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RESUMO

O perfil econdémico do Brasil, voltado para as atividades agropecuarias, reflete no elevado uso de
agroquimicos que alcangam os recursos hidricos por meio de lixiviacdo ou escoamento superficial. Entre os
compostos de ampla utilizacdo destaca-se o glifosato cuja degradacdo biolégica de compostos comerciais
ainda carece de informacdes. Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo geral de avaliar a degradacéo
do glifosato (formulacdo comercial) em um reator desnitrificante de leito fixo operado em batelada sequencial,
com adicdo de material suporte e etanol como co-substrato. Foram estudadas trés condi¢fes com relagdo C/N
(glifosato/nitrato) de 0,15; 0,33 e 0,66. Os resultados demonstram que as maiores relacBes obtiveram
eficiéncia de remocéo do glifosato da ordem de 65% e 240 minutos de tempo de ciclo. O modelo cinético que
melhor se ajustou aos resultados de decaimento da concentracdo de glifosato foi o de pseudo-primeira ordem
com residual.

PALAVRAS-CHAVE: Formulagdo Comercial de Glifosato, Desnitrificacdo, Co-Substrato.

INTRODUCAO

No Brasil, apesar da crescente industrializacdo, a agricultura continua sendo uma atividade econémica
importante, uma vez que a produgdo é impulsionada principalmente pelas atividades de exportagdo de carnes e
gréos. De acordo com o IBGE (2017) a producdo de cereais, leguminosas e oleaginosas em 2017 alcangou em
média 240,6 milhGes de tonelada, impulsionada, principalmente pela plantacdo de cana-de-agUcar seguida pela
de soja.

Essa elevada producéo agricola no Brasil reflete diretamente no uso de insumos e agroguimicos. No ano de
2009, foram utilizados mais de um milhdo de toneladas de agroquimicos, o que equivale a uma média de 5,2
Kg de agroquimicos por habitante, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) (INCA, 2015).

E certo que apesar dos beneficios econdmicos e na produtividade, a utilizacdo inadequada desses produtos
pode gerar, invariavelmente, impactos adversos ao meio ambiente, comprometendo a sustentabilidade dos
ecossistemas naturais e agricolas a médio e longo prazos (ANA, 2013). De acordo com Belluck, Benjamin e
Dawson (1991), menos de 0,1% desses compostos atingem o alvo especifico enquanto 99,9% restantes da
aplicacdo tem potencial de transferéncia para outros compartimentos ambientais, tais como o solo, aguas
superficiais e subterraneas.
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Entre os ingredientes ativos de maior comercializacdo no Brasil o herbicida glifosato destacou-se na 12
colocacdo, no ano de 2016 com 185,6 ton, de ingrediente ativo o que corresponde a um valor aproximado de
240,2% a mais do que o segundo colocado (IBAMA, 2017).

Levando-se em consideracdo o elevado consumo de compostos a base de glifosato, assim como seu potencial
toxico exposto na literatura (INCA, 2015), as diretrizes europeias alertam que embora caras, as técnicas de
tratamento utilizadas para reduzir a concentracdo de glifosato em meio aquoso sdo necessarias para minimizar
0s riscos dos residuos de suas formulacfes em agua para consumo humano (BAI; OGBOURNE, 2016).

Para o tratamento desse composto, o emprego de técnicas baseadas em processos bioldgicos pode ser
promissor, visto a possibilidade em adaptar os microrganismos existentes no meio para que degradem tais
compostos, mediante aplicacdes frequentes do produto (SMELT et al., 1996).

Com relacdo a capacidade de bactérias desnitrificantes degradarem o glifosato, tal hipdtese baseia-se em
resultados de trabalhos desenvolvidos por diferentes pesquisadores que tém demonstrado que 0s organismos
responsaveis pelo processo de desnitrificagdo sdo bastantes resistentes e se adaptam bem a presenca de
compostos considerados toxicos, como por exemplo, produtos farmacéuticos e de higiene pessoal (SUAREZ;
LEMA,; OMIL, 2010), benzotriazol (HERZOG et al., 2014), entre outros.

Desta forma, o glifosato poderia ser utilizado como fonte de carbono (DICK; QUINN, 1995). No entanto,
como a remogao de xenobioticos ocorre em taxas lentas, no caso do glifosato sua meia vida no ambiente é de
12 dias a 10 semanas (PIP, 1994), devido as baixas popula¢fes de microrganismos que tém seu crescimento
perturbado pela presenca desses compostos, o processo de biodegradacdo do glifosato pode ser favorecido pela
adicdo de um composto organico de facil degradacdo, co-substrato, para obtencdo de energia (RIVERO;
PEREZ, 2008).

Porém, pela dificuldade de avaliar os efeitos positivos de um composto sobre o consumo de outro, torna-se
necessario estudos experimentais sobre a introducdo equilibrada de co-substratos para uma maior eficiéncia de
remocao de poluentes considerados recalcitrantes.

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi o de avaliar a degradacdo de uma formulagdo comercial de
glifosato em um reator andxico de leito fixo operado em batelada, por bactérias desnitrificantes, visando uma
possivel biorremediacdo in situ em casos de contaminacdo. Também foram verificadas as melhores condicGes
com relacdo a relagdo C/N (glifosato/nitrato) e a cinética de remocéo.

MATERIAIS E METODOS
SISTEMA OPERACIONAL

Foi utilizado um reator sequencial em batelada (RSB) operado sob condi¢des desnitrificantes e biomassa
imobilizada. Na Figura 1A, 1B e 1C séo apresentados esquema do reator, foto do sistema e material suporte
respectivamente.
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Figura 1: Representacdo esquematica (A) e foto (B) do sistema operacional sendo reator_biolégico (1), bomba
peristaltica (2) e material suporte (3), C) material suporte fabricado com polietileno de alta densidade (PEAD)
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O reator utilizado possui capacidade volumétrica de 1,4 L. O enchimento e esvaziamento do reator foi feito
manualmente pela parte superior que era mantida fechado durante o ciclo de operagéo para evitar oxigenacao
do meio. A bomba peristaltica foi utilizada para a circulacdo do substrato (vazdo de 0,7 mLmin) no reator
com o objetivo de promover maior contato com o0 meio suporte constituido por 122,6228 g de pegas
randémicas com formato esférico constituidos de material de polietileno de alta densidade (PEAD), dispostos
aleatoriamente no reator biolégico.

O sistema foi operado em regime de batelada com tempo de ciclo de 30 horas em uma primeira etapa e nas
demais etapas com 12 horas. A temperatura permaneceu em 26 °C £ 2 °C.

INOCULO

Como in6culo do reator foi utilizado lodo aerdbio obtido em um decantador secundario de sistema de lodos
ativados e previamente adaptado as condigdes andxicas utilizando substrato constituido por nitrato de sddio
(121,43 g) e etanol como fonte de carbono (0,5 mLL™).

CONDIGOES NUTRICIONAIS

Para avaliar a capacidade de remocdo de formulagdo comercial a base de glifosato em meio andxico o sistema
operou com 3 etapas distintas (sem considerar o periodo de adaptacdo as condi¢Bes andxicas) sob diferentes
condi¢Oes nutricionais que se encontram descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Composicéo nutricional do substrato utilizado durante as 4 etapas de operacéo do sistema.

Composto Concentragdo (mg LY
Etapa 1l (51d") | Etapa2 (19d) | Etapa 3 (32d)
Glifosato 1,5 10,00 10,00
Nitrato de Sodio (NaNQO3) - N-NO3 10 15 30
Relacdo Glifosato/Nitrato (C/N) 0,15 0,66 0,33

* d- dias de operagdo

As trés etapas testadas tiveram o intuito de otimizar a remocdo de glifosato e nitrato. Em todas as etapas
também foi adicionado ao substrato 0,20 mLL* de etanol como co-substrato para aumentar a eficiéncia na
biodegradacdo, devido este composto ser considerado altamente energético (MACEDO et al., 2015). A fonte
de glifosato foi o produto comercial a base de sal de di-amdnio de glifosato 445,00 gL (370,00 gL
equivalente de acido). Para manter o tamponamento do sistema foi utilizado bicarbonado de sédio de forma a
fornecer 50mgL™* de alcalinidade no sistema. Para evitar a adi¢do de micronutrientes no sistema foi utilizada
agua ambiental do rio Meia Ponte (trecho Goiania/GO) ao invés de agua destilada.

ACOMPANHAMENTO DO TRATAMENTO

Para avaliar o desempenho do sistema foram realizados perfis temporais das concentracfes de nitrato e
glifosato apds o sistema se apresentar em equilibrio dindmico aparente detectado por meio de anlises
semanais (dados ndo apresentados). Com os dados obtidos foi possivel avaliar a eficiéncia de tratamento assim
como a cinética do processo. Os ajustes cinéticos para degradacdo do glifosato foram feitos utilizando-se o
software Origin® versdo 9.0, ao modelo de decaimento exponencial de primeira ordem com concentracdo
residual utilizada por Mendonca (2002) e apresentado na equacéo 1

C,=C,HC,-C)e™ equaco (1)

Onde C;: concentracéo residual de glifosato (mgL1); Co: concentragéo inicial de glifosato (mgL™2); k:
constante cinética aparente de primeira ordem (min); t: tempo (min).

ANALISES FiSICO-QUIMICAS

A analise realizada para determinacéo da concentracdo de glifosato foi a metodologia proposta por Tzaskos et
al. (2012), que consiste na reagdo do glifosato com ninidrina e molibdato de sddio, que formam um produto
violeta, ap6s 12 (doze) minutos em banho-maria a temperatura de 90°C. A leitura foi realizada em 570nm, que
apresenta 0 maximo de absorcdo. As analises de nitrato e pH foram realizadas de acordo com métodos
propostos por APHA (2012). A temperatura foi medida por meio de termémetro de mercirio comum em
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laboratério. Nao foi possivel medir oxigénio dissolvido no meio, porém, o reator foi operado completamente
fechado de forma a evitar oxigenacéo no sistema.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Etapa 1 do experimento o sistema foi operado com baixa concentracio de glifosato (1,5 mgL™) e tempo de
ciclo de 30 horas com o intuito de adaptar os microrganismos a presenca de glifosato. A relacdo C/N foi de
0,15. O elevado tempo de ciclo foi determinado em funcdo de estudos prévios de degradacdo deste composto
que apresentaram tempos de degradacéo da ordem de dias. (CASTRO JR; PERALBA; AYUB, 2007; WANG
et al, 2016). Na Figura 2 encontram-se apresentados os dados do perfil temporal obtido para as concentragdes
de nitrato e glifosato durante a Etapa 1.
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Figura 2: Perfil temporal da remocé&o de glifosato e nitrato obtido durante a Etapa 1. No destaque o
decaimento da concentracéo de glifosato e nitrato nos primeiros 500 minutos.

Ao analisar os resultados obtidos no perfil da Etapa 1 apresentados na Figura 2, verifica-se que a contragdo de
nitrato teve uma diminuicdo de aproximadamente 44% nos primeiros 60 minutos completando-se para 90,8%
em 500 minutos de operacdo do sistema, enquanto que a concentracdo de glifosato diminuiu 44 % na primeira
hora e 51% nos 500 minutos (ver destaque da Figura 2).

A maior eficiéncia de remocdo obtida na primeira hora pode estar associada a maior disponibilidade de fonte
de carbono para o crescimento microbiano. Por outro lado, a deplecdo do nitrato ap6s a estabilizacdo da
concentracdo de glifosato, a partir dos 60 minutos, pode estar associada & utilizacdo de fonte de carbono
oriunda dos demais componentes constituintes da formulagdo comercial, como por exemplo, surfactantes.
Paulo et al (2017) estudaram o uso de surfactante como fonte de carbono e energia para o enriquecimento de
culturas desnitrificantes com concentragdo entre 50 mgL? e 1000 mgL? e verificaram a capacidade de
diferentes espécies em crescer no meio, porém, com respostas diferenciadas a concentragdo dos surfactantes.
Nesse periodo de tempo, ndo se considerou a possibilidade de a deplecéo do nitrato ser de fontes endogenas de
carbono, visto que a desnitrificacdo endodgena apresenta baixa eficiéncia (ABUFAYED; SCHROEDER, 1986),
fato este que ndo foi detectado no comportamento cinético.

A slbita elevacdo na concentracdo de glifosato detectada a partir dos 540 minutos pode estar relacionada com
a formacdo de subprodutos resultante das condi¢des anaerbias que comecaram a reger o sistema de
tratamento devido a baixa concentragdo de nitrato no meio. Durante 0 metabolismo anaerobio séo produzidos,
por meio de processos fermentativos, entre outros subprodutos, como aminoécidos e acidos graxos (KUNZ;
OLIVEIRA, 2006) cuja determinacdo pode ser realizada por meio da reacdo com ninidrina (FRIEDMAN,
2004) que no presente estudo foi utilizada para analise de glifosato. Ainda, tais subprodutos também podem ter
servido de fonte de carbono para 0s organismos presentes no meio, inclusive os desnitrificantes
(ELEFSINIOTIS, WAREHAM, SMITH, 2004)
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Com relagdo ao pH este se manteve em média igual a pH= 7,9 + 0,4, porém tal manutencdo pode estar
associada a alcalinidade adicionada ao substrato.

A partir dos resultados obtidos no perfil temporal da Etapa 1, optou-se por diminuir o tempo de ciclo para 12 h
(720 minutos) e elevar a concentracdo de glifosato para 10 mgL™ e de nitrato para 15 mgL™* (C/N= 0,66) de
forma a garantir disponibilidade de fonte de carbono e nitrogénio necessarios para a manutencdo do
metabolismo microbiano (YANG; WANG; ZHOU, 2012). Na Figura 3 sdo apresentados os resultados do
perfil temporal obtidos para as concentrac@es de nitrato e glifosato durante essa etapa.

. Etapa 2 (C/N=0,66)
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—e— Glifosato
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Figura 3: Perfil temporal da remocéo de glifosato e nitrato obtido durante a Etapa 2.

Nessa etapa a remocéo de glifosato e nitrato foram de 64,4% e 95,85%, respectivamente, com tempo de
degradacéo de 240 minutos para ambos os compostos. O aumento na eficiéncia de remogdo assim como na
velocidade de remocdo do nitrato pode estar relacionado ndo somente com a relagdo C/N assim como com o
aumento nas concentragdes iniciais de glifosato e nitrato que permitiram maior disponibilidade de fonte de
carbono e aceptor de elétrons, respectivamente para o processo metabolico desnitrificante. O pH se manteve
em 8,09 + 0,27. Esse valor mais elevado é caracteristico do processo desnitrificantes no qual alcalinidade é
gerada,

A relagdo C/N, esta diretamente relacionada com a eficiéncia do processo de desnitrificacdo (KUMMER et al,
2011; HUILINIR et al, 2012; YANG; WANG; ZHOU, 2012; MIELCAREK et al, 2015), porém n&o ha um
consenso sobre a relacdo ideal, visto que esta depende, entre outros fatores do tipo de fonte de carbono
utilizada no processo (YANG; WANG; ZHOU, 2012). Nesta etapa o nitrato pode ter sido limitante do
processo de desnitrificacdo devido sua concentracdo, ap6s 240 minutos de tratamento, ter permanecido inferior
a ImgL™. Novamente a condigéo de anaerobiose pode ter influenciado na anélise de glifosato que detectou um
“aumento na sua concentracdo” em baixas concentracdes de nitrato. Desta forma acredita-se que a remogéo de
glifosato via processo desnitrificante tenha ocorrido somente nos primeiros 240 minutos.

Para verificar se o nitrato foi o limitante no processo durante a Etapa 2, sua concentracdo foi aumentada para
35 mgL sem alterar a concentracdo de glifosato que se manteve em 10 mgL™, desta forma a relagdo C/N
passou a ser de 0,33. Na Figura 4 séo apresentados os perfis temporais da concentracdo de nitrato e glifosato
para a Etapa 3.
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Figura 4: Resultados dos perfis temporais da concentragdo de nitrato e glifosato para a Etapa 3.

Os resultados obtidos na Etapa 3 demonstram que a concentracdo final de glifosato foi de aproximadamente 4
mgL que corresponde a uma eficiéncia de remocdo de 65,8% enquanto que a remogdo de nitrato foi de
43,11%, com os mesmos 240 minutos de tratamento. Nesta etapa percebe-se que a remocao de nitrogénio
ficou condicionada a disponibilidade de carbono que, ap6s os 240 minutos pode ter se tornado insuficiente
para o crescimento dos organismos heterotroficos desnitrificantes, visto que o processo de desnitrificagdo
também pode ser afetado pela disponibilidade de material organico (MATHIOUDAKIS; AIVASIDIS, 2009;
KUMAR et al, 2012).

Com relacdo a diminuigdo de, aproximadamente, 17% na concentragdo de nitrato entre 540 e 720 minutos
pode-se inferir que outros compostos presentes na formulacdo do glifosato, assim como na Etapa 1, tenham
sido utilizados como fonte de carbono para os organismos heterotréficos quando o glifosato alcancou valores
baixos para a manutengdo do metabolismo de tais organismos.

Nessa etapa, como a concentragdo de nitrato permaneceu com valores da ordem de 20 mgL™ ndo se detectou
incoeréncias com os resultados obtidos na analise de glifosato, 0 que corrobora a hipétese de anaerobiose nas
etapas anteriores. O valor de pH foi de 8,51 +0,36.

Na Figura 5 sdo apresentados os resultados da eficiéncia de remoc¢do de nitrato e glifosato em fungdo das
relagdes C/N adotadas nas Etapas 2 e 3, respectivamente. N&o foi feita a analise do resultado da Etapa 1 visto a
hipétese de que a remogao do nitrato com o uso de glifosato como fonte de carbono tenha ocorrido somente na
primeira hora do ciclo conforme explicado anteriormente.

B Glifosato ®Nitrato

95.85

% de Remocio
(=)}
(=]

Relacao C/N

Figura 5: Eficiéncia de remoc&o de nitrato e glifosato em fun¢do da relacdo C/N adotadas 2 (C/N=0,66) e
3 (C/N=0,33).
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Pode-se verificar que a variagdo na relagdo C/N afetou mais significativamente a remocéo do nitrato do que a
do glifosato. Esses resultados sdo condizentes com os obtidos por Kumar et al (2012) cujo sistema operado
alcancou as maximas eficiéncias de remogao de nitrato quando operado em altas relagoes C/N.

A remocao de nitrato diminuiu de 95,85% para 43,11% quando a relagdo C/N diminuiu pela metade. Esse fato
revela que a fonte de carbono no meio foi limitante para o processo de desnitrificacdo, por outro lado, a
eficiéncia de remocao de glifosato se manteve da ordem de 60% em um periodo de 240 minutos, para ambas
as relac@es. Estes resultados obtidos permitem verificar, que o tempo de degradacdo foi menor que a média de
5 dias para degradar 41% de glifosato obtidos por Castro Jr, Peralba e Ayub (2007) em biorreatores aerébios
com concentragéo inicial de glifosato de 50mgL™ e Wang et al (2016) com tempos de degradagdo de 40 dias
para mineralizar cerca de 50% de *Cs-glifosato com concentragéo inicial de 3mgL* (equivalente a 50mgL*
de glifosato).

Embora a concentragdo de nitrato ndo tenha afetado significativamente a eficiéncia de remogdo, 0 mesmo néo
foi observado para a cinética do processo, conforme ajustes cinéticos apresentados na Figura 6 e seus
respectivos parametros apresentados na Tabela 2 .
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Figura 6: Ajuste cinético utilizando modelo de pseudo-primeira ordem considerando concentragao
residual de glifosato para as Etapas 2 (C/N=0,66) e 3 (C/N=0,33).

Tabela 2: Parametros cinéticos obtidos para os resultados obtidos na etapas 2 (C/N=0,66) e 3

(CIN=0,33).
Etapa CIN R? K (min 1) Crealc. Crobt.
2 0,66 0,99267 0,01343 3,48996 3,86626
3 0,33 0,98598 0,02243 4,56076 4,78263

Creaic. — concentracéo residual calculada pelo modelo; Cropt.- concentragdo residual obtida experimentalmente

Os resultados obtidos experimentalmente durante os perfis temporais obtidos nas Etapas 2 e 3 apresentaram
adequado ajuste ao modelo de pseudo-primeira ordem considerando concentracdo residual de glifosato. Pode-
se verificar que os valores do coeficiente de correlacdo foram superiores a 0,95 assim como os valores da
concentracdo residual de glifosato calculado quanto as obtidas experimentalmente se apresentam relativamente
préximas.

Com relacdo a diferenca de velocidade obtidas em ambas as etapas se verifica que a na primeira hora de ciclo
houve uma reducédo de 36,02% e 45,66% na concentracdo de glifosato, nas Etapas 2 e 3, respectivamente. O
motivo pelo qual a etapa com maior concentracdo de nitrato tenha apresentado maior taxa de remogdo na
primeira hora pode ser exatamente a alta disponibilidade de aceptor de elétrons que favorece o metabolismo
microbiano.
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CONCLUSOES

A remocdo de glifosato por meio de processo desnitrificantes foi alcancada com eficiéncia de remocéo
maxima da ordem de 65% e 240 minutos de tempo de ciclo com relagbes C/N de 0,33 e 0,66. A remocao de
nitrato foi afetada pela disponibilidade de material organico como aceptor de elétrons para o processo
metabdlico. Da mesma forma, a velocidade e remocdo do glifosato foi afetado pela concentracdo inicial de
nitrato no meio, porém a eficiéncia final de remo¢d néo sofreu alteracdes significativas alcancando valores da
ordem de 64,4% e 65,8% nas etapas 2 e 3 respectivamente.
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