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Resumo: Foi estudada a degradacdo do inseticida Metamidofés em um solo com longo
tempo de uso do produto, contendo altos niveis de residuo, aplicando-se
biossurfactantes em vérias dosagens para acelerar a degradacdo. A degradacdo foi
estudada em sistema de lisimetro com coleta de lixiviado. O biossurfactante foi
produzido microbiolégicamente utilizando a bactéria Pseudomonas aeruginosa e o
liqguido metabdlico utilizado nas concentracdes de 100, 50 e 25% v/v diluido em agua.
Na concentracdo de 100% a degradacdo foi completa, porém houve alta lixiviagdo. Na
concentracdo de 50%, a degradacdo também foi completa, porém ndo houve lixiviacao
do produto. Na concentracédo de 25% a degradacéo foi incompleta com parte do produto
permanecendo no solo. A dose de 50% foi considerada ideal, a qual foi eficiente na
degradacdo e ndo causou lixiviagdo. Deste solo foi isolada uma bactéria capaz de
crescer sobre metamidofos como unica fonte de carbono e esta foi classificada como
pertencente ao género Leuconostoc sp.
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Abstract: The degradation of the insecticide Methamidophos was studied in a soil with
long use of this product and cointaining high residues levels, applying biosurfactants at
various dosages to accelerate the degradation. The degradation was studied in lysimeter
system with collection of the leachate. The biosurfactant was produced
microbiologically by the bacterium Pseudomonas aeruginosa and the metabolic liquid
used at the concentrations of 100, 50 and 25% v/v diluted in water. At concentration
100% the degradation was complete, but the leaching was high. At 50 % concentration,
the degradation was also complete, however leachating didn’t occurred. At 25 %
concentration, the degradation was incomplete with some product remaining in soil. The
dosage of 50% was considered the best one, which was efficient to degradation and
didn’t cause leachate. From this soil, it was isolated one bacterium able to grow on
methamidophos as sole carbon source, which was classified as Leuconostoc sp.
Key-Words: Methamidophos, Soil, Biosurfactant, Degradation, Microorganism.
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1. INTRODUCAO

Uma preocupacdo crescente nas areas agricolas com intenso uso de pesticidas é a
ocorréncia de solos contaminados com altas concentracfes de pesticidas (ARTHUR et
al., 2000). Locais contaminados frequentemente contém numerosos poluentes, 0s quais
podem constituir um risco para a saude de humanos, animais e 0 meio ambiente
(ROCKNE; REDDY, 2003). A toxicidade destes produtos limita a sua degradacdo
natural no ambiente, permanecendo no ambiente por longos periodos. Embora os
pesticidas possuam um papel benéfico sobre a produtividade na agricultura, o risco
potencial desses compostos quimicos no ambiente tem despertado o interesse cientifico

para a biodegradacao destes produtos e compostos relacionados (COLLA et al., 2008).

Poluentes presentes nos solos podem ser oriundos de contaminagdes antigas.
Segundo alguns estudos, os pesticidas inicialmente desaparecem no solo em velocidades
razoaveis, porém a velocidade diminui com o tempo devido a diminuicdo da
disponibilidade do produto para aos microrganismos. Complexas interagdes entre as
moléculas dos contaminantes e as particulas de solo e &gua presente podem ocorrer,
afetando a biodegradacdo (ALEXANDER, 1995).

Os pesticidas no solo sdo metabolizados por processos biol6gicos e nao
bioldgicos, sendo que os microrganismos tem papel essencial (CHOWDHURY et al.,
2008). Microrganismos podem degradar numerosos poluentes organicos devido a sua
maquinaria metabdlica e capacidade para se adaptarem em ambientes desfavoraveis (EL
FANTROUSSI; AGATHOR, 2005). A cinética da degradacdo depende de fatores
bioticos e abioticos e sdo especificos para cada pesticida (CHOWDHURY et al., 2008).
Dentre estes fatores, a sor¢do ao solo afeta a biodisponibilidade dos produtos e
influencia na eficiéncia da degradacdo (GALLIULIN et al., 2001). Assim, somente
pesticidas presentes na solucéo do solo s@o disponiveis para a acdo microbiana (MATA-
SANDOVAL et al., 2002).

O uso de biosurfactantes tem o objetivo de melhorar a utilizacdo de fontes de
carbono pelos micro-organismos no solo. O surfactante é uma molécula anfipatica,
apresentando uma porcéo hidrofilica e outra hidrofébica, com capacidade de diminuir a

tensdo superficial ou agem como emulsificantes. Essa propriedade aumenta a
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solubilidade e a disponibilidade de poluentes hidrofébicos aos micro-organismos,

aumentando o potencial para biodegradacdo (BENTO et al., 2003).

Biossurfactantes séo estruturalmente diversos compostos produzidos por micro-
organismos (JAYASHREE et al., 2006). Sdo produzidos principalmente por bactérias
ou leveduras. Podem ser anidnicos ou ndo idnicos. Sdo estaveis a altas temperaturas, pH
e concentracdo salina. Biossurfactantes sdo biodegradaveis, ndo toxicos ou menos

toxicos que surfactantes quimicos.

Estudos realizados com aplicacdo de surfactantes na biorremediagcdo de solos
mostraram aumento nas taxas de degradacao para varios produtos estudados, dentre eles
creosoto, fenantreno e pentaclorofenol, porém também causando aumentos na lixiviacdo
para o-xileno e o-diclorobenzeno (ATAGANA et al.,, 2003; ZHAO et al., 2005;
MULLIGAN; EFTEKHARIE, 2003; FORTIN et al., 1997). O aumento ou decréscimo
da mobilidade do pesticida no solo foi encontrado ser dependente da natureza quimica
do surfactante, sua concentracdo no solo ou na agua de lixiviacdo e hidrofobicidade do
pesticida (SANCHEZ- CAMAZANO et al., 2005). Assim, a concentracdo 6tima de
surfactante deve ser estabelecida antes da biorremediacdo e depende da natureza do
contaminante e tipo de solo (JAYASHREE et al., 2006).

O Metamidofos € um pesticida organofosforado, altamente eficaz, de largo
espectro de agdo, o qual vem sendo utilizado em grandes quantidades em Varios paises
inteiro (YU; ZHOU, 2005). Muitos estudos tém sido realizados para qualificar os efeitos
e 0s mecanismos de acdo do Metamidofés no meio ambiente, sabe-se que tem
persisténcia baixa e estd incluido na classe toxicologica 1, sendo considerado
mutagénico e teratogénico (LIMA et al, 2003). Porém, estudos revelaram que, apesar de
serem considerados de baixa persisténcia, eles pode persistir no ambiente por longos
periodos de tempo (ZHANG, 2002), desde que eles sdo extensivamente utilizados e
foram detectados anos depois da aplicacdo (RAGNARSDOTTIR, 2000).

O objetivo do trabalho foi estudar a degradacao e lixiviacdo do Metamidofos em
solo com largo tempo de uso aplicando-se biossurfactantes. Ao final do experimento foi
realizado o isolamento da microbiota responsavel pela degradacdo, a qual foi
identificada.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local

A regido estudada esta situada no municipio de Tiangud, na serra da Ibiapaba,
regido noroeste do estado do Ceara. A &rea estudada apresenta contaminacdo do solo e
do lencol freatico generalizada com diversos pesticidas, dentre eles o inseticida
metamidofds. A concentracdo de metamidofds encontrada no solo foi de 16 pug/g solo.
Este solo foi classificado como areia quartzosa distrofica, sendo o teor de elementos
(mg/dm?): P 180; K 353; Ca 2,9; Mg 1,3 e Na 11. O pH foi de 6,7.

2.2 Produto

Foi estudado o inseticida Metamidofés, do grupo dos organofosforados,
considerado altamente tdxico e pertencente a classe toxicolégica I. O nome cientifico é
O, S — dimetilfosforamidotioato e sua formula molecular é C,HgNO,PS, sendo
comercializado com o nomes genéricos Monitor, Tamaron, Nitofol, Tam entre outros
(Figura 1). Estudos sugerem que, apesar dos pesticidas organosfosforados serem
considerados de baixa persisténcia, eles podem persistir no ambiente por longos
periodos de tempo, desde que eles sdo extensivamente utilizados e foram detectados
anos depois da aplicacdo (ZHANG et al., 2002).

i
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Figura 1 — Metamidofos.

2.3 Analises quimicas no solo


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d1/Methamidophos.svg
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Para a extracdo do pesticidas no solo, foi utilizada metodologia baseada em
Tadeo et al. (2010), onde 5 g de solo foram extraidos utilizando acetato de etila (10 ml)
como solvente sob sonicacdo em ultra-som por 30 min. Ap6s a concentracdo da
amostra, a umidade foi removida utilizando NaSO4. As analises foram feitas em
cromatdgrafo gasoso. As amostras foram injetadas em cromatografo a gas Perkin-
Elmer, com temperatura do injetor de 250°C, coluna inicialmente em 110°C por 1 min e
rampa de 10°C/min até 280° C por 12 minutos e temperatura no detector de ionizacao

por chama de 300°C. O N, foi utilizado como gas de arraste a um fluxo de 1 mL.min™.

2.4 Producéo de surfactantes

O surfactante foi produzido microbioldégicamente a partir da bactéria
Pseudomonas aeruginosa, as quais tem a capacidade de produzir rhamnolipideos em
meio de cultura. A bactéria foi incubada em meio LB, caldo luria-Bertani (10 g triptona,
5 g extrato de levedura, 10 g NaCl e 1000 mL agua destilada) contendo 6leo de babacu
(1%) por 48 h em shaker a 150 rpm. No solo, foi aplicado o liquido metabdlico, ap6s
centrifugacdo a 3500 rpm por 7 min (ROBERT et al., 1989).

2.5 Estudo das doses de aplicacao do surfactante utilizando lisimetro

Para estudo da dose de aplicacdo ideal para o surfactante no campo foi utilizado
o sistema de lisimetro, com coleta de lixiviado, na altura de 25 cm e largura de 15 cm. O
solo foi coletado na area contaminada em Tiangua e incubado em laboratério. Foram
feitas aplicacdes do surfactante em trés dosagens diferentes (100, 50 e 25% do liquido
metabdlico v/v) e controle com agua destilada. A degradagdo foi medida por GC e o
namero de microrganismos monitorado durante a degradacdo no solo. O percolado

também foi coletado e analisado para determinacdo da quantidade do produto lixiviado.

2.6 Contagem dos microrganismos
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Na contagem dos microrganismos foi utilizado o procedimento de diluicdo em
série, utilizando-se meio nutriente-agar para contagem de bactérias e meio BD contendo
metamidofds como unica fonte de carbono para contagem de bactérias degradadoras.
Foram plagueadas as concentracdes de 10, 10, 107 para bactérias e 10% 10° e 10™
para bactérias degradadoras. As placas foram incubadas a temperatura de 28°C e as

contagens feitas apds 3 dias para bactérias e microrganismos degradadores.

2.7 Isolamento de microrganismos degradadores do metamidofos

Para o isolamento, amostras de 10g de solo foram colocadas em 90 mL de
solucdo salina (0,85%) e agitadas por 10 minutos em agitador eletrénico (Vortex).
Aliquotas de 1mL desta solugdo foram transferidas para 50mL de meio BD, contendo
Metamidofds como Unica fonte de carbono, de onde foram feitos repiques para meios
novos a cada 7 dias. As bactérias que cresceram foram plaqueadas em meio sélido onde

foram mantidas até a identificacdo.

2.8 ldentificacdo dos microrganismos

Os microrganismos que cresceram em meio com Metamidofds como Unica fonte
de carbono foram submetidos a coloracdo de Gram e também foram feitos testes
biogquimicos basicos para identificacdo até género, como fermentacao de lactose, glicose

e sacarose, crescimento sobre citrato, e mobilidade (KONEMAN et al, 1993).

3. RESULTADOS

3.1 Estudo das doses de aplicacao do surfactante utilizando lisimetro

Ap0s 15 dias, foi encontrada degradacdo completa do Metamidofds no solo com
aplicacdo do liquido metabolico ndo diluido (100%) e diluido a 50% v/v. Na dilui¢do de
25%v/v, foi encontrada uma baixa degradagédo de 17,18%. Aos 30 dias de incubacéo
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nesta concentracdo, a degradacao foi de 38,92%, sendo significativamente menor que no
solo com concentracdes maiores de surfactante, mostrando que a degradacdo aumenta

na presenca do surfactante porém depende da dose aplicada.

No liquido lixiviado coletado apo6s percolacdo do biossurfactante no solo, foi
detectado pesticida somente na amostra da concentracdo de 100% de surfactante v/v,
com presenca de 0,495 ug.mL™ do pesticida, sendo o volume total coletado de 28 mL,
mostrando perda do produto por lixiviacdo. Nesta dose, embora a remocéo do produto
no solo tenha sido completa, parte do produto foi perdida no processo de lixiviagdo nédo
tendo sido degradado completamente por micro-organismos e podendo levar a
contaminacgdo das &guas subsuperficiais durante o processo de biorremediacdo. A dose
de 50% v/v do surfactante, a qual foi tdo eficiente na degradacdo como a 100%v/v, ndo
causou lixiviacdo sendo considerada a dose ideal. De acordo com Sanchez- Camazano

et al. (2005), a dose pode variar para o pesticida e tipo de solo,

Em um estudo semelhante em coluna de solo, a lixiviacdo de TCE foi maior que
a degradacdo, chegando a 75% do produto sendo lixiviado, indicando que a aplicagéo de
surfactantes pode levar a lixiviacdo e contaminacao do lencol freatico (ROTHMEL et
al, 1998).

O biossurfactante mostrou ser eficiente em remover do solo o produto adsorvido,
inclusive quando diluido a concentracdo de 50% v/v, permitindo que ocorra a
degradacdo. Em outro estudo com adicdo de rhamnolipideos de Pseudomonas
aeruginosa na biorremediacdo, a degradacdo de hexadecano também foi acelerada coma
adicdo destes produtos (NOORDMAN et al., 2002).

3.2 Contagem de micro-organismos no lisimetro

N&o houve aumento no numero de bactérias totais nos tratamentos com
biossurfactante, o qual foi reduzido significativamente nas menores doses do
biossurfactante (Figura 3). O surfactante provavelmente aumentou a disponibilidade de

substrato, o qual suportou a manutencdo da cultura de micro-organismos.
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Houve aumento no nimero de bactérias degradadoras de Metamidofds apds 30
dias de incubacéo para a concentracdo de 100 e 50% de biossurfactante, sendo que estes
organismos podem estar utilizando o pesticida como fonte de carbono para crescimento.
O aumento verificado foi menor na concentracdo de 100%, onde parte do produto foi
lixiviado, resultando em menor concentracdo de substrato disponivel aos micro-
organismos. Na concentracdo de 25%, o0 numero de bactérias degradadoras foi
ligeiramente reduzido (Figura 2). Assim, o crescimento dos microrganismos esteve
correlacionado com a degradacdo do Metamidofds, demonstrando que a adi¢do do
biossurfactante resulta em maior crescimento de microrganismos e consequentemente

maior degradacéo.
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Figura 2 — Contagem de micro-organismos no solo do lisimetro.

3.3 Identificacdo das bactérias degradadoras do metamidofos

A bactéria degradadora do Metamidofds apresentou col6nias brancas e opacas
em meio de cultura sélido. No teste de Gram, foi classificada como streptococos Gram
negativos. Nos testes bioquimicos, a bactéria degradadora do Metamidofés néo
apresentou crescimento sobre citrato, ndo apresentou mobilidade, fermentacdo de
glicose, sem fermentacdo de lactose ou sacarose. A partir destas caracteristicas foi
identificada como pertencente a familia Micrococaceae, género Leuconostoc sp.
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4 CONCLUSAO

No solo, o biossurfactante aumentou a degradacdo do pesticida Metamidofos,
porém causou perdas por lixiviagdo na maior concentra¢do, enquanto na menor
concentracdo a degradacdo foi menor, mostrando que ha uma dose 6tima para aplicacédo

eficiente e sem riscos de contaminacdo das aguas superficiais.

Foi isolada do solo contaminado com Metamidofds, uma bactéria capaz de
degradar o produto como Unica fonte de carbono, sendo classificada como pertencente
ao género Leuconostoc sp.

O biossurfactante produzido através da bactéria P. aeruginosa mostrou potencial
para uso em biorremediacdo de solos, devendo apenas a dosagem ser quantificada
adequadamente para evitar perdas por lixiviacdo. Diluicbes podem ser feitas tornando

sua aplicagédo mais econdmica.
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