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“A Historia ndo é repetitiva, mas recursiva: como um ponto que se desloca em espiral
ascendente, cuja projecdo vai tracando e redesenhando uma circunferéncia. Quem
enxerga apenas essa projecao, nao so pensara que tudo se repete, como também agira
dessa forma, tentando segurar a roda da Historia, como outros ja o fizeram.

Nunca vencerdo, mas terdo deixado como legado imensos prejuizos a
humanidade pelo atraso na aplicacdo de conhecimentos, que poderiam minimizar
nossos sofrimentos h&4 mais tempo. A imagem que Humberto Maturana criou, de um
carro num atoleiro, é bastante esclarecedora: quem olhar somente para as rodas do
automovel, nunca saberd se ele estd andando ou atolado...

Pode parecer uma contradicdo, mas somente com uma agricultura cada vez
mais tecnificada, ou seja, mais produtiva, serd possivel preservar e recuperar 0
ambiente em que vivemos. O avang¢o na ciéncia, ou seja, no conhecimento, é a Unica
forma capaz de acompanhar e até de ultrapassar o crescimento geométrico da
populacdo do planeta e é a principal base de sustentacdo para qualquer sonho de
justica social.

Com o advento da biotecnologia, a era dos agrogquimicos esta no fim, mas teve
um papel importante. Entretanto, ndo fossem esses, calculam os especialistas,
estariamos hoje no mundo utilizando uma area de terras trés vezes superior, e as
catastrofes geradas pela fome seriam bem mais tragicas do que aquela que matou mais
de um milh&o de pessoas no seculo 19, na Irlanda, devido a “requeima” da batatinha
sem considerar a falta de estatisticas referentes aos milhdes de mortos, devido as
destruicdes de extensas regides causadas pelas, literalmente, quilométricas nuvens de
gafanhotos, que dizimavam tudo que fosse verde.

A agricultura convencional ndo tem mais condi¢cGes de suportar 0S novos
desafios para a humanidade, pois ja teve seu potencial esgotado. E consenso entre 0s
cientistas que o proprio melhoramento genético convencional esgotou-se pela falta de
variabilidade genética dentro da espécie. Os agrotoxicos, por exemplo, ndo tém sido
mais eficientes para controlar insetos-praga e doencas das plantas, pois a velocidade
com que adquirem resisténcia aos produtos quimicos é maior do que a velocidade de
elaboragdo de novas formulas de defensivos agricolas por parte da inddstria.

E o desafio central é o de produzir mais e com melhor qualidade, em areas de
terras cada vez mais reduzidas, pelo avango da urbanizagdo e necessidade de
preservacdo ambiental. Felizmente, ao invés de um abismo, temos pela frente a
Revolugdo da Biotecnologia, tendo a engenharia genética como principal ferramenta e
0s organismos geneticamente modificados (OGMs) como a solucéo basica para essa
nova etapa.

Dentre os OGMs, as plantas transgénicas ocupam um lugar importante, pois
sdo elas que estdo revolucionando a agricultura. Nao ha mais barreiras entre espécies
e nem propriamente cruzamentos. Qualquer ser vivo pode fornecer um gene (uma
determinada caracteristica) para outro. Um gene que interessa pode ser isolado e
clonado (multiplicado) em laboratorio. Apés, pode ser introduzido na variedade de
planta que interessa (geralmente uma que esta em cultivo). A variedade recebe, entdo,
0 novo carater, sem o0s inconvenientes do meétodo convencional, o que torna o
melhoramento genético bem mais eficiente e seguro.

Variedades resistentes ou tolerantes a espécies- praga, dispensando o uso de
agrotoxicos, adaptadas ao frio, ao calor e a seca, a solos encharcados, a solos acidos,
a solos salinos, a solos pobres e outros caracteres, preservando e recuperando o
ambiente, certamente proporcionardo mais seguranca de colheita e maior
previsibilidade. Cultivares com melhor qualidade industrial e com caracteristicas



especiais facilitardo a comercializagdo da produgdo em razdo da procura pela
industria e pelo maior interesse dos consumidores... Enfim, a agricultura, com o apoio
da biotecnologia, encaminhar-se-a4 definitivamente para ser uma atividade de alta
precisdo, com o0 que os produtores rurais e, conseqlientemente, toda a sociedade serao
beneficiados.

Sustentabilidade, portanto, so é vislumbrada com avancos; jamais com recuos.
Com raras excegdes, ndo é por acaso que nos paises mais avangados tecnologicamente
a natureza tem sido tratada com mais cuidado e as desigualdades sociais sdo cada vez
menores.

A Revolucéo Verde, amaldicoada por muitos, foi uma solucdo revolucionaria
importante, mas que, como toda a tecnologia, vem com riscos e beneficios. Hoje se sabe
que se fossem minimizados o0s riscos e maximizados os beneficios, os impactos
ambientais teriam sido bem menores. E preciso analisar a questdo sob o prisma
daquela época e perguntar se com os conhecimentos e consciéncia que se tinha seria
possivel detectar o que hoje vemos com clareza. Isso, entretanto, ndo é motivo para que
muitos levem ao extremo o Principio da Precaucdo, preferindo nada fazer a correr o
risco de fazer alguma coisa. Tais interpretacdes extremistas e equivocadas de algumas
Organizacdes Nao-Governamentais (ONGs) levam a que foquem apenas 0s riscos das
tecnologias ou inovac@es e ignorem os riscos da propria estagnacéo, que, por restri¢céo
ou banimento de avancos tecnoldgicos, podem criar grandes problemas aos humanos e
imensos riscos ambientais.

Por conseguinte, a mais antiga forma de contaminacdo ambiental (por fezes)
ainda é a mais grave, apesar da tecnologia disponivel ser suficiente para elimina-la
totalmente, o que demonstra que a causa principal da poluicdo mais devastadora do
ambiente reside principalmente na questdo politico-econdémica. Entretanto, muito
pouco se tem feito relativamente a esse problema, tanto que ndo se tem visto nenhuma
ONG protestando contra essa forma de poluicdo em lugar nenhum. Seria também razéo
dessa ordem, esse descaso, por parte das ONGs?

Igualmente, a mais moderna forma de contaminacdo ambiental, ou seja,
resultante da emissdo de gases dos veiculos automotores, que comprometem
significativamente a camada de o0zonio, pouco ou nenhum protesto tem provocado, de
tal forma que as providéncias para diminuigcio desse tipo de poluigdo tém partido dos
proprios governos e dos fabricantes.

E bastante intrigante que os protestos e campanhas nos paises do Terceiro
Mundo sejam praticamente apenas concentrados em tecnologias novas ou de ponta,
como a energia nuclear e a biotecnologia, por parte da maioria das ONGs. Nao seria
mais uma manobra por parte do Primeiro Mundo para manter 0s paises
subdesenvolvidos afastados de tecnologias estratégicas?

A historia ndo é repetitiva, mas recursiva. Assim como tecnologias esgotadas
tém sido recicladas a luz dos novos conhecimentos, a resisténcia fanatica e dogmatica
aos avancos tecnologicos nada mais é do que efeito da recursividade do obscurantismo,
reacionario ao carater perfectivel do Espirito Humano.”

Luiz Alberto Silveira Mairesse, Ervandil Corréa Costa
Contaminacao ambiental pela agricultura e as novas
perspectivas com a moderna biotecnologia pag 09-12 — Orium, 20009.



UTILIZACAO DE QUITOSANA COMO BIOCIDA NA
AGRICULTURA EM SUBSTITUICAO AOS AGROTOXICOS

RESUMO

Os agrotdxicos modernos surgiram na metade do século XIX, com o intuito de
promover o controle de pragas nas areas de cultivo ao redor do mundo. A modernizagao
e o0 crescer do conhecimento sobre a quimica junto ao desenvolvimento de variedades
mais produtivas de plantas na revolugdo verde nos proporcionou um consideravel
incremento na produtividade das lavouras, entretanto, essa combinacdo acabou por
causar uma série de outros problemas de ordem social, econdbmica e ambiental ndo
esperados até entdo como o0 envenenamento de pessoas e animais, perda de
biodiversidade, alteragdes drasticas nos ecossistemas e contaminagdes imensuraveis
devido a falta de conhecimento sobre a consequiéncia do uso destes produtos. Na
atualidade, a busca de novas tecnologias, tenta remediar os problemas causados pelos
agrotoxicos e a formulacdo de novos produtos que venham a apresentar maior eficacia e
eficiéncia no combate aos problemas relacionados aos cultivos em todo mundo, mas que
ao mesmo tempo seja menos danoso ao meio ambiente e a0 homem. Tendo em vista
este novo paradigma, o presente trabalho objetivou testar o potencial de quitosana como
fungicida e bactericida em substituicdo aos agrotdxicos.

Palavras-Chave: 1. Agrotoxicos. 2.quitosana . 3.Agricultura

ABSTRACT

The modern pesticides have emerged in the mid-nineteenth century, with the aim of
promoting the control of pests in the growing areas around the world. The
modernization and growth of knowledge about chemistry with the development of more
productive varieties of plants in the green revolution resulted in a considerable increase
in crop yields, however, this combination will eventually cause a host of other problems
in the social, economic and environmental not expected until then as the poisoning
people and animals, loss of biodiversity, drastic changes in ecosystems and
immeasurable contamination due to lack of knowledge about the consequence of using
these products. Currently, the search for new technologies, try to remedy the problems
caused by pesticides and formulation of new products that will provide greater
efficiency and effectiveness in dealing with problems related to crops worldwide, but at
the same time is less damaging to the environment and man. Given this new paradigm,
this study aimed to test the potential of chitosan as a fungicide and bactericide to replace
pesticides.

Keywords: 1. Pesticides. 2. Chitosan. 3. Agriculture
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1 INTRODUCAO

As pragas agricolas sempre foram um grande problema para 0 processo agrario
mundial. A historia € cercada de relatos desses eventos, 0s quais causaram fome e perda
de biodiversidade. Tais efeitos podem ser exemplificados com a perda das plantacdes de
arroz na India por fungos; a devastacio da cultura de cacau pela vassoura-de-bruxa na
regido de Itabuna e Ilhéus, na Bahia, a qual, além de consequéncias econdmicas,
ocasionou sérios problemas sociais como o éxodo rural e o desemprego, e ecoldgicos,
como a destruicdo de partes da mata atlantica; diminuicdo drastica das populac@es de
aguias, falcdes e acores, na década de 80 devido a fragilidade dos ovos pela a¢do dos
agrotoxicos, entre outros. Assim, as pragas agricolas apresentam forte repercussao na
economia sendo uma grande promotora, em muitos casos, de sérios problemas sociais
como o éxodo rural e o desemprego (RYAN, 2004).

Na tentativa de se obter dominio sobre as pragas o homem lanca médo de
métodos fisicos, quimicos e bioldgicos de controle, sendo o quimico o mais utilizado. O
uso indiscriminado de defensivos agrarios, associado a desinformacdo por parte dos
agricultores sobre os métodos de aplicacdo e os riscos da utilizagdo dos agrotoxicos tem
iniciado uma cadeia de eventos catastrofica causando resisténcia das pragas, antes
sensiveis aos venenos.

Isso gerou a falsa ideia da necessidade de se colocar quantidades maiores, por
parte dos agricultores, e a producdo de novos agrotoxicos ainda mais fortes por parte
das industrias quimicas, o que vem colocando em risco a salde dos agricultores e seus
familiares assim como a dos consumidores finais desses produtos e de todo meio
ambiente (BADACH, et al.., 2000).

Os agrotdxicos aplicados a qualquer sistema de cultivo sdo transportados para o
solo pelas aguas da irrigacdo e/ou chuvas seguindo trés provaveis caminhos: ser
degradado pela luz, calor ou interagdo com outras particulas do solo, bactérias etc., o
que gera produtos muitas vezes mais ofensivos que o composto original; serem
carreados pelas enxurradas até os rios, contaminando-os e permear o solo com alto ou
baixo grau de adsorcdo atingindo os lengois freaticos, contaminando as fontes de dgua
potéveis subterraneas (BUOSI & FELFILI, 2004; RISSATO, et al.., 2004).

E imperativo mediante esse quadro, o desenvolvimento de metodologias para

degradacdo e retirada desses agrotoxicos do meio ambiente, buscando-se processos
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rapidos, baratos e que apresentem resultados satisfatorios no sequestro de agrotoxicos.
A quitosana devido as suas propriedades especificas estd sendo largamente estudada
para emprego no processo de remogédo de venenos agrarios como também no controle
de pragas e de micro-organismos patogénicos, por se tratar de uma substancia natural e
de facil aquisicdo (SYNOWIECKI e AL-KHATTEB, 2003; STAMFORD et al., 2008).

Frente a contaminacdo do meio ambiente e dos seres Vvivos por agrotoxicos,
principalmente organoclorados, e o alto poder teratogénico e toxigénico que esses
produtos apresentam, faz-se necessaria a utilizacdo de substancias naturais atoxicas que
apresentem propriedades biocidas para aplicagdo como agente controlador de pragas
agrarias e que possibilitem a remocdo dos agrotdxicos sintéticos dos solos e aguas
contaminados. Dessa forma o presente projeto de pesquisa tem por objetivo testar o
potencial da quitosana em substituicdo aos agrotoxicos fungicidas e bactericidas
utilizados nas diversos tipos culturas desenvolvidas no vilarejo sitio da Limeira, em
Gravata-PE.

16

Vil



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Testar o potencial da quitosana em substituicdo aos agrotoxicos fungicidas e
bactericidas utilizados nos diversos tipos de culturas desenvolvidas no vilarejo sitio da
Limeira em Gravata — PE.

2.2 ESPECIFICOS

e Produzir e caracterizar fisico-quimicamente a quitosana fungica produzida em
meio jacatupé;

e Obter quitosana soltvel em agua e estavel em pH neutro, na forma de cloridrato
de quitosana;

e Testar o potencial da quitosana e do cloridrato de quitosana como agente
fungicida e fungiostatico;

e Testar o potencial da quitosana e do cloridrato de quitosana como agente

bactericida e bacteriostatico.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Principais defensivos agricolas
3.1.1 Organoclorados

Os defensivos organoclorados sdo considerados os defensivos agricolas menos
toxicos, pois raramente causam manifestacdes de forma aguda. Todavia, apresentam um
poder de intoxicacdo cronica maior do que os organofosforados ou os carbamatos
(RIBEIRO & MACHADO, 1991).

Uma caracteristica marcante dos compostos organoclorados € a alta persisténcia
no meio ambiente, podendo permanecer no solo por mais de trés decénios, apds sua
aplicacéo e ainda poder se acumular nos tecidos biologicos. Além disso, 0 seu uso,
como foi o caso do DDT, nao foi eficiente no combate aos acaros e outros grupos de
insetos, frequentemente causando desequilibrio bioldégico (ELLENHORN, 1997).

O BHC, inseticida organoclorado, em meio alcalino, se decompde produzindo o
acido cloridrico e o tetraclorobenzeno, caracterizando sua acdo residual. O lindane,
isdbmero gama do BHC, perde cloro em meio bésico e se transforma em triclorobenzeno,
que é volatil e age sobre os insetos por inalacdo, contato e/ou ingestdo (GARCIA,
2001).

Mais tarde, surgiram outros compostos como audrin, dieldrin e heptacloro, em
1948, e o endrin, em 1951. Finalmente, surgiram o telodrim, toxafeno e dodecacloro,
que foram utilizados intensamente até 1970 (COUMOL et al.., 2002).

Os altos niveis de organoclorados na dgua do mar tém ocasionado varios
problemas ambientais como, por exemplo, o fracasso da reproducédo da truta-do-mar, na
Laguna Madre, no Texas (TOPOS, 1999). O DDT, também pode ser detectado em
golfinhos na &rea que vai desde o litoral paulista até as regides da Antartida
(CAMPANILLI, 2004).

O DDT sofre transformacdo por duas vias: uma oxidativa e outra redutora (You
et al.., 1996). Na via oxidativa, 0 p,p-DDT perde um atomo de cloro e outro de
hidrogénio transformando-se em p,p-DDE (diclorodifenil-etileno). Muitos dos
organoclorados presentes no mar, e 80% dos presentes nos organismos marinhos estéo

na forma de p,p’-DDE, que é a forma mais persistente, porém menos toxica, e
18

14
Vi



provavelmente quase a sua totalidade é derivada da degradacdo de p,p -DDT (CLARK,
2001).

O DDE tem sido apontado como responsavel pela deficiéncia na formagédo da
casca dos ovos das aves, causando fragilidade das cascas que findam por se quebrarem
antes do tempo correto para a sua eclosdo o que tem diminuido drasticamente a
populacdo de aguias, falcdes e acores, na década de 1980, no ecossistema mundial
(SOLOMONS, 1989; TAN, 1994).

Andlises realizadas em leite materno na década de 1990 forneceram dados
alarmantes em vérias partes do mundo. Com a presenca de DDE e Lindano em
praticamente todas as amostras. Outros organoclorados, como DDT, Endrin e
Endossulfan | também foram encontrados em niveis elevados em algumas amostras.
(SALEH et al.., 1996).

A solubilidade em gorduras dos organoclorados faz com que percorram
rapidamente a cadeia alimentar, com resultados desastrosos para espécies, incluindo o
ser humano, que ocupao o topo dessa cadeia (MATUO et al.., 1990). Estudos realizados
na Espanha, com 134 amostras de tecido adiposo humano, constataram a presenca de
compostos como o DDE e o BHC, os quais apresentaram niveis médios elevados de
1.870,0 pg L —1 e 240,0 pg L —1. Dessa forma foi confirmada a afinidade dos pesticidas
organoclorados pelas gorduras e a crescente contaminacao dos seres humanos através da
cadeia alimentar por esses compostos (COSTABEBER, 1999).

O cancer gastrOintestinal é o terceiro tipo de cancer mais comum na India nas
regides cortadas pelo rio Ganges, o0 qual apresenta altos niveis de organoclorados. Num
trabalho realizado com 60 individuos doentes dessas regides, observou-se altas
concentracOes biliares dos organoclorados BHC, DDT, Aldrin e Endossulfan. Foi
sugerido que essas substancias estdo implicadas na ocorréncia de cancer gastrointestinal
nesses locais (SHUKLA et al.., 2001).

Anadlises feitas em leite de vaca entre 1993 e 1995 em Hong Kong, apresentaram
niveis de DDE e BHC que excediam limites permitidos pelo Coder Committee on
Pesticide Residues. Apesar da China ter proibido o uso desses pesticidas, desde 1983, os
resultados das andlises revelaram a persisténcia de tais compostos no meio ambiente
causando contaminagdo da cadeia alimentar (WONG & LEE, 1997). Resultados
semelhantes foram observados em 2003 em populacbes das areas urbana e rural de

Portugal. Apesar de, neste pais, 0 uso de organoclorados ter sido proibido desde 1988,
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essas substancias foram encontradas em niveis bastante elevados no soro sanguineo de
varios individuos (CRUZ & SILVEIRA, 2003).

No Brasil, estudos realizados com moradores de area urbana do Rio de Janeiro
mostraram a presenca de residuos de pesticidas organoclorados persistentes (POPs) em
amostras de sangue de varias pessoas (DELGADO et al.., 2002). Na Cidade dos
Meninos, municipio de Duque de Caxias, RJ, uma fabrica de inseticidas abandonada na
década de 1950, liberou no ambiente grande quantidade de BHC. O poluente atingiu o
solo e a vegetacdo sendo encontrados tracos do veneno até na agua de coco do local.
Escavagdes realizadas mais tarde mostraram que o lencol freatico também estava
contaminado (OLIVEIRA & ADEODATO, 1997).

Foram investigados os niveis de organoclorados em aguas e sedimentos da bacia
do rio Piracicaba, na regido central do Estado de S&o Paulo. Essa regido abriga uma
populacdo de aproximadamente 2.960.000 habitantes e abrange cerca de 61 municipios
(CETESB, 2002). Os resultados da investigacdo revelaram que a bacia apresenta alto
comprometimento devido a presenca significativa de alguns organoclorados. Nos
municipios de Santa Barbara d‘Oeste, Sumaré e Campinas, por exemplo, foram
encontradas quantidades do fungicida BHC bem acima do limite estabelecido pela
Organizagdo Mundial de Satde, que é de 10,0 ng L™ (DEL GRANDE & REZENDE,
2003).

Um relatorio feito pela Secretaria de Saude de Paulinia-SP, sobre exames
médicos de 181 moradores do bairro Recanto dos P&ssaros, contaminados por uma
industria quimica, indicou que 86% dos moradores apresentaram contaminacéo por pelo
menos um produto toxico, estando a dose ainda acima dos indices recomendados. De
acordo com o documento, 0s exames revelaram que quatro pessoas tinham BHC acima
dos niveis recomendados, 28 tinham Heptacloro (seis criancas), 20 tinham Aldrin (cinco
criancas), sete tinham Endrin (quatro criangas), duas tinham Endossulfan e 44 tinham
DDT (17 criangas). O relatorio constatou uma alta incidéncia de tumores hepaticos e da
tireoide, benignos e malignos, alteracBes neuroldgicas, tipicas de exposi¢cdo aos
organoclorados, alto indice de dermatoses, de rinites alérgicas, disfuncbes
gastrointestinais, pulmonares e hepaticas. Ainda, segundo o documento, 35% das
criangas apresentavam distdrbios neurocomportamentais, afetando a capacidade de

aprendizagem dessas criancas (GUAIUME, 2001).
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3.1.2 Organofosforados

Os organofosforados sdo compostos com ligacGes fosforo-nitrogénio (P-N) de
fundamental importancia para a manutencdo da vida, como, por exemplo, os acidos
nucleicos. Organofosforados sdo parentes dos gases neurotoxicos utilizados como
agentes de guerras quimicas, por apresentarem alta toxicidade ao sistema nervoso
humano, como os gases sarin, soman e tabum (CASIDA e QUISTAD, 1998; WARE,
2003). Esses compostos sdo os inseticidas que apresentam maior toxidade para os
vertebrados, como mamiferos e peixes. Porém, sua estrutura quimica altamente instavel
conferiu-lhe o status de substituto dos organoclorados, pois a sua persisténcia no solo é
de um a trés meses (MIDIO & SILVA, 1995; WARE, 2003).

Os organofosforados podem ser utilizados para combater insetos sugadores,
desfolhadores e alguns riz6fagos. Segundo FERREIRA (1999), 0 modo de a¢do pode
ser sisttmico ou de fumigacdo, mas a acdo de contato é a mais importante. Além do
amplo emprego como pesticidas, alguns organofosforados tém potencial
medicamentoso, podendo ser utilizados no tratamento do glaucoma e da miastenia
gravis, embora sejam subutilizados, por serem medicamentos de risco, tendo sua dose
toxica proxima a dose terapéutica. Estes compostos sdo ainda utilizados em salde
publica no controle de vetores, como o da malaria (NAMBA & COL, 1971,
CARLTON, HADDAD & SIMPSON, 1998) e vetores de outras doencas, como a
dengue.

Os organofosforados séo rapidamente absorvidos pela pele, pulmdes e pelo trato
gastrointestinal. Seus sintomas de envenenamento agudo sdo: sudorese, excesso de
secrecdo bronquial, nauseas e vomitos, contracbes musculares e dorméncia das
extremidades. Os efeitos cronicos sdo, principalmente, neuropatia, mudancas
psiquiatricas, necrose no musculo esquelético (FALK et al.., 2002).

No Brasil sdo comercializados varios compostos organofosforados, como 0s

listados na tabela 1.
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Tabela 1. Principais compostos organofosforados vendidos no Brasil. Fonte: Caldas L.Q.A.,

2000.

NOME GENERICO

NOME COMERCIAL

Acefato
Acetion
Cianofos
Clortion
Crufomato
Fenitrothion
Formotion
Fostex
lodofenfos
Malation
Menazon
Merfos
Metamidofos
Ronel
Temefos
Tetraclorvinfos
Tiopirofosfato de Propila
Tribufon
Triclorfon
Amiton
Carbofenotion
Ciantoato
Coroxon
Dialifor
Dimefox
Dioxation
Disulfoton
EPN

Etil Azinfos
Etion
Fenamifos
Fensulfotion
Fonofos
Forato
Fosfamidon
Fosfolan
Menvinfos
Metil oxidemeton
Metil-Azinfos
Oxidissulfoton
Paration metilico
Protoato
Sulfotep
Tionazin

Ortran, Orthene
Acethion
Cyanox
Chlorthion
Ruelene
Sumithion
Aflix
Phostex
Alfacron
Cythion, Malatol
Sayfos
Folex
Tamaron, Filitox, Monitor
Ectoral
Abate
Gardona
Butonate
Neguvon
Citram
Trithion
Tartan
Coroxon
Torak
Terra-Systam
Delnav
Disyston
EPN
Gusathion-Aafos
Nialate
Nemacur
Dasanit
Dyfonate
Thimet
Dimecron
Cyolate
Phosfrin
Metasystox-R
Gusathion
Disyston-S
Folidol
Fostion
Bladafum
Nem
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3.1.3 Carbamatos

Descobertos nos Estados Unidos em 1954, os carbamatos apresentarem
estruturas simples e facilidade de sintetizacdo de diversos analogos, o que possibilita a
criacdo de diversas moléculas, e consequentemente inumeras formulacGes a serem
lancadas no mercado. A rapida detoxificacdo em mamiferos, em relacdo a dos insetos
foi o principal fator descoberto nestes agentes, pois além de oferecer maior seguranca,
apresentam toxicidade seletiva para insetos e seus efeitos toxicos, em mamiferos, mais
provaveis aparecem muito mais pela exposicdo aguda do que por efeitos cumulativos;
sendo assim menos persistentes e mais biodegradaveis que os organoclorados (CASIDA
& QUISTAD, 1998).

Segundo Casida & Quistad (1998) outro importante avanco obtido com o0s
carbamatos foi a possibilidade de preparo de combinacGes sistémicas que translocam-se
dentro das plantas ap6s uma aplicacdo, protegendo-as durante semanas. Os carbamatos
apresentam uma alta atividade inseticida; baixa acdo residual, devido a instabilidade
quimica das moléculas e baixa toxicidade em longo prazo, quando comparado com 0s
derivados fosforados (MIDIO e SILVA, 1995).

Segundo Ware (2003), os compostos carbamatos possuem toxicidade oral e
dermal baixas para mamiferos, se comparado aos fosforados. Por apresentarem menor
odor em relacéo aos organofosforados, algumas formulagdes inseticidas dos carbamatos
tendem a ser usadas no ambiente intradomiciliar (FERREIRA, 1999).

Em geral, os carbamatos sofrem hidrdlise com facilidade, principalmente em
temperaturas elevadas. Dentre os carbamatos é o Carbaril que possui maior efetividade
de acdo e menor toxicidade para os mamiferos, com meia vida de 10 diasem pH 7 e 15
minutos em pH 10.

Observam-se na tabela 2 os principais compostos carbamatos vendidos no Brasil

€ Seus nomes comerciais.
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Tabela 2. Carbamatos mais vendidos no Brasil. Fonte: Caldas L.Q.A., 2000

NOME GENERICO NOME COMERCIAL
Aldicarb Temik
Aminocarb Metacil
Carbaril Sevin
Carbofuran Furadan
Landrin Landrin
Metacalmato Bux
Metiocarb Mesurol
Mexacarbato Zectran
Propoxur Unden

3.1.4 Piretroides

Os primeiros piretroides foram sintetizados em 1949, possuindo sintese
complexa, compreendendo 22 reacdes quimicas até a obtencdo do produto final. Em
1972 foram registradas algumas moléculas com atividade inseticida excepcional
(WARE, 2003).

Os piretros sdo substancias extraidas de algumas espécies de plantas da familia
Compositae, mais comumente de uma flor amarela chamada crisantemo
(Chrysanthemum cinerariaefolium), e sdo um dos inseticidas mais antigos usados pelo
homem. Esse tipo de inseticida tem propriedades lipofilicas e de rdpido efeito em
insetos, atuando na paralisagdo do sistema nervoso (REIGART et al.., 1999). As
piretrinas sdo misturas de principios ativos que incluem piretrina | e Il e cinerina | e 1l,
jasmolin I e Il (NICHOLSON 1995).

Os piretroides sdo compostos sintéticos desenvolvidos particularmente a partir
da piretrina natural. Entres seus ingredientes ativos, encontram-se: aletrina,
cipermetrina, permetrina, fenotrina, deltametrina, resmetrina, bioresmetrina e muitos
outros (WARE 1983).

A Bayer® incorporou no seu produto conhecido com o nome comercial Baygon,
piretroides de origem sintética, sendo o Ultimo o transfluthrin, comercializado desde

1996 contra insetos voadores (http://www.baygon.com). Um aspecto observado na

quimica desses insecticidas é a estereoquimica, ja que diferentes estereocisbmeros
possuem atividades inseticidas diferentes (SIEGFRIED 2000).
Os piretroides de origem natural ou sintética possuem o mesmo modo de acao,

sendo bastante semelhantes ao do DDT, afetando o sistema nervoso central e periférico
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(WARE 1983, SIEGFRIED 2000). Contudo, esse efeito € apenas temporario, se ndo for
administrado um composto sinergético, como por exemplo, butéxido de piperonilo, que
potencializa a atividade dos piretroides. Os piretroides sdo muito toxicos para 0s peixes
e pessoas com problemas asmaticos, o que exige cautela na sua utilizacdo. Na tabela 3

pode-se visualizar os principais compostos piretroides vendidos no Brasil.

Tabela 3. Principais compostos piretroides vendidos no Brasil. Fonte: Caldas L.Q.A., 2000.

NOME GENERICO

NOME COMERCIAL

Aletrina
Alfacipermetrina

Bifenthrin

Betacyfluthrin

Cipermetrina

Cloreto de Mepiquat (grupo das
Piretrinas)

Cyfluthrin

D- aletrina

Esbiol

Esfenvalerate

Esbiotrin

Fenvalerato

Flucythrinate

Fenpropatrin Meothrin;
Lambdacyalothrin

Permetrina

Piretrinas ou Piretro (grupo das
piretrinas)

Resmetrina (grupo das piretrinas)
Sumitrin (Phenothrin) (grupo das
piretrinas)

Acrinathrin (grupo nor-pirétrico)
Bioaletrina (grupo do acido
crisantémico)

Bio-resmetrina (grupo do acido
crisantémico)

Deltametrina

Decametrina

D-tertrametrina

Tetrametrina

Praletrina (grupo do acido
crisantémico)

Transfluthrin

Pynamin

Fastal; Fendona; WL 85871; FMC 65318;

Dominex; Epitax; Bala

FMC54800; Talstar; Capture; Brigade

Bulldock
Ripord; Cymbush
Pix

Baytruid; Sulfac
Pynamin-forte
S-bioaletrina
Halmark; Sumidan
Belmark; Sumicidin
Pay-off
Danimen
Cyhalothrin; Clocythrin
Ambushl ; Pounce

Sumithrin forte

RU 88702; Rufast
SBP

RU 22974; NRDC 161,

Obcis; K-ogiol; K-othrine

Neo-pynamin forte
Neo-pynamin

NAK 4455
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3.2 A producdo e o0 uso de defensivos agricolas no Brasil e no mundo

Em 1990 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimava um consumo de
agrotoxicos no mundo em um valor aproximado de 3 milhdes de toneladas/ano o que
correspondia a 500 milhdes de pessoas expostas através do trabalho agricola. Porém,
hoje, somente no Brasil, a mesma instituicdo estima um consumo de 3,5 toneladas/ano
(BRASIL ANVISA, 2005). Verifica-se que os paises em desenvolvimento sdo 0s
maiores consumidores de biocidas absorvendo uma faixa de 20% dos agrotéxicos. O
Brasil destaca-se com 35% do montante mundial e 50% do total utilizado na América
Latina (PERES et al.., 2001, MOREIRA et al.., 2002).

O mercado nacional é formado por oito grandes industrias, responsavel por uma
producdo com faturamento de 4,5 bilhdes de dolares/ano e com um volume exorbitante
de 500.000 toneladas/ano. Atualmente, 100.000 produtos aparecem em circulacdo no
mercado brasileiro sendo acrescido mais 1000 novos produtos a cada ano (BRASIL,
2005). De acordo com a avaliacdo da Associacdo Brasileira da Industria Quimica
(ABIQUIM), a agroindustria brasileira teve um sobresalto de 6% no 1° semestre de
2010, sobre 0 mesmo periodo do ano anterior, puxada por todos 0s setores que
compdem o mercado de agrotoxicos: agricultura (+2,6%), pecuaria (+4,3%), inseticidas,
herbicidas e outros defensivos para uso agropecuario (+34,1%) e madeira (+23,8%)
(ABIQUIM, 2009).

De acordo com as estimativas do Levantamento Sistematico da Producédo
Agricola (LSPA) de agosto, a safra de 2010 deve crescer 11,1% sobre a de 2009, com a
producdo de grdos atingindo 148,0 milhdes de toneladas, enquanto a area colhida deve
cair 1,2%, para 46,7 milhGes de hectares. Para os defensivos agricolas observa-se um
crescimento de 4,2% do faturamento liquido das inddstrias quimicas o0 que mostra um
aumento gradativo do lucro nos ultimos anos de US$ 37 bilhGes ao ano em 2003
chegando a US$ 45,3 bilhdes em 2009 (BRASIL IBGE, 2010). A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aponta que todos os tipos de agrotoxicos tiveram um
aumento significativo nas suas vendas entre os anos de 2000 a 2009 (BRASIL
ANVISA, 2010).

A ostentada modernizacao agricola e a desordenada ocupacdo das mais diversas
areas geograficas brasileiras provocaram profundas transformacdes no espaco agrario
nacional. Para Pedroso (2006), os chamados pacotes tecnoldgicos da Revolucéo Verde,
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financiados pelas politicas desenvolvimentistas do governo brasileiro, tentam promover
o0 crescimento da producéo nacional, com aposta no subsequente aumento econémico do
pais sem levar em conta de forma sustentavel os aspectos ambientais e sociais das areas
ocupadas. O Estado proporcionou a industrializacdo, financiamentos agrarios dos mais
diversos e incentivos de fixacdo do homem a terra através da capitalizacdo da
agricultura nas mais diversas regides.

A acelerada modernizacdo agricola é baseada em um modelo falho que tenta
criar as areas comerciais de producdo, com grande aplicacdo de insumos modernos em
todos os territérios e grande mecanizacao nas areas Centro-Oeste e Sudeste do pais. A
regido Nordeste, particularmente na regido do vale do Sdo Francisco, entre os estados de
Pernambuco e Bahia, vem obtendo o seu desenvolvimento agricola principalmente
através da producdo de citrus, consolidando a economia dessa regido em escala mundial
nos altimos 20 anos (BRASIL, IBGE 2010).

As regides de Brejo de altitude dos estados de Pernambuco e algumas areas da
Paraiba tém apresentado um grande salto na producdo de flores temperadas (Brejo do
Bonito e Brejo Gravata, em Pernambuco e Areia e Pildes, na Paraiba), e ainda morangos
e outras pequenas lavouras frutiferas e de hortalicas, o que ocasiona de forma direta um
maior consumo de defensivos agricolas (BRASIL, SEBRAE — PE, 2003).

3.3 Os riscos a seguranca alimentar causados por residuos

Segundo o Programa de Analise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos
(PARA), que é coordenado pela ANVISA em parceria com as Secretarias Estaduais de
Saude, em 2007, as amostras de tomate estavam entre as mais contaminadas por
residuos de agrotoxicos, a nivel nacional, seguidos pelas amostras de morango e alface.
Os problemas encontrados nas amostras foram teores de residuos acima do permitido e
0 uso de agrotdxicos ndo autorizados para as culturas em questdo. No balanco geral, os
nove produtos avaliados (alface, batata, morango, tomate, banana, maméao e cenoura), 0
indice de amostras insatisfatorias ficou em 17,28%, como observado na tabela 4
(BRASIL, ANVISA, 2008).
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Tabela 4. Dados consolidados do PARA. Fonte: PARA, 2008.

Resultados insatisfatorios (%) *

Cultura 2002 2003 2004 | 2005 2006 2007 2008
Alface** 8,64 6,67 14 46,45 | 28,68 | 40,00 | 19,80**
Banana 6,53 2,22 3,59 3,65 N 4,32 1,03
Batata 22,20 | 8,65 1,79 0 0 1,36 2,00
Cenoura 0 0 1954 11,30 | N 9,93 30,39
Laranja 1,41 0 491 4,70 0 6,04 14,85
Mamaéo 19,50 | 37,56 | 2,50 0 N 17,21 | 17,31
Maca 4,04 3,67 4,96 3,07 5,33 2,90 3,92
Morango 46,03 | 5455 (39,07 |N 37,68 | 43,62 | 36,05
Tomate 26,10 |0 7,36 4,38 2,01 44,72 | 18,27
Abacaxi 9,47
Arroz 4,41
Cebola 2,91
Feijao 2,92
Manga 0,99
Pimentédo 64,36
Repolho 8,82
Uva 32,67
N = Andlises ndo realizadas.

* Os resultados referem-se aos estados: AC, BA, DF, ES, GO, MG, MS, PA, PE, PR, RJ, RS, SC, SE, TO.
** Grupo quimico ditiocarbamato ndo analisado na cultura da alface em 2008.

O PARA foi criado no ano de 2001 e o seu objetivo € manter a seguranca
alimentar do consumidor e a saude do trabalhador rural. O programa abrange 16 estados
e chegou a todo o pais no ano de 2009. A escolha dos itens leva em consideracdo
algumas varidveis como: importancia destes alimentos na cesta bésica do brasileiro; o
consumo in natura; o uso de agrotoxicos e a distribuicdo das lavouras pelo territorio
nacional (BRASIL, ANVISA, 2008). O programa trabalha executando coletas de
amostras através das vigilancias sanitarias de cada um dos estados e municipios em
pontos de venda e, posteriormente, enviam o material para analise dos residuos de
agrotoxicos. Em caso de resultados insatisfatérios, apresentando quantidades superiores
de agrotoxicos as permitidas ou detectando utilizacdo de agentes de uso proibido pela
legislacdo vigente, os 0rgaos responsaveis pelas areas de plantio e meio ambiente séo
acionados para rastrear e solucionar o problema. As medidas tomadas em relacdo aos
produtores sdo de orientacdo para adogdo de boas praticas agricolas (BRASIL,
ANVISA, 2008).
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Quando falamos em risco na utilizagdo de substancias quimicas Garcia & Alves
Filho (2005) definem a probabilidade de uma substancia produzir um dano em
condigdes especificas de uso. Eles relatam, ainda, o que vem a ser a seguranca na
utilizacdo de substancias quimicas como a probabilidade de n&o ser produzido um dano
pelo uso de uma substancia em condi¢des caracteristicas. Concluindo, assim, que a
toxicidade é a capacidade do risco associado a uma substancia de produzir danos a
salde humana e/ou ao meio ambiente.

A Associacdo Nacional de Defensivos Agricolas (BRASIL ANDEF, 2005)
define o risco de intoxicagcdo como a probabilidade estatistica de uma substancia
quimica causar efeito tdxico, sendo este obtido em funcdo da toxicidade de um
determinado produto e a exposicao a ele. Sendo assim, a toxicidade é uma relacédo direta
entre a dose e a sensibilidade do organismo exposto. Sabendo-se que ndo € possivel ao
usuario alterar a toxicidade do produto, uma maneira de amenizar o risco é por meio do
tempo de exposicdo (ANDEF, 2005).

A percepcdo do risco é definida como a habilidade de interpretar uma situacao
de potencial dano a prépria saude, ou de terceiros, com base em um conhecimento
prévio e fazendo-se extrapolacdo para um momento futuro. Esta habilidade pode variar
entre uma vaga opinido a uma firme convicgdo pessoal. Dessa forma a Percepgéo de
Risco esta principalmente baseada em imagens, crengas ¢ ‘backgrounds’ de
conhecimento (WIEDERMANN, 1993).

Para Garcia (2001), a visdo simplista com que é abordado o uso de agrotoxicos
acaba por associar o risco, Unica e exclusivamente, ao seu manuseio e aplicacdo e nao a
propria substancia. Entretanto, no correto, acontece que 0 risco ndo é determinado
somente pela exposicdo, a toxicidade do produto é de fundamental importancia na
determinacdo do risco. E necessaria, por parte dos grupos populacionais que s&o
expostos, a formulacdo de estratégias que venham a intervir sobre o problema
(MOREIRA et al.., 2002).

Guivant (1992) realizou um estudo sobre as percepgdes dos agricultores e 0s
riscos decorrentes do uso de agrotoxicos. A autora descreve que mesmo quando 0s
trabalhadores tém informacdes, ainda que insuficientes, ndo as seguem no tocante as
normas relativas & seguranca no uso de defensivos. Isto se deve ao fato de ndo
acreditarem nas fontes nem nos riscos que 0s agrotoxicos potencialmente representam.

Outro ponto relevante do estudo foi a forma como o agricultor manipula os agrotdxicos
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acreditando que nenhum mal ou doencas estd associada ao uso imprudente destas
substancias, concluindo gque efetivamente ndo sdo perigosos a saude.

A mesma autora, em 1994, publicou um trabalho com uma abordagem sobre a
percepcdo dos riscos a salde e apresenta a seguinte discussdo: (...) para os agricultores
faltam evidéncias que confirmem a existéncia do risco, que para ser “real” jd deveria
ter levado a morte ndo s6 eles proprios, mas os outros produtores também. N&o séo
consideradas evidéncias suficientes casos de intoxicacédo ou de tontura, vomitos, dores
de cabeca etc. Que sdo vistas como ndo comprometedoras da salde. Com esses
sintomas se convive, € 0 patamar aceito como “normal”. Os riscos assim sdo
descartados como abstratos e distantes. Se o agricultor tem manipulado, até o presente,
0s agrotoxicos sem que nada de negativo tenha acontecido para ele, acaba concluindo
que, efetivamente, ndo sao perigosos a salde, se até agora nada aconteceu, tampouco
ira acontecer.

Veiga et al.. (2006) enfatizam a importancia de dar aos produtores rurais e a toda
populacédo local, assim como, a todos os demais atores sociais envolvidos, informacao
correta sobre 0s riscos potenciais da utilizacdo de agrotdxicos. Possibilitando a tomada
de medidas que venham prevenir de forma eficiente. Uma ampla divulgacdo da
informagdo sobre o risco torna-se assim a principal medida de promog¢édo a uma atitude
preventiva.

Os processos inerentes ao trabalho rural séo, para Dejours et al.. (1994),
determinantes da percepcdo de riscos dos trabalhadores e, em Ultima instancia, o
trabalhador rural vé o processo de pulverizagdo, por exemplo, como ndo causador de
desconfortos excessivos, ndo o obriga a esforcos fisicos acentuados, desconsiderando
assim o risco causado pela nuvem de agrotoxico formada durante o processo de a
aplicacdo. N&o raras vezes, os trabalhadores reconhecem aquela atividade como
perigosa, ainda que desconhecam os limites deste risco. Para estes mesmos autores, 0
desprezo com que € tratado o risco pode ter também um elemento de ideologia
defensiva frente a um ambiente/processo de trabalho injurioso, causando a falsa ideia de
dominio sobre o perigo, numa tentativa de autovalorizacdo mediante as precarias

condigdes de trabalho a que estdo submetidos.

30
14
Vil



3.4 Evidéncias e efeitos da exposi¢do das comunidades rurais aos agrotoxicos

Né&o e facil evidenciar os efeitos da exposi¢do aos pesticidas e seus potenciais
perigos. Estudos realizados por Solomon et al.. (2007), mostram que os sintomas
agudos sdo comuns, mas sugeriu que em muitos casos a doenca pode surgir através de
mecanismos psicoldgicos ao inves de tdxicos, dentre eles habitos de vida (alcoolismo,
tabagismo) e somatizacgéo (sintomas organicos decorrentes de perturbagdes psicoldgicas
como niveis de aflicdo, ansiedade, dentre outros).

Embora esse tipo de acompanhamento venha sendo feito, ainda s&o
desconhecidos os reais numeros de casos notificados no pais. Além do mais, muitas das
informacgdes ndo retratam a realidade do problema por serem de uma forma geral
insuficientes, parciais, fragmentados, desarticulados e dispersos em varias das suas
fontes. Estimativas do Ministério da Salde relatam que para cada evento de intoxicagdo
por agrotoxico notificado, ha outros 50 ndo notificados. Essas mesmas informacdes sdo
citadas nos estudos da OPAS (1996) e de Peres & Moreira (2003).

Os numeros impressionam, e estdo diretamente associados ao fato das
dificuldades na assisténcia ao homem do campo por parte do poder publico
corroborando com uma extrema situacéo de risco a salde desses trabalhadores (PERES,
1999).

Nos ultimos anos tém sido observadas, no trabalho rural brasileiro,
transformacGes relacionadas a incorporacdo de novas tecnologias e processos
produtivos no meio rural e a crescente subordinacdo do homem do campo & economia
de mercado. Em ambos, esse processo de transformacdo acabou por determinar uma
série de agravos a salde e a qualidade de vida do trabalhador rural (PERES et al..,
2004).

O impacto do uso de agrotoxicos sobre a satde humana é um problema que tem
merecido atencdo da comunidade cientifica em todo o mundo, sobretudo nos paises em
desenvolvimento, onde se observa o maior nimero de mortes decorrentes da exposicao
humana a esses agentes (SILVA & ALVES, 2007). Os danos a saude causados pela
aplicacdo do veneno nas lavouras atingem ndo apenas aos aplicadores, mas aos demais
trabalhadores que exercem outras atividades na area do plantio e aos consumidores dos

alimentos contaminados com residuos (ALVES, 2006).

31
14
Vil



Calcula-se que, anualmente, mais de trés milhdes de pessoas sdo contaminadas
por agrotoxicos em todo o mundo, estando 70% de todos 0s casos concentrados nos
paises em desenvolvimento (WHO, 2001) onde o dificil acesso as informacdes e a baixa
escolaridade por parte dos usuérios desses produtos, assim como a falta de controle
sobre sua producdo, distribuicdo e utilizacdo sdo alguns dos principais fatores
determinantes na constituicdo desse cenario compondo para Peres (2005), um dos

principais desafios a satde publica.

3.5 Leis dos agrotdxicos

O sobressalto no nimero de casos de intoxicacBes por uso de pesticidas
culminou com a criacdo da Lei dos Agrotoxicos, promulgada em 1989. Levando o
Ministério da Saude a implantar junto ao sistema de controle de informacdes
toxicoldgicas, um procedimento de investigacdo dos acidentes causados por esses
produtos. Esse monitoramento teve como objetivo primordial expor a situacdo das
intoxicacdes por agrotdxicos e delimitar campos de atuacdo, a fim de reduzir o nimero
de acidentes (FILHO, 2002; ARAUJO et al.., 2000).

Em regra geral, comumente se alega que o uso inadequado dos agrotoxicos pelos
agricultores seja a causa maior dos problemas provocados por estes produtos, pois a
rigidez e evolucéo da legislacéo e, ainda, do préprio sistema de registro garantiriam que
os produtos colocados no mercado prioritariamente seriam seguros se bem utilizados.
Essa forma simpldria e inconsistente de expor os argumentos de modo a responsabilizar
apenas o usuario dos agrotdxicos foi bastante discutida por Garcia (2001).

A necessidade de criar ferramentas legais para a obtencdo de controle sobre
substancias que venham a oferecer riscos a salde e ao ambiente é indiscutivel. Para as
substancias utilizadas no controle de pragas e doencgas da agricultura, a chamada “Lei
dos Agrotoxicos”, promulgada em 1989 (Lei n.° 7.802/89), oferece especial
importancia. Anterior a sua promulgacdo, a legislacdo que regulamentava o setor de
agrotoxicos baseava-se no decreto n.° 24.114,2 de 14 de abril de 1934, ou seja, 55 anos
antes que os primeiros produtos organossintéticos, fossem utilizados como pesticidas.

Entre os varios assuntos tratados dentro da, entdo, Lei dos Agrotoxicos, 0 artigo
que se refere ao registro parece ser um dos mais importantes, pois exige que no processo

de registro sejam avaliados os resultados de estudos prévios requeridos para essa
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finalidade no tocante aos aspectos de eficiéncia e eficacia agronémica levando ainda em
consideracdo os potenciais impactos a saude publica e ao ambiente. Mediante esses
resultados, o registro fica responsavel em definir se determinada substancia ou produto
comercial pode ser utilizado e sob que condic¢des e ainda definindo todos os demais
aspectos relacionados ao controle e uso dos agrotoxicos.

Desde 1934 o registro de agrotoxicos ja era obrigatdério, contudo a Lei dos
Agrotoxicos é considerada por muito juristas e ambientalistas um avanco do ponto de
vista da preservacao da saude publica e do ambiente. Pois, segundo ela, so é permitido o
registro de novo produto agrotéxico, se for comprovadamente igual ou de menor
toxicidade aos ja registrados para o0 mesmo fim.

E questionado por alguns juristas que determinados feitios da regulamentacéo da
lei trouxeram certas preocupacdes. A sua regulamentacdo a principio, baseada no
Decreto n.° 98.816,3 de 11 de janeiro de 1990, foi alterada pelo Decreto n.° 991,4 de 24
de novembro de 1993, que eliminou a validade de cinco anos para o registro dos
agrotoxicos e, com isso, a necessidade de serem periodicamente reavaliados para
renovagéo do registro. O Decreto n.° 4.074/02, atualmente em vigor, revogou o Decreto
n.° 98.816/90 e o0 n° 991/93 e incorporou a modificacdo estabelecida por este ultimo.

A validade do registro com duragéo de cinco anos era adotada desde 1934, mas o
Decreto n.° 991/93 modificou todos os artigos que tratavam do assunto. Eliminou-se a
necessidade de renovagdo, mantendo-se a possibilidade de reavaliacdo do registro a
qualquer tempo no caso destes produtos apresentarem reducdo da sua eficiéncia
agrondmica ou riscos a satde ou ao meio ambiente.

A regulamentagdo preocupa ainda no tocante ao papel da Classificagdo
Toxicologica. E especificada na regulamentacdo da Lei dos Agrotoxicos feita pelo
Ministério da Saude por meio da Portaria SNVS n.° 3/92, parametros de classificacdo
similares aqueles recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Os
agrotoxicos sdo enquadrados em quatro Classes Toxicoldgicas, que sdo definidas
principalmente pela DL50 (Dose Letal capaz de matar 50% de uma populacdo de
estudo), dos produtos formulados, ainda que existam outros indicadores que venham a
mostrar problemas ligados a satde e ndo ao nimero de 6bitos, e a CL50 (Concentracdo
Letal Inalatéria do toxico no ambiente capaz de produzir a morte de 50% da populacéo

exposta).
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A maior problematica é verificada pela ndo necessidade de que todos os dados
toxicoldgicos pertencam a mesma classe. A classificacdo é dada pelo dado mais
agravante, ou seja, aquele que determinar enquadramento na classe de maior toxicidade.
O real proposito de classificagdo dos agrotdxicos € distinguir entre os de maior e os de
menor periculosidade. No Brasil, essa classificacdo tem servido apenas para definir a
comunicacdo de riscos colocada nos rétulos das embalagens. Devemos lembrar que o
emprego de agrotéxicos sO deveria ocorrer em condi¢cdes bastante especificas,
principalmente quando a necessidade de uso for daqueles de maior periculosidade.

Isso demonstra as implicagdes de ordem técnica, administrativa e econdmica
correspondentes a cada Classe Toxicologica. A classificacdo deveria influenciar na
distribuicdo dos agrotdxicos, fazendo com que os produtos de maior periculosidade
tenham seu uso restrito, como € recomendada pela OMS, a Organizagdo para a
Alimentacdo e Agricultura (FAQO) e a agéncia ambiental dos Estados Unidos (EPA).

ReivindicacGes nesse sentido, incluindo a restricdo da disponibilidade e a
proibicdo de alguns produtos que venham a oferecer grandes riscos a saude e ao
ambiente, foram expressas pelo Forum Intergovernamental de Seguranca Quimica

(IFCS), em sua IV reunido, realizada em novembro de 2003, em Bangkok, na Tailandia.

3.6 Classificacdo dos agrotoxicos

Segundo Peres et al.. (2003), os agrotoxicos podem ser classificados de varias
maneiras, pela sua acdo, risco ambiental & salde humana, persisténcia no ambiente e
funcdo (pragas que controlam).

De acordo com sua funcédo os agrotoxicos podem ser classificados como:
Inseticidas: controlam insetos;

Fungicidas: destréem ou inibem fungos;

Herbicidas: combatem plantas invasoras;

Desfolhantes: eliminam folhas indesejadas;

Fumigantes: combatem bactérias do solo;

Raticidas: combatem ratos e outros roedores;

Moluscocidas: combatem moluscos;

Nematicidas: combatem nematoides;

Acaricidas: utilizados no combate a acaros.
34
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E ainda podem ser subdivididos quanto ao grupo quimico ao qual pertence. As

tabelas abaixo demonstram essas classificagdes quanto a praga controlada pelos

agrotoxicos em relacdo aos grupos quimicos:

Tabela 5. Inseticidas: classificagdo segundo seu grupo quimico e quanto a praga. Fonte:

Peres, 1999 apud Peres et al.., 2003.

CLASSIFICACAO QUANTO

(controle de insetos)

CLASSIFICACAO EXEMPLOS
A NATUREZA DA PRAGA QUANTO AO GRUPO (PRODUTO/
CONTROLADA QUIMICO SUBSTANCIA/AGEN
TES)
Inorgénicos Fosfato de aluminio,
Arsenato de calcio
Extratos vegetais Oleos vegetais
Organoclorados Aldrin, DDT, BHC
.. Organofosforados Fenitrotion, Paration,
Inseticidas

Malation, Metil-paration

Carbamatos Carbofuran, Aldicarb,
Carbaril
Piretroides sintéticos Deltametrina,
Permetrina

Microbiais

Bacillus thuringiensis

Tabela 6. Fungicidas: classificacdo segundo seu grupo quimico e quanto a praga
combatida. Fonte: Peres, 1999 apud Peres et al.., 2003.

CLASSIFICACAO QUANTO

(combate aos fungos)

| CLASSIFICACAO EXEMPLOS
A NATUREZA DA PRAGA QUANTO AO GRUPO (PRODUTO/
CONTROLADA QUIMICO SUBSTANCIA/AGEN
TES)
Inorgénicos Calda Bordalesa,
enxofre
Ditiocarbamatos Mancozeb, Tiram,
Metiram
Dinitrofendis Binapacril
Organomercuriais Acetato de fenilmercurio
Fungicidas

Antibidticos

Estreptomicina,
Ciclohexamina

Trifenil estanico

Duter, Brestan

Microbiais

Bacillus thuringiensis

Compostos

Formilamina Triforina,
Cloraniformetam

Fentalamidas

Captafol, Captam
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Tabela 7. Herbicidas: classificacdo segundo seu grupo quimico e quanto a praga

combatida. Fonte: Peres, 1999 apud Peres et al.., 2003.

CLASSIFICACAO CLASSIFICACAO EXEMPLOS
QUANTO A NATUREZA QUANTO AO (PRODUTO/
DA PRAGA GRUPO QUIMICO | SUBSTANCIA/AGE
CONTROLADA NTES)
Inorgénicos Arsenito de sodio,
cloreto
de sddio
Dinitrofendis Bromofenoxim,
Dinoseb, DNOC
Fenoxiacéticos CMPP, 2,4-D, 2,4,5-T
(comlgglc’?gsl?aﬁn tas Carbamatos Profam, Cl_oroprofam,
. Bendiocarb
RS, Dipiridilos Diquat, Paraquat,
Difenzoquat
Dinitroanilinas Nitralin, Profluralin
Benzonitrilas Bromoxinil,
Diclobenil
Glifosato Round-up

Tabela 8. Desfolhantes: classificacdo segundo seu grupo quimico e quanto a a praga

combatida. Fonte: Peres, 1999 apud Peres et al.., 2003.

CLASSIFICACAO
QUANTO A NATUREZA
DA PRAGA
CONTROLADA

CLASSIFICACAO
QUANTO AO
GRUPO QUIMICO

EXEMPLOS
(PRODUTO/
SUBSTANCIA/AGE
NTES)

Desfolhantes
(combate as folhas
indesejadas)

Dipiridilos

Diquat, Paraquat

Dinitrofendis

Dinoseb, DNOC
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Tabela 9. Fumigantes: classificacdo segundo seu grupo quimico e quanto a praga

combatida. Fonte: Peres, 1999 apud Peres et al.., 2003.

CLASSIFICACAO CLASSIFICACAO EXEMPLOS
QUANTO A NATUREZA QUANTO AO (PRODUTO/
DA PRAGA GRUPO QUIMICO | SUBSTANCIA/AGE
CONTROLADA NTES)
Hidrocarbonetos Brometo de metila,
. halogenados cloropicrina
Fumigantes
(combate 2;2?“”'613 do Ge_ra_dorgs de Dazomet, Metam
Metilisocianato
- Formaldeidos

Tabela 10. Raticidas: classificacdo segundo seu grupo quimico e quanto a praga

combatida. Fonte: Peres, 1999 apud Peres et al.., 2003.

CLASSIFICACAO CLASSIFICACAO EXEMPLOS
QUANTO A NATUREZA QUANTO AO (PRODUTO/
DA PRAGA GRUPO QUIMICO | SUBSTANCIA/AGE
CONTROLADA NTES)
Hidroxicumarinas Cumatetralil,
Rodenticidas/raticidas Difenacum
(combate aos Indationas Fenil-metil-
roedores/ratos) pirozolona,
Pindona

Tabela 11. Moluscocidas: classificagdo segundo seu grupo quimico e quanto a praga

combatida. Fonte: Peres, 1999 apud Peres et al.., 2003.

CLASSIFICACAO CLASSIFICACAO EXEMPLOS
QUANTO A NATUREZA QUANTO AO (PRODUTO/
DA PRAGA GRUPO QUIMICO | SUBSTANCIA/AGE
CONTROLADA NTES)
Moluscocidas Inorganicos (aquaticos) Sulfatp de cobre
(combate a0s moluscos) Carbamatos (terrestres) Amlpocarb,
Metiocarb,
Mexacarbato
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Tabela 12. Nematicidas: classificacdo segundo seu grupo quimico e quanto a praga
combatida. Fonte: Peres, 1999 apud Peres et al.., 2003.

(combate aos nematoides)

CLASSIFICACAO CLASSIFICACAO EXEMPLOS
QUANTO A NATUREZA QUANTO AO (PRODUTO/
DA PRAGA GRUPO QUIMICO | SUBSTANCIA/AGE
CONTROLADA NTES)
Hidrocarbonetos Dicloropropeno, DD
Nematicidas Halogenados

Organofosforados

Diclofention,
Fensulfotion

Tabela 13. Acaricidas: classificagdo segundo seu grupo quimico e quanto a a praga
combatida. Fonte: Peres, 1999 apud Peres et al.., 2003.

CLASSIFICACAO CLASSIFICACAO EXEMPLOS
QUANTO A NATUREZA QUANTO AO (PRODUTO/
DA PRAGA GRUPO QUIMICO | SUBSTANCIA/AG
CONTROLADA ENTES)
Organoclorados Dicofol, Tetradifon
Acaricidas Dinitrofenois Dinocap,
(combate aos acaros) Quinometionato

Os agrotdxicos sdo ainda agrupados em quatro grupos onde se atribui uma cor a

cada categoria como observado na tabela 14.

Tabela 14. Classificacdo dos agrotoxicos quanto ao risco a saude. Fonte: IMA (1999) apud

SANTOS (2003).

DOSE CAPAZ
A DOSAGEM
CLASSIFICACAO DE
COR DA FAIXA LETAL 50 MATAR UM
ADULTO

corporeo algumas gotas

Classe II: Altamente toxico 5-50mg/Kg de Algumas gotas/

peso corpdreo 1 colher de cha
Classe II: T Ry  o0-500mg/kgde 1 colher de cha/

peso corpdreo

2 colheres de

sopa

500-5000mg/Kg de 2 colheres de
peso corpdreo sopa/
1 copo
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Outra forma de classificacdo dos agrotdxicos é de acordo com 0s riscos

ambientais ofertados pelo produto como verificado na tabela 15.

Tabela 15. Classificacdo de periculosidade ambiental dos agrotoxicos. Fonte: IMA (1999)
apud Santos (2003).

CLASSE NIVEL DE PERIGO AO AMBIENTE

I Altamente perigoso

I Muito perigoso
i Perigoso

v Pouco perigoso

3.7 Consideracdes gerais sobre a quitina e quitosana

Os polimeros naturais apresentam ampla aplicabilidade em diversas areas de
estudo devido as suas propriedades, tais como: biocompatibilidade, biodegradabilidade,
facil obtencdo e ndo serem toxicos. Entre esses polimeros destacam-se a quitina e a
quitosana (AZEVEDO et al.., 2007).

Quitina € um polimero natural, insoltvel, linear que apresenta 0 mesmo tipo de
unidade monomérica 3-1,4 N-acetilglucosamina (Figura 1), e com excecgéo da celulose,
é o polissacarideo mais abundante e largamente distribuido na natureza, atuando como
material estrutural e protetor (CANELA & GARCIA, 2001; LARANJEIRA, 2009). A
quitina é encontrada no exoesqueleto dos crustaceos, insetos, artropodes e na parede
celular de fungos (FRANCO et al.., 2005; STAMFORD et al.., 2008).

fe 1
Mgt :::QHH Hesson H
TS o R
S B
°=<(Hsn H 02{

QUITINA 9t

Figura 1: Estrutura quimica da quitina. Fonte: Signini, 2002

A quitosana ¢ um heteropolimero natural, composto por unidades B-1,4 D-
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glucosamina ligadas a residuos de N-acetilglucosamina (Figura 2), podendo ser
encontrado, na natureza, na parede celular de alguns fungos, principalmente da Classe
Zygomycetes e em alguns moluscos (CHATTERJEE et al.., 2005; SILVA et al., 2006;
STAMFORD et al.., 2007). A quitosana é obtida na industria, principalmente, pela
hidrélise quimica da quitina, como demonstrado na figura 3 (POCHANAVANICH &
SUNTORNSUK, 2002; FRANCO et al.., 2005; AMORIM et al.., 2006). Existem varios
derivados da quitosana, os quais podem se diferenciar pelo grau de deacetilacéo, assim

como pela disposi¢cdo dos grupos N-acetil residuais, na cadeia do polimero (RINAUDO,

2006; STAMFORD et al.., 2007).
H HHzH H[‘,]-IED]-[H
TR
OH o
H ]l_[ HH!H ’)(-

H CH0H

QUITOSANA

Figura 2: Estrutura quimica da quitosana. Fonte: Signini, 2002

_ CP.. _ B B
(@ >2 | el \
E1 P N
— — r=Rb (e == 1 —,—<2>
&y - —’WH{)OH
| N /b ‘H H N
/b H | N

Quitina Quitosana

Figura 3: Esquema da reacdao de N-desacetilacdo da quitina para obtencdo de quitosana.
Fonte: Anjos (2005)

3.8 Producéo de quitina e quitosana

Exoesqueletos de crusticeos constituem a fonte tradicional para a obtencdo de
quitina e quitosana. O contetido de quitina nos crustaceos varia com a espécie estando o
rendimento entre 2% e 12% da massa corporea total, e de 13% a 42% na casca. A
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quitosana é obtida pela deacetilacdo da quitina utilizando NaOH 50% e temperatura em
torno de 110 °C (SYNOWIECHI & AL-KHATEEB, 2003).

Existem varias limitacdes em relacédo a viabilidade do processo de obtencéo da
quitina e quitosana proveniente de crustceos, tais como: adaptacdo ao clima,
sazonalidade, locais de confinamento e o processamento em larga escala, associado a
conversao quimica de quitina em quitosana, processos quimicos para a remocao de
impurezas, forte associagdo com material inorganico, pigmentos, lipidios e proteinas, as
quais podem induzir a reagdes alérgicas e ndo existir um processo padrdo para a
extracdo dos polimeros (POCHANAVANICH & SUNTORNSUK, 2002; FRANCO et
al.., 2005; AMORIM et al.., 2005).

Utilizacdo de massa micelial de fungos como fonte alternativa de quitina e
quitosana tem demonstrado grandes vantagens, tais como: extracdo simultanea de
quitina e quitosana, independéncia dos fatores de sazonalidade, producdo em larga
escala (AMORIM et al.., 2000; FRANCO et al.., 2005; AMORIM, et al., 2006;
STAMFORD, et al.., 2007). A quantidade desses polissacarideos extraidos da biomassa
varia com a espécie de fungo e condicdes de cultivo utilizadas. Geralmente, fungos da
classe Zygomycetes apresentam maior quantidade de quitina e quitosana em sua parede
celular (FRANCO et al.., 2005; AMORIM et al., 2006; STAMFORD, et al.., 2007).

Vaérias pesquisas utilizando fungos como fonte alternativa de quitina e quitosana
relatam rendimentos iguais ou superiores, desses polimeros, aos obtidos quando
utilizadas fontes tradicionais (ANDRADE et al.., 2003; AMORIM et al.., 2005).
Estudos utilizando biomassa de Mucor rouxii e M. javanicus como fonte de
polissacarideos obtiveram rendimento de quitosana em torno de 8% e de quitina entre
8,9% e 23,9% (SYNOWIECK & AL-KHATEEB, 1997; ANDRADE et al.., 2003).

3.9 AplicacgOes da quitosana na agricultura

A quitosana é um polimero caracterizado por propriedades especificas que
revelam o seu potencial para inUmeras aplicacbes em varios produtos comerciais. As
principais propriedades desse polissacarideo sdo: bioatividade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, reatividade do grupo amino deacetilado, permeabilidade seletiva,
acao polieletrolitica, habilidade em formar gel e filme, habilidade de quelacdo e
capacidade adsortiva (SYNOWIECK & AL-KHATEEB, 2003; THARANATHAN &
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KITTUR, 2003). A toxicidade da quitosana é menor do que a glicose ou sacarose. A
dose letal de glicose em mamiferos € da ordem de 8 a 12 gramas por quilograma de
massa corporal, enquanto que 18 gramas de quitosana por quilograma de massa corporal
em mamiferos ndo apresenta qualquer sinal de toxicidade ou mortalidade (YADAV &
BHISE, 2004; COSTA SILVA et al.., 2006).

No pH bioldgico, a quitosana apresenta-se como um polication. Em meio &cido
0S grupos amino da quitosana captam ions hidrogénio do meio, resultando em uma
carga global positiva ao polimero, o que permite a sua interagdo com moléculas
carregadas negativamente tais como: gorduras, tecidos animais ou vegetais, membrana
celular, entre outras formas (HORNER et al.., 1997; PAUTLOWSKA, 1997). As
possibilidades de aplicacdes sdo ainda ampliadas pelo fato que a quitosana pode ser
preparada em diferentes formas, tais como solucGes de viscosidade controlada, géis,
filmes e membranas, microesferas e nanoparticulas (CAMPANA FILHO et al.., 2007,
JAYAKUMAR & MANO, 2007; SEZER et al.., 2007; WONGPANIT et al.., 2007).

A quitosana vem sendo extensivamente estudada devido as suas propriedades
peculiares que lhe conferem um aproveitamento bastante versatil, tais como: carreador
de farmacos de liberacdo controlada e DNA (KIM et al.., 2005; PARK et al.., 2004),
regeneracdo de tecidos epiteliais (MAIA et al.., 2006; CHO et al.., 2008; OLMEZ et
al.., 2007), confeccdo de membranas artificiais (COSTA et al.., 2006), promotor de
osteogénese (MURUGAN & RAMAKRISHNA, 2004), antimicrobiano (IKINCI et al..,
2002; CHUNG et al.., 2004; YADAV & BHISE, 2004; CAO & SUN, 2007), remocéo e
recuperacdo de diferentes residuos (VIVEK & TORRES, 2000), biotransformacédo e
deteccdo de pesticidas (DU et al.., 2007; YOSHIZUKA, et al.., 2007), recobrimento de
sementes na agricultura (VELASQUEZ, 2003), degradacdo de corantes, aminoacidos e
proteinas (BORDERIAS., et al.., 2005), agente de floculagio no tratamento de efluentes
aquosos, liberagdo controlada de fertilizantes agroquimicos, estimular o sistema imune
da planta, o seu crescimento, producdo vegetal e também proteger a planta contra o
ataque de patogenos (BADAWY & RABEA, 2008; GHAOUTH et al.., 1991;
HERNANDEZ-LAUZARDO et al.., 2008).

3.10 Atividade antifungica e antibacteriana

A atividade antimicrobiana da quitosana e derivados contra diferentes grupos de
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micro-organismos, tais como bactérias, fungos e leveduras tem recebido uma atencao
especial nos ultimos anos (CHOI et al.., 2001). Em virtude de sua carga positiva, a
quitosana é mais soltvel e possui maior atividade antimicrobiana do que a quitina. O
uso de substancias bioativas como a quitosana para o controle de doengas microbianas
tem chamado bastante atencdo na area agricola, e experimentos vém mostrando que esse
biopolimero inibe o crescimento de varios micrébios fitopatogénicos (KUMAR, 2000;
ZIANI et al., 2009; KHOUSHAB & YAMABHAI, 2010).

Alguns pesquisadores correlacionam a atividade antimicrobiana da quitosana a
formacdo de complexos polieletroliticos, uma vez que seus grupos aminicos protonados,
provavelmente, se ligam a superficie celular carregada negativamente, interferindo na
atividade celular e na permeabilidade da membrana causando perda de componentes
intracelulares (AVADI et al.., 2004; TSAlI & HWANG, 2004; YADAV & BHISE,
2004). Embora, o mecanismo exato pelo qual a quitosana exerce sua atividade
antifingica e antibacteriana ainda ndo tenha sido esclarecido, algumas hipdteses tém
sido sugeridas. Singh et al.. (2008) relatam que a quitosana induz a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células dos fungos causando estresse oxidativo,
e consequentemente, danos aos principais componentes da célula (proteinas, lipidios,
DNA e outros).

De acordo com Di Piero & Garda (2008) e Laflamme et al.. (1999), a quitosana,
por apresentar alta massa molecular e cargas positivas, pode interferir com os residuos
das macromoléculas com cargas negativas quando expostas sobre a superficie celular
fangica, e dessa forma, modifica a permeabilidade da membrana plasmatica. Essa
interacdo pode provocar desbalangco osmético e pronunciada desorganizagdo celular.
Além disso, Laflamme et al.. (1999) também sugerem que a quitosana pode interagir
com o DNA da célula fangica e alterar a sua conformag&o, inibindo a sintese de mMRNAs
e proteinas. Outros estudos revelam, ainda, que o0 mecanismo da atividade
antimicrobiana da quitosana esta intimamente relacionado as propriedades fisico-
quimicas das solugBes, concentracdo utilizada e tempo de exposicdo, além das
caracteristicas inerentes a membrana do micro-organismo alvo (COSTA SILVA et al..,
2006).

Pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de comprovar a eficiéncia da
quitosana no controle de doencas durante os periodos de plantio e de colheita,

substituindo ou competindo com os produtos quimicos. A quitosana pode aumentar a
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sintese de compostos antiflngicos na planta como fitoalexinas e enzimas hidroliticas
como quitinases e glucanases, induzindo a resisténcia natural das plantas (PACHECO et
al.., 2008) e apresentar acdo antifingica e antibacteriana (DOTTO et al.., 2008). A
quitosana e seus derivados sdo capazes de inibir o crescimento de micro-organismos
como Staphylococcus aureus, Escherichia coli (ZHENG & ZHU, 2003), Salmonella
typhimurium, S. faecalis (CHUNG et al.., 2004), S. enterica, S. paratyphi,
Pseudomonas aeruginosa (YADAV & BHISE, 2004), Listeria monocytogenes (COMA
et al.., 2004), Bacillus cereus, Shigella dysenteriae, Aeromonas hydrophila, Fusarium,
Alternaria, Helminthosporium (COSTA SILVA et al.., 2006), Sacharomyces cerevisiae,
S. ludwigii, Zygosaccharomyces baillii, Cryptococcus albidus, Candida sp. e
Rhodotorula sp. (RHOADES & ROLLER, 2000; SAGOO et al.., 2002).

A utilizacdo de pesticidas durante a pré-colheita é um método eficiente para
diminuir a podriddo na pos-colheita, principalmente pela reducdo da fonte de in6culo.
Entretanto, esse controle quimico apresenta algumas limitacbes como: alta
contaminacdo com residuos encontrados nos produtos vegetais, riscos a salde humana,
poluicdo do meio ambiente, aumento da resisténcia dos patdgenos e, em alguns casos,
falta de fungicidas mais eficientes para determinadas culturas. Por isso, 0 uso de
compostos naturais ou biodegradaveis, ndo téxicos ao homem e animais, que tém efeito
fungistatico ou induzam a resisténcia natural das plantas, tem se mostrado um método
alternativo para o biocontrole de fungos fitopatogénicos (BASSETTO, 2006; MAZARO
etal.., 2008; RAPPUSSI et al.., 2009).

Pacheco et al.. (2008), observaram in vitro o efeito inibitério da quitosana de
baixo peso molecular juntamente com a levedura Pichia guillirmondii no crescimento
micelial e germinacdo de esporos de Penicillium digitatum, fungo conhecido como
bolor verde que causa apodrecimento de frutos citricos. Liu et al.. (2007) também
comprovaram in vitro a atividade antifungica da quitosana na inibi¢cdo do crescimento
micelial e na germinagdo de esporos de Botrytis cinerea e Penicillium expansum. O
efeito antifingico da quitosana também foi constatado por Rappussi et al.. (2009), os
quais verificaram que este polissacarideo em todas as concentracgdes (0,5%; 1,0%; 1,5%;
2,0%; 3,0 %) testadas inibiram o crescimento micelial afetaram a germinacdo dos
conidios e a formacdo de apressorios de Guignardia citricarpa, fungo causador da
mancha negra em frutos citricos.

Testes in vitro constataram que quitosana com baixo peso molecular (0,5 x 104
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g/mol) apresentam melhor efeito antifingico, inibindo o crescimento micelial do fungo
Botrytis cinerea, causador do mofo cinzento em frutos de tomate (BADAWY RABEA,
2008). O crescimento micelial de Botrytis cinerea, também, foi completamente inibido
pelas concentracBes de quitosana de 0,5%; 1,0%; 1,5%; 2,0 % durante o periodo de
incubacdo de cinco dias a 22°C, e independente da concentracdo do polimero, os
conidios germinaram mais tardiamente quando comparado ao tratamento controle,
apresentando alteracdes morfologicas no micélio como hifas atrofiadas, mais espessas e
muitas vezes ramificagdes excessivas (CAMILI et al., 2007).

A grande reducdo na incidéncia e severidade do mofo cinzento causado por B.
cinerea em uvas cvs. “Thompson Seedless”, “Autumn Black”, e “Emperor” foram
relatadas em tratamentos com quitosana a 1%. As uvas foram pulverizadas com
quitosana, colhidas e imediatamente inoculadas com B. cinerea, em intervalos de 24
horas, no total de 120 horas (cinco dias), sendo observada menor incidéncia e
severidade da doenca nos frutos colhidos com maior antecedéncia, ou seja, com 1 e 2
dias apds o tratamento com quitosana (ROMANAZZI et al.., 2006).

A lise da membrana plasmatica e a inibi¢do da germinacao de esporos de fungos
foram demonstradas em trabalho sobre biocontrole de fungos patogénicos. Através
desse estudo, verificou-se que os fungos entomopatogénicos e nematofagos sdo menos
inibidos pela quitosana que os fitopatogénicos e micoparasiticos provavelmente porque
apresentam a enzima quitosanase que degrada a quitosana. Mesmo assim, a quitosana
pode ajudar a desenvolver novas estratégias para o biocontrole em geral de fungos
patogénicos, evitando o uso de fungicidas que prejudicam o meio ambiente e a salude
humana (PALMA-GUERRERO et al.., 2007).

3.11 Inducdo de resisténcia a patégenos

Diversas situagdes de estresse como oscilagBes drasticas de temperatura,
umidade, radiacdo solar e ataque de patdgenos, ocorrem durante o ciclo de vida de uma
planta. Através da ativacdo de mecanismos de resposta contra danos e doencas, a planta
tenta superar esses estresses bidticos e abioticos e restabelecer o seu metabolismo
natural (SOARES & MACHADO, 2007). Além disso, a resisténcia natural da planta as
doencas geralmente diminui durante o desenvolvimento de frutos e flores da planta e

apos sua colheita levando a infeccGes, doencas e finalmente a morte. Em produtos
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horticolas, as doengas pds-colheita causadas por fungos, geralmente surgem a partir de
infeccOes latentes estabelecidas no campo; ou de infecgbes durante a colheita e do
manuseio do produto vegetal. O declinio da resisténcia da planta as doencas pode ativar
infeccdes quiescentes e a incidéncia ou severidade de determinada doenga (RAPPUSSI
et al.., 2009).

Os patogenos atacam areas da planta que possuem afinidades, penetrando no
hospedeiro atraves de aberturas naturais, ferimentos, ou por acdo enzimatica, forca
fisica ou ambas. Essa acdo enzimatica pode liberar fragmentos da parede celular do
patdgeno (oligossacarideos sollveis) que apresentam potencial toxico as plantas ou
elicitam resposta de defesa (RODRIGUES, 2003). As respostas de defesa das plantas e
0 reconhecimento do patdgeno sdo regulados de acordo com o tipo de interacdo
patégeno-planta. Numa interacdo incompativel (patégeno avirulento e hospedeiro
resistente), o sistema de defesa da planta é ativado de forma eficaz, conduzindo a
resisténcia. Quando se trata de uma interacdo compativel (patdgeno virulento e
hospedeiro suscetivel) o sistema de defesa é tardiamente ativado ou ndo é ativado,
condicionando a doenga (RESENDE et al.., 2003). Entretanto, 0s mesmos mecanismos
de defesa que ocorrem em uma interagdo incompativel podem ser apresentados por
hospedeiros suscetiveis ou com baixo nivel de resisténcia através da inducdo de
resisténcia.

A resposta da resisténcia natural dos tecidos vegetais a presenca de um patdgeno
pode ser através de mecanismos estruturais ou bioquimicos pré e pos-formados. Os
mecanismos pré-formados existem na planta antes da chegada do patégeno como a
cuticula, tricomas, adaptacdes em estdmatos, parede celular espessa e espinhos. Os
fatores bioguimicos envolvem a presenca de fendis, alcaloides, fototoxinas, glicosideos
cianogénicos, glicosideos fendlicos, inibidores proteicos, enzimas hidroliticas. Por outro
lado, os mecanismos de defesa pds-formados sdo mais eficientes na protecdo da planta
contra patdgenos; eles permanecem inativos ou latentes e sdo apenas ativados apos a
chegada do patdgeno. Esse processo também € conhecido como resisténcia induzida,
sendo que as barreiras estruturais podem envolver a lignificacdo, suberificacdo,
formacéo de papilas, de camadas de abscisdo e de corti¢ca, bem como tiloses. Enquanto
os bioquimicos pés-formados podem englobar o acumulo de fitoalexinas, proteinas
protetoras relacionadas com a patogénese (PR-proteins), subdivididas em diversos

grupos (B-1,3-glucanases, quitinases, peroxidases, etc) e espécies reativas de oxigénio
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(ERO). Esses mecanismos atuam na planta no sentido de evitar ou retardar a entrada de
um micro-organismo no interior da mesma, bem como criar condi¢des adversas para a
colonizacao dos tecidos vegetais pelo patogeno (KUHN, 2007; PASCHOLATI et al..,
2008).

As plantas, durante o final do seu desenvolvimento e ap6s o periodo de colheita,
tém reduzida sua resisténcia natural ao ataque de patdgenos, o que contribui para que se
manifestem infecgdes quiescentes e aumente a incidéncia e severidade das doencas.
Esse declinio da resisténcia natural pode ser ocasionado devido ao aumento dos
requerimentos nutricionais do patégeno; a diminui¢cdo na producdo dos compostos
antifangicos pré-formados e de fitoalexinas; ao aumento da ativacdo dos fatores de
patogenicidade dos fungos. (BASSETTO, 2006).

O estresse na planta causado pelo ataque de patégenos induz a transcricdo de
genes responsaveis pela sintese de enzima de defesa, como por exemplo, a
poligalacturonase que é ativada na planta por um mecanismo ainda ndo conhecido. Essa
enzima degrada a parede celular da planta produzindo o &cido oligogalacturonico que
causa a explosao oxidativa, ou seja, induz a producdo de EROs. Alguns compostos de
defesa em plantas, como as fitoalexinas (pisatina, faseolina,risitina, orchinol,
ipomeamarone), inibidores proteicos e ligninas, tém a sua atividade induzida pela
presenca da quitosana. O uso terapéutico previne doencas infecciosas e aumenta a
producéo da planta (OROZCO-CADENAS et al.., 1999; DESAKI et al.., 2006).

Orozco-Cadenas et al.. (1999) verificaram que a aplicacdo em tomates de 125
pg/mL de quitosana induziu a producdo de H202 e a atividade da poligalacturonase.
Além disso, os resultados mostram o declinio nos niveis de H202 ,a0 mesmo tempo em
que a atividade da enzima poligalacturonase diminui. Isso reforca a hipotese que a
atividade desta enzima esta diretamente relacionada com a producéo de H202.

Em resposta a presenca de quitosana e seus derivados, as células vegetais
induzem a producéo de quitinase extracelular e fenilalanina amonia-liase. Essas enzimas
hidrolisam a parede celular de agentes patogénicos, prevenindo infec¢cBes microbianas
(DESAKI et al.., 2006). Sementes durante o periodo de germinacéo e plantacdo tém a
atividade da quitinase (enzima que degrada a quitina em oligossacarideos) elevada
devido ao préprio sistema de autodefesa da planta. Essa atividade é aumentada mais de
1,5 com a cobertura das sementes com Quitosana em gel (Di PIERO & GARDA, 2008)

Outra resposta de defesa da planta contra ataques de patdgenos e insetos € a
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inibicdo da enzima proteinase que atua no lumen do intestino de insetos fornecendo os
aminoacidos essenciais para sua nutri¢do. Esses inibidores estdo presentes em muitas
familias de plantas e se localizam em seus orgaos reprodutivos e de reserva e tecidos
vegetativos. A maioria desses inibidores sdo moléculas pequenas, estaveis, abundantes e
faceis de purificar, podendo também atuar como proteinas de reserva e como
reguladores de enzimas endogenas. O mecanismo pelo qual os inibidores de proteinases
interferem no processo digestivo dos insetos deve-se a diminuicdo da assimilacdo de
nutrientes (FRANCO et al.., 1999). A quitosana quando aplicada em plantas de tomate
induziu a transcri¢do de genes envolvidos com a sintese dos inibidores de proteinase
através da via do octadecanoide. Mesmo na presenca de inibidores desta via como o
sodio p-chloromercuribenzenosulfonato (PCMBS), sodio diethyldithiocarbanato
(DIECA), e sodio salicilato (SA), apenas os dois ultimos inibiram a atividade indutora
da quitosana (DOARES et al.., 1995).

Badawy & Rabea (2008) observaram efeitos da quitosana em frutos de tomate
inoculados com Botrytis cinerea diretamente proporcional ao contetdo de proteinas
totais e aos compostos fendlicos soliveis em relacdo a concentracdo de quitosana
aplicada. Ortega-Ortiz et al.. (2007) avaliaram o nivel da atividade das enzimas
peroxidase e catalase em frutos de tomate cv. “Petoseed” em diferentes estdgios de
desenvolvimento quando tratados com o indutor quitosana a 0,1%; acido salicilico e
acido benzdico. Os autores constataram que os indutores de resisténcia exercem
diferentes efeitos de acordo com o estagio de desenvolvimento do fruto nos quais sao
aplicados, bem como o0 aumento na atividade da catalase em tomate quando a quitosana
foi aplicada durante o crescimento dos frutos. Segundo os autores, este aumento no
nivel da catalase esta relacionado com a maior tolerancia a danos oxidativos causados
pelo frio. Entre os trés indutores avaliados a quitosana resultou em maior diferenca na
atividade da peroxidase em relacdo ao controle. A atividade da peroxidase esta
correlacionada a resposta de defesa do fruto na presenca de patdégenos. A maior
atividade da peroxidase com o polimero parece indicar maior eficicia deste composto
como um indutor do sistema antioxidante da planta.

Liu et al.. (2007) comprovaram aumento da atividade da peroxidase, da
polifenoloxidase e de compostos fendlicos em tomates tratados com quitosana na
presenca de Botrytis cinerea e Penicillium. A inducédo de resisténcia em frutos também

foi observada por Rappussi et al.. (2009), os quais aplicaram quitosana em frutos de
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laranja inoculados com o fitopatdgeno Guignardia citricarpa, e verificaram a inibi¢do do
desenvolvimento de novas lesBes nas laranjas em condicdo de temperatura ambiente e
sob refrigeracdo, e assim como o aumento da atividade da quitinase, B-glucanase,
peroxidase e polifenoloxidase.

Di Piero & Garda (2008) ao avaliarem o controle da antracnose em feijoeiro-
comum utilizando quitosana, constataram diferenca na resposta da planta em relacéo ao
intervalo de tempo entre a aplicacdo da quitosana e a inoculagdo do patdgeno
Colleotrichum lindemuthianum. A aplicacdo da quitosana em um intervalo maior antes
da inoculacdo mostrou ser mais efetiva em reduzir a severidade da antracnose e induzir
o sistema de defesa da planta. O biopolimero promoveu o aumento na atividade da
enzima B- 1,3-glucanase, que atua diretamente nas glucanas presentes na parede celular
do fungo fitopatogénico inibindo o seu desenvolvimento.

As enzimas fenilalanina amdnia-liase (FAL) e a tirosina amonia-liase (TAL)
participam da via fenilpropanoide e seus produtos sdo modificados em precursores de
metabdlitos secundarios, como por exemplo: ligninas, flavonoides e fitoalexinas os
quais participam na interacdo da planta com o patdégeno. A quitosana quando aplicada
em plantas de soja aumentou a atividade das enzimas TAL e PAL, e consequentemente,
elevou a quantidade de compostos fendlicos, que estdo relacionados com o fenbmeno de
resisténcia da planta a doencas. A quitosana de alto peso molecular (hexameros de
quitosana) induziu uma maior atividade destas enzimas ao ser comparada com
tetrdmeros e pentdmeros de quitosana (KHAN et al.., 2003).

Falcon et al.. (2002), observaram que a aplicacdo da quitosana hidrolizada em
todas as concentragdes estudadas (5, 50, 100 e 500 mg/L), quando aplicadas em plantas
de tabaco inoculadas com o fungo fitopatdgeno Phytophthora parasitica var. nicotianae
apresentou maior atividade das enzimas FAL e glucanase. Além disso, a quitosana ndo
hidrolizada nas concentracdes de 50 e 500 mg/L também induziu maior atividade das
enzimas quitinase, glucanase e FAL em plantas de tabaco, quando comparadas com o
controle. A quitinase e a glucanase tém a capacidade de degradar parcialmente os
polissacarideos da parede celular dos fungos fitopatogenos.

De acordo com Otha et al.. (2004) e Rabea et al.. (2003) a quitosana possui na
sua constituicdo quimica entre 6,89 % a 8,7% de nitrogénio, 0 que pode promover
aumento no crescimento vegetativo e reprodutivo em algumas plantas. Otha et al..

(2004) observaram que o crescimento de Eustoma grandiflorum na presenca de
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quitosana a 1% acrescida ao solo ou de fertilizante rico em nitrogénio, fésforo e
potassio, foi semelhante e maior do que o controle. JA& a combinacdo dos dois
tratamentos acentuou o crescimento da planta quando comparado com a aplicacéo
separada. Os autores sugeriram que a quitosana aléem de proporcionar elevacdo no
crescimento da planta devido ao seu conteudo de nitrogénio, também pode induzir o
sistema de defesa da planta. Resultados semelhantes foram encontrados por Otha et al..
(2004), que observaram durante o cultivo de varias plantas ornamentais o efeito da
quitosana acrescida ao solo, em comparacdo com tratamentos utilizando fertilizante
contendo a mesma dose de nitrogénio da quitosana e com o controle. A quitosana
proporcionou maior producdo de matéria seca e fresca da parte aérea e raiz e uma
floracdo antecipada em comparacdo com os demais tratamentos.

Além de melhorar o crescimento, a resisténcia as doencas e a produtividade das
plantas quando aplicada em pré-colheita, a quitosana também influencia na transpiragdo
das plantas. Bittelli et al.. (2001) observaram que a quitosana (concentracdo 1g/L)
aplicada nas folhas de Capsicum sp, cultivadas em casa-de-vegatacdo e no campo
consumiram 26% e 43 % menos dgua do que o controle, respectivamente. A quitosana
aplicada nas folhas induziu o fechamento dos estdmatos através de uma diminuicéo do
potassio (K) nas células guarda. Este elemento é o principal regulador do potencial
osmotico em células-guarda, deste modo baixas concentracdes de K resultam no
fechamento dos estdmatos, e vice-versa. Entretanto, a diminui¢cdo no consumo de agua
dos tratamentos com quitosana ndo afetou a producdo de biomassa destas plantas,
quando comparadas com o controle. Ja a relacdo biomassa/agua foi maior nas plantas
tratadas com quitosana. Essa nova aplicacdo da quitosana mostra-se interessante
economicamente porque pode ajudar a diminuir o consumo de agua, principalmente na
agricultura irrigada.

Kowalski et al.. (2006) e Asghari-Zakaria et al.. (2009), ao estudarem, in vitro,
os efeitos da quitosana, respectivamente em batata (Solanum tuberosum cv. Désirée) e
batata cv. Agria, relataram que a quitosana apresentou efeito positivo na matéria seca da
parte aérea, melhorou a aclimatizacdo das plantas em casa de vegetacdo, aumentando o
nimero de minitubérculos e a producdo, pode estabilizar a qualidade da planta,
aumentou a qualidade das sementes, resultando em plantas no campo com aumento na
producdo e nimero de tubérculos e os rendimentos na micropropagacdo em um nivel

elevado. Os autores supracitados, também observaram que o biopolimero, além de
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induzir a resisténcia e promover o crescimento das plantas, também, pode aliviar o

estresse causado pelas condicdes de cultivo in vitro e durante a aclimatizacao.
3.12 Efeitos da quitosana na fixacdo bioldgica do N?

O efeito da quitosana em plantas cultivadas in vitro foi avaliado em relacédo ao
processo de fixacdo biologica de nitrogénio (FBN). Costales et al.. (2005), estudaram a
influéncia da quitosana, submetida a diferentes tratamentos de hidrdlise, na interacéo da
soja inoculada com Bradyrhizobium elkanii e seus efeitos na nodulagdo. A quitosana
hidrolizada por 24 horas apresentou os melhores resultados tanto na formacdo dos
nodulos como no incremento da biomasssa nodular, o que sugere que neste tempo de
hidrolise se obteve fragmentos de quitosana com menor tamanho e atividade bioldgica.
A quitosana induz a planta a produzir mais flavonoides e outros indutores dos genes nod
em bactérias, 0 que incrementa a intera¢do simbiotica planta-bactéria contribuindo para
uma melhor nodulacdo. Ali et al.. (1997) avaliando o efeito da quitosana na FBN em
soja, observaram que a aplicacdo deste biopolimero no solo resultou em um efeito
deletério no desenvolvimento dos nddulos e na fixacdo de nitrogénio durante o estagio
inicial de desenvolvimento (28 dias ap6s o plantio). Entretanto, a utilizacdo de 0,1% de
quitosana no solo ocasionou aumento da nodulacdo, da FBN e um melhor crescimento
das plantas em comparacdo com o controle durante o Ultimo estagio de
desenvolvimento avaliado (42 dias ap6s o plantio). De acordo com estes autores,
durante os estagios iniciais de desenvolvimento, a baixa concentracdo de quitosana
estimulou a multiplicagdo dos rizobios, o que pode ter estendido o processo de infeccéo
das raizes pelos rizobios nos estagios iniciais e o desenvolvimento dos nodulos

produzidos no ultimo estagio de desenvolvimento da soja.

4 CARACTERIZACAO DA AREA DE COLETA

4.1 Caracterizagdo do municipio de Gravata

A caracterizacdo foi realizada através de pesquisas literarias, e teve seus dados
obtidos a partir do projeto intitulado “Cadastro de Fontes de Abastecimento por Agua
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Subterranea no Estado de Pernambuco” - Diagnostico do municipio de Gravata.
Realizado pelo Ministério de Minas e Energia com a supervisdo do Programa de
Desenvolvimento Energético dos Estados e Municipios - PRODEEM no ano de 2005

com posterior atualizacdo para os dados obtidos pelo IBGE nos anos subsequentes.
4.2 Localizacdo e acesso

O municipio de Gravatad estd localizado na mesorregido Agreste e na
microrregido Vale do Ipojuca do Estado de Pernambuco, limitando-se ao norte com
Passira, ao sul com Barra de Guabiraba, Cortés e Amaraji, a leste com Pombos e Cha
Grande, e a oeste com Bezerros e Saire.

A area municipal ocupa 505 km? e representa 0,50 % do Estado de Pernambuco.
Estd inserido nas Folhas SUDENE de Caruaru e Vitoria de Santo Antdo na escala
1:100.000.

A sede do municipio tem uma altitude aproximada de 447 metros e coordenadas
geogréficas de 08°12°04” de latitude sul e 35°33°53” de longitude oeste, distando 87,7
km da capital, cujo acesso é feito pela BR-232.

Figura 04. Mapa de Pernambuco com a localizagdo do municipio de Gravata. Fonte IBGE
2008.
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4.3 Aspectos socioecondémicos

O municipio foi criado em 30/05/1881, pela Lei Provincial n.° 1.560, sendo
formado pelos distritos Sede, Mandacaru, Urucu-Mirim e pelos povoados de Russinhas
e Sao Severino.

De acordo com o censo 2010 do IBGE, a populacéo residente total é de 76.669
habitantes sendo 68.389 (89,2%) na zona urbana e 8.280 (10,8%) na zona rural. Os
habitantes do sexo masculino totalizam 37.032 (48,3) %, enquanto que do feminino
totalizam 39.637 (51,7) %, resultando numa densidade demografica de 151,81 hab/km?
(IBGE, 2010).

A rede de salude compde-se de 34 estabelecimentos de saude, sendo 23 publicos
e 11 privados com um total de 62 leitos, 25 ambulatdrios, e 61 agentes comunitarios de
salde publica (IBGE, 2010). A taxa de mortalidade infantil, segundo dados da
DATASUS 2008 é de 58 criang¢as no ano.

Na area de educacdo o municipio possui 93 estabelecimentos de ensino
fundamental com 12.220 alunos matriculados, e sete estabelecimentos de ensino médio
com 3.410 alunos matriculados (IBGE, 2010).

Dos 34.128 domicilios particulares permanentes, 26.585 (77,9%) séao
abastecidos pela rede geral de agua, 1.156 (3,9%) sdo atendidos por pogos ou fontes
naturais e 2.830 (8,3%) por outras formas de abastecimento. A coleta de lixo urbano
atende a 12.012 (36%)% dos domicilios (IBGE 2009).

Os setores de atividade econdmica formais sdo: industria de transformagéo,
gerando 611 empregos em 69 estabelecimentos; comércio com 792 empregos em 219
estabelecimentos; servicos com 907 empregos em 154 empresas; administracdo publica
com 777 empregos em trés instituicGes; agropecuaria, extrativista vegetal, caca e pesca
com 212 empregados em 46 estabelecimentos; extrativa mineral com 18 empregados
em cinco empresas e construgédo civil com 126 empregados em 19 empresas.

O Indice de Desenvolvimento Humano Municipal - IDH-M é de 0,654. Esse
indice situa 0 municipio em 47° no ranking estadual e em 3.702° no nacional.

O Indice de Exclusdo Social, que é construido por sete indicadores (pobreza,
emprego formal, desigualdade, alfabetizacéo, anos de estudo, concentracdo de jovens e
violéncia) € de 0,366, ocupando a 46° colocacdo no ranking estadual e a 3.722° no

nacional.
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4.4 Aspectos fisiograficos

O municipio de Gravata estd inserido predominantemente na unidade
geoambiental do Planalto da Borborema, formada por macicos e outeiros altos, com
altitude variando entre 650 a 1.000 metros. Ocupa uma area de arco que se estende do
sul de Alagoas até o Rio Grande do Norte.

O relevo é geralmente movimentado, com vales profundos e estreitos
dissecados. Com respeito a fertilidade dos solos é bastante variada, com certa
predominancia de média para alta. Parte de sua area, a sudeste, esta inserida na unidade
ambiental das Superficies Retrabalhadas.

A éarea da unidade € recortada por rios perenes, porém de pequena vazao € 0
potencial de agua subterranea é baixo.

A vegetacdo desta unidade é formada por florestas subcaducifdlica e
caducifolica, proprias das areas agrestes.

O clima é do tipo tropical chuvoso, com verdo seco. A estacdo chuvosa se inicia
em janeiro/fevereiro com término em setembro, podendo adiantar-se até outubro.

Nas superficies suaves onduladas a onduladas, ocorrem o0s planossolos,
medianamente profundos, fortemente drenados, acidos a moderadamente acidos e
fertilidade natural média e ainda os podzélicos, que sdo profundos, textura argilosa, e
fertilidade natural média a alta. Nas elevacdes ocorrem os solos litdlicos, rasos, textura
argilosa e fertilidade natural média. Nos vales dos rios e riachos, ocorrem 0s
planossolos, medianamente profundos, imperfeitamente drenados, textura médio-
argilosa, moderadamente acida, fertilidade natural alta e problemas de sais. Ocorrem

ainda afloramentos de rochas.

4.5 Recursos hidricos

4.5.1 Aguas superficiais

O municipio de Gravata encontra-se inserido nos dominios das bacias
hidrograficas dos rios Ipojuca e Capibaribe. Seus principais tributarios sdo 0s rios:
Ipojuca e Amaraji, além dos riachos: do Esquerdo, Cotunguba, Carud, Varzea do Saco,

Muxoxo, da Botija, Gravata, do Mel, Tigra, Vertente, de Penon e do Caranguejo. Nao
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existem agudes com capacidade de acumulagéo igual ou superior a 100.000 m?. Todos
0s cursos d’agua no municipio tém regime de escoamento intermitente e o padrdo de

drenagem é o dendritico.
4.5.2 Aguas subterraneas (Dominios hidrogeolégicos)

O municipio de Gravata esta totalmente inserido no Dominio Hidrogeoldgico no
Fissural. O Dominio Fissural é formado de rochas do embasamento cristalino que
englobam o subdominio rochas metamorficas constituido do Complexo Vertentes e do
Complexo Belém do S&o Francisco e o subdominio rochas igneas composto da Suite
calcialcalina Itaporanga, dos Granitoides, Suite Intrusiva Leucocratica Peraluminosa e

da Suite Gabro-anortosito Passira.
4.6 O vilarejo da Limeira

O Brejo da Limeira localizado entre as marcacGes geograficas ao norte
08°12°47.67”S e 35°31°13.95”W, 8°12°41.84”S 35°28°45.74”W e ao Sul entre as
marcas 8°14°10.78”S e 35°30°25.12”W, 8°13°53.15”S e 35°28°43.26”W, situa-se no
chamado vilarejo da Limeira, um remanescente florestal de brejo de altitude localizados
no municipio de Gravatd, microrregido homogénea do Brejo pernambucano, a qual esta
inserida entre zonas fisiogréficas distintas, a da mata, mais Umida, e a do sertdo, mais
seca. Do ponto de vista geomorfoldgico, os terrenos estdo situados na escarpa oriental
do Planalto da Borborema. A altitude varia de 650-700m e a precipitacdo média anual é
de 1.100mm.

Trata-se de um remanescente que sofreu exploracdo seletiva e que héa
aproximadamente 12 anos passou a ser uma APP.

Em um pré-projeto que tinha como finalidade a elaboragdo do projeto de
captacdo de recursos junto a financiadores, capacitacdo, otimizagdo e aprimoramento da
producdo agricola dos associados e/ou cooperativados, a ANTEAG (Associacao
Nacional das Empresas de Auto Gestdo e Participacdo Acionaria) junto a APSIL
(Associacdo dos Produtores Rurais do Sitio Limeira), levantou em seu estudo prévio
que a regido compreende uma area total de 353 ha, onde moram aproximadamente 58

familias. Destas, 47 vivem da agricultura familiar com médias de 2,8 ha por propriedade
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e 2,6 pessoas por familia trabalhando diretamente na lavoura. As demais (nove familias)
tém suas rendas provenientes de outros trabalhos nas regides circunvizinhas ou possuem
pequenos comeércios locais com uma renda familiar média anual de sete mil cento e
setenta e oito reais e setenta e seis centavos.

Os dados que mais chamaram atengdo neste levantamento prévio foram a
presenca de adolescentes com idade entre 14 e 17 anos trabalhando nas lavouras e a
baixa escolaridade, onde 78,3% dos produtores e familiares, com idade entre 18 e 60

anos eram analfabetos, analfabetos funcionais ou semialfabetizados.

4.7 Obtencao dos agrotoxicos

E determinado pela lei n.° 7.802/89 que a compra dos agrotoxicos sO deve ser
feita mediante a apresentacdo do receituario agronémico emitido por um profissional
técnico competente, Engenheiro agronomo, ou florestal, com registro no CREA. Porém
ndo é dificil observar na comunidade da Limeira a aquisicdo destes produtos pelos
agricultores no comeércio da cidade de Gravatd ou nos municipios circunvizinhos e, em
alguns casos, nas cooperativas de produtores sem a observacao técnica necessaria.

Os casos de compra de produtos proibidos por lei de forma clandestina sao raras,
mas ainda sdo observadas na regido, sendo esses produtos utilizados, segundo o0s
agricultores, apenas quando a praga ndo consegue ser dominada com 0s agortoxicos
permitidos.

As informag0es e instrucdes referentes ao uso dos produtos sdo feitas de forma
geral pelos balconistas das lojas ou pelos vizinhos e estes Gltimos em ndo raros casos
recomendam a mistura de dois ou tres tipos de produtos diferentes na hora da
preparacdo da calda. Poucos parecem seguir o recomendado na bula dos produtos.

Desta forma, o que vemos é o ndo cumprimento da lei que, somada a
desinformagcdo, passa a ser um problema sério de saude publica.

A falta de conhecimento sobre os produtos e a baixa escolaridade dos
agricultores de forma geral, suscita fatos como a utilizacao de fertilizante quimico NPK,
liguido, como defensivo agricola, fato observado no Sitio Cabeleira localizado na

regiao.
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Os produtos mais utilizados pelos agricultores da Limeira pertencem aos grupos
quimicos dos organofosforados, piretroides e Carbamatos sendo estes produtos usados
desde o plantio ate a colheita.

Na tabela 16 observam-se o0s agrotoxicos mais utilizados pelos produtores rurais
da Limeira e seus grupos quimicos.

Tabela 16. Agrotoxicos mais utilizados pelos produtores rurais da Limeira e seus grupos
quimicos. Fonte ANTEAG 2008.

NOME GRUPO 5
. UTILIZACAO CLASSE
COMERCIAL QUIMICO
Piretroide Inseticida |
Organofosforado Inseticida I
Organofosforado Inseticida I
Organofosforado Inseticida v
Karate 50 CE Piretroide Inseticida I
Carbamato Inseticida I
Enxofre Fungicida/acaricida v
Cuprico Fungicida v
Ridomil Mancozeb alaninatos o
. Fungicida I
BR editiocarbamato
Organofosforado Inseticida/acaricida I
Piretroide Inseticida I

4.8 Estocagem dos defensivos

Observamos em todas as 15 rogas visitadas anteriormente a execugao do projeto,
que os trabalhadores rurais da regido do Sitio Limeira armazenavam seus agrotoxicos de
forma completamente inadequada, estando estes dispostos fora de qualquer
especificacdo técnica em barracos de apoio no meio da plantagdo, sob arbustos ou
pendurados dentro de sacos plasticos em arvores nas proximidades da area de plantio e

em alguns casos, dentro de casa. Nao raras vezes, os vasilhames dos produtos apds
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vazios eram descartados de forma irregular nas proximidades dos rogados, corpos e

cursos de agua ou enterrados junto com o lixo domestico.

" . o c

Figura 5. Estocagem do defensivo. (A) Em saco plastico préximo a area de producéo.
(B) A céu aberto, junto a entulhos domésticos. (C) Bombas de aplicacdo, sacos de
pesticidas e barril de preparo deixados ao relento. Fonte ANTEAG.

4.9 Preparacao e aplicacao dos agrotoxicos

Foi observado que em todos os casos o0s proprios agricultores fazem a dilui¢éo
dos produtos de forma intuitiva, ndo seguindo as medidas recomendadas nos rétulos.
Esse tipo de procedimento notoriamente gera prejuizo financeiro pelo uso excessivo e
desnecessario de quantidades maiores que as recomendadas pelos fabricantes, e
evidente sobrecarga de veneno nas plantacdes. O procedimento é justificado por eles
por acharem que a praga ndo esta sendo controlada de forma eficaz na dosagem
recomendada.

O preparo da calda é feita no campo, junto as areas de cultivo, sendo colocadas
as doses dentro da bomba de pulverizacdo, modo este recomendado pelos fabricantes, e
em seguida, diluidas com 4gua sendo a concentracdo definida de acordo com critério
pessoal.

No caso dos agrotdxicos em po e de dificil diluicdo, eles utilizam baldes de
plastico onde é feita a mistura que, em seguida, é retirada com uma caneca ou lata
afixada em um cabo de madeira improvisado e colocado dentro do regador. Em um caso
observamos que apos se utilizar o balde para diluicdo do veneno em po, este era lavado
e usado para a lavagem de roupa da familia.

A lavagem do material e o descarte das sobras sdo feitos nas proximidades das
areas de plantio no solo, o que faz com que seja maior a probabilidade de contaminagéo
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ambiental dos aquiferos como acudes, riachos e olhos d’agua. Esse tipo do
procedimento passa a ser potencialmente perigoso ao ambiente, a saide do agricultor e a
sua familia, pois todo esse rejeito, e a propria pulverizacdo, correm o risco de serem
carreados através dos canais de irrigacdo para outras areas. O quadro é agravado ainda
pela forma como o agricultor aplica o agrotdxico, sem uso de EPIs.

Os trabalhadores aplicam mais de 60 litros de veneno por dia e esse valor pode
ser elevado para mais de 200 litros, quando se trata de lavoura de alto rendimento e alto
risco como a do tomate.

Observou-se de forma corriqueira a adulteragdo do bico de asperséo da bomba
com a finalidade de dar maior despejo de veneno sobre a planta sob a alegacdo de que
“tem gue deixar a planta molhada mesmo!”

O momento escolhido pelo agricultor para a aplicacdo € feito de forma empirica
baseado na experiéncia e por ter ocorrido prejuizos em outras safras. Dessa forma as
aplicacOes passam a ter um carater preventivo.

Nas culturas assistidas na comunidade da Limeira que tem como principais
produtos agricolas o tomate, o pimentdo, o morango, flores temperadas, o feijao, o
chuchu e a macaxeira a frequéncia de aplicacdo varia de acordo com 0 processo
produtivo:

Na fase de sementeira ocorre geralmente uma aplicagdo apenas.

Figura 6. Aplicacéo de defensivos sem utilizacdo de EPI’s. Fonte ANTEAG.

Apos o plantio e durante a colheita — 63% dos produtores aplicam duas vezes
por semana, 21% aplicam uma vez por semana e os demais (15%) apenas uma aplicacao

quinzenalmente.
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Mediante esses dados preocupantes foram realizadas palestras na Associa¢ao dos
Produtores Rurais do Sitio Limeira (APSIL), visando esclarecer, instruir e alertar os
agricultores da regido sobre os ricos e a boa pratica no uso dos pesticidas.

Com esse objetivo, foram utilizados materiais impressos sobre o manuseio,
estocagem e cuidados, além de apresentacdo, com recursos audiovisuais e metodos
ludicos trabalhando a consciéncia ambiental dos participantes, levando em consideracao
ndo apenas os problemas relacionados com o0s agrotoxicos, mas outras questdes como

lixo doméstico, higiene pessoal e cuidados na preparacdo dos alimentos.
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5 METODOLOGIA

5.1 Cepas utilizadas para a producéo de quitosana

A producéo e extracdo de quitosana foram realizadas a partir das biomassas de
Cunninghamella elegans (UCP 542), Mucor rouxxi (UCP 064), Mucor javanicus (UCP
049) e Rhizopus orizae (UCP 402), isoladas do sedimento de mangue do municipio de
Rio Formoso, e pertencente ao Nuicleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais —
NPCIAMB - Universidade Catdlica de Pernambuco — UNICAP. As amostras foram
mantidas em meio de cultivo Batata Dextrose Agar (ABD) e estocadas sob refrigeraco
(5°C).

5.2 Cepas testes utilizadas para revelacao de atividade antimicrobiana

As cepas utilizadas para a determinacdo da atividade antimicrobiana da
quitosana foram isoladas de frutos (morango, tomate, feijdo, limao, pimentdo, quiabo,
maracuja, graviola, laranja, banana) e flores temperadas pré-colheita cultivados na
Limeira. Os micro-organismos foram identificados no Departamento de Micologia e de

Biologia da Universidade Federal de Pernambuco.

5.2.1 Bactérias

Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica,

Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus e Escherichia coli

5.2.2 Fungos

Fungos filamentosos Aspergilus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,
Aspergillus fumigatus, Penicillium expansum, Penicillium fumigatus, Penicillium
citrinum, Penicillium funiculosum, Penicillium pinophilum, Fusarium oxysporum,
Fusarium moniliforme, Rhizopus stolonifer, Botrytis cinerea e Colletotrichum musae,

Colletotrichum gloeosporioides.
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Fungos leveduriformes Saccharomyces cerevisiae, Candida guillermondi,

Candida glabrata e Candida krussi.
5.3 Meios de cultivo

O meio agar Sabouraud foi utilizado para manutencdo das cepas fungicas, tanto
para os fungos produtores de quitosana, quanto para os fungos utilizados na revelacao
de atividade antimicrobiana. Para a producédo de quitina e quitosana foi utilizado o meio
de cultura: Caldo Jacatupé (Pachyrhizus erosus L. Urban) cuja composi¢do quimica
contém 8,729 de proteinas totais, 16,99 de lipideos, 40,99 de amido, 11,149 de glicose ,
para 1L de agua destilada, pH 7,0. Os tubérculos de jacatupé que foram usados na
preparacdo do caldo foram colhidos na Estagdo Experimental da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, cuja superficie foi lavada com &gua e sabdo, para a retirada de
impurezas. O caldo jacatupé foi preparado a partir das tuberas descascadas e fatiadas em
rodelas (x1,5cm), as quais foram fervidas em agua destilada na proporcao de 1:2 (p/v)
por 45 minutos. Apos o resfriamento, o caldo obtido foi filtrado em filtro de papel e em
seguida, autoclavado a 121,5°C, por 15 minutos, como descrito por Stamford et al..
(2007).

Para o crescimento bacteriano e a determinacdo da atividade antimicrobiana
frente as bacterias estudadas foram utilizados os meios Brain Heart Infusion (BHI) e gar
Mueller Hinton, respectivamente. Para o crescimento fungico e determinacdo da

atividade antimicrobiana foi utilizado o meio agar Sabouraud.
5.4 Manutenc¢ao dos micro-organismos e padronizacgao do inoculo

Esporos obtidos a partir de culturas de fungos da ordem Mucorales foram
coletados e transferidos para um tubo de ensaio contendo uma solugdo 0,1% de “Tween
80”. A suspensao foi inoculada, em uma placa de Petri, contendo caldo Jacatupé. Apos
12 horas de crescimento, foi retirada uma UFC (unidade formadora de col6nia) e
realizado o cultivo por cinco dias a 28°C. Os esporos formados foram retirados com o
auxilio de ‘cotonetes’ estéreis e suspensos em solucdo salina tamponada, sendo o

inéculo padronizado na concentracdo de 10’ esporos/mL (STAMFORD et al.., 2007).
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As cepas bacterianas reveladoras de atividade antimicrobiana foram cultivadas
em meio Agar Muller Hinton e incubadas a 37°C por 24/48 horas, sendo conservadas a
4°C. Foram preparadas suspensdes de células 108 UFC/mL dessas cepas bacterianas em
meio liquido BHI, sendo ent&o, incubadas por 24 horas, a 37°C.

As cepas de fungos filamentosos e leveduriformes reveladores de atividade
antifingica foram mantidas em tubos de ensaio contendo agar Sabouraud inclinado sob
refrigeracdo (8°C, +1°C). Para os ensaios de atividade antifingica foram utilizados
repiques das culturas estoques subcultivadas em tubos de ensaio contendo &gar
Sabouraud incubados a 25-28°C durante sete dias para suficiente esporulagdo dos
fungos filamentosos e por 48 horas para crescimento dos fungos leveduriformes.

Os esporos fungicos e as células das leveduras foram colhidos através da adicao
de solucéo salina (0,85% p/v) estéril no meio contendo o fungo, seguido por agitacéo
durante 30 segundos. O numero de esporos/unidades formadoras de colénias (UFC)
presentes na suspensao foi determinado através de contagem utilizando camara de
Newbauer. A concentracdo obtida de esporos/UFC foi ajustada com solucdo salina
estéril para prover um inéculo fangico final de aproximadamente 10 esporos/mL para
fungos filamentosos ou 10’ UFC/ml para as leveduras (RASOOLI & ABYANEH, 2004;
RASOOLI & OWLIA, 2005).

5.5 Consumo de glicose e de proteinas totais

O consumo de glicose e de nitrogénio foi avaliado no meio jacatupé, utilizando
método colorimétrico (Lab-Test). Para a determinacdo de glicose foi realizada uma
curva padrdo com solucdo de glicose (0,5 - 5,0 g/ml). Para proteinas totais foi utilizada a
solucdo padrdo BSA (albumina de soro bovino) com faixa de concentracdo variando
entre 1,0 e 4,0 g/dl. As leituras foram efetuadas em espectrofotdometro digital de duplo
feixe (Spectronic Mod. Genesys 2) no comprimento de onda de 510nm e de 545nm,

respectivamente para glicose e proteina total.
5.6 Determinacéo do pH

O acompanhamento da variacdo do pH do liquido metabdlico foi realizado por

potenciometria (potenciémetro digital Quimis mod. 400 A).
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5.7 Producdo de quitosana

Esporangiolos produzidos apds sete dias de crescimento em agar batata dextrose
(ABD) foram coletados utilizando-se &gua destilada e contados em hematocitdmetro
com padronizacéo de inéculo em 10° esporangiolos/mL. As culturas foram crescidas em
reatores de 5L, contendo meio Jacatupé, sendo mantida a temperatura de 28°C sob
agitacdo de 300rpm durante 72 horas, como descrito por Stamford et al.. (2007). Ao
final do crescimento a massa micelial foi filtrada a vacuo lavada duas vezes com agua

destilada gelada e posteriormente submetida a extracdo de quitosana.

5.8 Extracdo de quitosana

A quitosana foi extraida a partir da massa micelial liofilizada dos fungos de
acordo com método descrito por Stamford et al.. (2007). O processo envolve
desproteinizacdo por hidroxido de sédio 2% (p/v), seguida de centrifugacdo, hidrélise
acida com acido acético 10% (v/v), a quitosana foi obtida por precipitacdo com NaOH

como podemos ver no esquema da descrito na figura 7.
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Liofilizado

NaOH 2 % (30:1, vip_|

Desproteinizacio

90°C 2h

Centrifugacio
4000 rpm 15 min
Lavagem até pH 7
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Etanol 3 Lavagem até pH 7

X
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———p
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Figura 7. Descricdo esquematica da extracdo de quitina e quitosana segundo método
descrito por Stamford et al. (2007)
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5.9 Caracterizacao das quitosanas

5.9.1 Determinagao do grau de desacetilagcdo (DD%)

O grau de desacetilagdo das amostras de quitosana foi determinado por
espectometria de raio de infravermelho, segundo metodologia descrita por Amorim et
al., (2006). Aproximadamente, 1,5 mg, de cada amostra de quitosana, foi seca em estufa
a vacuo por 15 horas a 60 °C. Apo0s este periodo, 100mg de KBr foram adicionados € a
mistura homogeneizada em almofariz de 4gata. As pastilhas foram preparadas e
deixadas em estufa a vacuo a 110°C por 20 horas. Os espectros de IR foram registrados
em um espectrofotbmetro BRUKER Mod. IFS 66. O grau de desacetilacdo foi
determinado pela equacdo: 100- DA (grau de acetilacdo), enquanto que o grau de
acetilacdo (DA) foi determinado usando a absorbancia Asess/ Assso, calculado através da
seguinte equacao:

DA/%= (A1655/A3450) -100/1.33

5.9.2 Determinacéo do peso molecular

Os pesos moleculares das amostras da quitosana foram determinados por
viscosidade, segundo a metodologia proposta por Santos et al.. (2003). As medidas de
viscosidade foram feitas utilizando um capilar de vidro tipo Cannon-Fenske (dinterno=
1,01lmm) termostatizado a (25+ 0,01)°C, em um viscosimetro AVS-350 da Schott-
Gerdte. Para a determinacdo da viscosidade intrinseca, [n], foram preparadas solugdes
de quitosana (utilizando tampéao de &acido acético como solvente) com concentracdes
variando de 9,0 x 10 a 3,0 x 10°%g. mlI™. Os tempos de escoamento foram determinados
em segundos. As amostras foram feitas em quatro replicatas e a média das medidas foi

calculada.

5.9.3 Desacetilacédo da quitosana

Cinco gramas de quitosana (Qce) foram suspensos em 220 ml de solucdo aquosa
de NaOH 40% e mantidos sob agitacdo mecénica a 350 rpm, por 6h a temperatura de

115°C. Ap0s, esse periodo, o meio reacional foi filtrado e o sélido lavado com agua até
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atingir um pH préximo a 7,0. Em seguida, a quitosana obtida (Qce6H) foi lavada com

30 ml de metanol e seca a temperatura ambiente.

5.9.4 Despolimerizacgdo da quitosana

Dois gramas de quitosana (Qce) foram dissolvidos em 100 ml de 0,1M HCI e
agitados por 24 horas. Apds esse periodo, foi acrescentado peroxido de hidrogénio
(H20,) na razdo de 1:5, e mantidos sob agitacdo mecénica a 350rpm por 2 horas a
temperatura de 60°C. Em seguida, o meio reacional foi filtrado a vacuo com trés papéis
de filtros quantitativo da VETEC seguindo as especificacdes de filtracdo rapida, média e
lenta na respectiva ordem de filtragem. Apds a filtracdo lenta, parte da solucdo foi
retirada para a medida de viscosidade e na outra parte foi adicionado etanol na
proporgédo de 1:1 (v/v). Depois de 48 horas observou-se a precipitagdo da quitosana
(QceD). Para retirar todo 0 sobrenadante foi necessario centrifugar a amostra a 4.500
rpm e em seguida transferir o precipitado para uma placa de vidro e armazena-la em um

dissecador contendo silica até que a amostra fique completamente seca.

5.9.5 Preparo do cloridrato de quitosana (quitosana solivel em agua)

O cloridrato de quitosana (ClIQce) foi obtido por dissolucdo de 1 g de quitosana
(Qce) em 100 ml de &cido cloridrico 0,1M e agitacdo continua durante 18 horas. Apos
esse periodo a solugdo obtida foi filtrada a vdcuo com papel de filtro quantitativo da
VETEC com especificacdo de filtracdo lenta. Em seguida foram realizadas dialises com
membrana de celofane com limite de exclusdo de 12.000 Dalton por dois periodos
consecutivos de 36 horas; o primeiro contra solucdo aquosa de NaCl 0,2mol/L e o
segundo contra agua deionizada. Apoés as dialises a amostra foi liofilizada e armazenada

em dessecador contendo silica.

5.9.6 Preparacéo das solucgdes de quitosana

Solugdes de quitosana obtida da biomassa de Cunninghamella elegans (Qce),
solucdo de quitosana desacetilada (Qce6H) e solucdo de quitosana despolimerizada

(QceD) nas concentracdes de 10 a 0 mg/ml foram preparadas em acido acético 1%
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(v/v), de acordo com metodologia descrita por Shigemasa & Minami (1996). O pH foi
ajustado pela adicdo controlada de NaOH 0,010 mol/L para obtencao de pH final 5,5.
As solucdes de cloridrato de quitosana (ClQce) nas concentragdes de 10 a 0 mg/ml

foram preparadas em &gua destilada, com pH final 7,0.

5.10 Teste da membrana corioalantoide do ovo - Teste de biocompatibilidade

O teste da membrana corioalontoide do ovo visa avaliar o potencial de irritacdo e
a biocompatibilidade de uma substancia, no presente trabalho das soluc¢Ges de quitosana
(Qce, Qce6H, QceD e ClQce). No décimo dia de incubacdo, o reservatdrio acima do
espaco aéreo do ovo foi removido. A membrana corioalantoide do ovo foi exposta e
umedecida com salina fisiologica a 0,9%, a qual foi cuidadosamente removida com
algod&o, expondo a membrana corioalantoide. Uma aliquota de 200ul da substancia foi
aplicada na membrana corioalantoide para verificar os efeitos irritantes (hemorragia,
coagulacdo e lise) por um periodo de 5 minutos. Observou-se o tempo (em segundo) em
que os processos de hemorragia, coagulacéo e lise iniciavam-se, para posterior insercéo

na formula abaixo, segundo Kalweit et al. 1987, 1990:

(301- Hemorragia) x5 + (301- Lise) x7 + (301-Coagulacdo) x9
300 300 300

Onde:

Hemorragia — Representa o tempo (em segundo) quando primeiro apareceu a
hemorragia sanguinea.

Lise — Representa o tempo (em segundo) quando primeiro surgiu a lise dos vasos.
Coagulagdo — Representa o tempo (em segundo) quando primeiro apareceu a
coagulacao.

Apos aplicagdo na formula foi possivel quantificar o potencial de irritacdo
observado e obter a media + desvio padrdo da média para realizar a analise conforme
classificacdo abaixo.

A classificacdo do potencial de irritacdo das substancias é avaliada de acordo

com a tabela 17.
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Tabela 17. Valores de referéncia do potencial de irritacdo das substancias

FAIXA DE PONTUAC}AO CATEGORIA DE IRRITAQAO
0-0,9 Na4o irritante
1-49 Ligeiramente irritante
5-89 Irritacdo moderada
9-21 Irritacdo grave/severa

5.11 Atividade antimicrobiana

Para determinar as concentragcbes minimas bacteriostaticas/fungiostaticas,
bactericidas/fungicidas das amostras de quitosana (Qce, Qce6H, QceD e ClIQce) foi
realizado o teste de Heilman, descrito por Marmonier (1987).

Para determinacdo da atividade antimicrobiana das amostras de quitosana (Qce,
Qce6H, QceD e ClQce), foram utilizados tubos de ensaios contendo 0.3 ml do pré-
indculo e 2.7 ml de meio BHI ou caldo Sabouraud, contendo solugdo de quitosana (Qce,
Qce6H, QceD e ClQce) em concentracdes variando de 0 a 10mg/ml. Dois ensaios
controle foram realizados, em que primeiro 0os micro-organismos foram crescidos na
auséncia de quitosana e no segundo 0s micro-organismos foram crescidos na presenca
de 4cido acético a 1%. As bactérias foram incubadas por 48 horas, a 37°C, e os fungos
leveduriformes e filamentosos, respectivamente, 2 e 7 dias, a 28° C, sendo realizada a
leitura apds esse periodo.

A concentracdo minima bacteriostatica/fungiostatica (CMI) foi considerada
como sendo a concentracdo de quitosana (Qce, Qce6H, QceD e ClQce) a partir da qual
ndo for observado crescimento microbiano visivel, nos tubos de ensaio. Para a
determinacdo da concentracdo minima bactericida/fungicida foram retiradas aliquotas,
dos tubos de ensaios, anterior e posterior ao referente 8 CMI e realizadas dilui¢des (107,
102,103, 10™, 10”) para o crescimento microbiano em placa de Petri contendo meio
Moueller Hinton para as cepas bacterianas e meio agar Sabouraud para as cepas flngicas.
As bactérias foram incubadas, a 37°C por 48 horas, as leveduras e fungos filamentosos
foram incubados a 28°C por 2 dias e por 7 dias, respectivamente. A concentracdo

minima bactericida/fungicida (CMB/CMF) foi considerada como sendo aquela a partir
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da qual ndo foi observado crescimento microbiano apds cultivo, na auséncia de

quitosana.

5.12 Interferéncia sobre o crescimento micelial radial de fungos filamentosos

A avaliacdo da inibicdo do crescimento micelial radial foi determinada utilizando-
se a técnica do envenenamento do substrato de crescimento (diluicdo em meio sélido).
Para tal, fez-se a medida didria do crescimento micelial radial em &gar Sabouraud
adicionado de diferentes concentracdes de quitosana ou de cada 6leo essencial. Para a
execucdo da técnica, inicialmente, foi tomada uma porcéo de 2 mm de didmetro de uma
cultura da cepa fangica com crescimento de 10 dias em &gar Sabouraud a 25-28 °C, a
qual foi colocada no centro de uma placa de Petri estéril com agar Sabouraud
adicionado de quitosana ou do dleo essencial em diferentes concentrag@es. O sistema foi
incubado a 25-28°C por 14 dias. Em diferentes intervalos de tempo (0, 1, 2,4, 6,9, 12 e
14 dias) de incubacéo, o crescimento micelial radial da colénia fangica foi medido e o
resultado expresso em milimetros (mm) (ADAM et al..,1998; DAFERERA et al..,
2003). O controle incluido nesse ensaio foi a observacdo do crescimento micelial radial

da cepa fangica em agar Sabouraud sem adi¢do de quitosana ou do 06leo essencial.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Producdo, extracdo e caracterizacdo de quitosana por fungos da ordem

Mucorales em meio Jacatupé

O perfil de crescimento dos fungos estudados no meio Jacatupé foi observado

durante 96 horas, como apresentado na Figura 10.

Os resultados evidenciam maior producdo de biomassa com 48 horas de

crescimento para C. elegans e R. orizae, onde se observa peso de matéria seca

correspondente a 24,3 g/L e 20,7g/L, respectivamente. Entretanto, as amostras de M.

javanicus e M. rouxii apresentaram melhor rendimento de biomassa, peso de matéria

seca, com 72 horas de cultivo, sendo, respectivamente, de 16,6g/L e 16,8¢/L.
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Figura 8. Curva de crescimento da Cunninghamella elegans (UCP 542), Mucor rouxxi
(UCP 064), Mucor javanicus (UCP 049) e Rhizopus orizae (UCP 402) no meio Jacatupé
durante 96 horas de cultivo a 28°C e sob agitacao orbital de 150rpm
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O comportamento das curvas em relagdo ao consumo das fontes de glicose e
nitrogénio por C. elegans, R. orizae, M. javanicus e M. rouxii durante o crescimento
(Figura 8) mostram um decréscimo sucessivo nas concentragcdes no decorrer das 96
horas de incubacéo, caracterizando a utilizagdo dos substratos pelos micro-organismos.
Ao final do processo fermentativo, observa-se a presenca de glicose remanescente em
média de 2,8 g/L, significando um excesso de fonte de carbono, enquanto o nitrogénio
foi consumido quase totalmente (0,073g/L). A presenca de glicose e nitrogénio
remanescentes ap6s 96 horas de cultivo, provavelmente, é devido a compostos
nitrogenados resultantes do metabolismo secundario.

O comportamento do pH no decorrer do periodo de 96 horas de cultivo
demonstra oscilagdo, na faixa de 6 a 3,5. O pH diminuiu durante a fase “exponencial”,
provavelmente, devido a formacdo de &cido pirtvico decorrente da alta concentracdo de
glicose (11,4g/L) e de amido (40,9¢9/L) no meio de cultura. A queda do pH nas
primeiras 24 h de cultivo, permanecendo em torno de pH 5-4 durante as 96 h de cultivo,
pode ser explicado devido a alta troca metabdlica com os substratos do meio e liberagédo
de ions da célula fungica.

A figura 9 apresenta os rendimentos de quitina e quitosana extraidas a partir da
biomassa dos fungos crescidos em meio Jacatupé durante 96 horas de cultivo. Observa-
se maior producédo dos polissacarideos, em miligramas por grama de micélio seco, com
48 horas de cultivo para quitosana e com 72 horas para quitina. A producdo de
quitosana estabilizou-se ap06s 48 horas de cultivo, com excec¢do do M. javanicus, no qual
se observou um declinio na produgéo de quitosana apds 48 horas de cultivo. A producao
de quitina aumenta até 72 horas, e logo ap6s decai. Maior rendimento de quitosana em
48 horas de cultivo sugere que durante a fase inicial de crescimento do fungo a quitina
deve estar menos cristalina e mais susceptivel a acdo da quitina deacetilase e que a acao
da enzima prevalece em pH 4,5 (Figura 9), o que corresponde ao pH 6timo da enzima

quitina deacetilase para Zygomycetes.
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Figura 9: Producdo de quitina (A) e de quitosana (B) em mg por grama de biomassa
seca de Cunninghamella elegans (UCP 542), Mucor rouxxi (UCP 064), Mucor
javanicus (UCP 049) e Rhizopus orizae (UCP 402) no meio Jacatupé durante 96 horas
de cultivo a 28°C sob agitacao orbital de 150rpm, em intervalos de 24 horas

As andlises dos espectros de infravermelho (Figura 10) referentes a quitosana
obtidas das biomassas de fungos crescidas em meio Jacatupé e modificadas
quimicamente por desacetilacdo e despolimerizacdo tiveram como regifes mais
significativas dos espectros, aquelas que revelam bandas amida em 1665, 1555 e 1313
cm™ as quais mostram dicroismo perpendicular, atribuido & interacdo de acoplamento
com C=0, a deformacédo de N— H no plano CONH e a ligagdo CN com deslocamento de
CHy, respectivamente.

As principais bandas caracteristicas para a quitosana foram as evidenciadas em
1284, 1386 e 1513. A desacetilacdo e 0s processos de regeneracdo, causam perturbacao
no reticulo cristalino inicial da quitina, induzindo a quitosana a um reordenamento das
ligagOes de hidrogénio. Isso pode ser observado pela banda larga centrada entre
3483cm™ e 3305cm™, na regido da deformacéo axial do OH, a qual aparece sobreposta &
banda de deformacdo axial do NH, indicando a formacdo de ligacdo de hidrogénio
intermolecular, e pelo deslocamento da banda para freqiiéncia mais alta, indicando um
aumento na ordem estrutural.

Na tabela 18 sdo apresentados os valores de grau médio de desacetilagdo
(%GA) e os valores da massa molar média viscosimétrica (My) para as amostras de
quitosana extraida da massa micelial de C. elegans (UCP 542), M. rouxxi (UCP 064),
M. javanicus (UCP 049) e R. orizae (UCP 402) crescida em meio Jacatupé, antes e apos

as modificacGes quimicas por desacetilacdo e despolimerizacéo.
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Tabela 18. Valores de grau de desacetilacdo (GD) e massa molar média viscosimétrica
(Mv) das amostras de quitosana extraidas das biomassas de Mucorales crescidas em

meio Jacatupé

Amostra Grau de desacetilagdo (%) Mv  10% (g/mol)
Qce Qce6H Qce QceD
C. elegans 85 95 32,5 2,72
M. rouxxi 81 90 31,3 2,19
M. javanicus 83 94 31,7 2,25
R. orizae 80 92 30,9 2,17

O grau de desacetilagdo é um parametro importante em relacdo as propriedades

fisico-quimicas da quitosana, pois é diretamente proporcional a propriedade catiénica

desse polimero. As quitosanas obtidas da biomassa dos fungos apresentaram grau de

desacetilacdo variando de 80 a 85% GD. As massas molares médias viscosimétricas da

quitina e quitosana relatadas no presente trabalho encontram-se na faixa de 2,17 x 10* a

3,25 x 10* g/mol.
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Figura 10. Espectros de absorcdo na regido do infravermelho (IV) das amostras de
quitosana extraidas das biomassas de Cunninghamella elegans (A), Mucor rouxxi (B),
Mucor javanicus (C) e Rhizopus orizae (D) crescidas em meio Jacatupe

As propriedades da quitosana estdo intimamente relacionadas ao grau de

desacetilacdo e peso molecular, sendo imprescindivel a determinacdo dos mesmos.
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Desse modo, o conhecimento preciso do teor de grupos N-desacetilados (GD.) e,
consequentemente, de grupos NH, é importante, de maneira a caracterizar qualquer

processo de desacetilacdo da quitina, assim como qualquer outra modificagdo quimica.

6.2 Biocompatibilidade das solucGes de quitosana

Com relacdo a biocompatibilidade pelo teste da membrana corioalontoide do
ovo, apds administracdo de 200ul de cada solugdo de quitosana na membrana
corioalantoide e transcorridos 5 minutos de observacao, constatou-se que as amostras de
quitosana testadas ndo proporcionaram hemorragia sanguinea, coagulacdo ou lise dos
vasos, bem como sinais de inflamacdo, edema ou neovascularizagdo. Os mesmos

resultados foram observados em 5 repeticdes, como observado na Tabela 19.

Tabela 19. Avaliacdo do potencial de irritacdo da quitosana obtida da biomassa de
Cunninghamella elegans (Qce), Quitosana desacetilada a 95% (Qce6H), Quitosana
despolimerizada com peso molar 2,17 x 10* g/mol (QceD) e cloridrato de quitosana

(CIQce)

n Hemorragia Coagulacao Lise

Qce | QcebH | QceD | ClQce | Qce | Qce6H | QceD | ClQce | Qce | QcebH | QceD | ClQce
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

OB WIN|F-

Segundo a classificacdo de Lupke (1985) e Kalweit et al.. (1987, 1990) a
quitosana pode ser considerada ndo irritante, uma vez que ndo proporcionou
hemorragia, coagulacdo e nem lise na membrana corioalantoide do ovo em um periodo
de observacao de 5 minutos, como verificado na Tabela 20.

Estes resultados segundo Steiling et al. 1999 pode demonstrar a
biocompatibilidade da quitosana e de seus derivados. A membrana corioalantoide é uma
tipica membrana de ovos fertilizados de aves, representando o 6rgdo embrionario
responsavel pelas trocas gasosas enquanto o embrido se desenvolve no interior do ovo
(STEILING et al. 1999). A forma como essa membrana responde a aplicacdo topica de
substancias em sua superficie corresponde a um importante parametro para avaliar a
atividade, biocompatibilidade e toxicidade de drogas (VARGAS et al.. 2007).
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Tabela 20. Avaliagdo da biocompatibilidade da quitosana obtida da biomassa de
Cunninghamella elegans (Qce), Quitosana desacetilada a 95% (Qce6H), Quitosana
despolimerizada com peso molar 2,17 x 10* g/mol (QceD) e cloridrato de quitosana

(CIQce)

n Sinais de inflamacédo Edema Neovascularizacao

Qce | Qce6H | QceD | ClQce | Qce | Qce6H | QceD | ClQce | Qce | Qce6H | QceD | ClQce
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

G|~ WN|F-

O modelo da membrana corioalantoide do ovo pode ser utilizado como
alternativa para o estudo de angiogenesi e resposta inflamatoria a biomateriais
(ZWADLO-KLARWASSER et al. 2001). Similarmente, na area de cosmeticos sendo
usado para avaliar propriedades irritantes das formulagdes dos cosméticos e seus
ingredientes (STEILING et al. 1999).

Durante os ultimos anos vem sendo desenvolvido uma variedade de métodos in
vitro para predizer o potencial de irritagdo ocular (MUIR et al. 1983). O interesse na
aplicacdo de metodos alternativos é bastante diversificado e nesse contexto, encontra-se
0 teste da membrana corioalantoide do ovo, despontando como uma possibilidade de

alternativa para o teste de irritacdo ocular no olho de Draize.

6.3 Atividade antimicrobiana

Como demonstrado na Tabela 21, as amostras de quitosana extraidas da
biomassa de C. elegans e seus derivados apresentaram atividade antimicrobiana para
todas as cepas de bactérias e as concentragdes bactericidas/fungicidas minimas
(CMB/CMF). Na tabela 11, também foi verificado que o peso molecular (QceD) e a
solubilidade da quitosana (ClQce) influenciaram mais efetivamente na atividade
antimicrobiana da quitosana, quando comparado com os diferentes graus de
desacetilacdo (Qce e Qce6H).

Observou-se que a quitosana e seus derivados foram mais efetivos para as
amostras de bactérias e leveduras do que para os fungos filamentosos, uma vez que
foram necessarias concentracGes mais elevadas para inibir o crescimento e ocasionar a

morte celular dos fungos filamentosos.
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Com relacdo as cepas bacterianas a S. enterica apresentou maior resisténcia a
quitosana e a seus derivados. Entre as cepas de leveduras estudadas, as de S. cerevisiae
e C. glabrata foram as mais resistentes, contudo, constatou-se que as 4 leveduras
apresentaram as mesmas CMI e CMF para o cloridrato de quitosana, respectivamente de
0,3125mg/ml e de 1,25mg/ml.

A atividade antimicrobiana da quitosana e seus derivados para os fungos
filamentosos demonstrou maior resisténcia em ordem decrescente para as amostras de

Aspergillus, Penicilium, Fusarium, Colletotrichum, Botrytis e Rhizopus.

Tabela 21. Atividade antimicrobiana da quitosana obtida da biomassa de
Cunninghamella elegans (Qce), Quitosana desacetilada a 95% (Qce6H), Quitosana
despolimerizada com peso molar 2,17 x 10* g/mol (QceD) e cloridrato de quitosana
(ClQce) para patdgenos pre e pos-colheita isolados de frutas, gréos e flores tropicais da
Limeira

Micro-organismos Concentracdo Minima Inibitdria Concentragdo Minima
(CMI) mg/ml Fungicida/Bactericida
(CMF/CMB) mg/mi

Qce Qce6H QceD  ClQce | Qce  QcebH QceD  ClQce
BACTERIAS
L, monocytogenes 1,25 1,25 0,625 0,3125| 2,5 2,5 1,25 00,3125
P. aeruginosa, 2,5 1,25 0,625 0,3125 | 10,0 5,0 1,25 0,3125
S. entérica 5,0 5,0 2,5 1,25 | 10,0 10,0 5,0 2,5
Y. enterocolitica 1,25 1,25 0,625 10,3125 | 2,5 2,5 1,25 0,3125
S. aureus 2,5 2,5 1,25 0,625 | 5,0 5,0 2,5 0,625
E. coli 2,5 1,25 0,625 0,3125 | 5,0 2,5 1,25 0,625
LEVEDURAS
S. cerevisiae 2,5 2,5 1,25 0,3125 | 5,0 5,0 2,5 1,25
C. guillermondi 1,25 1,25 0,625 10,3125 | 2,5 2,5 1,25 1,25
C. glabrata 2,5 2,5 125 03125 | 5,0 5,0 2,5 1,25
C. krussi 1,25 1,25 0,625 0,3125| 2,5 2,5 1,25 1,25
FUNGOS
FILAMENTOSOS
A. niger 5,0 5,0 5,0 0,625 | 10,0 10,0 5,0 1,25
A. flavus 5,0 5,0 2,5 0,625 | 10,0 10,0 5,0 1,25
A. parasiticus 5,0 5,0 5,0 0,625 | 10,0 10,0 5,0 1,25
A. fumigatus 5,0 5,0 2,5 0,625 | 10,0 10,0 5,0 1,25
P. expansum 5,0 5,0 2,5 0,625 | 10,0 10,0 5,0 1,25
P. fumigatus 5,0 5,0 2,5 0,3125 | 10,0 10,0 5,0 1,25
P. citrinum 5,0 5,0 2,5 0,3125 | 5,0 5,0 2,5 0,625
P. funiculosum 5,0 5,0 5,0 0,625 | 10,0 10,0 5,0 1,25
P. pinophilum 5,0 5,0 2,5 0,3125 | 5,0 5,0 2,5 0,625
F. moniliforme, 5,0 5,0 2,5 0,3125 | 5,0 5,0 2,5 0,625
R. stolonifer 2,5 2,5 0,625 0,152 | 5,0 5,0 2,5 0,6125
B. cinérea 2,5 2,5 1,25 03125 | 5,0 5,0 2,5 0,625
C. musae 2,5 2,5 1,25 0,625 | 5,0 50 2,5 1,25
C. gloeosporioides 5,0 5,0 2,5 1,25 | 10,0 10,0 5,0 2,5

76
14
Vil



6.4 Crescimento radial dos fungos filamentosos

Mediante os resultados da atividade antimicrobiana da quitosana fangica e seus
derivados foram realizados o crescimento radial dos fungos filamentosos, para as duas
amostras de quitosana que apresentaram melhor atividade antimicrobiana. No ensaio de
crescimento radial as cepas fungicas estudadas ndo cresceram na presenca das
ConcentracGes Minimas Fungicidas (CMF) da quitosana desacetilada e do cloridrato de
quitosana (Figura 10). O crescimento radial foi medido quando no experimento
controle, na auséncia de quitosana, o fungo cresceu em toda a placa de Petri (90 mm).

Observa-se na Tabela 22 que houve uma diminuicdo do crescimento radial de
todos os fungos testados com as quitosanas desacetilada e o cloridrato de quitosana, em
relagdo ao controle (90 mm), nas concentra¢Ges abaixo da Minima Inibitdria e Inibicéo

Significativa, do crescimento fungico nas concentra¢cdes Minima Inibitéria.

Tabela 22. Crescimento radial dos fungos filamentosos na presenca de quitosana obtida
da biomassa de Cunninghamella elegans despolimerizada com peso molar 2,17 x 10*
g/mol (QceD) e cloridrato de quitosana (CIQce) nas concentracdes abaixo da Minima
Inibitoria e na concentragdo Minima Inibitoria (CMI)

FUNGOS Abaixo da CMI (mm) CMI (mm)
FILAMENTOSOS QceD ClQce QceD ClQce
A. niger 50 45 29 12
A. flavus 67 55 23 10
A. parasiticus 75 65 20 7
A. fumigatus 73 45 24 11
P. expansum 75 50 17 5
P. fumigatus 78 53 15 5
P. citrinum 80 65 10 2
P. funiculosum 63 46 10 2
P. pinophilum 70 53 12 2
F. moniliforme, 72 63 15 5
R. stolonifer 78 71 10 2
B. cinerea 50 45 13 5
C. musae 53 42 17 5
C. gloeosporioides 60 60 15 5

No grupo controle cresceu em toda a placa de Petri (90 mm) entre 4 e 7 dias a
28°C.
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Figura 11. Crescimento radial de Aspergillus flavus na auséncia de quitosana (A), na
presenca de quitosana desacetilada em concentragdo abaixo da Minima Inibitdria (B) e
na concentracdo Minima Inibitdria (C).
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