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Resumo

O uso frequente ou incorreto de pesticidas pode acarretar em contaminagoes no solo, dguas e alimentos. Para evitar
tais contaminacoes o presente estudo avaliou o potencial de fitorremediacio da Melissa officinalis em solo contendo
uma mistura dos pesticidas comerciais Aminol e Herbipropanin (2,4-D e propanil). Amostras de solo (250,0
g) foram fortificadas com trés concentracdes da mistura dos pesticidas comerciais (0,1612 g Kg* + 0,072 g Kg';
0,0806 g Kg* + 0,0403 g Kg; 0,036 g Kg' + 0,018 g Kg, de Aminol e de Herbipropanin respectivamente) onde
foram plantadas as mudas. Coletas sucessivas desse solo (10,0 g) foram realizadas para proceder a extragdo destes
compostos com solventes orgdnicos (metanol/acetato de etila 50:50 v/v) para serem analisadas em cromatografia
liquida de alta eficiéncia com arranjo de diodos a fim de avaliar se havia diminuigdo dos compostos pela utilizagdo
da planta. Os resultados demonstraram que houve uma diminuicdo nos compostos cultivados com a planta durante
20 dias de cultivo. Esse estudo mostrou que o cultivo de Melissa officinalis pode ser uma estratégia rdapida, eficaz e
de baixo custo para a fitorremediagdo de solos contaminados pelos herbicidas 2,4-D e propanil e, ainda, promissora
na remediagdo do metabélito 3,4-DCA.
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Abstract

Frequent or misuse of pesticides can result in contamination of the soil, water and food. To avoid such contamination
the present study evaluated the potential of Melissa officinalis in soil phytoremediation containing a mixture of
commercial pesticides Aminol and Herbipropanin (2,4-D and propanil). Soil samples (250.0 g) were spiked with
three concentrations of the mixture of the commercial pesticides (0.1612 g kg™ + 0.072 g kg™; 0.0806 g kg™ + 0.0403 g kg'’;
0.036 g kg™ +0.018 g kg, of Aminol and Herbipropanin respectively) where the seedlings were planted. Successive
samplings that soil (10.0g) were conducted to carry out the extraction of these compounds with organic solvents
(methanol / ethyl acetate 50:50 v/v) to be analyzed by high-performance liquid chromatography with diode array to
assessing whether the compounds had decreased by the use of the plant. The results showed a decrease in the plant
cultivated with compounds for 20 days of cultivation. This study showed that Melissa officinalis cultivation can be
a fast, effective and low-cost strategy for phytoremediation of soils contaminated by 2,4-D herbicides and propanil,
and also promising in the remediation of the metabolite 3,4-DCA.
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1 Introducao

O uso de diferentes classes de pesticidas para o controle de pragas proporcionou tanto a diminuigao do indi-
ce de doengas para os homens e animais como também, aumentou a produgao agricola. Quando sao aplicados
no ambiente e atingem a superficie do solo, eles podem passar por processos de retencao (adsor¢ao, absorcao),
transformagao (decomposigdo, degradagao) e transporte (deriva, volatizagao, lixiviagao, escoamento superfi-
cial) os quais determinam seu destino, persisténcia e eficiéncia agronémica. Dessa forma, seu uso frequente ou
incorreto pode acarretar em contaminag¢oes nao apenas no solo, mas também, na atmosfera, alimentos, éguas
superficiais e subterraneas. Consequentemente podem ocasionar intoxicagdes nos organismos presentes nessas
areas, inclusive nos humanos (tanto em contato direto na aplica¢dao, quanto indireto por meio de organismos
intoxicados) (SPADOTTO, 2004).

Os pesticidas 2,4-D e propanil sdo vastamente utilizados na producao de arroz que possui uma grande area
de cultivo na regiao da Fronteira Oeste do Rio Grande do Sul. Na cidade de Uruguaiana, onde o presente estudo
foi conduzido, esse cultivo é o predominante pelos seguintes fatores: condi¢des climaticas favoraveis, elevado
nivel tecnoldgico empregado, uso intenso dos insumos agricolas e pela geomorfologia da regiao que possibilita
a construgdo de reservatdrios para acumulo de dgua (SILVA et al.,, 2007). Dessa forma, a utilizacao freqiiente
destes compostos é muito comum, o que os tornam nosso objeto de estudo.

Uma alternativa para extrair contaminantes do solo ¢ a fitorremediacao, técnica onde a planta armazena-os
para tratamento subsequente, quando necessario, ou mesmo metaboliza-os, podendo transforma-los em produtos
menos toxicos ou mesmo indcuos (MADALAO, 2013). Nesse sentido, o estudo com plantas medicinais, nesse caso
com a Melissa officinalis, nos permite analisar a possivel remediacdo dos compostos pela mesma, como também,
dar um destino a ela, como forma de cha de suas folhas (na auséncia dos pesticidas na planta).

A erva cidreira (Melissa officinalis) é uma espécie aromatica de origem europeia e largo emprego medicinal
nos quatro cantos do planeta. Ela se espalhou pelo mundo devido principalmente a suas qualidades funcionais
(BLANCO, 2007). Pela sua alta adaptagao em no territorio brasileiro, essa planta foi eleita como possivel reme-
diadora para estes pesticidas.

Com o objetivo de analisar a possivel degradacao desses compostos quimicos (2,4-D e propanil) com o uso
de plantas, este trabalho tem como proposta analisar a possivel fitorremediagao das mudas de Melissa officinalis
para a descontaminagao do solo com os pesticidas comerciais Aminol e Herbipropanin (2,4-D e propanil) por
meio de andlises de extragdo consecutivas destes pesticidas do solo em um periodo de 20 dias.

2 Material e método

Padrdes analiticos, reagentes e equipamentos

Para a construgdo da curva analitica foram utilizados padroes de 2,4-D e propanil os quais foram adquiridos da Sigma
Aldrich (Steinhein, Alemanha) e as solugdes analiticas de estoque dos mesmos foram preparadas através da pesagem de
10,0 mg de cada pesticida dissolvendo-o em 10 mL de acetonitrila (grau cromatografico obtido da J.T. Baker, Holanda).
A partir desta solugdo (1.000,0 mg L"), foi preparada outra solucdo padrdo de trabalho de 100 mg L' para entdo realizar
dilui¢des sucessivas e assim obter as seguintes concentragdes: 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 ¢ 10,0 mg L! em acetonitrila as quais foram
utilizadas para a construgdo da curva analitica. As solugdes foram mantidas sob refrigeragao.

Os pesticidas comerciais foram obtidos da empresa ADAMA (Brasil). O solo e as plantas foram adquiridos do comércio
local. Os solventes utilizados para a extracdo (solucdo extratora) dos pesticidas do solo foi acetato de etila grau analitico
(99,5% de pureza) e o metanol grau analitico, os quais foram obtido da Neon (Sdo Paulo, Brasil). O agitador orbital, também
utilizado para extracdo, foi adquirido da Tecnal (Sdo Paulo, Brasil), os cartuchos de extragdao em fase solida foram do tipo
Strata-X (poros de 55pm em 500 mg, Phenomenex) e rotaecvaporador a vacuo com refrigerador de liquido (BUCHI, Swit-
zerland). O acido fosforico (pureza de 8§5%) para acidificar a solucdo extratora e a fase movel, foi adquirido da Fluka-Sigma
Aldrich (Steinhein, Alemanha). A agua de alta pureza foi utilizada para o condicionamento dos cartuchos para extragdo e
também como solvente da fase movel a partir do sistema Milli-Q da Millipore (Milford, MA, EUA). O volume ressuspendido
dos pesticidas extraidos do solo foram filtrados através de filtros de seringa de membrana de PTFE (0,22 pm) para posterior-
mente ser injetado no cromatégrafo. Para a fase movel, utilizou-se acetonitrila e metanol grau HPLC da J.T. Baker (EUA).

Para a leitura das analises foi utilizado cromatdgrafo a liquido modelo Young Lin (YL 9100, Coreia) equipado com
bomba quaternaria, amostrador automatico e detector por arranjo de diodos (DAD). A coluna de guarda - Sistema Analitico
Cartucho Guarda (KJO-4282) (Phenomenex), uma coluna analitica - coluna C18 (Sinergy Fusion RP, 250 mm x 4,6 mm x
4 um) da Phenomenex.
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Composicao da amostra de solo
O solo era do tipo para jardinagem e continha as seguintes caracteristicas:

Especifica¢des: terra vermelha, terra preta e rocha calcaria moida.
Capacidade de retengdo de agua (p/v): 40%

Condutividade elétrica: 30-40 uS/cm

Densidade a 20°C (base seca): 950,9 Kg/m?

Umidade maxima (p/v): 40%

pH a 20°C: 6,0

Avaliacao da sensibilidade da planta aos pesticidas

Foi avaliada a resposta das plantas através da sensibilidade em concentragdes crescentes dos pesticidas a fim de obter as
concentragdes nao letais destes compostos para o estudo. A analise da resposta das plantas foi de acordo com a coloracao folhar
e caulinar, secura ou morte das plantas.

Para isso, as mudas ficaram inicialmente em periodo de adaptacdo durante seis dias na estufa em temperatura ambiente e
com suas variagdes. No sétimo dia, 250 gramas de solo foram fortificados com a mistura dos pesticidas comerciais (Aminol
e Herbipropanin - 2,4-D e propanil) e colocados em potes de jardinagem nas concentracdes determinadas para a avaliagdo
da sensibilidade pela planta. Para a aplicagdo de cada uma dessas concentragdes no solo, foi utilizada uma quantidade de
agua (aproximadamente 100 mL) para melhor homogeneizar ambos os pesticidas no solo. As concentragdes avaliadas foram:
0,3224 g Kg1+0,144 g Kg'; 0,1612 g Kg'+ 0,072 g Kg!; 0,0806 g Kg' + 0,036 g Kg! de solo de Aminol e de Herbipropa-
nin respectivamente. Essas concentracdes sdo 267 vezes superiores ao recomendado para aplicacdo do composto 2,4-D e 40
vezes superior para o propanil no solo. Essas concentracdes relativamente altas em comparacao ao aplicado foram utilizadas
para verificar a concentracdo maxima suportada pela planta. Assim, em caso de um desastre ecolégico este método pode ser
utilizado, como no caso de Mariana- MG (novembro de 2015).

Tratamento para fitorremediagao

Ap6s a avaliacdo da sensibilidade da planta aos pesticidas, o trabalho foi composto pelas seguintes grupos: Tratamento:
composto por uma muda da planta por pote que foi plantada no solo fortificado com a mistura dos pesticidas; Controle: composto
apenas pelo solo fortificado, a fim de analisar a autodegradacao dos pesticidas pelas condi¢des ambientais; Branco: composto
por uma muda da planta por pote que foi plantada no solo sem a fortificagdo dos pesticidas. A etapa anterior (sensibilidade)
foi realizada em duplicata, enquanto que o experimento da fitorremediacdo foi realizado em triplicata. Nos dois testes houve
o ciclo claro/escuro de acordo com a luz solar e a temperatura entre 10-24°C.

Extracao dos pesticidas da amostra de solo

O método para a extracio dos pesticidas da amostra de solo foi baseado no trabalho de Niell et al. (2010) com modificagdes,
resumidamente: foi coletado 10,0 g de solo ja fortificado com a maior concentragao dos pesticidas comerciais e transferidos para
um frasco de erlenmeyer. Posteriormente, foi realizada uma extrago s6lido-liquido da seguinte maneira: Nos 10,0 g de solo foram
adicionados 20 mL da solucdo metanol e acetato de etila (50:50 v/v) e o frasco foi submetido & um agitador orbital hortizontal por
15 minutos. Os extratos obtidos foram filtrados em papel filtro qualitativo (150 mm de tamanho de poro) e lavados com o mesmo
solvente de extracdo (2 x 10 ml), sendo posteriormente evaporado com o evaporador rotativo (40° C). Apos a evaporacdo, os
pesticidas foram ressuspendidos em 1,5 ml de acetonitrila. A solugdo foi filtrada com filtro de 0,22 um diretamente para um vial
e em seguida analisada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia por Arranjo de Diodos (HPLC-DAD).

Condigdes cromatograficas

A fase moével utilizada foi de acordo com o trabalho de Rosa (2013), onde foi aplicada acetonitrila/metanol/agua (pH 3), numa
propor¢ao de 27:27:46, com taxa de fluxo de 0,9 ml/min até 20 minutos e 30:30:40 com taxa de fluxo de 1,2 mL/min no tempo
de 20-35 min. O pH da agua da fase movel foi ajustado para pH 3 com solugdo aquosa de acido fosforico (1:1, v/v). O volume
de inje¢do foi de 20 pL, e comprimentos de onda de detec¢ao foram de 220 nm para 2,4-D e 254 nm para o propanil. As analises
foram realizadas a temperatura ambiente.
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3 Resultados e discussao

Sensibilidades das mudas de M. officinalis aos pesticidas

Para dar inicio ao estudo, foi necessario avaliar as concentragdes dos pesticidas que ndo fossem letais ou que ndo prejudicassem
o crescimento e desenvolvimento da planta. Como estes compostos sdo herbicidas, sdo capazes de causar inibigdo de transporte
de elétrons na fotossintese em plantas de folhas largas (propanil) (TOMLIN, 2007), ou provocar desde o crescimento anormal de
tecidos, obstru¢do do floema, até morte do sistema radicular (2,4-D) (SBANO et al., 2013). Assim, através dessa analise, seria
possivel analisar se a planta de M. officinalis seria tolerante aos pesticidas e quais concentragdes seriam utilizadas para o desen-
volvimento do processo de fitorremediagao.

Com a adig@o das trés concentragdes decrescentes da solugdo mista comercial dos herbicidas (0,3224 g Kg ' + 0,144 g Kg™';
0,1612 gKg'+0,072 g Kg'; 0,0806 g Kg' + 0,036 g Kg' de Aminol e de Herbipropanin respectivamente), conforme a metodo-
logia, foi possivel obter visualmente uma resposta ndo prejudicial para as plantas nas duas concentragdes mais baixas (0,1612 g
Kg'+0,072 g Kg'; 0,0806 g Kg' + 0,036 g Kg' de Aminol e de Herbipropanin respectivamente). Porém, ja no terceiro e quarto
dia da analise da sensibilidade da planta foi possivel observar que a maior concentracdo desta solugdo mista evidenciou danos
folhares e em parte do seu caule, deixando-as murchas e posteriormente secas. Dessa forma, essa maior concentragdo tornou-se
inviavel para o estudo conforme mostra a Figura 1.

Figura 1 - Foto do terceiro dia das mudas de Melissa officinalis expostas a mistura dos herbicidas comercias nas trés concentragdes
crescentes juntamente a uma amostra branco, onde a planta nao foi exposta. Na figura, a) representam a amostra branco; b) mudas
expostas a mistura dos herbicidas na concentragdo de 0,0806 g Kg' + 0,036 g Kg' de Aminol e Herbipropanin respectivamente;
¢) mudas expostas a mistura dos herbicidas na concentragdo de 0,1612 g Kg* + 0,072 g Kg"' de Aminol e Herbipropanin
respectivamente; d) mudas expostas a mistura dos herbicidas na concentragao de 0,3224 g Kg " + 0,144 g Kg' de Aminol e
Herbipropanin respectivamente. A figura mostra que as mudas expostas a maior concentragado (d) foram as que sofreram injurias.

Uma nova concentracdo mais baixa foi preparada, mantendo-se ainda as duas concentra¢des anteriores que ndo prejudicaram
aplanta. Sendo assim a nova concentragdo continha: 0,0403g Kg! + 0,018 g Kg'! de Aminol e de Herbipropanin respectivamente.
Como esperado, foi possivel observar na Figura 2 que essas concentragdes ndo prejudicaram o crescimento das plantas durante
o novo periodo de sensibilidade, tornando-as usuais para o seguimento do estudo. A figura mostra que as mudas ndo sofreram
injurias (ndo foram sensiveis) em todas as concentragdes testadas.

Figura 2 - Foto do terceiro dia das mudas de Melissa officinalis expostas a mistura dos herbicidas comercias nas trés novas concentragoes.
Na figura: a) mudas expostas a mistura dos herbicidas na concentragao de 0,1612 g Kg* + 0,072 g Kg* de Aminol e de Herbipropanin
respectivamente; b) mudas expostas a mistura dos herbicidas na concentracido de 0,0806 g Kg™ + 0,036 g Kg*' de Aminol e de
Herbipropanin respectivamente; ¢) mudas expostas a mistura dos herbicidas na concentracao de 0,0403g Kg™ + 0,018 g Kg* de Aminol
e de Herbipropanin respectivamente.
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Condig¢des cromatograficas e método de extracao

Para a construgdo da curva cromatografica obtivemos os seguintes pardmetros cromatograficos: equacao da reta do composto
2,4-D de y = 41,60x - 21,90 e r> = 0,996 com uma faixa linear de 0,5 a 10 mg L"'. J4 para o composto propanil, a equacdo da
reta obtida foi: y = 64,76x - 27,30 e r> = 0,995 com uma faixa linear de 0,5 a 10 mg L"'. Esses dados da curva analitica estdo de
acordo com a literatura, pois, segundo Harris (2012) um r*> maior que 0,995 ou 0,999 ¢ considerado como evidéncia de um ajuste
ideal dos dados para a linha de regressdo. Para a ANVISA (BRASIL, 2003) recomenda-se um coeficiente de correlacdo igual ou
superior a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90 (RIBANI, 2004).

O método de extragdo utilizado para a avaliagdo dos pesticidas no solo mostrou ser eficiente uma vez que foram extraidos
ambos os pesticidas de maneira eficaz e seletiva (Figura 3). O cromatograma da Figura 3 mostra também que a extrag@o tanto
para a amostra controle, quanto a amostra do tratamento com a planta apresentaram a mesma concentragao inicial dos pesticidas.
Isso evidencia a eficiéncia na extra¢do das concentra¢des as quais foram utilizadas no estudo.
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Figura 3 - Cromatogramas sobrepostos referente a primeira extracao (dia zero) do controle e tratamento na maior concentragao
dos pesticidas (0,1612 g Kg* + 0,072 g Kg' de Aminol e Herbipropanin respectivamente)

O procedimento de extragdo conseguiu, inclusive, extrair o metabolito 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA) que ja estava presente
devido a decomposi¢@o do propanil (Figura 4). A confirmagdo deste composto foi feita mediante a comparacdo da analise do
seu padrdo nas mesmas condigdes cromatograficas. A Figura 4 evidencia que o 3,4-DCA esteve presente desde o inicio do
estudo, porém, ressalta-se que em 20 dias de experimento ele manteve estavel sua concentragdo na amostra do tratamento com
a planta, diferente do que aconteceu com a amostra do controle, evidenciando assim, a capacidade da planta de fitorremediar
esse metabolito.
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Figura 4 - Grafico apresentando a capacidade da planta para a fitorremediagdo do composto 3,4-DCA (metabolito do propanil)
que estava presente tanto nas amostras do tratamento quanto nas do controle durante as trés coletas realizadas. Esses dados
sao referentes as amostras do tratamento e controle da concentragao intermediaria (0,0806 g Kg? + 0,036 g Kg! de Aminol e de
Herbipropanin respectivamente) e mostram que a amostra com a planta foi capaz de estabilizar 50% deste metabolito.
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Os resultados da segunda coleta (10° dia - Figura 5) mostraram que ocorreu uma autodegradagdo para o composto 2,4-D
uma vez que tanto na amostra controle quanto na amostra do tratamento houve uma diminuicao acentuada deste composto.
Porém, o interessante nos resultados desta segunda coleta foi que o composto propanil ja estava ausente na amostra do trata-
mento e ainda presente na amostra controle. Este resultado evidencia a fitorremediagao pela Melissa officinalis para o composto
propanil neste curto periodo de tempo. Esses resultados mostram que essas concentragdes de propanil permanecem no solo da
amostra controle por, pelo menos, 10 dias. Tal fato é confirmado de acordo com Primel e colaboradores (2007) que demonstram
a detecgdo desse composto até 10 dias apods aplicacdo do mesmo em lavouras de arroz.
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Figura 5 - Cromatogramas sobrepostos referentes a segunda extragdo (10° dia) com a amostra do controle e tratamento na maior
concentragao dos pesticidas (0,1612 g Kg' + 0,072 g Kg! de Aminol e de Herbipropanin respectivamente). Essa figura evidencia
a capacidade de fitorremediagao da planta pelo composto propanil (Herbipropanin) em apenas 10 dias

Os resultados da terceira coleta (20° dia - Figura 6) mostram ainda a presenca do herbicida 2,4-D na amostra controle.
Outros estudos relatam que este composto tem um tempo de meia-vida relativamente baixo em solo que variam de 6,4 dias
em solos minerais e 8,3 dias em solos orgdnicos ¢ que sob circunstancias normais, os residuos de 2,4-D nao sdo persistentes
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Figura 6 - Cromatogramas sobrepostos referentes a terceira extragao (20° dia) com a amostra do controle e tratamento na maior
concentragao dos pesticidas (0,1612 g Kg'+ 0,072 g Kg™). Na figura observa-se capacidade de fitorremediagao da planta pelo
composto 2,4-D (Aminol) em 20 dias de experimento

no solo, na dgua, ou na vegetacao (2,4-D: FACT SHEET, 2000 apud Junior et al., 2002). Tais dados da literatura diferem dos re-
sultados desse trabalho, no qual as amostras no 20° dia ainda apresentarem este herbicida, o que provavelmente ¢ justificado pelo
tipo de solo utilizado neste experimento que deve diferir daqueles relatados pela literatura. Além disso, ndo podemos descartar o
fato do experimento deste estudo ter sido realizado em ambiente fechado (em estufa), tendo como fatores relevantes a diferenga
da microbiota associada presente, capacidade de lixiviagdo e escoamento superficial da agua, a intensidade da luz solar e dos ven-
tos. Porém, observa-se que o 2,4-D nao estava mais presente na amostra do tratamento, indicando a fitorremediagao pela planta.
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Na auséncia destes herbicidas e de seus metabdlitos nos chas da planta, torna-se possivel o cultivo da mesma
para remediar o solo e um destino final a ela, com seu uso posterior como fonte de renda complementar. Estudos
para aprimoramento podem ser realizados buscando conhecer o(s) mecanismo(s) que ocorrem na remediagao por
esta planta, além do estudo com diferentes tipos de solo, de outros pesticidas e de outros compostos organicos
também poderao contribuir com os resultados deste estudo.

4 Conclusoes

Este trabalho mostrou que a cultura de Melissa officinalis pode ser uma estratégia rapida, eficaz e de baixo custo
para a fitorremediacdo de solos contaminados pelos herbicidas comerciais do 2,4-D e propanil em um apenas 20 dias de
cultivo. Além disso, a planta mostrou ser promissora na fitorremediagdo do principal metabolito do propanil, o 3,4-DCA,
que possui toxicidade maior que o propanil. A planta do estudo suporta elevadas concentragdes destes dois herbicidas,
muito superior ao recomendado para uso no cultivo de diferentes culturas. Essa caracteristica permite que a Melissa
Officinalis possa ser utilizada em casos de desastres ambientais para compostos organicos com estruturas semelhantes
a estes pesticidas.
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