically modified to achieve greater
efficiency in pest elimination and a shorter period of time. When pesticides are
used correctly, they minimize grain losses by over 40%, but when used
improperly or above the recommended dosage, they can lead to environmental
and public health impacts. In this context, Clomazone (2 - (2-chlorobenzyl) -4,4-
dimethyl-1,2-oxazolidin-3-one), active principle of the commercial herbicide
Gamit®, of the Isoxazolidinone family and belonging to toxicological class Il is
Of broad spectrum used for the control of annual grasses and broadleaf weeds
in cotton, peas, squash, soybeans, sweet potatoes, tobacco, wheat and rice.
However, this herbicide has a series of physico-chemical characteristics and
distinct behavior depending on the environment where it is inserted which can
cause the increase of its permanence in the environment and contamination of
organisms that are not its origin targets. An alternative to reduce the
environmental impact caused by herbicides is phytoremediation.
Phytoremediation consists of a technique of removal and / or pollutants from
environments using plants as environmental remediation agents. This study
aimed to evaluate the ability of the Pistia Stratiotes plant species in
phytoremediation of the herbicide clomazone in its commercial form of water
resources. The assay lasted 24 days and counted on two herbicidal
concentrations that were determined from the one hundred fold multiplication of



the dose recommended for use in crops, setting up an acute exposure to the
herbicide. The clomazone degradation kinetics analyzes were performed by
analytical methods by high performance liquid chromatography coupled to a
detector with CLAE-DAD diode array. After 24 days of experiment, it was possible
to identify that the plant species was able to reduce the presence of the herbicide
clomazone in water by 90% and also that despite the water exposure to P.
stratiotes does not undergo morphological changes due to sensitivity to the
compound. Thus, the results indicate that Pistia Straiotes is capable of

phytoremediation of the herbicide clomazone of water resources.

Keywords: phytoremediation, clomazone, Pistia Saiotes, GAMIT
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tém-se uma demanda pelos avancos tecnoldgicos
e aumento na producdo de alimentos, sobretudo em grande escala devido ao
crescimento da densidade demografica no mundo todo, com isso existe a
necessidade de maior producdo em menor tempo. Dessa maneira, acreditava-
se na abundéancia de solo e de outros recursos ambientais, entretanto a cada dia
0s recursos disponiveis mostram, em diferentes graus, que estamos sendo
negligentes e descuidados com o seu uso (LIMA et al., 2011). Para atender esta
demanda, surgiu a producdo em grande escala de produtos quimicos e o
aumento na liberacdo de poluentes téxicos por industrias que tem contribuido
para deterioracdo da qualidade do meio ambiente. Quando os pesticidas sao
usados corretamente, eles minimizam acima de 40% as perdas de grdos, mas
guando usados de maneira incorreta ou acima da dosagem recomendada,
podem conduzir a impactos no ambiente e na saude publica (DEJONGHE et al.,
2003). Atualmente, sao produzidos novos pesticidas para aplicacdes especificas
no campo visando, principalmente, a sua rapida decomposicao. No Brasil, ha no
comércio mais de 300 principios ativos e 1.200 formulacdes de defensivos
agricolas (TEIXEIRA; CANELA, 2007). Porém, muitas vezes estes pesticidas
acabam contaminando outros ambientes, como 0s aquaticos, a partir da
percolacdo ou da lixiviacdo nos lencgois freaticos, podendo tornar-se um
problema de saude publica.

Muitas culturas demandam de vasta utilizacdo de agrotoxicos para a
manutencao de sua alta producéo e rendimento. A cultura de arroz irrigado esta
em 9° lugar dentre as culturas que mais utilizam pesticidas no Brasil (BARBOSA,
2004). No Rio Grande do Sul, e especialmente na Fronteira Oeste, a cultura
predominante é o cultivo de arroz irrigado (SOSBAI, 2010).

Neste contexto, o Clomazone (2 - (2-clorobenzil) -4,4-dimetil-1,2-
oxazolidin-3-ona), principio ativo do herbicida comercial Gamit®, da familia das
Isoxazolidinona e pertencente a classe toxicolégica ll, de amplo espectro usado
para o controle de gramineas anuais e plantas daninhas de folha larga em
algodao, ervilhas, abdbora, soja, batata-doce, tabaco, trigo e arroz. O
Clomazone € o terceiro herbicida mais utilizado nas lavouras de arroz, soja e
trigo na metade sul do Brasil. Ele pode ser aplicado no pré-plantio e pré-
emergéncia dependendo do caso. Este herbicida é normalmente utilizado em
culturas feitas com solo seco antes da inundacdo (EMBRAPA, 2011). Para o
clomazone neste tipo de cultura ndo existe limite maximo de residuos e também
o intervalo de segurancga ndo esta especificado, porém sua dose recomendada
esta entre 0,8 e 1,4 L/ha (SOSBAI, 2010).

O herbicida clomazone atua como um inibidor da sintese de pigmentos
fotossintéticos e outras substancias importantes em plantas superiores
(FERHATOGLU; BARRETT, 2006). Em estudos como os de Loux et al. (1989) e
Mervosh et al. (2005) foi demonstrado que este herbicida pode ter sua
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biodisponibilidade aumentada de noventa dias a quatro anos de acordo com as
propriedades fisico-quimicas do solo onde € aplicado, tornando-se assim
persistente e podendo contaminar organismos néo alvo.

Uma alternativa para reverter situagcbes de contaminacdo é a
biorremediacdo, que consiste em um processo de descontaminacdo de
ambientes através de organismos vivos, quando este processo € desenvolvido
por plantas € denominado fitorremediacdo (ROSA, 2013).

A fitorremediacdo consiste na utilizacdo de plantas com fins de
degradacdo, estabilizacdo ou remocédo de poluentes, além disso, é uma forma
de diminuir a contaminagdo ambiental uma vez que pode ser aplicada a uma
variedade de contaminantes, como hidrocarbonetos de petréleo, solventes,
metais, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e pesticidas de todas as classes
(ALI; KHAN; SAJAD, 2013). Tendo em vista a ampla variedade de espécies
vegetais que existem é importante conhecer 0s mecanismos pelos quais estas
atuam com os diferentes compostos que nao fazem parte de seu metabolismo,
por exemplo, as plantas possuem um arranjo complexo de enzimas habeis para
eliminagdo de xenobibticos e transportadores vacuolares dirigidos por ATP
(KARAVANGELI et al., 2005).

Porém, nem todas as espécies de vegetais podem ser utilizadas para a
fitorremediacdo. Dessa maneira é necessario que a planta cumpra alguns
requisitos como sistema radicular profundo e denso, alta taxa de crescimento e
producdo de biomassa, capacidade transpiratoria elevada, facil colheita quando
necessaria a remocao da planta da area contaminada entre outros (DE CINQUE
MARIANO; OKUMURA, 2012).

A planta selecionada para este estudo foi a Pistia stratiotes. A P.
stratiotes, também conhecida como alface d’agua, € uma planta aquatica, de
flutuacéo livre encontrada em lagoas rasas e tem imensa gama ao longo dos
tropicos. 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).
Esta espécie vegetal vem sendo amplamente utilizada para a remocado de
residuos de metais pesados, residuos da industria téxtil, medicamentos e
produtos de higiene pessoal de recursos hidricos contaminados. (MANJUNATH
e KOUSAR, 2016; LIN e LI, 2016). Com base no exposto o objetivo deste
trabalho foi avaliar a resisténcia da espécie vegetal P. Stratiotes frente a altas
concentracdes do herbicida e sua capacidade de realizar a fitorremediacédo do
herbicida Clomazone em sua formulacdo comercial GAMIT 360 CS de recursos
hidricos contaminados.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. O uso de pesticidas e o impacto ambiental

Desde o inicio da demanda da producéo de alimentos no mundo todo a
agricultura busca maneiras de minimizar a perda dos materiais produzidos
através do uso de compostos quimicos capazes de controlar ou eliminar pragas
gue possam atingir as lavouras. Os pesticidas comecaram a ser comercializados
no final do século XIX, com a venda de alguns sais inorganicos, desde entao
muitas foram as alternativas e tecnologias desenvolvidas para o aprimoramento
da seletividade e ac&o dos pesticidas.

Os pesticidas que podem ser denominados defensivos agricolas,
agroquimicos ou agrotoxicos sdo moléculas organicas e inorganicas capazes de
repelir, controlar ou eliminar pragas. O termo “pesticidas” ainda tem sido
amplamente difundido frente a outras nomenclaturas para estes compostos
tendo em vista que para estes existem leis federais e estaduais que regulam
boas praticas de utilizacdo destes compostos. Os pesticidas sao classificados
com base nas pragas que atacam como descrito na tabela 1. Além das classes
determinadas pelo organismo alvo de acdo dos pesticidas, existe também a
classificacao toxicolédgica, que vai do nivel | (altamente toxico ao ser humano) ao
IV (ndo toxico ao ser humano). (ANVISA, 2013).

Tabela 1 Classificacdo dos pesticidas utilizados no Brasil de acordo com seu
organismo alvo

Tipo de pesticida Organismo alvo
Acaricidas. Controle De Acaros
Bactericidas Controle De Bactérias
Fungicidas Controle De Fungos
Herbicidas Controle De Ervas Daninhas.
Inseticidas Controle De Insetos
Nematicidas Controle De Nematoides (Vermes).
Rodenticidas Controle De Ratos E Outros Roedores.
Moluscicidas Controle De Moluscos

No inicio, os pesticidas eram estaticos, possuiam baixa solubilidade e
tinham um alto poder de adesdo a moléculas presentes no solo. Com o
desenvolvimento tecnoldgicos eles se tornaram cada vez mais especificos para
uma determinada praga ou grupo de organismos nocivos. Apesar dessa
seletividade ter aumentado, junto a isso as moléculas acabaram ficando cada

vez mais sollveis em agua e volateis o que favorece a contaminac¢éo cruzada
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de organismos e ambientes que nao sao primordialmente alvo destes agentes,
consequentemente aumentando a probabilidade destes afetarem a saude
humana podendo gerar um problema de saude publica. (VEIGA, 2006)

O uso de pesticidas pode gerar um impacto ambiental dependendo
também da sua ecotoxicidade para organismos terrestres e aquaticos. Além
disso, depende diretamente das concentracdes nos diferentes compartimentos
ambientais (solo, agua, planta e atmosfera) que, por sua vez, depende do modo
e das condi¢cdes de aplicacdo, das propriedades fisico-quimicas, dose usada,
das condi¢cbes ambientais e do comportamento e destino do da molécula em
determinado ambiente (ROCHA et al., 2004; SPADOTTO, 2004). Quanto maior
a demanda da producdo de determinada cultura, maior a necessidade da
formulacdo de pesticidas intrinsecos aos seus organismos alvos o que acaba
resultando no uso combinado de varios compostos diferentes. Por isso, cada vez
mais busca-se alternativas para minimizar o impacto ambiental causado pela

ampla difusdo destes compostos nos ambientes.

2.2.Problemética regional: A cultura de arroz irrigado e uso de
pesticidas

O arroz é um dos alimentos mais importantes para a nutricdo humana,
sendo a base alimentar de mais de trés bilhGes de pessoas. E o segundo cereal
mais cultivado no mundo, ocupando area aproximada de 158 milhdes de
hectares. A producgéo de cerca de 746,7 milhdes de toneladas de grédos em casca
corresponde a 29% do total de grdos usados na alimentacdo humana (SOSBAI,
2014).

O Brasil, com uma produc¢ao anual, base casca, entre 11 e 13 milhdes
de toneladas de arroz nas ultimas safras, participa com 79,3% da producao do
Mercosul (SOSBAI8, 2014). O Rio Grande do Sul se destaca neste cenario por
representar 61% da producdo total brasileira. O arroz é produzido em 131
municipios localizados na metade sul do Estado, onde 232 mil pessoas vivem

direta ou indiretamente da exploragdo dessa cultura (SOSBAI, 2010).
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Figura 1 Area semeada e producéo da safra 2013/14. Fonte: SOSBAI, 2014.

Na figura 1 percebe-se que a regido com maior extensao territorial e
producdo de arroz é a regido da Fronteira Oeste com 333.680 ha cultivados.
Nesta regido destaca-se o municipio de Uruguaiana, maior produtor nacional da
cultura de arroz irrigado (MANURETO, et. al. 2010).

7

O clima da regido do Pampa Gaucho é caracterizado como amena,
entretanto, passa por longos periodos de estiagem, o que inviabiliza qualquer
tipo de cultura que ndo passe por periodo de irrigacdo (MANURETO, et. al.
2010). O cultivo de arroz irrigado é realizado preferencialmente em solos com
relevo plano, geralmente mal drenados, chamados solos de varzeas, em razao

da facilidade de manejo da irrigacao por inundacédo para a cultura.

O manejo da agua da lavoura de arroz esta relacionado ao sistema de
cultivo utilizado. O Rio Grande do Sul caracteriza-se pelo cultivo de grandes
areas de arroz, onde predomina o sistema de cultivo com taipas em nivel. A
irrigacao, na grande maioria das lavouras, é pouco planificada, embora se tenha
o dominio da agua. A inundagdo ocorre a partir de patamares mais altos, sendo
a agua conduzida por gravidade, mantendo-se uma lamina de agua por meio de

taipas construidas com diferenga de nivel de 5 a 10 cm (SOSBAI,2014).

O estado do Rio Grande do Sul (RS) é responsavel pela utilizacdo de

cerca de 20% dos pesticidas consumidos no pais (PRIMEL, et. al., 2005). A
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cultura do arroz irrigado esté entre as nove culturas que mais utilizam pesticidas
no mundo (BARBOSA, 2004). Existem cerca de 27 ingredientes ativos e mais de

40 formulacdes indicados para utilizacdo neste tipo de cultura.

Neste contexto, os recursos hidricos sdo os mais afetados devido ao
cultivo de arroz irrigado exigir um suprimento de agua, o que conduz o
desenvolvimento dessa atividade proximo a rios e lagos. O comprometimento
destes recursos naturais gera graves prejuizos a saude humana, principalmente
quando estes sdo utilizados como fonte para abastecimento publico. Esta
situacdo exige controle e estudos que possibilitem o monitoramento de
pesticidas no meio ambiente e estratégias que possibilitem minimizar o impacto
ambiental causado por eles (CABRERA, et. al., 2008).

2.3.Herbicida Clomazone

O herbicida Clomazone é um pesticida seletivo comercializado com o
nome de Gamit, utilizado em larga escala da produc¢é&o de arroz irrigado na regiao
do Rio Grande do Sul, e em culturas de cana de acgucar devido a sua eficiéncia

no combate a ervas daninha sobre tudo gramineas (LIPPI, et.al., 2014).

O nome quimico da substancia clomazona de acordo com a IUPAC é 2
- (2-clorobenzil)-4,4-dimetil-1,2-oxazolidin-3-ona. Sua férmula molecular é
C12H14CINO2, sua férmula estrutural é descrita na figura 2 e sua massa molecular
é igual a 239,7 g/mol (ANVISA, 2013).

HsC
HaC| /2

N

&

O
Cl

Figura 2 Formula estrutural do Clomazone. Fonte ANVISA, 2013.

O clomazone faz parte do grupo quimico das Isoxazolidinonas, com
classe toxicoldgica lll, apresenta risco baixo a saude humana. O ponto de

ebulicdo do clomazone é de 282°C. E muito pouco volétil, com uma pressio de
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vapor de 9,4x10-> h Pa e facilmente sollvel em agua, com 1102 mg/L. A
solubilidade ndo muda com o pH, uma vez que a molécula ndo se dissocia
(LIPPI, et.al.,2014). Seu uso agricola é recomendado em pré-emergéncia das
plantas infestantes nas culturas de algodao, arroz, batata, cana-de-acucar,
eucalipto, fumo, mandioca, meldo, milho, pimentdo e soja. O herbicida
clomazone atua como um inibidor da sintese de pigmentos fotossintéticos
(cadeia lateral da clorofila), carotenoides, carreadores de elétrons e outras
substancias importantes em plantas superiores (FERHATOGLU; BARRETT,
2006).

O clomazone é resistente a reacfes de fotolise, ou seja, o herbicida é
estavel a degradacao pela radiacdo UV. Porém, apresenta alta solubilidade em
Agua e uma constante de Henry de 4,14x10® atm-m3/mol, o clomazone n&o deve
se volatilizar facilmente, permanecendo na coluna d’agua e favorecendo com
que seja lixiviado e atinja aguas superficiais (EFSA, 2013) O herbicida
clomazone é moderadamente persistente no solo, com meia-vida variando de 5
a 29 dias e média de 19 dias, em funcédo do tipo de solo (Kirksey et al., 1996).
Sua degradacdo é mais lenta em solos com condi¢cdes anaerébias, como, por
exemplo, solo inundado podendo chegar até a 55 dias de permanéncia na lamina
de &gua. A degradacdo bioldégica também €& favorecida pelas condi¢cdes
ambientais como umidade, temperatura, pH e matéria organica. Em condicdes
anaerobicas ele se degrada lentamente em (N-[(2-clorofenil) metil]-3-hidroxi-2,
2-dimetil-propanamida) e em (N-[(2-chlorobenzyl)]-2-methyl propanamide, entre
outros produtos (EFSA, 2007).

Apesar de ser considerado de baixo risco a saide humana, o ingrediente
ativo apresentou concentracdes letais 50% (CL50) entre 19-34 mg/L para peixes
de 4gua doce, 5,2 mg/L para invertebrados de agua doce, 40,6 mg/L para peixes
marinhos e entre 0,567-5,3 mg/L para invertebrados marinhos (EPA, 2007).
Evidenciando a toxicidade ambiental que pode ser causada pela distribuicdo do

composto no meio ambiente.

2.4.Remediagcdo ambiental: Fitorremediacéo

Ao longo dos anos vém sendo desenvolvidas novas tecnologias para

minimizar o impacto ambiental do uso de pesticidas. Dentre as técnicas
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convencionais usadas para remediacdo destaca-se desenterrar 0 solo
contaminado, remové-lo para locais onde possa ser concentrado e armazenado.
O principal problema desses métodos consiste no risco que a remocao desse
solo pode provocar na escavacgao, além da necessidade de encontrar uma nova
area para armazena-lo e do transporte de material toxico. Algumas tecnologias
tém sido utilizadas, entre elas esta a incineragdo em altas temperaturas e varios
tipos de decomposicdo quimica (decloracéo catalisada, oxidacédo por UV) que
podem ser extremamente efetivos na reducdo dos residuos ambientais, porém
apresentam uma série de problemas como o alto custo para pequenas
aplicacoes e dificuldades em incineracao e contaminagéo cruzada (DE CINQUE
MARIANO; OKUMURA, 2012).

Em contrapartida existem as técnicas de remediacdo ambiental por
organismos vivos, a biorremediacéo. Esta se caracteriza como uma técnica que
se utiliza de microrganismos e plantas (PIRES et al., 2003ab) para remover
agentes contaminantes do solo e da agua. Dentro dela se encontra a técnica de
fitorremediacdo que consiste na utilizacdo de plantas, com associacdo de
microrganismos e enzimas presentes na matriz.

A capacidade de fitorremediacdo ndo depende unicamente da estrutura
e capacidade da planta, mas também das caracteristicas quimico-fisicas do
composto e sua concentracdo no ambiente. Ao passo que o0 xenobidtico &
incorporado pela planta ele pode passar por mecanismos diferentes em cada

parte da planta como ilustrado na figura 3.
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Fitovolatizacido

Fitoestabilizacao e

Figura 3 Passos da fitorremediacdo de acordo com as partes da planta. FONTE:
Medeiros, 2015.

A fitoestabilizacdo e a fitoestimulacdo acontecem na regido da raiz das
plantas. Enquanto a fitovolatilizacdo ocorre na parte aérea da espécie vegetal.
J& a fitoextracdo e a fitodegradagdo podem ocorrer em ambos dependendo da
forma o xenobibtico. A maneira como estas estratégias de fitorremediacdo estdo

realizadas pelas plantas estéo descritas na tabela 2.
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Tabela 2 Estratégias de Fitorremediacéo.

Modo de Fitorremediagéo Mecanismo de a¢do/ Meio tratado

Fitoextracdo Acumulagéo direta de contaminantes nas
mudas de plantas com subsequente remocéao.
Acontece no solo.

Rizofiltragcéo | Absorgéo e adsorgao dos poluentes nas raizes
das plantas. Ocorre em aguas de superficie.

Fitoestabilizacdo | Exsudatos radiculares causam a precipitagéo
de metais e a biomassa torna-se menos
biodisponivel. Aguas de superficie, solo e
rejeitos de minas séo os locais que favorecem a
fitoestabilizacao.

Fitovolatilizacdo Plantas volatilizam alguns ions metalicos e
compostos organicos volateis. Solo e agua de
superficie.
Fitodegradagdo Degradacao microbiana ou enzimatica na

regido da rizosfera ou na regidao aérea. O meio
geralmente é 4gua e solo.

Fitotransformagdo Absorcao e degradacao pela planta de
contaminantes organicos. Agua.

Remocdo dos contaminantes Absorc¢ao de diversos contaminantes pelas

folhas. Ar.
do ar

Fitofiltracdo Utiliza o sistema radicular ou outros érgéos
submersos, em meio aquoso, para absorver,
concentrar e/ou precipitar os compostos.
Acontece em meio aquoso.

Adaptado de Medeiros (2015) e Yang, et al (2005).

Um processo de fitorremediac&o pode agregar um ou mais de um passo
citado acima. Neste sentido destaca-se a fitodegradacdo, processo onde as
plantas podem degradar poluentes organicos diretamente por suas proprias
atividades enzimaticas. Esse tipo de processo € ideal para poluentes organicos
gue sao moveis nas plantas (como herbicidas, trinitrotolueno e tricloroetileno), e
envolve a acdo de complexos enzimaticos nas plantas, como glutationa e
citocromo P-450 monooxigenases (LAMEGO e VIDAL, 2007).

As plantas possuem um arranjo complexo de enzimas que s&o capazes

de detoxificar xenobidticos, incluindo esterases, citocromo P-450 dependente de
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oxigenases (enzimas de metabolismo de fase 1), glutationa S-transferases
(GSTs) glucosil transferases (GTs) e malonil transferases (enzimas de
metabolismo de fase Il) e transportadores vacuolares dirigidos por ATP (enzimas
de fase Ill) (KARAVANGELI et al., 2005).

As GSTs, por exemplo, catalisam o ataque nucleofilico do atomo de
enxofre da glutationa a grupos nucleofilicos de uma variedade de substratos
hidrofébicos como herbicidas, inseticidas e carcindbgenos, ganhando especial
atencdo no que diz respeito a detoxificacdo de herbicidas com o alaclor por
exemplo (ARMSTRONG, 1998; DIXON et al., 2002; DIXON et al., 1998;
EDWARDS et al., 2000; KARAVANGELI et al.,2005). Os principais processos de
detoxificacdo pelos complexos enzimaticos das plantas estdo descritos na figura
4.
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Figura 4 Reacdes catalisadas por enzimas responsaveis pela desintoxicacdo de

xenobidticos em plantas. FONTE: COLEMAN et al (1997).

A fitorremediac&o tem por base a fisiologia vegetal, a bioquimica do solo
e a quimica dos contaminantes, promovendo a reabilitacdo da estrutura e da
ecologia do solo (Merkl et al., 2006), aumentando a quantidade de C organico, a
porosidade e a infiltracdo da agua no solo e reduzindo a erosédo. As plantas

também mantém a estrutura do solo, garantindo trocas gasosas e 0
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desenvolvimento dos microrganismos, inclusive os biorremediadores. O Brasil
apresenta grande potencial de uso tanto para biorremediacdo quanto para
fitorremediacdo na recuperacdo de areas contaminadas, devido a grande
biodiversidade e ao clima, que favorecem os processos biolégicos no tratamento
da poluicdo. Paradoxalmente, a experiéncia acumulada até o presente origina-
se principalmente de paises de clima temperado. Essa situacédo dificulta o amplo
entendimento acerca da eficacia e do potencial de aplicacédo dessas técnicas por
parte das empresas de remediacdo e de agéncias ambientais no Brasil.

A aplicacdo das técnicas de fitorremediacdo apresentam vantagens e
limitagGes como elucidado na tabela 3.
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Tabela 3 Vantagens e limitacdes da técnica de Fitorremediacao.

VANTAGENS

LIMITACOES

1. Menor custo em relacéo as outras técnicas de

remediacdo, principalmente em relacao as ex

situ;

Dificuldade na selecdo de plantas para
fitorremediacdo, como nos casos de
descontaminacao de solos com residuos de

herbicidas de amplo espectro de a¢éo;

. O emprego de plantas pode ser implantado
com minimo distarbio ambiental, evitando
escavacoes e trafego pesado de maquinario
e é mais favoravel esteticamente do que

gualquer outra técnica de remediac¢ao;

Pode ser requerido mais de um ciclo de
cultivo, quando o0 tempo necessario seja
muito extenso para uma despoluicdo

satisfatoria;

. Dependendo do composto e a forma que a
planta o metaboliza, a mesma nao precisa ser
removida da &rea contaminada. Esse é o caso
dos contaminantes que podem ser
degradados a compostos nédo toxicos
internamente nas plantas ou no ambiente
rizosférico, podendo ser até mesmo

mineralizados a compostos primarios;

O contaminante deve estar dentro da zona
de alcance do sistema radicular das plantas

fitorremediadoras;

. Geralmente ha uma melhora nas
propriedades biolégicas, fisicas e quimicas do

solo;

Clima e condi¢Bes do solo podem restringir
o0 crescimento de plantas, o que pode

prejudicar descontaminacéo;

. Promove a fixa¢&@o de nitrogénio atmosférico,
principalmente, quando se é utilizado

leguminosas como espécies remediadoras;

Necessidade de retirada das plantas da
area contaminada, quando 0 composto
téxico € apenas fitoacumulado ou
fitodegradado a um composto ainda ou mais

téxico que o inicial;

. Auxilia no controle do processo erosivo, edlico
e hidrico. Diminuem o carreamento de
contaminantes com a agua e com o solo e,

evita a contaminacéo dos cursos hidricos;

A presenca do contaminante ou de algum
metabdlito toxico nas plantas pode levar a

contaminacgdo da cadeia alimentar;

. Promove a reducdo da lixiviacdo de
contaminantes no solo, reduzindo a

contaminacao do lencol freatico;

Dificuldade de controle (destino) posterior

da planta fitorremediadora.

Fonte: Adaptado de Procépio et.al. (2009).
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Dessa maneira um dos passos decisivos para a determinagéo do uso da
fitorremediacdo para a descontaminagdo de ambientes € a escolha da planta.
Entretanto, nem todas as espécies vegetais podem ser utilizadas para a
aplicacado da fitorremediacdo. Mariano e Okumura (2012) definem algumas
caracteristicas que as plantas devem possuir para ser avaliadas como
fitorremediadoras: capacidade de absorcéo, concentragao e/ou metabolizagéo e
tolerancia ao contaminante, retencdo do contaminante nas raizes (no caso da
fitoestabilizagcdo como oposto a transferéncia para a parte aérea, evitando sua
manipulagéo e disposi¢éo), sistema radicular profundo e denso, alta taxa de
crescimento e producdo de biomassa, capacidade transpiratéria elevada,
especialmente em arvores e plantas perenes, facil colheita, quando necessaria
a remocao da planta da area contaminada, elevada taxa de exsudacdao radicular,
resisténcia a pragas e doencas, facil aquisicado ou multiplicacéo de propagulos,
facil controle ou erradicagdo, capacidade de desenvolver-se bem em ambientes
diversos.

A fitorremediacdo com macrofitas aquaticas € uma boa alternativa para
a recuperacdo dos ambientes aquaticos. Essas plantas apresentam boa
capacidade de absorcdo de contaminantes e tém uma rapida multiplicacéo,
favorecendo a fitorremediacdo numa maior parte do meio (PINTO, et.al. 2015).
Para que sejam obtidos resultados positivos, é necessario conhecer o tipo de
poluente que esta afetando o local e desse modo fazer a escolha da planta mais

adequada para ser utilizada.

2.5. Planta selecionada para o estudo: Pistia stratiotes

A P. stratiotes é uma planta aquatica, de flutuacao livre encontrada em
lagoas rasas e tem imensa gama ao longo dos tropicos. O caule é curto tendo
folnas em forma de roseta. Possui numerosas raizes longas e finas. As folhas
sao em forma de cunha, esponjosas, em forma inflada variando de 5 a 10 cm de
comprimento (MANJUNATH e KOUSAR, 2016).

Sua reproducao se da de duas formas: Através da reproducéo sexuada
e reproducao 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
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mostrou-se eficaz na remocédo de cobre, manganés, ferro, nitratos e fosfatos de
efluentes de industria téxtil (MANJUNATH e KOUSAR, 2016) e remocédo de

farmacos e produtos para cuidados pessoais.

Figura 5 Exemplar da espécie vegetal Pistia stratiotes.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o potencial fitorremediador da macrofita aquatica Pistia
stratiotes frente a agua contaminada com a formulacdo comercial do composto

Clomazone.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a sensibilidade da planta alface d’agua frente a diferentes
concentracdes do herbicida comercial GAMIT®
e Avaliar a cinética de degradacdo do clomazone com a presenca das
plantas de Pistia stratiotes
e Determinar a presenca de residuos do herbicida na agua durante o

ensaio de fitorremediacao.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados
sob a forma de artigo cientifico. As se¢bes Materiais e Métodos, Resultados e
Discusséo e Referéncias Bibliograficas encontram-se no proprio manuscrito. O
manuscrito esta apresentado da mesma forma que sera submetido a Revista
Chemosphere.
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Abstract

The Pistia stratiotes L. Plant is used as the phytoremediation potential of the compound
clomazone in water, a post-emergent herbicide marketed in GAMIT® form. Five groups
were evaluated, with four samples each, Low Concentration Control - LCC (37.86 mg /
L), Low Concentration Treatment - LCT (38.16 mg / L), High Concentration Control -
HCC (56.71 mg/ L) and High Concentration Treatment - HCT (56.33 mg / L) and a plant
control group. Plant resistance parameters at determined concentrations and the ability to
remove the herbicide from water by HPLC for 24 days are evaluated. The results
demonstrate that P. Stratiotes presents high resistance to clomazone exposure and is able
to eliminate up to 90% of the herbicide residues during the experiment period. The study
evidences that Pistia stratiotes can be used as a phytoremediation agent of the herbicide

clomazone in water resources.
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1. Introduction

Pesticides are chemical or biological agents that aim to combat, destroy, prevent, repel or
mitigate any pest. For each type of plague, there is a class of pesticide and the same are
applied in agriculture and other environments. However, their presence in the ecosystem
can lead to residual effect causing contamination in water, soil and other living
organisms.(DE CINQUE MARIANO, Daiane; OKUMURA, 2012).

When pesticides are used correctly, they minimize grain losses by over 40%, but when
used improperly or above the recommended dosage, they can lead to environmental and
public health impacts (DEJONGHE et al., 2003). Currently, new pesticides are produced
for specific applications in the field, mainly aiming at their rapid decomposition. In
Brazil, there are more than 300 active principles and 1,200 formulations of agricultural
pesticides (TEIXEIRA; CANELA, 2007). However, these pesticides often contaminate
other environments, such as aquatic environments, from percolation or leaching into
groundwater, and may become a public health problem.

In this context, Clomazone (2 - (2-chlorobenzyl) -4,4-dimethyl-1,2-oxazolidin-3-one),
active principle of the commercial herbicide GAMIT®, of the I1soxazolidinone family and
belonging to toxicological class Il is of broad spectrum used for the control of annual
grasses and broadleaf weeds in cotton, peas, squash, soybeans, sweet potatoes, tobacco,
wheat and rice. Clomazone is the third most used herbicide in rice, soybean and wheat
crops in the southern half of Brazil. It can be applied in pre-planting and pre-emergence
depending on the case. This herbicide is usually used in crops made with dry soil prior to
flooding (EMBRAPA, 2011). For clomazone in this type of crop there is no maximum
residue limit and also the safety interval is not specified, but its recommended dose is
between 0.8 and 1.4 L / ha (SOSBAI, 2010).

The herbicide clomazone acts as an inhibitor of the synthesis of photosynthetic pigments
and other important substances in higher plants (FERHATOGLU; BARRETT, 2006).
The boiling point of clomazone is 282 ° C. It is very low volatile, with a vapor pressure
of 9.4 x 10 ° hPa and easily soluble in water, with 1102 mg / L (LIPPI et al., 2014). In
studies such as those by Loux et al. (1989) and Mervosh et al. (2005) demonstrated that
this herbicide can have its bioavailability increased from 5 to 117 days according to the
physicochemical properties of the soil where it is applied, thus becoming persistent and
may contaminate non-target organisms.

Over the years, new technologies have been developed to minimize the environmental
impact of pesticide use. An alternative to revert contamination situations is
bioremediation, which consists of a process of decontamination of environments through
living organisms, when this process is developed by plants is called phytoremediation
(ROSA, 2013).

Phytoremediation is the use of plants for the purpose of degradation, stabilization or
removal of pollutants, and is a way to reduce environmental contamination since it can
be applied to a variety of contaminants such as petroleum hydrocarbons, solvents, metals,
Polycyclic aromatic hydrocarbons and pesticides of all classes (ALI; KHAN; SAJAD,
2013).
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In this study we present an alternative for the phytoremediation of the herbicide
clomazone the species Pistia stratiotes L. belonging to the Araceae family of free
flotation and easily found in shallow lagoons and swamp areas, mainly in alkaline
conditions. It has a short stem and numerous roots, thin and long, reaching from 10 to 20
cm. This species was chosen for this study because of its easy distribution in tropical
environments, its resistance to severe climatic changes, fast reproduction and simple
manipulation. In addition, it has already been described in the literature as a
phytoremediation of heavy metals such as cadmium, zinc, manganese and iron as well as
waste from the textile industry and organic derivatives of cosmetics. (KHAN et al., 2014,
LIN and LI, 2016, Manjunath and KOUSAR, 2016).

2. Materials and Methods
2.1. Plant material

The P. Stratiotes seedlings were obtained in the region of the Felizardo stream at the
Universidade Federal do Pampa, BR 472 - Km 592 - Uruguaiana - RS - 29°49'48.1"S
57°06'07.1"W - Brazil. The storage took place in a greenhouse where they were exposed
to natural light and variable ambient temperature (15-30 ° C) to keep all plants in a
situation closer to the real one. They were separated in individual gardening pots and
cultivated for 14 days, before the experimental process with only water to prevent
possible contamination with other agents and favor the growth of the roots. No fertilizer
or additive was used since the adaptation of the seedlings until the end of the experimental
phase.

2.2. Obtaining the Clmazone Herbicide

The clomazone compound was obtained from its commercial formulation GAMIT® 360
CS from FMC Agvil with a concentration of 360 g / L from which the dilutions were
obtained for the sensitivity and phytoremediation experiments.

2.3. Sensibility of P. Stratiotes to GAMIT® Herbicide Exposure

First, we selected 12 specimens of plants that stayed for 7 days in gardening jars with
only water. After this period, eight plants were submitted to two concentrations of
GAMIT® previously selected for the study while another four remained only in water.
The plants were observed for 32 days, where changes were observed in the coloration and
structure of leaves and roots.

2.4. Experimental Form

The samples were obtained from the tap and deposited in pots (1.5 L). That were filled
with 1.3L of water where there was the addition of the GAMIT® herbicide in four groups
(Low Concentration Control - LCC, High Concentration Control - HCC, Low
Concentration Treatment - LCT and High Concentration Treatment - HCT) and a white
group for the control of the plant without the addition of the herbicide.
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2.5. Kinetics Analysis of Herbicide Degradation

Clomazone analysis was performed after 100 mL of fortified with the pesticide every 8
days for 24 days from day zero to analyze the degradation kinetics in this matrix during
the experiment. The extraction method was an adaptation of Primel et al. (2010) with
some brief modifications: 100 mL of GAMIT® fortified water were collected, filtered
(0.22 um PTFE syringe filter), acidified to pH 3 and concentrated in Solid phase cartridge
(Strata-C18 -Phenomenex, 55&m pore size in 500mg and 6mL). At this stage, 3 mL of a
70:30 mixture of ethyl acetate: methanol at pH3, 3 mL of ultrapure water and 3 mL of
ultrapure water pH3 were used for the packaging of the cartridge, after the percolation of
100 mL of acidified sample at pH 3. The cartridge was washed with 3 mL PH of ultrapure
water and 10 minutes of vacuum. To elute the compound 70:30 ethyl acetate: methanol
was used at pH3 and dried again with 10 minutes of vacuum. The sample was diluted
100-fold in high performance liquid chromatography (HPLC) grade methanol. The results
were analyzed by high performance liquid chromatography with diode array detector
(HPLC-DAD).

2.6. Analytical method

High Performance Liquid Chromatography (HPLC-DAD) was run with a Young Lin (YL
9100) model, equipped with a quaternary pump, automatic sampler and diode array
detector. The analytical column separation was C18 (Sinergy Fusion RP, 250 mm long
and 4.6 mm) (Phenomenex®). The analytical method used was that already described by
Roehrs et al. (2012), where the mobile phase used was: acetonitrile / methanol / ultrapure
water (30:24:46 v / v), this solution was acidified to pH 3. The flow was 0.8 mL / min in
a system isocratic where Clomazone was separated at 19 minutes, 20 pl of sample was
injected and the wavelength for detection was 210 nm. The solvents used in the
chromatographic analysis were HPLC grade. Chromatography peaks were confirmed by
comparison of the retention time with the reference standards and by UV-visible DAD
spectra.

2.7. Statistical Analysis

The presentation of the data was from averages. The one-way analysis of variance
(ANOVA), with multiple comparisons. Values of P <0.05 were considered significant
using GraphPad Software, San Diego, CA.

3. Results and discussion
3.1. Tolerance of P. Stratiotes to GAMIT®

For a pesticide class to be safely used it is estimated to be within a concentration range of
environmentally tolerable concentrations for the herbicide clomazone to 0.2 mg / L and
0.7 mg / L.This study sought to increase up to 100 times as concentrations to simulate a
situation of acute exposure to the compound. The final concentrations obtained were
37.86 mg/L (LCC), 56.33 mg/L (HCC), 38.16 mg/L (LCT) and 56.71 mg / L (HCT).
During the 32 days of the sensitivity test it was not possible to detect visible changes in
the leaves and roots. Also, the plants showed no difference in root growth, where the same
proportion remained for both controls and treatments. Only in the highest concentration
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treatment (56.71 mg / L) was it observed that the leaves with the passage of day 24 were
slightly spaced between them in the rosette of the plant.

Figure 1) Plants exposed to GAMIT® on day 0. 2A) Plant of HCT group on day 32. 2B) Plant of White
group on day 32.

The concentrations recommended in Brazil for the use of the herbicide GAMIT® vary
from 0.4 mg /L to 0.7 mg / L. In the sensitivity test it was possible to identify that P.
Stratiotes is resistant to concentrations 100 times higher than recommended for an action
of the herbicide. In this way, allowing this plant to be used concomitantly to the plan of
another culture in order to minimize the environmental impact. In the study by Das &
Goswami (2014) where P. Stratiotes is used for the phytoremediation of heavy metal
cadmium in 21 days the plant contains a variety of leaves of leaves, such as leaf necrosis
and necrosis, with a concentration of 15 mg / L. We can infer that P. Stratiotes is more
resistant to contamination by organic foods, since its life time and leaf quality is
maintained even in the presence of high concentrations of GAMIT®, which has the active
principle or clomazone that is of the family of Isoxazolidinone.

3.2. Clomazone remediation capacity by plant

For the gquantification of the clomazone compound an analytical calibration curve was
constructed where the linear equation y = 239.98x + 44.256 and r? = 0,9999 with a linear
range of 1to 10 mg/ L. The data were obtained by comparing the area of the peaks of the
known standard with those of the samples obtained. The results obtained in the
phytoremediation test are shown in figure 2.
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Presence of Clomazone in water
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Figure 2 Result of clomazone in water Low Concentration Control — LCC (37.86 mg/L), Low Concentration
Treatment — LCT (38.16 mg/L), High Concentration Control - HCC (56.71 mg/L) and High Concentration
Treatment — HCT (56.33 mg/L).

The results showed a significant decrease for both clomazone concentrations in water,
where on the sixteenth day of treatment both treatment with a high concentration (56.71
mg /L) and a low concentration (38.16 mg/ L) ) Already had a reduction below 25% and
at the end of the test already showed a decrease below 10% of herbicide residues in the
water. Another interesting point is the reduction behavior of clomazone residues between
the two treatment groups, demonstrating a similar behavior for both concentrations, that
is, even in high concentrations the kinetics of degradation of the herbicide by P. Stratiotes
continues linear.

The slower degradation of the herbicide without the presence of the plant was also
observed in the control group. At day 8, the groups with P. Stratiotes already presented a
difference of 50% of the presence of the herbicide when compared to the control groups.
During the 24 days of the experiment, the concentration of the groups that were not
exposed to the plant varied slightly more than 40%, which can be attributed to the
environmental and physicochemical factors of the clomazone molecule. The
concentrations used in the study are on average 100x higher than those recommended for
cultures where clomazone is applied and we obtained more than 90% removal of the
compound, demonstrating in this way that P. Stratiotes in contaminated environments is
capable To minimize the environmental impact caused by the herbicide. In the NOLDIN
et.al. (2001)study, that compared two formulations of GAMIT® (EC = Emulsifier
Concentrate and CS = Soluble Concentrate) found that after about four weeks it is still
possible to detect about 3% clomazone residues of an initial concentration of 5mg/ L on
the lamina of Water in an irrigated rice crop. Already the study of Zanella, et. Al., (2006)
evaluated the degradation of clomazone in distilled water and ultraviolet light (UV)
induced photodegradation and compared it with degradation under sunlight in a sample
collected on the water slide and under real conditions the concentration remains around
0.1 pg / L for at least 20 days after application of the herbicide. In the study of Rosa
(2013) where the hydroponic cultivation of lettuce (Lactuca sativa L.) in fourteen days of
greatest reduction was 42% of an initial concentration of 50ug / L. In the study of
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(ROEHRS & ROEHRS, 2012) using an Enterobacter cloacae bacterium for the
bioremediation of six different herbicides, among them clomazone, the results were
satisfactory only with the propanil herbicide alone. In the mixture that did not suffer
significant reduction.
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Figure 3. Chromatograms of Clomazone concentration on day 0 (A), in day 24 for control (B)
and treatment with P. Stratiotes (C). Chromatograms were of the high concentrations (56.71 mg
/ L for treatment and 56.33 for Controls).

Figure 3 shows the chromatographic analysis of the compound, where it is possible to
identify the degradation of the herbicide from day 0 to day 24. It is also noticed that
besides the herbicide GAMIT®, another peak appears that denominated of compound X
which also shows a significant decrease at day 24 in the control and becoming
undetectable by this chromatographic method in the treatment also on day 24. This
compound X is believed to be a clomazone degradation product. Studies such as
Abramovick et al. (2013) and Zanella et al. (2006) suggest some possible clomazone
photocatalysis ~ products  such  as  2-Chlorobenzaldehyde,  3-Hydroxy-2-
chlorobenzaldehyde, Benzonitrile-2-chloro among other compounds formed and
degraded over time as well as clomazone. Degradation can occur depending on the
presence and intensity of sunlight in natural exposure environments. In Figure 3 it is
possible to identify the decrease of compound X in the presence of P. Stratiotes more
rapidly than in control, thus demonstrating that the plant can also be effective in
eliminating clomazone products.

Pistia stratiotes is a plant species that has been described over time as a potential
phytoremediation of water resources, especially in contaminated environments such as
sewers or streams by heavy metals. As previously described, P. Stratiotes presented good
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results against phytoremediation of the heavy metal cadmium, presenting a high tolerance
of up to 15 mg/ L, but the plant presents rapid deterioration of its leaves and roots in high
concentrations. (DAS & GOSWAMI, 2014) For pharmaceutical residues and personal
care products such as carbamazepine, ibuprofen, sulfadiazine, sulfamethoxazole,
sulfamethazone and triclosan, P. Stratiotes showed resistance and efficiency in the
removal of residues of these compounds compared to other aquatic species Eichhornia
crassipe (LIN & LI, 2016). It can be inferred that P.Stratiotes performs well against
phytoremediation of organic compounds, as in the case of herbicides.

4. Conclusions

Pistia stratiotes is a plant that exhibits a satisfactory behavior against exposure and
remediation of the herbicide Clomazone in its commercial formulation GAMIT® 360 CS.
The plant was able to resist without undergoing foliar alterations at concentrations 100
times higher than those recommended for the use of GAMIT® in the crops. As for the
phytoremediation test, P. Stratiotes presented a 90% decrease in clomazone residues in
water, evidencing that the plant can be used for the removal of this herbicide in water
resources.

Additional studies should be performed to determine the route of metabolism of P.
Stratiotes that contributes to the action on clomazone, as well as the identification and
quantification of the compound in the roots and leaves of the plant.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os principais resultados obtidos neste trabalho foram descritos e
discutidos no manuscrito apresentado e submetido a uma revista cientifica
especializada na area.

Neste estudo o principal objetivo foi analisar a capacidade da alface
d’agua (Pistia stratiotes) de realizar a fitorremediacdo do herbicida clomazone.
Concomitantemente a avaliagdo da cinética de degradacdo do herbicida foi
avaliada a sensibilidade das plantas em exposi¢cao a concentracdes elevadas de
clomazone. Ainda que as mudas de P. Stratiotes ndo tenham apresentado
modificagdes foliares e nem em sua rizosfera durante os 24 dias de ensaio o
herbicida clomazone ja vem sendo descrito como téxico para outros organismos.
O ingrediente ativo clomazone apresentou concentracfes letais 50% (CL50)
entre 19-34 mg/L para peixes de agua doce, 5,2 mg/L para invertebrados de
agua doce, 40,6 mg/L para peixes marinhos e entre 0,567-5,3 mg/L para
invertebrados marinhos (EPA, 2007).

Durante o desenvolvimento deste trabalho utilizamos um bioensaio com
a mosca da fruta (Drosophila Meganogaster), modelo que esta bem descrito na
literatura (ALMEIDA & REYES, 1999; ALMEIDA et al., 2001) para determinacao
da toxicidade de compostos organicos e também como para parametro para de
determinar residuos de pesticidas (HIRATA, et.al., 2002).

Para a determinac¢do da CL50 do clomazone em modelo de Drosophila
meganogaster foram utilizadas as concentragcdes de 1mM, 5mM e 10mM
(valores calculados com base em protocolos de exposi¢cdo aguda). As moscas
foram expostas 3 dias apO0s as pupas terem atingindo a fase adulta as
concentracfes em meio nutritivo (contendo agar, leite em po, fungicida Nepagin
8% e GAMIT® em solucéo aquosa nas concentracdes determinadas) durante 10
dias juntamente com um grupo controle, que ndo sofreu exposicdo ao
clomazone. Em cada frasco de 25 mL foram depositadas 20 moscas. A

contagem das moscas sobreviventes era realizada diariamente.
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Figura 6 Relagéo entre a sobrevivéncia das moscas ao longo dos 10 dias de ensaio
de acordo com as concentracfes dos tratamentos e 0 grupo controle.

A figura 6 representa a sobrevivéncia das moscas ao longo dos 10 dias
de experimento. Podemos perceber que todas as concentracfes de GAMIT® em
gue os animais foram expostos causaram uma sobrevivéncia abaixo dos 40%
desde o oitavo dia de ensaio. Na concentracdo mais alta (10mM) desde o sétimo
dia de ensaio ndo obteve-se nenhuma mosca sobrevivente. Em contrapartida o
grupo controle finalizou o ensaio com 60% das moscas vivas, 0 que esclarece a
alta toxicidade da exposicao aguda de clomazone a estes animais invertebrados.
Pode-se evidenciar também que a CL50 deste herbicida para a D. meganogaster

esta abaixo da concentracdo de 1mM, a mais baixa utilizada neste estudo prévio.

Estes dados corroboram para a discussdao de que mesmo que 0O
clomazone seja considerado de baixa toxicidade para os seres humanos e
moderadamente toxico para o meio ambiente (ANVISA, 2007) este composto €
capaz de agredir severamente organismos nao alvo. Sobretudo pelas suas
caracteristicas fisico-quimicas que o configura como um composto altamente
soluvel em agua podendo contaminar solos utilizados para outros tipos de cultura

e aguas superficiais atraves de sua lixiviagao.

Por isso, estratégias que auxiliem na reducdo do impacto ambiental
causado por este herbicida tornam-se tao relevantes. Neste estudo foi possivel

reduzir em 90% a presenca do clomazone na gua com uma concentracao inicial
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de 38,18 mg/L- como demonstrado na figura 2 do manuscrito - ou seja, uma
concentracéo residual de 3,79 mg/L em 24 dias. Ainda que o tempo de auto
degradacédo do clomazone em solo néo seja considerado longo (Kirksey et al.,
1996) frente a outros herbicidas a utilizagéo da P. Stratiotes apresenta-se como
um excelente recurso para a minimizagdo do impacto ambiental causado pelo
composto. Tendo em vista que a aceleragdo da cinética de degradacao do
herbicida diminui o tempo em que ele pode interagir com o solo impedindo sua
propagacdo em extensdo no ambiente e por periodo de tempo, e também a
possibilidade de lixiviagdo do mesmo para ambientes onde poderd interagir com

organismos que nao séo seu alvo.



46

6. CONSIDERACOES FINAIS

A macrdfita aquatica Pistia stratiotes foi capaz de fitorremediar de 80 a
90% do herbicida clomazone em sua formulacdo comercial de recursos de agua
com concentracfes em média cem vezes maiores do que as recomendadas para
sua utilizagdo na lavoura. Demonstrando dessa maneira que pode ser uma
alternativa para recuperar recursos hidricos contaminados com este herbicida e
bem como ser associada a culturas onde o herbicida é aplicado, como por
exemplo a cultura de arroz irrigado. Outro ponto que reforca a indicacédo do uso
da P. Stratiotes é sua alta resisténcia a situacbes de exposicdo aguda ao
herbicida sem apresentar alteragbes em sua morfologia.

Contudo, mais estudos devem ser desenvolvidos no sentido de
estabelecer a alface d’agua como modelo para a fitorremediacdo de outros

herbicidas da mesma classe quimica ou com outras formulacdes.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS
Considerando os resultados obtidos neste estudo surgem como
propostas para trabalhos posteriores:

o Avaliar por um periodo de tempo mais longo a cinética de
degradacéao do clomazone (entre 30 e 60 dias);

o Identificar a presencga do herbicida nas diferentes partes da planta;

o Verificar se existe alteracdo na atividade antioxidante da planta,
bem como em seu metabolismo secundario;

o Determinar a via metabdlica responsavel pela detoxificacdo do
clomazone;

o Analisar a capacidade da Pistia stratiotes de fitorremediar misturas
de pesticidas contendo clomazone;

o Ampliar ensaio de toxicidade referentes ao herbicida e suas

formulagbes comerciais.
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Material and methods
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Results
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Formulae and equations in appendices should be given separate numbering: Eq.
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spelled. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
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to the e-mail address and the complete postal address. Contact details
must be kept up to date by the corresponding author. .
» Present/permanent address.If an author has moved since the work
described in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address'
(or 'Permanent address') may be indicated as a footnote to that author's name.
The address at which the author actually did the work must be retained as the
main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such
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Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly
the purpose of the research, the principal results and major
conclusions. An abstract is often presented separately from the
article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should
be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-
standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they
must be defined at their first mention in the abstract itself (and then later again
when used in the text, see Abbreviations).

Graphical abstract
Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more
attention to the online article. The graphical abstract should summarize the
contents of the article in a concise, pictorial form designed to capture the
attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image
with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image
should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96
dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example
Graphical Abstracts on our information site.
Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to
ensure the best presentation of their images and in accordance with all technical
requirements: Illustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of
bullet points that convey the core findings of the article and should be submitted
in a separate editable file in the online submission system. Please use 'Highlights'
in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters,
including spaces, per bullet point). You can view example Highlights on our
information site.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts
(avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations
firmly established in the field may be eligible. These keywords will be used for
indexing purposes.
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Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed
on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the
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