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RESUMO

A biodegradacdo é um processo no qual os microrganismos (nativos) de uma regido
agem para realizar a reciclagem de compostos (nocivos) em busca de preservar,
recuperar e proteger o ambiente natural. O espirodiclofeno (Esp.) tem a funcéo de inibir
a biossintese lipidica e, € um pesticida cancerigeno para os seres humanos. O processo
de biodegradacdo do pesticida realizado neste trabalho foi alcancado por meio
Planejamento Fatorial (método Taguchi), utilizando o microrganismo Bacillus sp. 6F em
um periodo de reacdo de 3 d. Observou-se que a melhor condicéo para biodegradacao
obtida pelo Planejamento Fatorial foi na presenca do meio de cultura Peptona G, pH 5,
temperatura 40 °C e rotacdo 200 rpm.
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INTRODUCAO

Existe uma grande diversidade de pesticidas que sdo utilizados na producao
integrada na citricultura, que incluem inseticidas, fungicidas e acaricidas. Devido a grande
utilizacdo desses compostos no combate a pragas, estudos foram realizados por Golge e
Kabak (2015) para avaliar a presenca de residuos de 115 pesticidas que sdo utilizados na
citricultura. Dentre os agroquimicos encontrados estdo as classes de neocotinoides,
piretroides, lactonas macrociclicas, carbamanatos, organofosforados, clopirifés entre
outros. Esses compostos além de impedirem a proliferacdo de microorganismos nocivos
as plantacdes podem em excesso pelo processo de lixiviacdo alcancar os rios e lagos
contaminando as aguas e até mesmo provocar doencas pelo consumo desses alimentos
(referencia).

A biodegradacdo € um processo no qual os microrganismos (nativos) de uma
regido agem para realizar a reciclagem de compostos toxicos ou xenobioticos em busca
de preservar, recuperar e proteger o ambiente natural (Tortora GJ, Funke BR, Case LC,
2012). Este processo de desintoxicagdo do meio ambiente utilizando bactérias possibilita
0 aumento da biodegradacéo, tornando o processo de biorremediacdo mais eficaz em
alguns casos com total eliminagdo do contaminante no ambiente (Pinhatia et al., 2014).
Dentre os pesticidas utilizados na cultura de citros ha o espirodiclofeno um acaricida
pertencente a familia dos acidos tetronicos espirociclos (cetoenois) (Demaegh P. et al.,
2013), que durante um periodo de uso pode causar sérios danos ao meio ambiente além
de ser cancerigeno para seres humanos de acordo com Gabinete Ambiental de Protecéo
dos Estados Unidos das Ameéricas (EUA) bem como, inibe a biossintese lipidica (XIE, L.
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et al., 2012). Sendo assim, os estudos de degradacédo realizados neste trabalho poderédo
trazer informagOes importantes para o processo de biorremediagdo, produzindo
metabdlitos que sejam menos tdxicos que o0 composto utilizado.

MATERIAL E METODOS

Cultivo do microrganismo em meio sélido

O crescimento da bactéria Bacillus sp. 6F foi realizado em placas de Petri com 25
mL de meio de cultura [15 g L™ de 4gar, 8 g L™ de caldo nutriente, pH 7, 100 ppm de
Esp.]. A auséncia de contaminacdo dos meios solidos foi confirmada previamente por
incubacdo em estufa BOD a 34 °C durante 24 h. Placas controles na auséncia do pesticida
também foram realizadas.

Cultivo do microrganismo em meio liquido

Os experimentos de biodegradacdo foram realizados em frascos Erlenmeyer de
125 mL com 50 mL de meio de cultura (Peptona G 12 g L, caldo nutriente 8 g Lt e
Solucdo Salina 0,86%) e foi utilizado um inéculo contendo 1 mL de suspensdo (108
CFU/mL) da bactéria Bacillus sp. 6F obtida ap6s 24 h de crescimento em cultura sélida.

Cada experimento para a biodegradacdo de Esp. foi incubado em um agitador
orbital nas condicdes fornecidas pelo Planejamento Fatorial (Tabela 1) durante 24 h e,
subsequentemente, a suspensao de bactérias foi transferida para um tubo de centrifuga de
250 mL (CR22GlII de alta velocidade refrigerado Centrifugue- HITACHI), 5000 rpm, 4
° C, 2 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o sedimento (bactérias) foi
adicionado ao frasco Erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de meio de cultura nas condic¢des
dadas pelo Planejamento Fatorial (Tabela 1). Em seguida, o Esp. (100 ppm) foi
adicionado a suspenséo de bactérias previamente cultivadas na presenca do pesticida e o
frasco foi incubado em um agitador orbital nas condi¢cdes dadas pelo Planejamento
Fatorial (Tabela 1).

Apds 120 h, o Esp. e os seus metabolitos foram extraidos da suspenséo de bactérias
de cada experimento de biodegradacdo utilizando 30 mL de acetato de etila por agitacao
vigorosa durante 30 min. Em seguida foi realizada uma centrifugacdo (CR22GlII de alta
velocidade refrigerado Centrifugue- HITACHI), 10.000 rpm, 20 min e o sobrenadante foi
transferido para um frasco de Erlenmeyer de 125 mL. O pH do meio foi ajustado para pH
7,0 e realizou-se a extracdo liquido-liquido com 30 mL de AcOEt em triplicata. A fase
orgénica foi seca com Na>SO4 anidro e o solvente foi evaporado a vicuo. As amostras
foram suspensas em metanol em baldo volumétrico de 5 mL e em seguida analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Planejamento Fatorial (método Taguchi)

Para o Planejamento Fatorial utilizou-se de quatro variaveis e trés niveis. Neste
caso as variaveis utilizadas foram meio de cultura (Peptona G, caldo nutriente, solugéo
salina), temperatura (24, 32, 40°C), pH (5, 7, 9) e rotacéo (60, 130, 200). Optou-se por
utilizar o método Taguchi pois reduz significativamente o nimero de experimentos,
dando um total de nove experimentos (Tabela 1) (McEwan et al., 1993).
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Quantificacao do pesticida Esp. por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAEUV)

As analises foram realizadas utilizando sistema cromatografico Shimadzu,
composto pelos seguintes modulos: sistema de bombeamento LC-20AT, desgaseificador
DGU-20A5, amostrador automatico SIL-20AHT, detector UV-VIS SPDM20A, forno de
coluna CTO-20A, controlador de sistema CBM-20A e coluna Phenomenex (250 x 4,6
mm). O material foi eluido com uma mistura de 0,5% de &cido formico em &gua (solvente
A) e 0,5% de acido formico em acetonitrila (solvente B): 0-15 min, 20% B, 0,5 fluxo; 15-
16 min, 20% B, 0,7 fluxo; 16-49 min em 75% B, 1,0 fluxo (gradiente linear). A
temperatura do forno foi de 40°C, fluxo de 1,0 mL min™e volume de injecdo de 10 pL.
A deteccdo ultravioleta foi realizada em 277 nm. Tempo total de analise foi de 50 min e
o tempo de retencdo do Esp. 45,3 min. O Esp. foi determinado quantitativamente
utilizando solucdes padrdes de concentracfes 5, 10, 25, 200, 400, 600 e 1000 ppm de Esp.
em metanol gerando a equac&o linear ¢ = 3508,8 x + 48420 com R? = 0,9954.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de biodegradacdo do pesticida Esp. foi realizado com a bactéria
Bacillus sp. 6F isolada do Cerrado Reflorestado localizado préximo ao CAMPUS 11 da
Universidade de Sao Paulo (USP). Com aplicacdo do método estatistico (Taguchi), nove
condigBes experimentais foram realizadas. Como pode-se observar na Tabela 1 as
condicdes 3 (96,32%) e 7 (88,55%) foram as que melhor biodegradaram o pesticida em
3d.

Tabela 1: Condices obtidas para o Planejamento Fatorial baseado no método Taguchi e quantificacdo da
biodegradagdo do pesticida Esp. pela bactéria Bacillus sp. 6F.*
Temperatura Rotacdo Concentracdo de biodegradacéo do

Condicoes Meio de cultura  pH

) (rpm) Esp. (3d) (ppm)
1 Peptona G 5 24 60 0,00 =0, 00
2 Peptona G 7 32 130 52,44 +3,84
3 Peptona G 9 40 200 96,32 +0,93
4 Solugdo Salina 5 24 60 69,62 +2,21
5 Solugdo Salina 7 32 130 0,01 £0,01
6 Solugdo Salina 9 40 200 15,23+ 0,44
7 Caldo Nutriente 5 24 60 88,55 +1,20
8 Caldo Nutriente 7 32 130 21,35 +5,80
9 Caldo Nutriente 9 40 200 7,81 £1,55

*Concentracéo inicial Esp. 100 ppm.

O gréfico obtido na Figura 1-A mostra os niveis que melhor induziram na
biodegradacdo do Esp. Podemos observar que o meio de cultura Peptona G, pH 5,
temperatura 40°C e rotacdo 200 rpm foram os parametros que influenciaram
significativamente a obtencdo de altos valores de biodegradacao em 3 d.
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Anélises estatisticas por meio de dendogramas (Figura 1-B) foi realizada para
melhor interpretacdo da Tabela 1. Estabelecendo 20 como distancia de ligacdo ha a
formacéo de 4 grupos. Sendo o primeiro cluster formado pelas condigdes 1, 5, 6, 8 e 9
(0,0%, 0,0%, 15%, 21% e 8%) tendo os menores valores de biodegradacéo, o segundo
cluster formado pelas condicbes 3 e 7 (96% e 88%) tendo os melhores valores de
biodegradacéo e as condicdes 2 (52%) e 4 (70%) permaneceram isoladas, estando com
valores intermediarios de degradacéo entre os outros dois cluster.

Figura 1: (A) Influéncia das variaveis com relagdo a melhor resposta, (B) Dendograma representando a

relagdo de similaridade entre as condicOes testadas para a biodegradagdo do Esp. Pela bactéria Bacillus

sp. 6F.
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Com os estudos realizados por Planejamento Fatorial para a degradacao de Esp.,
foi possivel observar que houve quase que completa degradacdo do composto na condicéo
3 (96,32 + 0,93) e condicdo 7 (88,55 + 1,20y com 3 d de reacdo. Além de averiguar que a
melhor condicdo para a degradacdo do Esp. obtida pelo Planejamento Fatorial foi meio
de cultura Peptona G, pH 5, temperatura 40 °C e rotacdo 200 rpm. Sendo assim, a bactéria
Bacillus sp. 6F € um microrganismo promissor para a degradacdo do Esp.
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