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RESUMO

Com o0 aumento no consumo de alimentos no mundo existe a necessidade de aumento
no namero de locais para o cultivo e producdo em grande escala destes alimentos. No
caso do Estado de Mato Grosso do Sul ocorre uma grande expansdo canavieira, devido
ao seu potencial de recursos naturais e 0 apoio ao setor produtivo. Além da necessidade
de aumento destas areas agricolas, as mesmas precisam de uma produg&o eficiente, livre
do ataque de insetos praga e ervas daninhas que danifiquem a plantacdo diminuindo a
producdo final. Neste sentido existe a necessidade da utilizacdo de herbicidas para evitar
0 crescimento de ervas daninhas, estes herbicidas por sua vez séo altamente poluentes
ao meio ambiente, contaminado solos e efluentes. Este trabalho teve por objetivo a
bioprospecc¢do, isolamento de bactérias com potencial de crescimento em atrazina, um
herbicida utilizado em lavoura de cana-de-agucar. Foram coletadas amostras de solo de
duas fazendas do Estado de Mato Grosso do Sul com histdrico de uso deste herbicida.
As amostras de solo coletadas foram enriquecidas com o herbicida atrazina e o
crescimento verificado em placas de petri contendo no meio de cultivo utilizado apenas
atrazina como fonte de carbono e outro meio contendo atrazina + extrato de levedura,
além de outros componentes em ambos 0s meios. A partir destas amostras foram
isoladas dezoito bactérias com capacidade de degradacédo do herbicida atrazina, apenas
onze apresentaram crescimento significativo, com as quais realizou-se testes
bioquimicos de identificagdo e curvas de crescimento com quatro isolados que melhor
apresentaram crescimento nas placas de Petri e mensurou-se este crescimento através do

aumento da absorbancia a 600nm. A partir dos resultados obtidos verificou-se que a
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bioprospeccdo de bactérias em lavouras com historico de utilizacdo do herbicida
atrazina permitem o isolamento de micro-organismos com grande potencial de

metabolizacdo deste xenobiotico.

Palavras-chave: Contaminacéo, meio ambiente, herbicida.

INTRODUCAO

Atualmente, existe uma grande demanda por alimentos no Brasil e no mundo,
surgindo assim extensas areas agricolas para suportar esta demanda, nessas areas
agricolas podem surgir pragas, ervas daninhas, micro-organismos que danificam as
plantacbes e causam prejuizos para seus produtores. Para controlar essas pragas 0s
produtores utilizam-se de pesticidas, que por um lado sdo capazes de controlar as
pragas, mas por outro causam prejuizos ao ambiente. Existem 600 ingredientes ativos,
utilizados na formulacéo de pesticidas, registrados para uso na agricultura (Richardson,
1998).

Com esta expansdo observada nos Gltimos anos tem-se notado também um
aumento no uso dos agrotdxicos que sdo 0s compostos mais amplamente encontrados
em corpos hidricos superficiais e subterraneos no mundo todo. S0 em sua maioria
moléculas xenobidticas, ou seja, que ndo se encontra naturalmente no meio ambiente,
incluem uma variedade de moléculas com diferentes caracteristicas que resultam em
distintos graus de recalcitrancia (persisténcia ambiental) e mobilidade, além de
potencial téxico, carcinogénico, mutagénico e teratogénico, podendo ainda provocar
efeitos enddcrinos a diversos organismos ndo alvos, inclusive ao Homem (Armas,
2006).

No caso especifico do Estado de Mato Grosso do Sul tem ocorrido uma grande
expansao canavieira, devido ao seu potencial de recursos naturais e a infraestrutura mo-
derna voltada para o apoio ao setor produtivo, que alavancam investimentos nas
atividades agroindustriais e de expansdo do intercambio comercial (Guimaraes et al.,
2010). Porém, pesquisas sugerem uma perda na diversidade bioldgica, causando
inclusive o aparecimento de pragas agricolas devido tanto a pratica do sistema de

monoculturas quanto ao uso dos pesticidas (Cycdn e Seget-Piotrowska, 2009).



Neste contexto, um dos herbicidas bastante utilizado em lavouras de cana-de-
acucar é a atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina) faz parte da familia
das triazinas, intensamente utilizadas no Brasil e no mundo, sendo frequentemente
detectado como o principal poluente organico de aguas subterraneas e superficiais em

varios paises (Dorfler et al., 1997).

Devido a semelhanca de muitas substancias xenobidticas com compostos
naturalmente presentes nos ambientes, estas moléculas podem ser biodegradadas. A
atividade microbiana é o fator preponderante na determinacéo da velocidade e extensédo
de degradacdo dos pesticidas no solo (Silva, 2001). As condi¢bes do ambiente que
favorecem o desenvolvimento microbiano no solo sdo as mesmas que favorecem a
degradacdo de pesticidas: temperatura, umidade e aeragdo. Os micro-organismos do
solo, principalmente bactérias e fungos, tém sido relatados como o0s principais

degradadores de pesticidas (Monteiro, 2001).

A maioria dos agrotoxicos é transformada predominantemente por processos
biologicos através de enzimas existentes em animais, plantas e micro-organismos
(Semple e Fermor, 1995). As transformacbes bidticas dos agrotoxicos geralmente

resultam na degradacdo da estrutura molecular em formas mais simples (Cheng, 1990).

Os micro-organismos exibem duas estratégias ecoldgicas para a assimilacdo do
substrato ou metabolismo: mineralizacdo e cometabolismo. Na primeira, 0 substrato
absorvido ¢é quebrado em pequenas moléculas, as quais sdo posteriormente
metabolizadas em rotas que geram energia. Nesse caso, a biomassa microbiana aumenta
as expensas do substrato e a concentracdo deste diminui consideravelmente com a
expansdo da populacdo microbiana. A mineralizacdo significa que a molécula €
degradada completamente formando moléculas inorgénicas de ocorréncia universal
como: CO,; CO, H,O, NHj; H,S, HCL Ao contrario da mineralizagdo, no
cometabolismo ndo ha geracdo de energia. Os pesticidas sdo transformados pelas rotas
metabolicas que contém enzimas com alta especificidade de substrato. O resultado é um
metabolito que podera ser degradado posteriormente ou poderd ligar-se a matriz

organica (Monteiro, 2001).

Desta forma, estudos de diversidade de micro-organismos com potencial para

degradar pesticidas séo de grande importancia. Atualmente, os estudos de diversidade



microbiana tém sido realizados baseados tanto em técnicas dependentes, quanto
independentes de cultivo (Wetler-Tonini et al., 2011). Porém, para que seja possivel a
aplicacdo direta destes micro-organismos em projetos de biorremediacao in situ ou ex
situ € de suma importancia que 0S mesmos sejam capazes de crescer em meios sintéticos
e que, além disso, sejam de fécil propagacdo em condi¢des de laboratério. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade de micro-organismos cultivaveis com

potencial de degradacdo do pesticida atrazina.

MATERIAL E METODOS
I. Coleta de amostras

Foram realizadas coletas de solo em duas fazendas localizadas no Municipio de
Rio Brilhante-MS, Fazenda Celeiro e Fazenda Vacaria, ambas com plantagdes de cana-
de-acucar e histérico de aplicacdo de defensivos agricolas como herbicidas e inseticidas.
Foram coletadas 4 amostras em cada fazenda aleatoriamente, com profundidade
maxima de 10 cm. As amostras foram entdo levadas ao laboratério e armazenadas a
10°C.

Il. Enriquecimento das amostras

Apos a coleta de solo, as amostras foram homogeneizadas e 2,5 g de cada amostra
foram pesados totalizando 10 g de cada fazenda. As amostras foram entdo diluidas em
90 mL de meio liquido minimo de sais (MSN) as seguintes concentracdes em g.I":
Na,HPO, (2,4); KH,PO, (2,0); NH4NO; (0,1); MgSO..7H,0 (0,01); CaCl,.2H,0
(0,01). O pH foi ajustado a 6,5 e 0 meio esterilizado por autoclavagem a 121°C por 20
minutos (Radehaus & Schimidt,1992). A este meio foi enriquecido com 0,1% do
herbicida atrazina diluido em &gua e filtrado em membrana 0,22 pm. Os frascos

Erlenmeyr foram incubados a 30°C, 100 rpm por 4 dias.

I11. Isolamento de micro-organismos

Apbs este periodo 200 pL do solo enriquecido foram inoculados por
espalhamento com auxilio de uma alca de Drigauski em placas de Petri contendo 0,1%
de atrazina como Unica fonte de carbono em meio MSM e em outras placas 0,1% de
atrazina + 0,1% de extrato de levedura também em meio MSM. As placas foram

incubadas a 30°C até que colonias fossem visualizadas. O Erlenmeyer contendo o meio



enriquecido da fazendo Celeiro foi inoculado em seis placas, trés com o extrato de
levedura e trés sem a presenca de extrato de levedura. O mesmo foi feito para as

amostras da fazenda Vacaria.

Apdbs o crescimento visivel das col6nias, as mesmas foram entdo repicadas e
inoculadas por esgotamento, e o procedimento foi repetido até o isolamento de placas
com colbnias puras, sempre respeitando a composicdo do meio de cultivo inicial, ou
seja, com ou sem presenca de extrato de levedura. Das placas de Petri da fazenda
Vacaria sem extrato de levedura foram isoladas trés colbnias que receberam a
identificacdo nas novas placas de Petri de V1, V2, V3, e das placas de Petri da fazenda
Celeiro sem extrato foram isoladas outras trés col6nias e identificadas como C1, C2,
C3. Das placas de Petri com extrato de levedura foram isolados da fazenda Celeiro
quatro coldnias sendo identificadas nas novas placas de C4, C5, C6, C7 e da fazenda

Vacaria apenas uma coldnia foi isolada recebendo a identificacdo de V4.

Crescidas as col6nias em estufa a 30°C, observou-se as mesmas para conferéncia
de crescimento e diversidade de micro-organismos degradadores. Nas placas de Petri
que cresceram colonias com aparente morfologia diferenciada, todas foram escolhidas
para isolamento. Todas as placas apresentaram colénias de bactérias.

IV. Identificacdo bioquimica pré-eliminar dos isolados

A partir destas placas realizou-se testes de identificagdo dos isolados. Como
coloragéo de Gram, teste de catalase e de oxidase. Conforme descrito abaixo:

Coloragéo de gram

A analise da morfologia dos isolados foi realizada por microscopia Optica simples,
utilizando coloragdo de Gram. Foi realizado a técnica de coloragdo de Gram com as
colbnias bacterianas isoladas. Seguindo o procedimento descrito pelo Ministério da
Saude (1997). Fez-se um esfregaco com uma amostra da colnia bacteriana. Cobriu-se
o0 esfregaco com cristal violeta e deixou agir por aproximadamente 1 minuto, e fez-se a
lavagem em um filete de agua corrente. Cobriu-se a lamina com lugol e deixou-se agir
por aproximadamente 1 minuto, fez-se a lavagem em um filete de agua corrente.
Cobriu-se a lamina com o alcool etilico (99,5° GL), descorando-a, até que ndo
desprenda mais corante, e faz-se a lavagem em um filete de agua corrente. Cobriu-se a

lamina com safranina e deixa-se agir por aproximadamente 30 segundos e faz-se a



lavagem com um filete de agua corrente. Deixou-se secar ao ar livre, e colocou-se uma
gota de 6leo de imersdo sobre o esfregacgo; e a leitura da 1amina se deu em microscopio
oOptico em objetiva de imersdo (100 X), sendo considerada Gram-positivas as colénias
que apresentarem coloracdo roxa, e Gram-negativas as colénias que apresentarem

coloragéo vermelha.

Catalase

Inicialmente colocou-se uma gota de perdéxido de hidrogénio (agua oxigenada) 3%
sobre uma lamina em um tubo, e com auxilio de uma al¢a de platina, agregou-se a
coldnia em estudo na gota de perdxido de hidrogénio. Sendo considerado resultado
positivo a presenca imediata de bolhas (a producdo de efervescéncia indica a conversao
do H,0, em agua e oxigénio gasoso), e resultado negativo pela auséncia de bolhas ou

efervescéncia.

Oxidase

Para a realizacdo do teste utilizou-se as fitas para determinacdo de oxidase
PROBAC DO BRASIL®, e seguiu-se as especificacdes do fabricante. Este teste foi
realizado apenas com bactérias Gram-negativas. Entdo, utilizou-se uma fita e com
auxilio de uma alca de platina fez-se um esfregago da bactéria a ser identificada na fita.
Fez-se a leitura apos alguns segundos, sendo considerada oxidase positiva o esfregaco
bacteriano na fita que apresentou coloracdo rosa e oxidase negativa o esfregaco

bacteriano que ndo apresentou alteracao de cor.

V. Teste de crescimento dos isolados no pesticida

Foram realizadas curvas de crescimento em triplicata utilizando-se as
concentragfes médias de aplicacdo dos pesticidas como Unica fonte de carbono. Sempre
respeitando a composic¢do do meio de cultivo inicial, ou seja, com ou sem presenca de
extrato de levedura. As curvas de crescimento foram construidas em 60 mL de meio
MSM liquido em Erlenmeyer de 250 mL, mantido em Shaker a 150 rpm em uma
temperatura de 35°C, através da medida da densidade optica em espectrofotdmetro a
600 nm. Em cabine biologica foram retiradas amostras em horarios estabelecidos para
medicao da densidade Optica, iniciando-se do tempo zero, até que os cultivos entrem em
fase de morte celular. Para este teste foram escolhidas duas cepas que cresceram na

presenca de extrato de levedura + herbicida e duas cepas que cresceram utilizando como



Unica fonte de carbono apenas o herbicida. As cepas escolhidas para este teste foram
P3.C3.1.R1 (YE), P5.C5.1.R1(YE), P1.C1.1.R1, P6.C6.1.R2.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento de bactérias

Foram isoladas nove linhagens que apresentaram crescimento significativo em
extrato de levedura e nove que cresceram em presenca do herbicida como unica fonte de
carbono e energia, totalizando dezoito isolados, aparentemente com morfologia
diferente. Realizou-se o repique das dezoito colonias em duplicata. As cepas receberam
a nomenclatura apresentada na tabela 1, de acordo com a fazenda de origem Celeiro (C),
Vacaria (V), placa de Petri de origem (p), coldnia (c) e repeticdo (r), presenca ou
auséncia de extrato de levedura (YE). E a numeracdo de acordo com a quantidade de
placas e coldnias.

Tabela 1. Nomenclatura dos isolados

Com Extrato de Levedura Nomenclatura Rep 01 Nomenclatura Rep 02

c7 P1.C1.1.R1 P1.C1.1.R2
P1.C1.2.R1 P1.C1.2.R2
Cé6 P2.C2.1.R1 P2.C2.1.R2
ca P3.C3.1.R1 P3.C3.1.R2
V5 P4.C4.1.R1 P4.C4.1.R2
C5 P5.C5.1.R1 P5.C5.1.R2
va P6.C6.1.R1 P6.C6.1.R2
P6.C6.2.R1 P6.C6.2.R2
P6.C6.3.R1 P6.C6.3.R2
Sem extrato de levedura Nomenclatura Rep 01 Nomenclatura Rep 02
V1 P1.C1.1.R1 P1.C1.1.R2
Cc3 P2.C2.1.R1 P2.C2.1.R2
P2.C2.2.R1 P2.C2.2.R2
V2 P3.C3.1.R1 P3.C3.1.R2
P3.C3.2.R1 P3.C3.2.R2
V3 P4.C4.1.R1 P4.C4.1.R2
P4.C4.2.R1 P4.C4.2.R2
Cc2 P5.C5.1.R1 P5.C5.1.R2

C1 P6.C6.1.R1 P6.C6.1.R2




Identificac@o bioquimica pré-eliminar dos isolados

O teste de catalase foi feito apenas em bactérias Gram positivas e o de oxidase nas
Gram negativas. E para visualizacdo da forma das bactérias foi utilizado o microscopio
com objetiva de aumento de 100x. Das dezoito cepas isoladas apenas onze com
crescimento significativo foram viaveis para a realizacdo dos testes. As duplicatas
selecionadas para os testes foram: P1.C1.1.R1; P1.C1.1.R1(YE); P2.C2.1.R1(YE);
P3.C3.1.R1(YE); P4.C4.1.R2(YE); P4.C4.1.R1(YE); P5.C5.1.R1(YE); P6.C6.1.R2;
P6.C6.1.R2(YE); P6.C6.2.R1(YE); P6.C6.3.R1(YE).

Com os resultados obtidos pelos testes de identificacdo bioguimica na tabela 2
podemos observar que a maioria das cepas isoladas das duas fazendas sé&o Gram
positivas, sendo apenas trés bactérias Gram negativa. Em relacdo a forma foram

isolados tanto bastonetes quanto esferas.

Tabela 2. Resultado identificacao

Placas Gram Catalase Oxidase Forma
P1.C1.1-R1 (v) () (-) bastonetes
P6.C6.1.R2 () () (+) bastonetes
P6.C6.3.R1YE (v) (+) (+) bastonetes
P6.C6.1-R2 YE (v) (+) (+) esferas
P6.C6.2.R1YE (v) (+) (+) esferas
P1.C1.1.R1YE (c) (+) (+) bastonetes
P2.C2.1.R1YE (c) (+) (+) esferas
P4.C4A.1.R1YE (v) (+) (+) bastonetes
Bastonetes
P5.C5.1.R1YE (c) (-) (+) filamentosos
P4.C4.1.R2YE (v) (+) (+) bastonetes
P3.C3.1.R1YE (c) (+) (+) bastonetes

*(c) = Fazenda Celeiro (v) = Fazenda Vacaria

Crescimento dos isolados em atrazina

A curva de crescimento padrdo de bactérias € composta por quatro fases de
crescimento distintas: fase de arranque, fase exponencial de crescimento, fase
estacionaria e fase de declinio. A partir do momento no qual um micro-organismo é
inoculado em um meio de cultura estéril, geralmente o crescimento ndo se inicia de

imediato. Esta fase, conhecida como fase lag ou de arranque, ocorre pela necessidade



das células se adaptarem ao novo meio, até que possam dar inicio ao seu
desenvolvimento (Brock; Brock, 1978). Ja na fase logaritmica ou de crescimento
exponencial, o nimero de células bacterianas aumenta em progressdo geomeétrica na
medida em que o tempo cresce em progressao aritmética. Na fase estacionaria ou de
equilibrio, a contagem de micro-organismos vidveis permanece constante em seu valor
maximo, j& que o numero de bactérias neoformadas € compensado pelo daquelas que
comecam a morrer. E, por Gltimo, segue a fase de declinio ou morte das bactérias (Bier,
1977; Tortora, 2005).

Para os testes de crescimento a primeira curva gerada foi para a cepa
P3.C3.1.R1 (YE), utilizou-se os horérios da tabela 3 para retirada da amostra e
medicdo da densidade Optica. Varios estudos realizados utilizaram a densidade Gptica
para monitoramento do crescimento de bactérias (Santos et al. 2013; Sumares, 2012;
Campos, 2009; Tortora, 2005).

Tabela 3. Medicédo da absorbancia a 600 nm da amostra

Tempo (horas) Absorbéancia
0 0,253

12 0,331

20 0,36

36 0,182
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Figura 1. Curva de crescimento da cepa P3.C3.1.R1 (YE).

A cepa P3.C3.1.R1 (YE) apresentou seu pico maximo de crescimento em vinte
horas de incubag&o no shaker, na terceira retirada de amostra e fase de declinio a partir

de entao.

Para a cepa P5.C5.1.R1(YE) o tempo utilizados para retirada da amostra e

medicdo da densidade dptica, tabela 4.

Tabela 4. Medicédo da absorbancia a 600 nm da amostra

Tempo (horas) Absorbancia
0 0,264
5 0,497
24 0,269

29 0,267
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Figura 2. Curva de crescimento da cepa P5.C5.1.R1(YE).

A cepa P5.C5.1.R1(YE) teve seu pico maximo de crescimento em cinco horas
de incubacdo, na segunda retirada de amostra e fase de declinio depois de cinco horas de
incubacdo. Apresentando uma taxa maxima de crescimento em menor tempo que a cepa
P3.C3.1.R1 (YE).

Para a cepa P1.C1.1.R1, o tempo para retirada da amostra e medicdo da

densidade Optica, tabela 5.

Tabela 5. Medicdo da absorbéancia a 600 nm damostra

Tempo (horas) Absorbancia
0 0,269
5 0,383
24 0,277

29 0,223
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Figura 3. Curva de crescimento da cepa P1.C1.1.R1.

A cepa P1.C1.1.R1 teve seu pico maximo de crescimento em cinco horas de
incubacdo, também na segunda retirada de amostra e com tempo menor para atingir a
taxa maxima de crescimento e atingindo a fase de declinio ap6s cinco horas de

incubacéo.

Para a cepa P6.C6.1.R2, o tempo utilizado para retirada da amostra e medicéo da

densidade Gptica estdo na tabela 6.

Tabela 6. Medicdo da absorbancia a 600 nm da amostra

Tempo (horas) Absorbancia
0 0,301
5 0,393
24 0,263

29 0,258
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Figura 4. Curva de crescimento da cepa P6.C6.1.R2.

A cepa P6.C6.1.R2 também apresentou seu pico maximo de crescimento em
cinco horas de incubacdo no shaker, na segunda retirada de amostra. Demonstrando que
estas trés Ultimas cepas atingem a fase de morte celular mais rapidamente que a cepa

P3.C3.1.R1 (YE), melhor adaptada ao crescimento na presenca do herbicida atrazina.

A toxicidade potencial da atrazina tem motivado pesquisas direcionadas para a
sua biorremediacdo. Esta técnica tem sido considerada a metodologia de escolha para a
recuperacdo de areas comprometidas devido ao potencial de metabolizacdo dos micro-
organismos, custo relativamente baixo e reduzido impacto ambiental (RALEBITSO, et
al., 2002).



CONCLUSAO

Com os resultados obtidos podemos concluir que os objetivos do projeto foram
alcancados e observou-se que em ambas as fazendas, Vacaria e Celeiro onde foram
coletadas as amostras de solo para bioprospeccdo de bactérias degradadoras de
pesticidas, existem nestes ambientes isolados com este potencial. Pode-se verificar que
a atrazina representou uma fonte de alimento para 0s micro-organismos presentes no
meio. Autores relatam que 0s micro-organismos obtém nutrientes e energia pela
completa mineralizacdo da atrazina a didxido de carbono e agua, incluindo diversas
bactérias como espécies de Nocardia (Topp et al., 2000), Pseudomonas (Yanze-
Kontchou e Gschwind, 1994) e agrobactérias (Struthers et al., 1998). O Nitrogénio
resultante do metabolismo da atrazina serve como fonte de nitrogénio para bactérias de
solo (Dutta e Singh, 2013). Foram isolados um total de dezoito bactérias, porém apenas
onze apresentaram crescimento significativo para realizacdo dos testes. Na fazenda
Vacaria teve o maior numero de bactérias que melhor cresceram na presenca do
herbicida atrazina, sendo seis das onze selecionadas. E cinco da fazenda Celeiro. As
cepas escolhidas para os testes de crescimento foram trés da fazenda Celeiro e um da
fazenda Vacaria. A cepa que apresentou melhor adaptacdo ao crescimento na presenca
do herbicida atrazina foi a cepa P3.C3.1.R1 (YE) que atingiu seu pico maximo de
crescimento na terceira retirada de amostra com vinte horas de incubacdo no shaker,
enguanto que as outras trés atingiram o pico maximo de crescimento em apenas cinco

horas de incubacdo.
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