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RESUMO

O grande consumo de pesticidas nos setores agricola e pecuario de forma indiscriminada e abusiva acarretaram
a contaminacdo de &guas subterraneas, superficiais e solo. Pesticidas sdo substancias de dificil degradacéao e
persistentes, sendo um risco a salde humana e contaminante do meio ambiente. Os tratamentos tradicionais
ndo sdo eficientes na remocdo de tais substancias. Assim, o desenvolvimento de novas formas de tratamento
tem sido buscado para que se possa removelos das fontes de &guapara abatecimento e dos efluentes. Os
biotratamentos sdo uma boa alternativa, dentre eles, os que utilizam fungos, tornando-se uma alternativa viavel
e eficiente. A espécie Aspergillus niger AN400 foi a utilizada para a realizacdo desse estudo e os pesticidas
metil paration, paraquat e atrazina.Estudou-se a capacidade do fungo em usar o nitrogénio presente nas
moléculas destes pesticidas como fonte nutricional.O reator foi operado em regime sequencial com tempo de
retencdo (TR) de 12 horas.As analises realizadas foram nitrato, cuja a eficiéncia minima foi de 25% e a
maxima de 91%. O nitrito foi convertido a aménia mostrando a eficacia do sistema enziméatico do fungo. As
remocdes de amonia foram todas acima de 9%, com excecdo do ultimo ciclo.

PALAVRAS-CHAVE: Biotratamento, pesticidas,Aspergillus niger AN400.

INTRODUCAO

Os pesticidas possuem uma representacdo significativa na atual producdo do setor agricola e pecuério
provocado pelo crescimento acelerado da populagido e como consequéncia a producdo de alimentos com o
minimo de perdas. Sendo utilizado no mundo todo em grande quantidade e em sua maioria de forma
indiscriminada e abusiva. Varios pesticidas sdo usados simultaneamente e/ou misturados para potencializar a
sua agao, provocando um maior grau de contaminacio (PINO e PENUELLA, 2011).

A contaminacdo do ambiente, por pesticidas pode ocorrer por sua infiltragdo no solo atingindo aguas
subterraneas, superficiais e o solo. O manuseio improprio antes ou depois das aplicagbes é igualmente
identificado como um grande contribuinte da deterioracdo da qualidade das fontes naturais de agua (PINTO et
al,2012). Além da “deriva técnica” que € um termo técnico utilizado na agronomia, quando o agrotoxico ndo
atinge o seu alvo (a lavoura a ser tratada) e contamina o entorno, mesmo com utilizando as medidas de
seguranca. (LONDRES, 2011)
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A concentragdo de pesticidas encontrados na agua vem crescendo de forma continua (PALMA et al, 2009),
sendo herbicidas e inseticidas os comumente encontrados em aguas superficiais devido a sua grande utilizacao
na agricultura e em zonas habitacionais (LIU et al, 2009).

Estudos tém sido realizados para o desenvolvimento de tecnicas para a remogdo de pesticidas das fontes de
dgua e para o tratamento de efluentes. Dentre eles, temos os tratamentos fisico-quimicos e bilégicos.
Destacando-se este ultimo por oferecer custos menores.

Fungos e bactérias sdo os mais importantes transformadores e degradores de pesticidas da comunidade
microbioldgica (DIEZ, 2010). ). Muitos fungos tém sido testados por sua habilidade de degradar pesticidas,
destacando os causadores da podriddo-branca. S&0 microrganismos capazes de tolerar uma alta concentragéo
de poluentes melhor que as bactérias (PINTO et al, 2012).

Vérias espécies de fungos tém sido utilizadas para a degradacdo de diversos poluentes. A espécie Aspergillus
niger foi utilizado na degradagdo de piretroides (LIANG et al, 2005), endosulfan (BHALERAO E
PURANIK,2007), carbaril (ZHANG et al, 2003) e dimetoado (LIU et al, 2001) metil paration (SAMPAIO,
2005). A especie Aspergilus niger AN 400 foi a utilizada para a realizagdo desta pesquisa, pela sua
comprovada habilidade em degradar compostos recalcitrantes.

Metil paration é um inseticida organofosforato amplamente utilizado na agricultura devido a sua baixa
persistencia ambiental (FIORANTI et al ,2010) e ndo seletivo, atingindo varias espécies ndo alvo. Este
pesticida € rapidamente absorvida por via oral, dérmica e respiratoria, sendo repidamente distribuidos pelos
tecidos do corpo. Figura 1 mostra a estrutura molecular do metil paration.
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Figural-Estrutra molecular do pesticida metil paration.
Fonte: Dérea & Lopes (2004).

Paraquat é um herbicida, classe I, ndo seletivo utilizado em larga escala em mais de cem paises em culturas de
fumo, arroz, algodéo, soja, uva entre outra. Possui alta persisténcia no ambiente e alta solubilidade na agua
facilitando a contaminago deste meio e altamente toxico. Na Figura 2 estd mostrada a estrutura molecular do
paraquat.
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Figura 2-Estrutura molecular do pesticida paraquat.
Fonte: Sousa & Machado (2003).

Atrazina é o herbicida mais utilizado no mundo. O uso intensivo da atrazina no mundo e sua consideravel
mobilidade nos solos tém contribuido para que niveis acima do limite permitido sejam freqlientemente
detectados em aguas de superficie e subterraneas (CEREJEIRA et al, 2003). A estrutura molecular esta
demonstrada na Figura 3.
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Figura 3-Estrutura molecular do pesticida atrazina.
Fonte: Esposito (2004).

Esta pesquisa esta embasada na contaminagdo ambiental causada por efluentes provenientes de indistrias de
pesticidas , destinando-se a monitorar a remocdo de nutrientes nitrogenados.

MATERIAIS E METODOS
CULTIVO, PRODUCAO E CONTAGEM DOS ESPOROS DE Aspergillus niger AN400

Os esporos de Aspergillus niger AN 400 foram produzidos em placas de Petri estéreis contendo 15 mL de
meio de cultura Saboraud Dextrose, previamente esterilizado a 121°C, durante 15 minutos, e 1 mL de solucéo
de Vishniac (EDTA 10,0 g/L, ZnSO, . 7H,0 4,40 g/L, MnCl, . 4H,0 1,00 g/L, CoCl, . 6H,0 0,32 g/L,
(NH4)sMo0;0,4 . 4H,0 0,22 g/L, CaCl, . 2H,0 1,47 g/L, FeSO, . 7H,O 1,00 g/L), como fonte de nutrientes
para os fungos.

As placas permaneceram a 28°C, durante cinco dias, para o crescimento dos esporos por toda sua superficie,
periodo apds o qual os mesmos foram removidos para tubos de ensaio para posterior contagem. A remogdo dos
esporos das placas de Petri foi realizada com uso de alga de Drigalsky e solugdo de Tween 80.

Para a contagem dos esporos foi preparada uma solu¢do de esporos utilizando 50 puL de suspensdo,
previamente agitada em agitador tipo Vortex, acrescido de 950 pL de solugdo Tween 80, resultando em
dilui¢@o de 1:20. Em seguida, 20 pL da solug@o preparada foram transferidos para cdmara de Newbauer, onde
se procedeu a contagem dos esporos em microscépio optico Bioval com aumento de 400 vezes.

IMOBILIZAGAO DA BIOMASSA

A biomassa foi imobilizada em cubos de poliuretano (meio suporte) com 1 cm de aresta, totalizando 15 g,
acondicionados em trés redes de polietileno dentro do reator. O meio suporte foi esterilizado em autoclave a
121°C durante 15 minutos.

O reator foi preenchido com 4 L do meio sintético ( (NH,),SO, 0,5 g/L, NaNO; 0,25 g/L, KH,PO, 0,20 g/L,
MgS0,0,25 g/L, CaCl, . 2H,0 0,01 g/L, CuSO, . 7 H,0 0,08 g/L, H,M00,0,05 g/L, MnSO, . 5H,0 0,05 g/L,
Fe,(S0,); 0,05 g/L, ZnSO, 0,04 g/L) e glicose na concentracdo de 1,0 g/L. Logo depois do preparo do meio
sintético, o meio foi transferido para o reator e inoculou-se a solucdo de esporos, na concentracdo de 2x10°
esporos/mL.

A imobilizacdo teve duragdo de 7 dias, e a cada trés dias o0 meio sintético era trocado para melhor crescimento
o fungo. O reator foi mantido em uma camera de fluxo laminar, para evitar contaminagdo do meio.

MONTAGEM E OPERAGCAO DO REATOR EM BATELADA SEQUENCIAL COM BIOMASSA
IMOBILIZADA

O reator consistia de um recipiente de vidro e possuia volume total de 5 L e volume (til de 4 L, vedado com
tampa pléastica especifica. O ar era fornecido por mini-compressores e a alimentacdo foi a partir da agua
residuaria sintética preparada.
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O reator foi operado por 10 ciclos, com TR (tempo de retengdo) de 12 horas. No inicio de cada ciclo, a agua
residudria sintética era renovada.

O volume amostral retirado em cada ciclo para a realizacdo das andlises de amonia, nitrito e nitrato foi de
apenas 10% do volume Util do reator por ciclo estudado. Os tempos reacionais foram 0 hora e 12 horas. As
analises foram feitas utilizando os métodos descritos por APHA (2005).

AGUA RESIDUARIA SINTETICA

A agua residuédria foi preparada com agua de torneira, acrescida de 1 ml/L de Vischiniac (solugdo de
nutrientes), 0,5 mg/L de glicose e os pesticidas: atrazina, metil paration, paraquat na concentracdo de 30 mg/L.

RESULTADOS OBTIDOS

Na Figura 4 estdo apresentados a variacdo de pH em funcéo do tempo.
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Figura 4-Variacédo do pH em func¢éo do tempo
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Os valores de pH, que podem ser observados na Figura 4 sofreram pouca variacdo, mantendo entre a faixa
levemente acida a neutra.A media inicial foi de 6,80 e a final foi de 6,73. De acordo com Griffin (1994), os se
desenvolvem melhor em faixa de pH entre 4 e 6, entretanto, os fungos filamentosos podem tolerar uma faixa de
pHentre 2e 9.

Na Figura 5 esta apresentada a variagdo de (a) nitrato, (b) nitrito e (c) amonia em funcéo do tempo.
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Figura 5-Variacéo de (a) nitrato, (b) nitrito e (c) aménia em fun¢do do tempo.

O fungo filamentoso Aspergillus niger produz enzimas do tipo nitrato redutase e nitrito redutase que
convertem nitrato a nitrito e nitrito a aménia, mostrando-se dessa forma ser capaz de degradar compostos
nitrogenados como ospesticidas metil paration, paraquat e atrazina, que contem em suas moléculas nitrogénio,
como podemos observa nas Figuras 1,2 e 3.

Observando a Figuras 5-a, 5-b e 5-c que correspondem as concentracfes de nitrato, nitrito e amdnia,
respectivamente, pode-se observar que na medida em que as concentracdes de nitrato decrescem as
concentracdes de nitrito aumenta do inicio ao fim do ciclo e hd um decréscimo nas concentragdes de amonia.

Os fungos filamentosos para obterem 0s nurientes necessarios para 0 seu crescimento sdo capazes de
metabolizar uma série de compostos nitrogenados.

Apesar da visivel conversdo de nitrato a nitrito e a aménia, ndo ha uma reducdo significativa nas concentracfes
de aménia. Os fungos assimilam mais facilmente o ion aménio, pois seu uso ndo necessita de nenhuma reacao
de oxi-redugdo (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004). Para que isto ocorra, o pH 6timo deve estar entre 4 ¢ 6
(GRIFFIN, 1994) e na Figura 1 é mostrado que o pH do meio estd um pouco acima da faixa étima.

As eficiéncias de remoc¢do de nitrato foram em sua maioria acima de 50%, com remogBes maxima de 92%
para o ciclo 5. As remocdes que ficaram abaixo de 50% obtiveram eficiéncias de 46,6% para o ciclo 7 e 25,7%
para o ciclo 10.

A 4gua residudria, inicialmente, apresentou baixa concentragdo de nitrito e o seu aumento deve ser provocado
pela acdo da enzima nitrato redutase. De acordo com a Figura 2-b ndo houve reducdo de nitrito, mas a sua
produgdo comprova que o fungo esta sendo eficiente na conversdo de nitrato a nitrito.
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A eficiéncia de ambnia foi de 62% para o ciclo 4, sendo esta a maior remog&o, e a menor ocorreu no ciclo 7.
No ciclo 10 o incremento na concentracdo final de amdnia, provavelmente, foi provocado pela liberagdo de H*
e amonia, sempre que ha a necessidade de manter o equilibrio do meio.

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

As mudancas ocorridas nos valores de pH comprovam a degradacdo dos pesticidas. As conversdes de nitrato a
nitrito e a amdnia foi efetiva, mostrando que o fungo foi capaz de utilizar os compostos nitrogenados presentes
nas moléculas dos pesticidas. Embora, ndo tenha havido uma reducédo significativa da amdnia, isso pode ser
explicado pelo pH ndo estar na faixa adequada para que o fungo o utilizasse.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1.
2.

3.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

APHA. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. New York, 2005.

BHALERAO ,T.S., PURANIK, P.R., Biodegradation of organochlorine pesticide, endosulfan, by a fungal
soil isolate, Aspergillus niger. Int Biodeterior Biodegrad ,v.59,p.315-321,2007.

CEREJEIRA, M. J,, VIANA, P., BATISTA, S., PEREIRA, T., SILVA, E., VALERIO, M. J,, SILVA, A,
FERREIRA, M., SILVA-FERNANDES, A. M. Pesticides in Portuguese surface and ground waters. Water
Research, 37: 1055-1063,2003.

DIEZ, M.C. Biological aspects involved in the degradation of organic pollutants. Journal Soil Science
Plant Nutr, v.10, p.244-267, 2010.

DOREA, H. S., LOPES, W. G., Aplicacio da técnica de dispersio da matriz em fase solida (DMFS) na
analise de pesticidas em quiabo por CG-EM. Quim. Nova vol.27 no. 6 Sdo Paulo Nov./Dez. 2004.
ESPOSITO, E., AZEDO,J.L.Fungos : Uma Introdugdo a Biologia, Bioquimica e Biotecnologia . Caxias
do Sul: Universidade de Caxias, 2004.

FIORAVANTE, I. A.; BARBOSA F. A. B.; AUGUSTI, R.; MAGALHAES, S. M. S. Removal of methyl
parathion by cyanobacteria Microcystis novacekii under culture conditions. J. Environ. Monit., 12, 1302—
1306. 2010

GRIFFIN,D.H.Fungal Physiology.Wiley —Liss,New York,1994.

LIANG,W.Q., WANG, Z.Y., LI, H, WU, P.C, HU, JM. LUO, N., et al. Purification and
characterization of a novel pyrethroid hydrolase from Aspergillus niger zZD11. J Agric Food
Chem,v.53,p.7415-7420,2005.

LIU, Y.H., CHUNG, Y.C., XIONG, Y. Purification and characterization of dimethoate-degrading
enzyme of Aspergillus niger ZHY 256, isolated from sewage. Appl Environ Microbiol, v.67, p.3746-3749,
2002.

LIU, S-S., SONG, X-Q., LIU, H-L., ZHANG, Y-H., ZHANG, J. Combined photobacterium toxicity of
herbicide mixtures containing one insecticide.Environment International, v.34,p.773-781,2009.
LONDRES, F.; Agrotoxicos no Brasil: uma guia para a acdo da vida. Rio de Janeiro, 2011.

PALMA, P., PALMA, V.L., MATOS, C., FERNANDES, R.M., BOHN, A., SOARES, AM.V.M.
,BARBOSA, |.R. Effects of atrazine and endosulfan sulphate on the ecdysteroid system of Daphnia
magna. Chemosphere, n.74, p. 676-681.2009.

PINO, N., PENUELLA, G.Silmultaneos degradation of the pesticides methyl parathion and clorpyrifos by
an isolated bacterial consortium from a contamined site. Int Biodeterior Biodegradation,v.65,p.827-
883,2011.

PINTO, A.P.,, SERRANO, C., PIRES, T.MESTRINHO, E., DIAS,L., MARTINS TEIXEIRAD.,
CALDEIRA.A.T. Degradation of terbuthylazine, difenoconazole and pendimethalin pesticides byselected
fungi cultures. Science of the Total Environment, v.435-436, p. 402-410, 2012.

SAMPAIO, G. M. M. S. Remocdo de metil paration e atrazina em reatores com fungos. Tese de
Doutorado em Engenharia Civil, area de concentragdo em Hidraulica e Saneamento — Escola de
Engenharia de S8o Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos, 2005.

SOUZA, D., MACHADO, A. S. Estudo eletroanalitico do herbicida paraquat em soluges aquosas por
voltametria de onda quadrada utilizando ultramicroeletrodos. Quim. Nova, Vol. 26, No. 5, 644-647, 2003.

ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



o 2208
4' ;i l ;'? Xl SIBESA

- 2014 % Xl Simpésio [talo-Brasileiro de Engenharia Sanitéria e Ambiental

“ 2014
\s. ABES

18. ZHANG. Q., LIU. Y., LIU, Y.H., Purification and characterization of a novel carbaryl hydrolase from
Aspergillus niger PY168. FEMS Microbiol Lett ,v.228,p.39-44,2003.

ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 7



	II-178 - REMOÇÃO DE NUTRIENTES DE EFLUENTE SINTÉTICO DOPADO COM PESTICIDAS EM REATOR EM BATELADA COM BIOMASSA IMOBILIZADA
	RESUMO
	INTRODUÇÃO
	MATERIAIS E MÉTODOS

	IMOBILIZAÇÃO DA BIOMASSA
	MONTAGEM E OPERAÇÃO DO REATOR EM BATELADA SEQUENCIAL COM BIOMASSA IMOBILIZADA
	RESULTADOS OBTIDOS
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS



