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RESUMO

O presente estudo foi desenvolvido para avaliar a eficiéncia de remogdo de methil parathion (Folisuper 600%) em
matrizes aquosas através do emprego de reatores biologicos inoculados com as espécies fungicas Aspergillus niger e
Penicillium marneffei. Foram utilizados 48 reatores em batelada, divididos em oito lotes, sendo que cada lote possuia
dois reatores de controle (C), apenas com methil parathion dissolvido em agua destilada; dois reatores com espécies
fungicas e methil parathion dissolvido em agua (PF) e dois reatores com methil parathion, fungos e glicose na
concentragdo de 0,5g/L (PFG). Oito tempos de reagdo (TR) foram estudados variando de 0,4d a 32d, sendo que a
concentragdo inicial de methil parathion variou de 10 a 14mg/L. Os pardmetros avaliados foram pH, temperatura,
solidos suspensos volateis e concentracdo de methil parathion. Ao final dos 32 dias de operagdo os reatores PF e PFG
alcancaram remocao de methil parathion de 97% e 94%, respectivamente. A andlise microbioldgica de amostras
retiradas dos reatores ao final da operacdo em batelada, mostrou que nos reatores C houve crescimento da espécie
fangica Alternaria alternata e da bactéria Klebsiella pneumoniae, com predominio da espécie fingica; nos reatores PF
a espécie inoculada A4. niger continuou ativa durante todo experimento e houve crescimento de Escherichia coli,
contudo, com predominio da espécie fingica; e nos reatores PFG verificou-se a predominancia da espécie inoculada 4.
niger e a presenca de bacilos Gram positivo e negativo e cocos Gram positivo. O tratamento bioldégico com fungos
revelou-se como alternativa vidvel & remogdo de methil parathion em matrizes aquosas. A presenca de glicose nos
reatores PFG nao influenciou a diminui¢do da concentragdo de methil parathion.

PALAVRAS-CHAVE: Methil parathion, Fungos, Reatores Bioldgicos, Aspergillus niger, Remogdo de agrotoxicos
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INTRODUCAO

Os primeiros registros de uso de agrotoxicos datam desde a Roma antiga. Porém, os primeiros herbicidas surgiram por
volta de 1900, mas o grande avango no uso dos agrotoxicos aconteceu em 1940, com a descoberta do
diclorodifeniltricloroetano (DDT) e toda a gama de organoclorados (Agrotoxicos, Revista Meio Ambiente Industrial,
2000).

Os agrotoxicos constituem um sério problema mundial devido, em grande parte, ao seu uso indiscriminado na
agricultura, provocando a contaminagdo do meio ambiente. O potencial de contaminagdo destes componentes quimicos
em aguas e sedimentos ¢ grande devido as suas propriedades fisico-quimicas como solubilidade e adsor¢dao. O fator
agravante desta poluicdo ¢ o poder de persisténcia destes compostos na natureza, formando uma cadeia de
transferéncia de seus efeitos tOxicos aos animais e ao ser humano através da ingestdo de 4agua e alimentos
contaminados.

Segundo a Fundagdo Nacional de Satde, existem no Brasil cerca de 400 principios ativos utilizados na agricultura,
distribuidos em cerca de 700 marcas comerciais. Apesar do grande numero comercializado, apenas 22 tipos de
agrotoxicos estdo previstos para serem monitorados na Portaria n’ 1469 de 29/12/2000 que regula a qualidade de agua
para consumo humano.

O organofosforado methil parathion (tiofosfato de dimetil - paranitrofenila) com concentragdo do ingrediente ativo de
600g/L, ¢ inflamavel e ndo corrosivo. Dentro da classificagio toxicologica de acordo com a Portaria da Secretaria
Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) N° 10 de 1985 estd enquadrado como muito toxico (Relatério Técnico
AGRIPEC, 1987). A ag@o sobre o meio ambiente ¢ de curta persisténcia e de degradacgdo, entretanto, pode ter
toxicidade aguda muito maior no homem. Com relacdo ao deslocamento apresenta um pequeno deslocamento no
ambiente. A intoxicacdo por este organofosforado é devida a inibi¢do da enzima acetilcolinesterase, permitindo desta
forma o aciimulo de acetilcolina, que age em nivel de sistema nervoso central, podendo levar a morte por faléncia
respiratoria (Hernandez et al.,1998). Seu uso destina-se a uma variedade de pragas em diversas culturas.

Varios métodos sdo empregados para remocdo de agrotoxicos em agua como: degradagdo por radiagdo ultravioleta na
presenca de acido humico (Santos e Rezende, 1999), degradagdo utilizando radiagdo gama (Luchini, et al,1999),
adsor¢do com fibras de carvdo ativado (Martin-Gullén e Font, 2001), ozonizagdo catalizada por manganés (Ma e
Graham, 2000), adsor¢@o em argila organica (Pal e Vanjara, 2001), processo de nanofiltragdo (Boussahel et al., 2000),
entre outros. Todos esses métodos de remogdo sdo de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica e, na maioria das
vezes, demandam custos mais elevados, quando comparados aos processos bioldgicos de tratamento.

Apesar do poder recalcitrante dos compostos quimicos — agrotoxicos, o potencial fiingico para degradar polimeros tem
sido amplamente estudado e em muitos casos aplicado para remoc¢ao de compostos de dificil degradagdo. Os fungos,
de um modo geral, promovem degradacio de compostos aromaticos, via os sistemas enzimaticos citocromo P450
monoxigenase e lignolitico (Prenafeto Boldu, 2002).

A espécie fingica Phanerochaete chrysosporium tem sido bastante empregada devido sua habilidade em produzir
enzima oxidativa extracelular, a qual é capaz de despolimerizar lignina. Além do Phanerochaete chrysosporium, a
espécie Coriolus versicolor ¢ também bastante utilizada para degradar xenobiéticos, deslignificar e descolorir (Kapdan
e Kargi, 2002). A espécie fungica Aspergillus niger tem sido bastante utilizada em varias pesquisas com resultados
promissores no Estado do Ceard como: tratamento de dgua residudria de industria de beneficiamento de caju (Sampaio,
2002; Santaella et. al., 1999; Santos, 2001); tratamento de percolado (Facé et al., 2003); tratamento de dgua residudria
de laticinios (S4, 1997; Rodrigues, 1998; Giffoni, 2000).

Esta pesquisa teve como proposta estudar a remog¢do de methil parathion de agua, utilizando reatores biologicos
inoculados com espécies fingicas. Optou-se por este agrotoxico, por ser um dos mais utilizados no estado do Ceara
(Relatério Técnico Agripec, 2000).

MATERIAIS E METODOS
Seleciio das espécies flingicas

Foi preparada uma solugdo de methil parathion (MP) de 0,5mg/L, acrescida de glicose na concentragdo de 0,5g/L e
distribuida em seis recipientes que ficaram expostos ao ambiente, por um periodo de 18 dias, tempo esse, no qual se
observou mudanca no aspecto macroscopico da solugdo. Estas amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de
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Microbiologia da Faculdade de Farmécia, para analise qualitativa.

Cultivo e preparo das espécies fungicas

Apds selegdo das espécies, nas quais foram identificadas Aspergillus niger, Penicillium marneffei e Geotrichum
candidum, optou-se pelas espécies filamentosas, A. niger e P. marneffei, para serem utilizadas na operagdo em
batelada. Os fungos filamentosos escolhidos, por possuirem caracteristicas de crescimento que sobrepdem ao das
leveduras, foram cultivados no Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Farméacia - UFC, em garrafas de Roux
contendo meio de cultura Sabouraud, por 28 dias, para completo crescimento das hifas.

Preparo dos substratos

Substrato 1: solugdo constituida por agua destilada e o inseticida e acaricida tiofosfato de dimetil — paranitrofenila
600g/L, methil parathion, produzido pela AGRIPEC — QUIMICA E FARMACEUTICA S/A, na concentragio de
aproximadamente 12mg/L. Na Figura 1 é mostrada a estrutura quimica do methil parathion.

Substrato 2: Solugdo constituida por agua destilada, o inseticida e acaricida tiofosfato de dimetil — paranitrofenila
600g/L, parathion methil, produzido pela AGRIPEC — QUIMICA E FARMACEUTICA S/A na concentragio de

aproximadamente 12mg/L e glicose na concentracdo de 0,5g/L

Na Tabela 1 estdo apresentadas as propriedades fisicas e quimicas do methil parathion.

Tabela 1: Propriedades fisicas e quimicas do methil parathion

Propriedades Fisicas ¢ Quimicas

Foérmula Molecular CgH1oNOsPS
Massa Molecular 263,2

Ponto de Fusdo 35-38°C
Ponto de Ebulicao 143°C
Densidade 1,358g/L
Pressao de vapor (20°C) 1,3mPa
Solubilidade em agua (25°C) 55 - 60mg/L
Coeficiente de particao 1,81 -3,43

Fonte:IPSC International Programme on Chemical Safety — Health e Safety Guide No. 75
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Figura 1: Estrutura quimica do methyl parathion

Montagem dos reatores em batelada

As espécies fungicas cultivadas foram lavadas em &gua destilada, para completa remo¢do do meio de cultura,
misturadas com 4gua destilada e, em seguida liquidificadas para obtencdo da solugdo fingica.
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Foram montados 48 reatores, divididos em oito lotes de seis reatores, sendo que, para cada lote, foi destinado um
tempo de reacdo (TR). Lote 1 — TR = 10h; Lote 2 — TR = 1d; Lote 3 — TR = 4d; Lote 4 — TR = 9d; Lote 5 — TR = 16d;
Lote 6 - TR =20d; Lote 7— TR = 25d e Lote 8 — TR = 32d. Cada lote possuia dois reatores de controle contendo 1,5L
do substrato 1 (C); dois reatores contendo 1,5L de substrato 1 e 10mL de solugdo fingica (PF) e dois reatores contendo
1,5L de substrato 2 e 10mL de solugdo fingica (PFG). Todos reatores foram recobertos com sacos plasticos PVC preto
e aerados com aeradores de aquario com capacidade de 150L/h e poténcia de SW.

Antes de os reatores serem fechados, foi retirada uma aliquota de 200mL de todos reatores C, PF e PGF para a
determinagdo dos pardmetros do TR inicial. E, apos o final de cada TR também foi retirada nova aliquota para analise
dos parametros. Durante toda operagdo em batelada a temperatura foi monitorada.

Os parametros determinados foram pH, temperatura, S6lidos Suspensos Volateis (SSV), e concentragdo de parathion.
Os solidos suspensos e pH foram determinados de acordo com as recomendagdes (APHA, 1995).

Para determinagdo do methil parathion foi empregado um Cromatégrafo Liquido da Shimadzu (LC-10 AD) equipado
com detector UV-Vis Diode Array (SPD-10AVP), forno de coluna (CTO-10AS), sistema de bomba de baixa pressio
(SL-10AVP), operando com até quatro solventes. A separagdo do inseticida foi realizada em coluna Supelco C18
(25cm x 4,6mm D.I; particulas de Sym) nas seguintes condi¢des cromatograficas: sistema de gradiente com fase movel
acetonitrila:agua — 80%, tempo de corrida inicialmente de oito minutos e depois de cinco minutos, detecgdo em
comprimento de onda de 270nm e volume de injecdo de 20uL). Na Figura 2 é mostrado o espectro no UV do methil
parathion, o qual foi comparado com as amostras obtidas dos reatores "batch".

Ao final da operagao foram retiradas amostras dos reatores C, PF e PFG para nova analise microbiologica da biota.
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Figura 2: Espectro no UV do methil parathion

RESULTADOS E DISCUSSAO

O potencial fungico de degradagdo foi testado em reatores com agua destilada e methil parathion (MP). Os resultados
das determinag¢des das amostras revelaram diminuigdo da concentracdo de methil parathion, em todos os reatores,
como mostrado na Figura 3.

Como MP ¢ estavel na faixa de pH entre 1 ¢ 7 (IPCS, 1992), pode-se observar que em todos os reatores de C, PF ¢
PFG, o pH manteve-se sempre numa faixa acida (Figura 4), condi¢do esta, que ndo favoreceu a decomposigdo do
methil parathion. Santos e Rezende (2001), também, verificaram que ndo houve hidroélise quimica do MP em agua com
valores de pH na faixa que varia de acida a neutra.

O decaimento da concentragdo de methil parathion em todos os reatores, ndo pode ser associado nem ao pH do meio,
pois sua decomposicdo so seria favorecida em condi¢des alcalinas, nem a fotodecomposi¢ao, pois todos os reatores,
durante toda a operagdo, foram protegidos da luz. Portanto, a remoc¢ao de methil parathion do meio foi exclusivamente,
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devido aos fungos, que devem ter utilizado este composto como fonte de carbono, ou o composto pode ter ficado
adsorvido na massa microbiana. Apesar de o pH do meio ser desfavoravel para a decomposicdo do MP, a faixa
encontrada durante o experimento (3,4 a 6,4), forneceu condi¢des ideais para o crescimento dos fungos. Coral et al.
constataram em seu estudo que a enzima carboximetil celulase, produzida pela espécie Aspergillus niger Z10, teve
otima atividade numa ampla faixa de pH entre 3 e 9, sendo seu maior pico de atividade nos valores de pH 4,4 ¢ 7,5.
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Figura 3: Variagdo da concentrag@o de methil parathion em fun¢do do TR
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Figura 4: Variacdo do pH em funcdo do TR

Quando se comparam os cromatogramas do inicio da opera¢do TR = 0d com os cromatogramas do TR = 32d (Figuras
S5a a 5%), nos reatores C, PF e PFG, percebe-se que houve uma metabolizacdo do methil parathion, pois a area do pico
mostrada no inicio da operagdo (TR = 0d) reduziu-se, como pode ser visto na Figura 5b, 5d e 5f e outros picos
aparecem sugerindo a formag¢do de novos compostos, provavelmente, seus metabodlitos: paraoxon, aminofenol e p-
nitrofenol. Luchini et al (1995), identificaram esses metabdlitos em estudo utilizando radiagdo gama do cobalto — 60,
para induzir a degradagdo de parathion em solugdo aguosa. Como houve formacdo de novos compostos o processo de
adsorcdo ¢ descartado como responsavel pela remoc¢ao do MP.

Provavelmente, a agdo de enzimas produzidas pelos fungos, seja a responsavel pela degradagdo de methil parathion A
condi¢do do meio, com faixa de pH entre 3,3 e 6,4 encontrada durante toda operagdo, favoreceu o crescimento fiingico,
por ser essa faixa considerada 6tima para o crescimento (Griffin, 1993). Essa faixa de pH, também, favorece para o
Aspergillus niger, a indugdo dos sistemas enzimaticos: glicose oxidase, catalase e lactanase, que propiciam condigdes
adequadas para o seu crescimento (Witteveen, 1973). Além desses sistemas, dois outros sistemas enzimaticos, estdo
presentes nos fungos: citocromo P450 monooxigenase e lignolitico (Prenafeta Boldu, 2002).
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Figura 5f: Cromatograma do methil parathion (PFG) no TR =32d

Citocromo P450 monooxigenase esta acoplado ao NADPH-redutase que funciona como fonte de elétrons para as
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reagdes de oxidagdo. E considerado o local central do metabolismo oxidativo, na detoxificagdo dos xenobidticos.
Catalisa a epoxidacdo do anel aromatico, formando 6xidos de arenos que através da epdxido hidrolase forma trans-
dihidrodiodis ou rearranjar-se ndo enzimaticamente e formar fenois (Figura 6) (Prenafeta Boldt, 2002). Portanto, esse
sistema enzimdtico deve ter sido ativado, e os possiveis produtos de degradacdo do methil parathion , p-nitrofenol e

aminofenol, terem se formado.

Preparacdes microssomais de citocromo P450, de figado de rato foram capazes de ativar pesticidas organofosforados,
por transformagdo do grupo tiofosfato da molécula, em grupo fosfato, formando o metabolito paraoxon, cuja
toxicidade ¢ superior a do proprio methil parathion. Essa preparagdo também foi capaz de detoxificar MP por
desarilagdo, produzindo p-nitrofenol (Ma e Chambers, 1994). Da mesma forma pode ter havido formagido do paraoxon

por atividade destes sitemas nos reatores em batelada.

Hernandez et al.(1998), estudando a oxidagio de dez pesticidas organofosforados, entre eles methil parathion, mediada
pela enzima cloropeoxidase, produzida a partir do fungo Caldaromyces fumago, obtiveram transformagdo de sete dos
dez pesticidas, para suas formas OXON. Ou seja, percebeu-se nesta pesquisa similaridades de a¢do com citocromo

P450, porém cloroperoxidase nao foi capaz de clivar as estruturas oxons, diferentemente de citocromo P450.
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Figura 6: mecanismo de acdo de epoxidagdo com formagdo de fendis

Era de se esperar comportamento diferenciado nos reatores de controle, no que se refere a diminuigdo da concentragdo
de MP, haja vista que, esses reatores ndo foram inoculados com espécies microbioldgicas. Porém, quando se
analisaram, ao final do experimento, amostras desses reatores, detectou-se a presenga da espécie fungica Alternaria
alternata. Por se tratar de uma espécie do ar, provavelmente na hora das coletas ocorreu a contaminag@o, e, o pesticida

também foi metabolizado nesses reatores.

Os reatores PF e PFG inoculados com Aspergillus niger, mostraram comportamentos parecidos no que se refere ao
percentual de remogao do methil parathion, PF (97%) e PFG (94%), revelando que a presenga de fonte primaria de
carbono, glicose, adicionada nos reatores PFG, nio melhorou o potencial de remogio do agrotdoxico. Contudo, a
concentragdo de SSV, até o ultimo dia de reacdo, TR = 32d, foi maior em PFG do que em PF (Figuras 7a ¢ 7b).
Observa-se o crescimento da massa fungica conforme ocorre a redugdo do MP, ratificando a hipotese que o MP esta

sendo utilizado como fonte de carbono pelos fungos.
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Figura 7b: Consumo de MP e aumento de SSV

fun¢do do TR nos reatores PF em fun¢@o do TR nos reatores PFG

A anélise microbiol6gica de amostras retiradas dos reatores ao final da operagdo em batelada, mostrou que em C houve
crescimento da espécie fingica Alternaria alternata e da bactéria Klebsiella pneumoniae, com predominio da espécie
fingica; em PF a espécie inoculada Aspergillus niger continuou ativa durante todo experimento e houve crescimento
de Escherichia coli, contudo, com predominio da espécie fingica; e em PFG foi verificada a manuteng@o da espécie
inoculada Aspergillus. niger (predominando) além, da presenca de bacilos Gram positivo e negativo e cocos Gram
positivo.

CONCLUSOES

A comunidade microbioldgica formada, ao longo do experimento, com predominio da espécie fungica Aspergillus
niger nos reatores PF ¢ PFG, e da espécie Alternaria alternata nos reatores de controle, mostrou a viabilidade do
tratamento bioldgico com fungos para remog¢do de methil parathion de matrizes aquosas.

A presenga de glicose nos reatores PFG ndo influenciou a diminuicdo da concentragdo final de methil parathion.
Contudo, acelerou a degradag@o do organofosforado e o crescimento fungico, que fez com que fossem obtidos valores
menores de MP em tempos de reagdo menores.
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