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RESUMO 

 

GÓES, K. P. Isolamento e caracterização de bactérias degradadoras de acefato. 180 f. 
Tese (Doutorado em Microbiologia) – Programa de Pós-Graduação, Departamento de 
Microbiologia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 
 

 

Quatro linhagens capazes de crescer com acefato foram isoladas a partir de solos agrícolas 

com históricos de aplicação de deste composto.  Stenotrophomonas maltophilia, Rhodococcus 

sp, Staphylococcus sp e Pandoreae sp foram identificadas através da  análise do rDNA 16S e 

perfil de ácidos graxos de membrana. O protocolo analítico para determinação de acefato e 

metamidofós em meio de cultura baseado na extração com acetato de etila e sulfato de sódio 

seguido da análise por GC/MS foi desenvolvido e validado. Rhodococcus sp foi o isolado 

mais eficiente na degradação de acefato, removendo 99.24% deste composto em meio de 

cultura com acefato como única fonte de carbono, seguido da acumulação e degradação de 

metamidofós.  Quando avaliados com acefato como fonte combinada de carbono e nitrogênio, 

estes organismos degradaram 19% de acefato com formação de 17% de metamidofós. 

Staphylococcus sp apresentou 21% de degradação de acefato utilizando-o como fonte de 

carbono e nitrogênio, mas não manteve o crescimento quando em presença deste composto 

como fonte de carbono. Stenotrophomonas maltophilia e Pandoreae sp  não mantiveram a 

capacidade de crescer com acefato como única fonte de carbono isoladamente. Estas 

linhagens apresentaram crescimento em acefato como fonte de nitrogênio e enxofre, porém, 

as análises de GC/MS demonstraram que não houve degradação nestas condições. 

 

Palavras-chave: Acefato. Biodegradação. GC/MS. Organofosforado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

ABSTRACT 

 
GÓES, K. P. Isolation and Characterization of Acephate degrading bacteria. 180 p. Tese 
(Doutorado em Microbiologia) – Programa de Pós-Graduação, Departamento de 
Microbiologia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 
 

 

Four strains of microorganisms capable of growth on acephate were isolated from agricultural 

soil samples with a history of acephate application. Stenotrophomonas maltophilia, 

Rhodococcus sp, Staphylococcus sp and Pandoreae sp were identified based on 16S rRNA 

gene sequencing and fatty acid profiling. An analytical protocol for acephate and 

metamidophos determination in growth media based on liquid-liquid extraction with 

ethylacetate and sodium sulphate and subsequent analysis by GC/MS was developed and 

validated. Rhodococcus sp was the most efficient acephate degrader of the isolates, it removed 

99.24% of acephate from defined growth media when the compound was provided as sole 

carbon source, whith transient accumulation of metamidophos. When provided as a combined 

carbon and nitrogen source, the organisms degraded 19% of acephate with formation of 

metamidophos (17%). Staphylococcus sp degraded 21% of acephate when provided as sole 

nitrogen and carbon source but did not grow on the compound as a sole source of carbon.  

Pandoreae sp and Stenotrophomonas maltophilia failed to grow on acephate as sole source of 

carbon after three successive subcultivations in defined medium. These strains grew in media 

where the pesticide was provided as a combined nitrogen and carbon source, but no acephate 

biodegradation could be demonstrated in these instances. 

 

Key words: Acephate. Biodegradation. GC/MS. Organophosphorus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

19 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

A produção agropecuária moderna é altamente dependente do uso intensivo de 

agrotóxicos (TREVIZAN et al., 2005). O Brasil se transformou nas últimas décadas em um 

dos maiores consumidores de agrotóxicos em virtude da expansão da fronteira agrícola e da 

modernização da tecnologia de produção vegetal e animal. Segundo a Associação Brasileira 

das Indústrias de Química Fina, Biotecnologia e suas Especialidades (ABIFINA), o 

faturamento do segmento agroquímico saltou de 1,2 bilhões em 2002 para 4,4 bilhões de reais 

em 2004, sendo que, em 2004, 40% dos produtos vendidos eram herbicidas, 31% fungicidas, 

24% inseticidas e 5% outros (FARIA et al., 2007). Em 2003, o Brasil foi classificado como 

oitavo país entre os maiores consumidores de pesticidas e o quarto maior mercado produtor de 

pesticidas no mundo. Segundo a Associação Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), em 

2006, o Brasil está colocado como o segundo maior consumidor de agrotóxico do mundo.  

 

1.1 Organofosforados 

 

Atualmente diferentes classes químicas de pesticidas (organoclorados, 

organofosforados, carbamatos, piretróides, entre outros) são utilizadas como herbicidas, 

acaricidas, inseticidas, fungicidas, etc. Dentre estes, destaca-se a classe dos organofosforados, 

que vem sendo cada vez mais aplicada, devido a sua menor persistência no ambiente e melhor 

eficácia em relação aos organoclorados. 

Estes compostos são derivados do ácido fosfórico, do ácido tiofosfórico ou do ácido 

ditiofosfórico, com amplo grau de toxicidade para humanos, devido a sua capacidade de 

inibição da acetilcolinesterase (AChE), enzima que promove a hidrólise da acetilcolina em 

colina e ácido acético (GALLO e LAWRY, 1990). Sendo assim, apesar da importância na 

economia, o uso destes compostos oferece riscos à saúde humana e à sobrevivência de outras 

espécies do ecossistema, alterando os equilíbrios existentes nas cadeias tróficas, causando 

diminuição e até o desaparecimento de espécies naturais do ambiente.  

Dentre estes compostos, o acefato (C4H10NO3PS), quimicamente conhecido como O,S-

dimetil-N-acetil fosforamidotioato, e o metamidofós (C2H8NO2PS), conhecido como O,S-

dimetil fosforamidotioato, encontram-se como ingredientes ativos comercializados com mais 

de 100 diferentes tipos de formulações, com boas propriedades inseticidas e acaricidas 

(RAININA et al., 1996).  
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1.2 Propriedades físicas, químicas e toxicológicas do Acefato e do Metamidofós 

 

Acefato (C4H10NO3PS) e Metamidofós (C2H8NO2PS) na forma pura apresentam 

semelhanças em suas fórmulas moleculares e estruturais sendo que ambos têm um centro 

fosfórico ao qual estão ligados um grupo metoxi (CH3O-) e um grupo tiometil (CH3S-) 

eletrofílico (Figura 1). 

O acefato é um inseticida organofosforado, quimicamente conhecido como O,S-dimetil-

N-acetil fosforamidotioato, (ANDREI, 1999) sendo obtido através da N-acetilação do 

metamidofós (SINGH, 1984; HUSSAIN, 1987). Possui dose letal (DL) 50 de 945 mg/kg para 

machos de ratos albinos e 866 mg/kg para fêmeas; DL 50 aguda dérmica > 2.000 mg/kg para 

coelhos (TOMLIN, 1995). Tem propriedades físico químicas tais como, pressão de vapor 

0,226 mPa (24 °C); Kow = 0,13; solubilidade em água 790 g/l, em acetona 151, etanol > 100, 

acetato de etila 35, benzeno 16, hexano 0,1 (todos em  g/l, 20 °C), ponto de fusão 82 – 89 °C e 

peso molecular 183,1 g/mol (TOMLIN, 1995; WARE, 1990). 

No Brasil é comercializado com os nomes de Orthene 750BR, Acefato Fersol 750PS, 

entre outros (ANDREI, 1999), estando registrado para uso em 18 culturas, especialmente para 

hortaliças (Sistema de Agrotóxicos Fitossanitários). 

O metamidofós é um inseticida acaricida organofosforado, quimicamente conhecido 

como O,S-dimetil fosforamidotioato (ANDREI, 1999). Possui DL50 aguda oral de 20 mg/kg 

para ratos albinos, de 10 – 30 mg/kg para coelhos, e DL50 aguda dérmica de 130 mg/kg para 

ratos albinos (TOMLIN, 1995), portanto um inseticida muito mais tóxico do que o composto 

(acefato) que o origina. Tem propriedades físico químicas tais como, pressão de vapor 2,3 

mPa (20 °C); pKow = 0,8; solubilidade em água > 200 g/l (20 °C), isopropanol > 200, 

diclorometano < 200, tolueno 2 - , hexano 0,1 – 1 (todos em g/l, 20 °C), ponto de fusão 44,5 

°C e peso molecular 141,1 g/mol (TOMLIN, 1995; WARE, 1990). 

No Brasil é comercializado com os nomes Tamaron, Hamidop 600, Metamidofós Fersol 

600, entre outros (ANDREI, 1999), estando registrado para uso em 12 culturas, especialmente 

hortaliças (Sistema de Agrotóxicos Fitossanitários). 
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Figura 1. Fórmulas estruturais do acefato e metamidofós (HUSSAIN, 1987). 
 

Considerando as dosagens e as doses letais citadas acima, observam-se diferenças 

significativas de toxicidade entre os dois compostos, sendo o metamidofós de 75 a 100 vezes 

mais tóxico que o acefato (SINGH, 1985; SPASSOVA et al., 2000), pertencendo à classe 

toxicológica I (Sistema de Agrotóxicos Fitossanitários), enquanto o acefato se encaixa na 

classe III (Sistema de Agrotóxicos Fitossanitários) 

Relativamente ao modo de ação, estes compostos atuam como inibidores da 

acetilcolinesterase (AChE), enzima que promove a hidrólise da acetilcolina em colina e ácido 

acético, inibindo a transmissão sináptica, resultando em uma hiperestimulação colinérgica, o 

que interfere no funcionamento do sistema nervoso central e na resposta muscular, 

produzindo sérios sintomas, podendo levar à morte (OGA, 1996). 

 

1.3 Aplicação  

 

Estes compostos costumam ser utilizados em culturas de couve-flor, feijão, fumo e 

tomate para controle de pragas como pulga do algodão (Aphis gossypii), broca (Eutinobothrus 

brasiliensiensis), pulgão da couve (Brevicorine brassicae e Myzus persicae), manhoso 

(Chalcodermus bimaculatus), tripes do fumo (Thrips tabaci), pulga do fumo (Epitrix 

fasciata), broca grande do fruto (Heliothis zea), tripes do tomate (Frankliniella schulzei), 

tripes do amendoim (Enneothrips flavens), lagarta do pescoço vermelho (Stegasta bosguella), 

vaquinhas (Diabrotica speciosa e Diabrotica atomaria), cigarrinha verde (Empoasca 

kraemeri), lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis), percevejo verde (Nezara viridula), broca 

pequena (Neoleucinodes elegantalis) e mosca branca (Bemisia tabaci), como também para o 

tratamento de sementes de algodão destinadas ao plantio. 

Atualmente, as dosagens de aplicação do acefato nas culturas de fumo, tomate, couve-

flor e feijão variam de 0,5 a 1,0 kg/ha. Enquanto que para o metamidofós as dosagens no 

algodão, amendoim, feijão e soja variam de 0,15 a 0,6 kg/ha, sendo a quantidade máxima de 

resíduo permitida para o acefato de 0,02 mg/kg para batata e brócolis e 1,0 mg/kg para soja e 
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pimentão. Já para o metamidofós as dosagens estão entre 0,01 mg/kg para feijão e soja a 0,3 

mg/kg para tomate.  

 

1.4 Metodologias de análise 

 

Devido à grande utilização de pesticidas no controle de pestes em diferentes culturas 

de frutas e vegetais, muitos estudos vêem sendo desenvolvidos no intuito de detectar 

multiresiduos destes compostos em diversas matrizes, no entanto a análise de amostras de 

água e solo ainda encontra muitas dificuldades.  

A análise de pesticidas normalmente requer o isolamento e concentração dos 

compostos de interesse da matriz, antes da análise. Para isso, a extração líquido- líquido 

(LLE) tem sido mais comum na preparação das amostras, no entanto, este procedimento 

requer grande volume de solventes de alta pureza, que são caros e potencialmente tóxicos, 

além de ser um processo demorado, tornando-o muito custoso. Nesse sentido, nos últimos 

anos vem sendo desenvolvidos métodos de extração por injeção de fluxo como a extração por 

fase sólida (SPE), micro-extração por fase sólida (SPME), stir bar sorptive extraction (SBSE) 

e extração acelerada com solvente (ASE) (BASHEER et al., 2007; HOLLAND e MALCOM, 

1992; SCHENCK e LEHOTAY, 2000; ERNEY e POOLE, 1993; AHAMED, 2001; GOBO, 

2004). Na tabela 1 observa-se as diferentes técnicas de extração de acefato e metamidofós e 

suas respectivas porcentagens de recuperação.  
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Como verificado na tabela acima, a extração por fase sólida de pesticidas altamente 

polares não tem obtido resultados tão satisfatórios quanto à extração líquido-líquido.  

Hayama et al. (2006) trataram as amostras de água em cartuchos de carbono ativado 

no intuito de minimizar possíveis efeitos de matriz, obtendo recuperações de 83 a 94% e 72 a 

84% para acefato e metamidofós, respectivamente.  Em geral, carbono ativado tem sido 

efetivo nos métodos de extração de compostos muito hidrofílicos. Kiguchi e Saitoh (2000), 

obtiveram recuperações entre 73 a 109% na faixa de 0,2 a 2 µg/l de pesticidas polares como 

acefato e metamidofós a partir de amostras de água utilizando discos de carbono ativado.  

Gebert e GeiB (2006) testaram diferentes colunas de extração por fase sólida para 

metamidofós, encontrando como melhor resultado a extração em carboxem 1000, com 60% 

de recuperação.  

Estas metodologias também vêm sendo aplicadas para análises de amostras de plasma 

e urina, mas apresentam os mesmos problemas de recuperação devido à polaridade destes 

compostos, em especial o acefato (INOUE et al., 2007). 

Com relação aos solventes utilizados, o acetato de etila é praticamente imiscível em 

água, o que facilita a remoção desta do extrato de acetato de etila por um agente secante, 

como sulfato de sódio. Em contraste, a acetona precisa da adição de um solvente não polar, 

como diclorometano, levando a diluição diminuição na recuperação de analitos muito polares. 

No caso da acetonitrila, o uso de uma combinação de sais apropriada pode promover uma 

separação das fases bem definida, sem diluição e com alta recuperação de pesticidas polares 

(MASTOVSKÁ e LEHOTAY, 2004). 

Embora estas análises convencionais sejam exatas, elas requerem uma grande 

quantidade de solventes orgânicos, tempo de preparo, e um analista experiente na preparação 

da amostra, na operação e interpretação dos dados. Em contraste, imunoensaios e ensaios de 

inibição enzimática são rápidos, mais baratos e permitem amostragem direta. Os ensaios 

enzimáticos, em particular, são utilizados para uma rápida seleção de inseticidas 

organofosforados e carbamatos em amostras agrícolas, entretanto, como a seletividade desta 

técnica é baseada na reação antígeno-anticorpo, isto dificulta a diferenciação entre os 

pesticidas organofosforados (LEE et al., 2003). No estudo realizado por este autor, o acefato 

foi quantificado por ELISA e GC/FPD a partir de amostras de água, frutas e verduras, 

demonstrando que a metodologia de ELISA pode ser utilizada para análise de resíduos de 

acefato, visto que esta apresentou recuperação 72 a 118%, para amostras de água, enquanto a 

análise por GC/FPD apresentou recuperação entre 60 e 120% para as mesmas amostras.  
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1.5 Comportamento ambiental 

 

A aplicação aérea do acefato pode resultar em contaminação de lagos e riachos, levando 

a um impacto negativo em insetos aquáticos e peixes. Na água este composto pode ser 

hidrolisado principalmente por S-demetilação a produtos inócuos como DMPT (O,S-dimethyl 

phosphorothiolate) e de OMPT (O-methylacetyl phosphoramidothiolate) e, por desacetilação, 

a produtos mais tóxicos do que os iniciais, como metamidofós, pela combinação de fatores 

como microrganismos, luz solar, pH, entre outros (CHUKWUDEBE et al., 1984; FOCHT e 

JOSEPH, 1974) (Figura 2).  

 

 
Figura 2. Possíveis metabólitos formados durante a hidrólise de acefato (CHUKWUDEBE et al., 

1984). 
 

Com relação ao transporte de pesticidas em solos, o mesmo também é altamente 

dependente de interações envolvendo processos químicos, físicos e biológicos. A sorção em 

superfícies minerais imóveis é um fator determinante ao processo de mobilidade no ambiente, 

sendo que, um grande número de fatores contribui para o particionamento de pesticidas em 

soluções aquosas e fases sólidas, incluindo, em geral, as condições das soluções (como pH e 

concentração de pesticidas), tipo de solo, porcentagem de matéria orgânica natural e as 

características minerais. Em solos superficiais, geralmente a porcentagem de matéria orgânica 

natural é alta, influenciando na sorção e na atividade microbiana (YU e ZHOU, 2005).   
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O estudo de Koleli et al. (2007) avaliou o comportamento do metamidofós em 

diferentes composições do solo e os resultados obtidos por ele indicaram que o pH da solução 

de metamidofós aumenta a porcentagem de sorção do mesmo. Isto indica que os grupamentos 

aminas podem ser responsáveis pela sorção do metamidofós. Outros resultados sugerem que 

as superfícies minerais, como argila e óxidos de alumínio e ferro são bons sorventes. 

Marchetti (2004) verificou que o acefato é rapidamente mineralizado a CO2 

apresentando meia-vida de apenas 7,8 dias no solo. Além disso, o inseticida foi pouco 

adsorvido aos colóides do solo, com valor de Koc de 56, o que indica que é um composto 

altamente móvel, não sendo retido no solo. Além disso, mesmo após 120 dias do tratamento, 

foram encontrados resíduos apenas até 10 cm de profundidade do perfil do solo e em 

quantidade que não excedeu os 20% do total aplicado. No entanto, mesmo sendo altamente 

solúvel e pouco adsorvido, o composto não foi encontrado na água lixiviada das colunas de 

solo.  

Chae et al. (2008), avaliaram a taxa de dissipação de acefato e cloropirifós em solos 

tropicais superficiais. A taxa de dissipação do acefato foi muito maior do que de cloropirifós, 

visto que em 7 dias 80% do acefato inicial havia dissipado. Durante este período, apenas 30% 

do cloropirifós havia dissipado. Após 21 e 84 dias o acefato e o cloropirifós, respectivamente, 

já não podiam mais ser detectados. Metabólitos de ambos os compostos, metamidofós e 3,5,6-

tricloropiridinol foram detectados durante as análises.  

Estudos realizados em solos subtropicais de Taiwan demonstraram que as taxas de 

adsorção, meia vida e dissipação do acefato e do metamidofós são influenciadas pela 

temperatura, pH e composição do solo.  

Temperaturas mais elevadas aumentam a adsorção de ambos os pesticidas em solos com 

pH e composições diferentes, porém, tanto o metamidofós como o acefato, apresentaram 

maior adsorção em solos neutros. O metamidofós foi rapidamente degradado nestes solos, a 

temperaturas entre 20 °C a 30 °C, possuindo meia vida com intervalos de 1,11 a 1,61 dias. A 

meia vida do acefato foi maior, variando de 4,52 a 16,43 dias, nas mesmas condições de 

temperatura, o que demonstra que o acefato foi mais persistente do que o metamidofós. A 

mobilidade de acefato no solo foi maior do que a do metamidofós, indicando que o acefato 

contamina lençóis freáticos mais facilmente do que metamidofós nas condições ambientais do 

estudo (YEN et al., 2000). 

Kleier (1994) e Malato et al. (1999) demonstraram a importância da radiação solar na 

fotodecomposição de pesticidas e seus resíduos sob condições de campo e estufa. Segundo o 
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autor, quando aplicado no campo os pesticidas agem sob condições mais adversas, e 

imprevisíveis, sendo um dos fatores mais importantes a luz solar, especialmente a radiação 

ultravioleta, absorvida por muitos pesticidas, sendo suficientemente energética para iniciar a 

fotodegradação. Sendo assim, os pesticidas aplicados na estufa estão mais protegidos. Han et 

al. (2008) utilizaram nano TiO2 como catalisador na degradação de acefato por fotocatalise, 

avaliando a influência do substrato e a concentração do catalisador para a degradação deste 

pesticida, observando que melhor taxa de degradação com adição de 4 g/l de TiO2. Este 

trabalho demonstra a decomposição do acefato através a quebra inicialmente na ligação C-N e 

P-N, seguido da quebra das ligações P-S, P-O e P-C, formando ao final CO2 e H3PO4. 

Aproximadamente 100% dos átomos de enxofre foram transformados em SO4, contudo, 

apenas 3% dos átomos de nitrogênio e 2% dos átomos de fósforo foram transformados em 

NO3 e PO4. 

Um estudo com objetivo de analisar o comportamento do acefato em águas com e sem 

sedimento, demonstrou que as taxas de degradação de acefato tiveram um aumento 

considerável quando as amostras de água foram tratadas e incubadas na presença de 

sedimentos e se mostrou persistente na ausência destes. A hidrólise do acefato ocorre melhor 

em meio alcalino (pH 8.2) em temperaturas entre 20 a 30 oC, sendo que, 4,5% do acefato 

aplicado é convertido em metamidofós. A taxa de degradação do acefato, em águas de riacho, 

foi de 55% após 50 dias, enquanto que, em águas de lagoa, esta taxa foi de 20% após 42 dias 

(SZETO et al., 1979).  

 

1.6 Biodegradação de acefato e metamidofós 

 

 As bactérias possuem importante papel na transformação de pesticidas. Mesmo os 

mais persistentes podem ser metabolizados por várias espécies de bactérias, através da 

utilização destes compostos como fonte de energia ou nutrientes (carbono, nitrogênio, fósforo 

ou enxofre), por mineralização (degradação completa, formando dióxido de carbono ou 

metano), detoxificação (conversão em metabólitos não tóxicos), cometabolismo (vários 

microrganismos participam da degradação enquanto crescem e consomem outros compostos) 

e ainda ativação (moléculas não tóxicas podem ser convertidas a moléculas tóxicas (KUMAR 

et al., 2007). A mineralização completa é mais provável em consórcios microbianos do que 

em culturas puras (SCHRIJVER e MOT, 1999).  
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 Em geral, estes compostos não são tóxicos para as bactérias, visto que existem muitos 

trabalhos demonstrando a biodegradação dos mesmos (SINGH, 2008b). Em 1973 foi isolada 

de solo a primeira bactéria capaz de degradar compostos organofosforados, identificada como 

Flavobacterium sp ATCC 27551 (SETHUNATHAN e YOSHIDA, 1973; CALDWEL e 

RAUSHEL, 1999). A partir daí, alguns fungos e cianobactérias foram isolados utilizando 

compostos organofosforados como fonte de carbono, nitrogênio ou fósforo (SINGH, 2008b).  

 Durante os últimos 30 anos aumentaram as pesquisas envolvendo os mecanismos 

moleculares na degradação microbiana de pesticidas. Os genes envolvidos foram mapeados, 

em sua maioria, em plasmideos, no entanto, alguns foram encontrados no cromossomo. Na 

maioria dos casos esses genes são carreados por transposons (SCHRIJVER e MOT, 1999).  

A hidrolise microbiana das ligações P-O alquil ou P-O aril catalisada pela fosfo(tri, di 

ou mono)esterase (KERTESZ et al., 1994) (Figura 2) tem sido descrita como a principal via 

de detoxificação de compostos organofosforados.  No entanto, o modo de regulação desta 

enzima depende do composto a ser utilizado para o crescimento celular, como fósforo, 

carbono ou enxofre. A fosfo(tri, di ou mono)esterase tem se mostrado eficiente catalisador da 

hidrólise de diferentes pesticidas organofosforados clivando as ligações P-O, P-F, P-S e P-

(CN) (MULCHANDANI et al., 2001a,b; LAI et al., 1995; LAI et al., 1994), e foi isolada de 

bactérias como Pseudomonas diminuta, Flavobacterium sp, Arthrobacter sp (OHSHIRO et 

al., 1999; MULCHANDANI et al., 2001; LAI et al., 1995). 

Chae et al. (1995) avaliaram a influência de cofatores na afinidade da fosfotriesterase 

com o acefato, e relataram que a Zn-fosfotriesterase foi a que apresentou maior afinidade. No 

entanto, esta afinidade, não é suficiente para uma boa ação enzimática, considerando que a 

eficiência catalítica da enzima para a clivagem da ligação P-S do acefato foi reduzida (Kcat= 

2,85 s –1) devido à baixa afinidade pelo acefato como substrato (Km=160 mM), como 

demonstra Lai et al. (1995). Este valor indica que são necessárias altas concentrações de 

acefato no ambiente para que a fosfotriesterase tenha uma atividade sobre este substrato.  
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Figura 3. Via metabólica proposta para degradação de compostos organofosforados através da enzima 

bacteriana fosfotriesterase (SINGH, 2008a,b). 
 

Muitas pesquisas têm sido voltadas para a hidrólise destes compostos devido à alta 

redução da toxicidade dos mesmos para mamíferos após esta reação. Os passos hipotéticos da 

hidrolise das ligações fosfoesters podem ser postulados pela produção de monoesteres e 

finalmente pelo fosfato inorgânico, no entanto esta via não foi especificamente estudada 

(SINGH e WALKER, 2006). A fosfomonoesterase e a fosfodiesterase, que degradam metil e 

dimetil fosfato, respectivamente, foram identificadas em Klebsiella aerogenes 

(WOLFENDEN e SPENCE, 1967) e são produzidas somente na ausência de fosfato 

inorgânico no meio de cultura. 

A enzima final desta via de degradação é uma fosfatase alcalina bacteriana, a qual pode 

hidrolisar fosfatos monoalquilicos simples, e também é regulada pelo nível de fosfato 

disponível para a célula. Um mecanismo similar de metabolismo foi descrito para os 

fosfonatos (KERTESZ et al., 1994). A via pela qual o metabolismo é regulado depende 

fortemente do papel do organofosforado para os organismos estudados. Freqüentemente estes 

compostos são usados para suprir apenas a necessidade da célula de um elemento, carbono, 

fósforo ou enxofre, e o gene pode não ser expresso em resposta à falta de outros elementos 

(KERTESZ et al., 1994). Por exemplo, uma linhagem de Pseudomonas stutzeri, isolada para 

utilização de paration como fonte de carbono, liberou dietilfosforotionatos quantitativamente 

e não pôde metabolizá-los mais tarde, mesmo na ausência de enxofre ou fósforo 

(DAUGHTON e HSIEH, 1977). Da mesma forma, uma variedade de isolados, capazes de 

utilizar pesticidas fosforotionatos e fosforoditionatos como única fonte de fósforo, foram 

incapazes de utilizá-los como única fonte de carbono (ROSEMBERG e ALEXANDER, 

1979). Shelton (1988) isolou um consórcio com capacidade de utilizar ácido dietiltiofosfórico 

como fonte de carbono, mas o consórcio foi incapaz de utilizá-lo como fonte de enxofre ou 

fósforo. Kertesz et al. (1994) explica uma possível razão para esse fenômeno. Eles sugerem 

que as condições ambientais do enriquecimento dos isolados são cruciais na seleção das cepas 

Composto Organofosforado 

Enzima Bacteriana
Fosfotriesterase 

Grupos deixados 



 

30 
 

não só para a função da enzima, mas também para os mecanismos específicos de regulação 

das vias de degradação. 

Wang et al. (2008) avaliaram os efeitos de degradação de uma nova hidrolase (OPHC2), 

isolada de Pseudomonas pseudoalcaligenes em nove organofosforados (cloropirifós, 

isocarbofós, malation, dimetoato, metamidofós, metidation, fenitrotion, foxim e paration). Os 

resultados indicaram degradação de 100% para cloropirifós, isocarbofós e foxim, 99,87% para 

fenitrotion, 94,31% para malation, 78,55% para dimetoato, 87,93% para metidation e 71,55% 

para metamidofós.  

 A tabela 2 apresenta os principais compostos e os respectivos microrganismos 

degradadores. 
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Tabela 2. Microrganismos isolados e seus compostos de degradação. 
Composto Microrganismo Modo de Degradação Referencia
Cloropirifós Enterobacter sp Catabolismo (C e P) Singh et al., 2003

Flavobacterium sp ATCC27551 Cometabolismo Mallick et al., 1999
Pseudomonas diminuta Cometabolismo Serdar et al., 1982
Micrococcus sp Cometabolismo Guha et al., 1997

Paration Flavobacterium sp ATCC27551 Cometabolismo Sethunathan e Yoshida , 1973
Pseudomonas diminuta Cometabolismo Serdar et al.,1982
Pseudomonas stutzeri Cometabolismo Daughton e Hsieh, 1977
Arthrobacter spp Cometabolismo Nelson et al., 1982
Agrobacterium radiobacter Cometabolismo Horne et al., 2002b
Bacillus spp Cometabolismo Nelson et al., 1982
Pseudomonas sp Catabolismo (C e N) Siddaramappa et al., 1973
Pseudomonas spp Catabolismo (P) Rosenberg & Alexander., 1979
Arthrobacter sp Catabolismo (C) Nelson et al., 1982
Xanthomonas sp Catabolismo (C) Rosenberg e Alexander, 1979

Metilparation Pseudomonas sp Cometabolismo Chaudry et al., 1988
Bacillus sp Cometabolismo Sharmila et al., 1989
Plesimonas sp  M6 Cometabolismo Zhongli et al., 2001
Pseudomonas putida Catabolismo (C) Rani e Lalitha-kumari, 1994
Pseudomonas sp A3 Catabolismo (C e N) Zhongli et al., 2002
Pseudomonas sp WBC Catabolismo (C e N) Yali et al., 2002
Flavobacterium balustinum Catabolismo (C) Somara e Siddavattam, 1995

Glifosato Pseudomonas ssp Catabolismo (P) Kertesz et al., 1994a
Alcaligene sp Catabolismo (P) Tolbot et al., 1984
Bacillus megaterium 2BLW Catabolismo (P) Quinn et al., 1989
Rhizobium sp Catabolismo (P) Liu et al., 1991
Agrobacterium sp Catabolismo (P) Wacket et al.,1987
Arthrobacter sp GLP Catabolismo (P) Pipke et al., 1987
Arthrobacter atrocyaneus Catabolismo (P) Pike e Amrhein, 1988
Geobacillus caldoxylosilyticus T20 Catabolismo (P) Obojska et al., 2002
Flavobacterium sp Catabolismo (P) Balthazor e Hallas, 1986

Coumafós Nocardiodes simplex NRRL B24074 Cometabolismo Mulbry, 2000
Agrobacterium radiobacter P230 Cometabolismo Horne et al., 2002b
Pseudomonas monteilli Cometabolismo Horne et al., 2002c
Flavobacterium sp Cometabolismo Adhya et al., 1981
Pseudomonas diminuta Cometabolismo Serdar et al., 1982
Nocardia strain B-1 Catabolismo (C) Mulbry, 1992

Monocrotofós Pseudomonas spp Catabolismo (C) Bhadbhade et al., 2002b
Bacillus spp Catabolismo (C) Rangaswamy e Venkateswaralu, 1992
Arthrobacter spp Catabolismo (C) Bhadbhade et al., 2002b
Pseudomonas mendocina Catabolismo (C) Bhadbhade et al., 2002a
Bacillus megaterium Catabolismo (C) Bhadbhade et al., 2002b
Arthrobacter atrocyaneus Catabolismo (C) Bhadbhade et al., 2002b
Pseudomonas aeruginosa Catabolismo (P) Singh e Singh, 2003
Clavibacter michiganense SBL11 Catabolismo (P) Singh e Singh, 2003

Fenitrotion Flavobacterium sp Cometabolismo Adhya et al., 1981
Arthrobacter aurescenes  TW17 Catabolismo (C) Ohshiro et al., 1996
Burkholderia sp NF100 Catabolismo (C) Hayatsu et al., 2000

Diazinon Flavobacterium sp Catabolismo (P) Sethunathan e Yoshida, 1973
Pseudomonas spp Cometabolismo Rosenberg e Alexander, 1979
Arthrobacter spp Cometabolismo Barik et al., 1979  

Símbolo do nutriente utilizado durante a degradação: C (carbono), P (fósforo) e N (nitrogênio) (SINGH e WALKER, 2006). 
 

 Como se observa na tabela 2 não existem relatos de microrganismos degradadores de 

acefato e metamidofós até o momento, apenas estudos sobre o efeito que a presença destes 

compostos exerce sobre o crescimento microbiano.  

 Focht e Joseph (1974) avaliaram o tratamento de solos com acefato e metamidofós (20 

mg/l por 50 dias) e verificaram que este tratamento não afetou substancialmente os níveis de 
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população de microorganismos, o que demonstra que nenhum dos dois pesticidas teve efeito 

adverso sobre os microorganismos do solo, não alterando a amonificação, nitrificação, 

oxidação de enxofre, e respiração dos microorganismos. 

 Em contrapartida, Wang et al. (2008) verificaram que aplicações de metamidofós ao 

longo de quatro anos afetaram significativamente a comunidade microbiana do solo, 

reduzindo a biomassa e a diversidade genética e aumentando o catabolismo. Neste caso 

observou-se uma redução nas bactérias Gram positivas e fungos presentes no solo, 

demonstrando a toxicidade deste composto para estes organismos e a adaptação de bactérias 

Gram negativas a esta situação de stress. O aumento do catabolismo indica uma possível 

degradação deste composto por estas bactérias.  

Outros estudos demonstraram que solos aeróbios possuem forte potencial de degradação 

destes compostos, com meia vida de 0,5 a 13 dias para o acefato e 0,583 dias para o 

metamidofós, enquanto que, em solos anaeróbios, a meia vida do acefato foi de 5,2 a 6,4 dias. 

Neste estudo não foi descrito o potencial de degradação de metamidofós em condições 

anaeróbias (FAN e WALTERS, 2002). Os produtos de degradação do acefato em solos 

aeróbios e anaeróbios foram metamidofós, monometilacetilfosforamidato (OMAPAA) e O,S-

dimetil O-fosforotioato (DMTP), e seus intermediários até CO2 (Figura 4).  
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Figura 4. Metabolismo proposto para degradação do acefato em solo (FAO, 2003).  
 

 Li et al. (2008), avaliaram a influência do tratamento com diferentes concentrações de 

metamidofós em microcosmos. Os resultados da contagem por placa após 60 dias de 

microcosmo na maior concentração (250 mg/kg) indicaram um estimulo significativo na 

população de fungos. A análise por DGGE (Denaturating gradiend gel electrophoresis) 

indicou que os perfis de fungos cultiváveis aumentaram após uma semana de incubação, 

entretanto, o índice de diversidade diminuiu nesta semana.  

 Jilane e Khan (2004) avaliaram a resposta no crescimento de Pseudomonas à 

diferentes concentrações de metamidofós onde verificaram que apenas concentrações na faixa 

de 80 a 200 mg/l apresentaram-se como estimulantes durante 24 horas de incubação. A partir 

de 800 mg/l observou-se resistência no crescimento e a 1200 mg/l morte celular, indicando a 

alta toxicidade deste composto para alguns microrganismos. 

Até hoje vários estudos avaliaram a ação destes compostos no meio ambiente, no 

controle de insetos, biotoxicidade, resíduos em alimentos e meio ambiente, contudo 
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verificam-se poucos relatos sobre os impactos na microbiota do solo e seu potencial de 

degradação (WANG et al., 2008). 

Nesse sentido, o objetivo específico deste trabalho foi isolar e caracterizar bactérias 

degradadoras deste composto, utilizando-o como fonte de diferentes nutrientes essenciais, 

como carbono, nitrogênio, fósforo e/ou enxofre, presentes na molécula. 
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5 CONCLUSÕES 

 

A realização deste trabalho permitiu a validação e aplicação da metodologia de 

extração líquido-líquido de acefato e metamidofós em amostras de água seguida da análise 

por cromatografia gasosa acoplada a um espectrômetro de massa, apresentando bons 

resultados de linearidade, reprodutibilidade, precisão e seletividade. Ressalta-se que a 

metodologia utilizada foi eficaz com a utilização de um volume pequeno de amostra e de 

solvente comparado com outros trabalhos, além disso, apresentou baixo tempo de extração, 

possibilitando a otimização do processo.  

Com relação à degradação de acefato, foram isoladas quatro cepas a partir de amostras 

de solo com constantes aplicações de acefato, capazes de crescer em presença do mesmo. As 

linhagens isoladas foram identificadas como Rhodococcus sp (EMACE 6), Stenotrophomonas 

maltophilia (EMACE 5), Staphylococcus sp (EMACE 10) e Pandoreae sp (EMACE 15) 

através análise de rDNA 16S e perfil de ácidos graxos de membrana.  

Ressalta-se, no entanto, que apenas a cepa EMACE 6 apresentou altas porcentagens de 

degradação deste pesticida (99,24%), utilizando-o como fonte de carbono.  Durante os 

ensaios, as análises de cromatografia indicaram a formação de metamidofós, contudo, ao final 

do experimento o mesmo não foi detectado acima do limite de quantificação (13,66 mg/l). 

Este dado, em conjunto com a formação de CO2, avaliada através da análise respirométrica, 

indica a possível mineralização de acefato.  

Relativamente às outras linhagens isoladas, observou-se o crescimento da linhagem 

EMACE 5 em meio com acefato como única fonte de S (0,4 g/l de acefato) ou N (5,4 g/l de 

acefato), da EMACE 6 como fonte de S e N, além de C (1,5 g/l de acefato), da EMACE 10 

como fonte de P (1,19 g/l de acefato) e N e da EMACE 15 como fonte de S e N. Destaca-se, 

no entanto, que todas estas cepas apresentaram crescimento em meio MM/S+GC sem adição 

de acefato, indicando um crescimento a partir de fontes de S não provenientes da quebra do 

acefato. Considerando estes dados, apenas os cultivos com acefato como fonte de P e N foram 

avaliados por cromatografia quanto à degradação de acefato, contudo as análises 

demonstraram que não houve degradação de acefato e formação de metamidofós. Sendo 

assim, todas as linhagens foram testadas utilizando acefato como fonte combinada de 

nutrientes (C e N; C e P), porém apenas as linhagens EMACE 6 e EMACE 10 mantiveram o 

crescimento com acefato como fonte de C e N, no entanto, a análise de cromatografia indicou 

redução de apenas 19% do acefato inicial e formação de 17% de metamidofós no cultivo com 
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a linhagem EMACE 6 e 21% de redução do acefato inicial no cultivo com a linhagem 

EMACE 10.      

 Contudo, o isolamento de uma linhagem capaz de degradar mais de 99% de acefato 

em altas concentrações (1,5 g/l), realizado por este trabalho, indica a biodegradabilidade deste 

composto, permitindo estudos posteriores das vias de degradação, considerando a ausência de 

informações neste campo. Sendo assim, para a continuidade deste trabalho sugere-se um 

estudo a nível molecular dos genes envolvidos no processo de degradação, para posterior 

aplicação em processos de biorremediação.  
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