
ü l !
S B B M i í7 ^ íM  Æ£ í  íB íi-  ;,"

Biodegradaçõo de 
Herbicidas e Biorremediacâo

* *  J u lie ta  U eta
N ew to n  L in d o lfo  P ereira  

lid a  K n zu n ii Shuhiunn.
Depto. Çiênckis Farmacêuticas da Faculdade de Ciências 

Fnrn vacêuticas de Ribeirão Preto -  i  'SP.

A n to n io  L u iz C erdeira  
G\PMA/'EMBRAPA. Jafiuariúna. SP.

Fotos ceciichts pelos aulores

On
 s sistemas biológicos têm 

a habilidade de crescer e 
multiplicar com maior ou 
menor intensidade de
pendendo das suas ca
racterísticas inerentes e r das condições impostas pelo ambiente. A 

produção de alimentos se dá por meio da 
prática da agricultura e da pecuária e o 
rendimento desta produção enfrenta a 
concorrência de outros sistemas biológi
cos vegetais, animais, microbianos ou 
parasitários. Desta forma, o processo de 
modernização da agricultura, nos anos 
60, introduziu o emprego de novas vari
edades mais produtivas e dependentes 
de adubos químicos, uso intensivo de 
herbicidas, bactericidas, fungicidas, aca- 
ricidas, parasiticidas, inseticidas, enfim 
pesticidas e máquinas agrícolas a fim de 
se aumentar os índices de produtividade. 
O emprego destes agentes químicos re
sultou em aumento da produtividade, 
mas por outro lado trouxe conseqüências 
adversas ao homem, visto serem estes 
agentes nocivos ao homem e ao ambien
te.

O mercado mundial de agroquímicos 
movimenta atualmente TJSS 30 bilhões e

de fertilizantes USS 50 
bilhões. O Brasil é o 5” 
maior consumidor de 
pesticidas e movimenta 
USS 2,5 bilhões. Os her
bicidas representam a 
maior parcela tanto em 
âmbito mundial como no 
Brasil. Calcula-se que so
mente cerca de 0.1% atin
ge o alvo específico en
quanto os restantes 99-9% 
da aplicação tem poten
cial para se mover em 
diferentes compartimen
tos ambientais tais como 
o solo e águas residuais e 
subterrâneas.

A prática mundial do 
uso de agroquímicos por 
longos períodos, muitas 
vezes indiscriminada e 
abusiva, vem trazendo 
preocupações à autori
dades públicas e aos 
envolvidos com saúde 
pública e sustentabilida- 
de dos recursos naturais, 
em conseqüência da con
taminação ambiental. O 
Brasil tem uma diversi
dade imensa de sistemas 
ecológicos únicos e sensíveis, alguns 
dos quais submetidos ã agricultura in
tensiva.

Os resultados de inúmeros traba
lhos têm revelado a presença de níveis 
alarmantes de agroquímicos e seus pro
dutos de degradação em solos e águas 
superficiais e subterrâneas. Os relatos 
iniciaram-se nos anos 70 e desde então, 
com o aprimoramento das técnicas ana
líticas com maior acuidade e sensibili
dade, mostraram por exemplo que em
1988, mais da metade dos estados ame
ricanos possuíam águas subterrâneas 
contaminadas (PARSONS & WITT, 1989). 
O uso indiscriminado de agroquímicos

íf e  í i u J i i á J i y

Bolívia

Paraguai

Figura 2- Aqüífero Botucatu ou 
Guarani

levou â contaminação dos solos onde 
índices acima de 5000 ppm de atrazina, 
3000 ppm de clorpirifos, 3900 ppm de 
diuron, e 1900ppm de parathion foram 
descritos na literatura (WINTERLIN etul.
1989.).

A detecção de contaminação ambi
ental por agroquímicos exige o estabe
lecimento de políticas ambientais seve
ras que controlem o uso indiscriminado 
e abusivo destes agentes, o desenvolvi
mento de técnicas de descontaminaçâo 
dos sítios contaminados e o emprego de
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Figura 1- Microbacia do 
Espraiado- as cores definem os ■ 
diferentes tipos de solo
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técnicas alternativas de plantio.

O HERBICIDA 
ATRAZINA

H;C
'ÍHC2H5

Os Herbicidas triazínicos vem 
sendo empregados na agricultura 
para o controle de ervas daninhas, 
devido a capacidade destes com
postos orgânicos em inibir a fotos- 
síntese. Dentre eles destacam-se a 
atrazina, simazina, propazina e 
ametrina. A atrazina em uso há 
mais de 30 anos, representa 12%
(mais de 40 000 toneladas/ano) de 
todos os pesticidas empregados 
nos Estados Unidos em culturas de 
milho, sorgo, cana e abacaxi, corno 
também é largamente empregada 
nos Estados centrais e moderada
mente em Estados do leste. O Bra
sil, com as culturas da cana e milho 
na liderança, emprega também ele
vadas quantidades de herbicidas 
triazínicos. Das 150.000 toneladas/ 
ano dos pesticidas consumidos, 
cerca de 33%, são herbicidas; so
mente a cultura de cana de açúcar, 
vem consumindo acima de 20.000 
toneladas, que representa em tor
no de 13% do total de pesticidas.

A atrazina é um contaminante 
potencial da água em virtude de 
suas características: alto potencial 
de escoamento, elevada persistên
cia em solos, hidrólise lenta, baixa 
pressão de vapor, solubilidade 
baixa para moderada em água, 
absorção moderada à matéria or
gânica e argila. De fato, a presença 
de atrazina em águas subterrâneas 
americanas é cerca de 10 a 20 vezes 
mais freqüente do que o contaminante 
segundo na lista (HALLBERG, G.R. -1989). 
No Canadá, os estudos constataram a 
presença de atrazina em poços, sendo 
que alguns apresentam índices da ordem 
de 10 ug/L de atrazina e um produto de 
degradação, também fitotóxico ( BELLU- 
CK et al,1991).

A MICROBACIA DO ESPRAIADO E O 
AQÜÍFERO BOTUCATU 

OU GUARANI

Estudos geológicos coordenados pela 
EMBRAPA/CNPMA revelaram uma área 
na região de Ribeirão Preto, SP, com 
cerca de 4.000 hectares, definida como 
microbacia do Espraiado, com alto risco 
de contaminação por agroquímicos (fi
gura 1). Esta região está localizada em 
uma área de recarga do aqüífero Botuca- 
tu ou Guarani. Este aqüífero está abriga
do na bacia sedimentar do Paraná, ocu-
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Figura 3- Biodegradação 
da atrazina n h 2 n h 2
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pando uma extensão de 1 150.000 km2 
(figura 2). A maior parte encontra-se em 
território brasileiro (840.000 km2), no 
entanto uma considerável porção locali
za-se na Argentina, Paraguai e Uruguai. O 
aqüífero, que possui água de excelente 
qualidade e é extraída de poços semi- 
artesianos, abastece centenas de cidades 
de pequeno e médio porte, atingindo 
60% das cidades urbanas do Estado de 
São Paulo. Na região de Ribeirão Preto, 
com mais de 2 milhões de habitantes, 
praticamente 100% das cidades são abas
tecidas exclusivamente com água subter
rânea.

As áreas de recarga (150.000 km2) se 
localizam nas bordas leste e oeste do 
aqüífero em faixas alongadas do pacote 
sedimentar que afloram à superfície. Nes
tas áreas, as águas de chuva alimentam o 
aqüífero, confluindo para a calha da 
bacia.

As áreas de recarga se constituem nas

regiões onde o aqüífero é mais vulnerá
vel. O mau uso destas terras pode, em 
longo prazo, comprometer a qualidade 
do recurso natural mais precioso para a 
humanidade, a água.

A BIODEGRADAÇÃO DE ATRAZINA

A maioria dos compostos orgânicos, 
xenobióticos, tais como agroquímicos 
em geral, não se perpetuam no ambiente 
pois podem ser biodegradados pela ação 
de organismos vivos presentes na nature
za, que atacam a estrutura molecular 
destes compostos orgânicos. Os micror
ganismos, pela sua capacidade degrada
dora, participam de forma significativa na 
eliminação ou redução acentuada dos 
níveis de pesticidas empregados na agro
pecuária. No entanto, dependendo da 
natureza qualitativa e quantitativa do com
posto empregado e das características 
gerais do solo, ocorre o acúmulo a índi-
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única fonte de carbono ou carbono e 
nitrogênio, a atrazina na concentração de 
10ug/mL. Após um período de incubação 
variado, as amostras foram analisadas em 
seu conteúdo residual de atrazina por 
CLAE (cromatografia líquida de alta efici
ência). A figura 5 ilustra a biodegradação 
do herbicida com os cromatogramas de 2 
amostras designadas 4 e 5, onde pode-se 
observar a degradação parcial (amostra 
4) e total (amostra 5) de atrazina após 26 
dias de incubação.

BI ORREMEDIAÇÀO

A descontaminação de sítios já sujei
tos à contaminação podem ser obtidos 
por técnicas de remediação e restaura
ção. Usualmente, estas técnicas conso
mem montantes astronômicos, como os 7 
bilhões gastos devido à contaminação 
por metais pesados. Tecnologias avança
das tais como o uso de sistemas biológi
cos de tratamento, para reduzir ou des- 

. truir resíduos perigosos, são vistas como 
uma opção para a tecnologia de descon
taminação. Um dos campos mais promis
sores da biotecnologia que visa o empre- 

ces considerados tóxicos. SELEÇÃO DE
A molécula de atrazina, formada por 

um anel aromático heterocíclico clorado 
e N-alquilado, não é facilmente biodegra- 
dada. Alguns microrganismos tem de
monstrado habilidade de biodegradar par
cial ou totalmente a molécula, levando a 
formação de NH3 e C02 (figura 3).

A degradação parcial da molécula de 
atrazina por fungos tais como Aspergillus 
fumiganis e Rhizopus stolonifer foram 
relatados, embora a maioria das ações 
microbianas relatadas, recaem sobre bac
térias do gênero Rhodococcus, Nocnrdia,
Badllus e principalmente Pseudomonns, 
um gênero bastante versátil também com 

/ habilidade para degradar 2,4-D (BEHKI &
KHAN, 1986; BEHKI et al, 1993; LEVA- 
NON, 1993)- A mineralização completa 
da atrazina por um único microrganismo 
não é comum, mas consórcios empre
gando 2 ou mais espécies diferentes são 
capazes de mineralizar atrazina (RASO- 

- DEV1CH et al, 1995). Os achados de 
KORPRADITSKUL et al, 1993, mostraram 
que amostras de solos do Japão e da 
Tailândia contém uma população eleva
da de degradadores de atrazina. Esta 
população não foi capaz de, no solo, 
degradar com eficiência a atrazina pre
sente. Pode-se concluir que, espécies do 
mesmo gênero e mesmo subespécies, 
podem apresentar capacidade metabóli
ca distinta que traduzem em habilidade 
de degradar compostos orgânicos dos 
mais diversos. Os isolamentos a partir de 
amostras de solo de locais diferentes, tem
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MICRORGANISMOS 
BIODEGRAD ADORES 

DE ATRAZINA

O isolamento e seleção de 
linhagens microbianas capazes 
de biodegradar atrazina, é um 
trabalho bastante atraente e de 
interesse nacional quando se 
utiliza solos tropicais submeti
dos à agricultura intensiva.

Em nossos trabalhos micro- 
biológicos, decidimos trabalhar 
com amostras de solo coletadas 
da região da microbacia do Es
praiado. Os pontos de coleta 
das amostras foram definidos 
através da superposição de di
versos mapas geológicos e de 
acordo com as características e 
propriedades do solo da re
gião, com cobertura de cana de 
açúcar (CERDEIRA et al, 1998').
Partindo de 9 pontos, as amostras foram 
coletadas a 2 profundidades diferentes: 
0-20 e 80-90 cm. e submetendo estas 
amostras ao tratamento com atrazina 
(lmg/mL em suspensão de solo). Após 
tratamento, as suspensões foram plaque- 
adas revelando populações diversas de 
microrganismos como as da figura 4. Os 
microrganismos isolados foram testados 
em sua habilidade para metabolizar atra
zina. Para monitorar a degradação de 
atrazina, os microrganismos foram incu
bados em meio líquido, contendo como

0 5 10 0 5 10 15 20

Figura 5 - Cromatograma de CLAE 
(Cromatografia líquida de Alta 
Eficiência) de amostra de solo: coluna 
RP-18 (250x4,6 mm); fase móvel - 
Me0H:H,0 (70:30, v/v); detector UV - 
220 nm; fluxo lmL/min.

A - Amostra 4 - Oh
B - Amostra 4 - 2 6  dias de incubação 
C - Amostra 5 - Oh
D - Amostra 5 - 2 6  dias de incubação

Figura 4 - População microbiana 
de amostra de solo incubada com 
atrazina (1,66 g/L) por 14 dias

conduzido à diversidade de isolados, 
resultados, às vezes, concordantes e, ou
tras, discordantes, embora sempre resul
tados que acrescentam aos achados ante
riores.



go dos microrganismos, direciona-se 
para a remediação de locais contamina
dos devido ao uso de agroquímicos. 
Uma vez que microrganismos presentes 
em solos são capazes de degradar e 
mineralizar pesticidas, pode-se desen
volver remediação biológica ou biorre- 
mediação de sítios contaminados, em
pregando-se microrganismos selecio
nados. A biorremediação tem por obje
tivo inocular o solo com microrganis
mos com capacidade de metabolizar os 
resíduos tóxicos presentes no ambien
te. A biorremediação vem sendo desen
volvida com o objetivo de explorar a 
diversidade genética e a versatilidade 
metabólica microbiana para a transfor
mação de contaminantes em produtos 
menos tóxicos, que podem ser integra
dos nos ciclos biogeoquímicos naturais. 
Estudos baseados no uso de microrga
nismos para degradar compostos quí
micos são descritos freqüentemente na 
literatura, bem como a degradação total 
ou parcial de pesticidas por populações 
microbianas naturais presentes em so
los.

Isolamento, caracterização e identi
ficação dos microrganismos com habi
lidade ou atividade enzimática metabo- 
lizadora dos materiais químicos poten
cialmente tóxicos, é essencial para uti- 
lizá-Ios em biorremediação como medi
da mitigadora nos problemas decorren
tes do uso irracional de agroquímicos.

Tentativas para se aplicar processos 
de biorremediação em solos contami

nados, por simples adição destes ao 
solo, por meio de um processo conhe
cido como bioaumento ou bioamplia- 
ção, não vem alcançando o sucesso 
esperado. A incorporação de nutrientes 
ao solo ou outra manipulação da área 
denominada de bioestimulação, para 
promover o crescimento microbiano, 
tem resultado em sucesso limitado (US 
Geological Survey).

O enfoque que estamos utilizando é 
desenvolver um sistema de liberação de 
microrganismos como os empregados 
para a liberação de fármacos em medi
camentos, como um modelo para ser 
aplicado em processos de biorremedia- 
ção. Por meio do emprego de conheci
mentos de tecnologia farmacêutica, pre
tende-se incorporar os microrganismos 
de interesse aos sistemas de liberação, 
que podem liberar microrganismos para 
biorremediar solos. Sistemas de libera
ção controlada ou sustentada podem 
ser desenhados para uso no solo. Neste 
sentido, microcápsulas, uso de matrizes 
poliméricas como derivados de algina- 
to, amido ou celulose, estão sendo 
adaptados.

A figura 6 mostra a fotomicrografia 
de partículas desenvolvidas pelo nosso 
grupo de pesquisa para a microencap- 
sulação de microrganismos. As micro
cápsulas serão empregadas em experi
mentos de campo para se avaliar e 
otimizar a mineralização de atrazina.

As microcápsulas poderão então ser 
lançadas a sítios contaminados permi

tindo a biorremediação do so lo  e  
consequente proteção dos aqüí
feros.

REFERÊNCIAS 
BIBLIOGRÁFICAS

BEHKI, R. M.; KHAN, S. r .  
(1986) - Degradation of atrazine 
by Pseudomonas-, N-dealkylation 
and dehalogenation of atrazine 
and its metabolites. J.Agric.Food 
Cliem. 34: 746-749.

B E H KI, R. M. ;TO P P, E.; 
DICK,W.; GERMON,P.(1993) Me
tabolism of the herbicide atrazine 
by Rhodococcus strains. Appl. 
Environ.Microbiol. 59: 1955-1959.

BELLUCK, D.A.; BENJAMIN. 
S.L.and DAWSON, T. (1991) - 
Groundwater contamination by 
atrazine and its metabolites: Risk 
assessment, policy, and legal im
plications. In L. Somasundaram 

andJ.R. Coats (eds.) Pesticide Transfor
mation Products: Face and Significance 
in Che Environment. American Chemical 
Society, Washington, DC.

CERDEIRA, A L , LANCHOTE, VL; 
GOMES, MA; BONATO, P; PESSOA, M: 
SHUHAMA.IK; UETA.J (1998) - Herbicide 
residue in soil and water from sugarcane 
area in Brazil. In Congrés Mondial de 
Science du Sol, 16 Anais 1-7

HALLBERG, G.R.(19S9) -Agr. Ecosys. 
Environ. 26: 299-367

KORPRADITSKUL, R.; KATAYAMA, 
A.; KUWATSUKA, S. (1993) Degradati
on of atrazine by soil bacteria in statio
nary phase. J. Pesticide Sci 18: 293-298 

LEVANON, D. (1993) - Roles of 
fungi and bacteria in the mineralization 
of the pesticides atrazine, alachlor, 
malathion and carbofuran in soil. Soil 
Biol. Biochem. 25(8): 1097- 1105.

PARSONS, B. & WITT, J.M. (1989) - 
Pesticides in groundwater in the USA. A 
report of a 1988 survey of US States. EM 
8406; Oregon Scace UniversityExcension 
Service.

RASODEVICH. M; TRAINA, S; HAO, 
Y; TUOVINEN, O H (1995) - Degradati
on and mineralization of atrazine by soil 
bacterium isolate Appl Environ Microbi
ology 61:297-302

WINTERLIN ET AL (1989) Arch En
viron Contam Toxicol. 18: 734-747.

Participantes do trabalho: Pós-gra- 
duandos, graduandos estagiários e téc
nicos especializados dos laboratórios 
de Tecnologia das Fermentações, Con
trole de Qualidade e Tecnologia Farma
cêutica da FCFRP-USP. &

Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento 13


