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“Quando a ultima arvore cair,
quando o ultimo rio tiver secado,
quando o ultimo peixe for pescado,
voceés vao entender que dinheiro

nao se come”.

(Greenpeace)



RESUMO

A agricultura é uma das principais bases da economia brasileira. Com o advento da revolugéo
verde o processo de producdo agricola foi modificado e houve um estimulo ao uso de
substancias quimicas com o intuito de controlar as pragas nas lavouras e aumentar a
produtividade. Os herbicidas se destacam nessa atividade correspondem a 45% do total dos
agrotoxicos comercializados usados com a finalidade de remover ervas daninhas que
competem com a cultura agricola. A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropiliamino-s-
triazina) € um desses herbicidas usado intensivamente em todo o mundo e Sseu uso
indiscriminado acarreta impactos sobre as matrizes ambientais. A principal via de dissipacéo
de atrazina no ambiente inclui a biodegradacdo portanto, a prospec¢do de microrganismos
com a capacidade de biotransformar ou degradar a atrazina é uma alternativa viavel para
processos de mitigacdo ambiental. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi analisar a
capacidade de degradacdo do herbicida atrazina por consorcios bacterianos formadores de
biofilmes. Foram realizados testes fenotipicos com intuito de detectar a capacidade de
formacdo de biofilme, teste de degradacdo da atrazina, teste de antagonismo, formacdo de
consdrcios bacterianos de &guas salinas e doces, quantificacdo do biofilme e testes
fitotoxicol6gicos com vegetal com o intuito de monitorar a degradacdo do herbicida através
da reducdo de seu efeito sobre um indicador vegetal. Foi possivel selecionar bactérias aptas
para formacdo dos biofilmes, degradadoras de atrazina, que ndo produziram substancias
antagbnicas e que unidas em consércios bacterianos foram capazes de crescer ou tolerar o
herbicida em todas as concentragdes testadas. Os biofilmes foram formados em superficies de
polietileno de alta densidade (PEAD) usando bactérias isoladas de ambientes salinos (em
condicdo de crescimento com 1% NaCl) e dulcicolas, separadamente. Os consércios
bacterianos mostraram capacidade de utilizacdo da atrazina como fonte de carbono e
nitrogénio o que os coloca como alternativa viavel de biorremediagdo de areas contaminadas
com atrazina. O teste fitotoxicoldgico foi eficaz na analise da reducdo da toxicidade desse
herbicida, pois foi possivel detectar os efeitos letais e subletais sobre as sementes de pepino

Aodai, entretanto, sdo necessarios mais experimentos para validar essa técnica.

Palavras-chave: herbicidas, bioensaio, ecotoxicologia, associacédo de bactérias, biodegradacéo.



ABSTRACT

Agriculture is one of the main bases of the Brazilian economy. Since the Green Revolution
advent, agricultural production process was modified and encouraged to use of chemicals in
order to control pests in crops and increase productivity. Herbicides correspond to 45% of the
total pesticides marketed used for the purpose to remove weeds which compete with crop.
Atrazine (2-chloro-4-ethylamino-6-isopropyliamino-s-triazine) is a herbicide used intensively
all over the world and its indiscriminate use results in impact on environmental matrices. The
major route of dissipation of atrazine in the environment includes biodegradation, therefore
the prospection of microorganisms with capacity to biotransform or degrade atrazine is a
viable alternative for environmental mitigation processes. Thus, the aim of this study was to
evaluate the degradation capacity of herbicide atrazine by bacterial biofilms forming consortia.
In order to achieve this goal, it was conducted phenotypic tests for detection of biofilm
formation capacity, atrazine degradation test, antagonism test, bacterial consortia formation in
salt and fresh water, biofilm quantification and phytotoxicological tests in order to monitor the
herbicide degradation by reducing its effect on a plant indicator. It was possible to select
bacteria suitable for the formation of biofilms, atrazine-degrading, without producing
antagonistic substances and united in bacterial consortia were able to grow or tolerate the
herbicide at all tested concentrations. Biofilms were formed in high density polyethylene
(HDPE) surfaces using bacteria from saline environments (growing condition of 1% NaCl)
and freshwater separately. The bacterial consortium showed capacity to utilization atrazine as
a source of carbon and nitrogen which puts them as a viable alternative to bioremediation of
atrazine contaminants. The phytotoxicological test was effective in toxicity reducing of
herbicide because it was possible to detect the lethal and sublethal effects on Aodai cucumber

seeds, however further experiments are needed to validate this technique.

Keywords: herbicides, bioassay, ecotoxicology, bacterial association, biodegradation.
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1. INTRODUCAO

A agricultura é uma das principais bases da economia brasileira (IBAMA, 2010).
Desde a década de 1950 com o advento da “revolugdo verde” esse setor passou por inimeras
modificagOes, das quais podemos destacar 0s investimentos em novas tecnologias e 0 uso
intensivo de substancias quimicas para o controle de pragas, doengas e aumento da
produtividade (MOREIRA et al., 2002).

Essas substancias quimicas sdo conhecidas como agrotoxicos, 0s quais sao definidos
como produtos que agem direta ou indiretamente em um organismo vivo, podendo mata-lo ou
controla-lo de alguma maneira. Possuem diversas classificacfes de acordo com a praga que
controlam, as de maiores destaques sdo os herbicidas (JARDIM; ANDRADE, 2009).

Os herbicidas sao utilizados para remover ervas daninhas que competem com a cultura
agricola. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) eles compreendem
45% do total comercializado de agrotoxicos no Brasil. (MEIRELES, 2005). A atrazina é um
herbicida bastante utilizado em todo o mundo, pertence a familia das triazinas, possui acédo
seletiva, agindo na inibicdo da fotossintese e é utilizada no controle pré e p6s emergencial em
uma variedade de culturas de folhas largas (RODRIGUES; ALMEIDA, 1995; EPA, 2006).

Sua alta mobilidade no solo e seu elevado potencial de contaminacdo das aguas
superficiais e subterraneas gera grande preocupacdo ambiental (GRAYMORE et al., 2001).
Com o intuito de amenizar esse impacto ambiental sobre as matrizes ambientais, a selecdo de
microrganismos isolados ou em associacdes com a capacidade de biotransformar ou degradar
pesticidas € uma alternativa viavel e que esta sendo bastante estudada (JACQUES, 2010). No
caso da atrazina, varias cepas de bactérias tém sido relatadas pela sua capacidade de
degradar esse composto, podendo executar desalquilacdo, desaminacao e decloracdo, mas nao
completa mineralizacdo. A associacdo desses microrganismos em consércios aumenta a
eficiéncia da degradacéo dessa substancia. (LOPEZ et al., 2005; MARECICK et al., 2008).

As bactérias em associacdo formam os biofilmes que sdo sistemas bioldgicos
compostos por células agregadas, organizadas e funcionais embebidas em uma matriz
extracelular composta por substancias poliméricas (DONLAN; COSTERTON, 2002)
associados a uma superficie abiotica ou bidtica. (DAYEV; OTOOLE, 2000). Estes estdo
envolvidos em processos de tratamento de &gua, aguas residuais, agua subterranea
contaminada com produtos derivados de petrleo e no tratamento de outros contaminantes
(DAYEV; OTOOLE, 2000).
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No presente trabalho, bactérias pré-selecionadas quanto a capacidade de produzir
biofilme, degradar a atrazina e a ndo producdo de substéncias antagonicas foram unidas em
consorcios bacterianos em um sistema contendo uma superficie de polietileno de alta
densidade (PEAD) que serviu de material aderente para o biofilme. A capacidade de
degradacdo dos consércios foi monitorada por meio de um teste fitotoxicolégico com
sementes de um vegetal. Essa abordagem permitiu acompanhar o decaimento da toxicidade da
substancia usando um organismo indicador. A principal vantagem de empregar esse teste é
seu baixo custo, sua facil realizacdo, as sementes sd@o comercializadas facilmente em
mercados e pode ser aplicado a diversos contaminantes ambientais (RODRIGUES et al.,
2013).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Agrotdxico
Segundo a legislagdo nacional vigente, Lei Federal 7.802 de 11/07/89, regulamentada
pelo Decreto 4.074 de 04/01/2002 no seu artigo 2, inciso I:

Os agrotoxicos e seus afins sdo definidos como produtos e componentes de
processos fisicos, quimicos e bioldgicos destinados ao uso no setor de producao,
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, pastagens, na protecao de
florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também em ambientes
urbanos, hidricos e industriais cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou
da fauna, a fim de preservé-la da acdo danosa de seres vivos nocivos, bem como
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento (BRASIL, 2002).

Quanto a finalidade a qual sdo destinados sdo classificados em inseticidas, fungicidas,
herbicidas e outros grupos (OPAS/OMS, 1997). Um estudo toxicoldgico realizado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) destacou que a classe dos herbicidas € a
mais comercializada no Brasil, compreendendo 45% do total de agrotoxicos, os fungicidas
27% e os inseticidas 28% (MEIRELLES, 2005).

A Portaria SNVS 03/92 da Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria, do Ministério
da Salde, estabelece critérios e a classificacdo toxicoldgica dessas substancias: Classe |-
Extremamente toxico, Classe I1- Altamente toxico, Classe 111- Moderadamente toxico e Classe
IV- Pouco toxico. O herbicida atrazina segundo a monografia autorizada da ANVISA ¢
classificada como moderadamente toxico (Classe I11) embora possa causar diversos prejuizos
ao meio ambiente, aos organismos e ao ser humano (MIGEQT et al., 2013).

O processo de producdo agricola brasileiro esta cada vez mais dependente de
agrotoxicos, pois essa substancia permite um maior indice de produtividade e um aumento de
lucros (IBAMA, 2010). Em 2013 foram utilizadas 495.764,60 toneladas de agrotoxicos em
72.434,134 hectares, 0 que corresponde a uma comercializacdo de 6,8kg de agrotoxicos por
hectare (IBGE/SIDRA, 2013). Dessa forma, uma série de prejuizos as matrizes ambientais,
aos organismos e ao ser humano séao relatados pelo uso excessivo desses pesticidas (RIBAS;
MATSUMURA, 2009).

Segundo a Associacdo Nacional de Defesa Vegetal (ANDEF, 2004) um dos maiores
problemas da aplicacdo de pesticidas € a deriva, que se refere ao movimento das goticulas do
jato do pesticida que ndo atinge o alvo durante a pulverizagdo (Figura 01). Explicam ainda

que:
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Esse fenbmeno ocorre por meio da agdo dos ventos, escorrimento ou mesmo
volatilizagdo, e divide-se em endoderiva e exoderiva. A primeira é quando sdo
utilizados grandes volumes de herbicidas e as gotas sdo maiores do que a superficie
foliar impedindo a penetracdo e atingindo o solo. A exoderiva é quando as gotas sdo
pequenas e por esse motivo sdo levadas pelo vento para fora do alvo (Figura 01).
(ANDEF, 2004).

Figura 01 — Representagdo do fendmeno de deriva.

—_— EVAPORAGAO

—— EXQOERIVA

ENDODERIVA

Fonte: ANDEF, 2004

Ao atingir o solo, essas substancias podem ser adsorvidas as particulas, ser dissolvidas
pela &gua presente no solo, volatilizar-se, ser absorvida pelas plantas ou organismos vivos,
percolar e atingir as aguas subterraneas, ser carreado pelas dguas das chuvas até as aguas
superficiais ou sofrer degradacdo quimica ou bioldgica. Além disso, os pesticidas impactam
diretamente a salde humana. Uma pesquisa realizada pelo Ministério da Salde em 2012
estimou que, no Brasil, anualmente, existam mais de 400 mil pessoas contaminadas por
agrotoxicos, com cerca de 4 mil mortes por ano (HOLT, 2000; RIBAS; MATSUMURA, 2009,
AUGUSTO et al., 2012).

2.2. Atrazina
A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropiliamino-s-triazina) & um herbicida

pertencente a familia das triazinas, cujas propriedades foram descobertas em 1952, por meio
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de estudos sobre o crescimento seletivo de plantas e foi registrada pela primeira vez em 1958
(ESSER et al., 1985; EPA, 2006). Sua estrutura quimica (Figura 02) é formada por um anel
triazinico substituido com cloro, etilamina e isopropilamina o que o torna recalcitrante para a

degradacéo biologica no meio ambiente (COLLA et al., 2008).

Figura 02- Estrutura quimica da atrazina.
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Fonte: ANVISA

Seu uso é proibido nos paises europeus, no entanto, ainda € um dos principais
herbicidas utilizados no Brasil, EUA e Argentina, paises produtores de grdos. Ele atua de
forma sistémica e seletiva no controle de ervas daninhas e age na inibicio da fotossintese. E
utilizada no controle pré e pds-emergencial, no preparo de areas para plantio e em uma
variedade de culturas de folhas largas e gramineas, tais como milho, soja, sorgo, cana de
acucar, abacaxi, pinus, seringueira, sisal e nozes de macadamia (RODRIGUES; ALMEIDA,
1995; EPA, 2006; AGROFIT, 2015).

A atrazina é considerada como um contaminante em potencial da agua por ter alta
persisténcia no solo, em regides tropicais e subtropicais podem permanecer por mais de 12
meses dependendo da dose aplicada, sdo de degradacdo lenta com meia vida de 13 a 260 dias
dependendo das condi¢Bes ambientais e do solo, solubilidade baixa para moderada, em &gua é
de 33mg/L (25°C) e absor¢do moderada a matéria organica e argila (ARANTES; LIMA, 2006;
JUNIOR, 2006).

Devido a sua alta mobilidade agua-solo esse herbicida esta entre os agroguimicos mais
detectados nos recursos hidricos. Em aguas dos Estados Unidos e Europa estava presente em
concentragbes variando de 2,9 a 89ug.Lt. Em &guas doces, as concentracbes dessas
substancias pode variar de 0,2gL™* a 1000gL™* em corpos de agua proximos a regides de
plantio. Em aguas fluviais a maior concentragdo esta relacionada ao periodo de aumento das
chuvas, na época da primavera e verdo. Nos Estados Unidos a atrazina € 20 vezes mais
detectada em aguas subterraneas do que qualquer outro herbicida (GRAYMORE et al., 2001;
GARCIAet al., 2011).
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A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidas (EPA) determina um nivel
aceitavel de atrazina em &guas para consumo humano de 3,0pgL™, no Brasil, a resolucéo
CONAMA n° 357 de 17 de Marco de 2005 estabelece um valor de 2,0ugL™ No Cear, foi
detectada concentragdes de atrazina em aguas subterraneas variando de 0,76 a 42,77ugL™ no
municipio de Tianguad (BARRETO; NASCIMENTO, 2004). Na regido do perimetro irrigado
Jaguaribe-Apodi, 39 pogos de &gua foram monitorados e apresentaram concentracGes de
atrazina variando de 1,39 a 9,95ugL™’. Foi detectada atrazina nos 36 pogos amostrados em
concentragdes menores (em 19 poc¢os) e maiores (em 17 pocos) que o limite maximo
permitido pela legislacdo (BARRETO, 2006).

A atrazina é classificada como moderadamente toxica (Classe I11), mas seus efeitos ao
meio ambiente, a biota e a saude humana é bastante discutido. A EPA (2006) sugere que a
exposicdo a comunidades aquaticas em concentracfes de 10-20ppb ja traga riscos ambientais.
Dessa forma, essa substancia € relatada por causar mudangas comportamentais e degeneracdo
das células de peixes prejudicando suas atividades fisioldgicas, causando danos renais e até a
morte desses organismos (EPA, 2006; DONG et al., 2009; XING et al., 2012).

Esse agroquimico também interfere no funcionamento natural do sistema enddcrino
das espécies animais, acarretando na feminilizacdo dos anfibios e podendo causar até sua
morte. Um estudo realizou um bioensaio de exposi¢do a atrazina em girinos de Rhinella
schneideri e Physalaemus nattereri na qual as concentragdes avaliadas de 1,5 — 25mg/L*
permitiu detectar efeitos letais e subletais a esses organismos (IGLESIAS, 2015). Hayes et al.
(2010), relataram que as rds africanas Xenopus laevis, que geneticamente sdo masculinas
quando expostas a 2,5ppb de atrazina ao longo do seu periodo larval sofreram um processo de
feminilizacdo. E apds trés anos do dimorfismo sexual mantiveram as mesmas caracteristicas.
Além disso, essa substdncia teve a capacidade de diminuir os niveis de testosterona,
convertendo-a em estradiol e alterou a laringe desses organismos (HAYES et al., 2010).

O uso desse agrotdxico é também relacionado ao aumento de doengas nos seres
humanos, a EPA (2006) considera essa substancia com potencial carcinogénica uma vez que
se apresenta como um disruptor endécrino (GRAYMORE et al., 2001; GHISELLI; JARDIM,
2007; MARECICK et al., 2008). Essa substancia pode interferir na diminuicdo da
testosterona, hormoénio masculino, pois é capaz de induzir a enzima aromatase convertendo a
testosterona em estrégeno. Também ¢é prejudicial para as gestantes, pois causa anomalias pré-
natais, gera bebés prematuros e/ou abortos espontaneos. (HASE et al., 2008; CHEVRIER et
al., 2011; CRAGIN et al., 2011; RAJKOVIC et al., 2012; MIGEOT et al., 2013).

Dessa forma, o uso significativo de atrazina na agricultura tem ocasionado diversos
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efeitos como citados acima, o que propicia uma busca por solugcfes viaveis economicamente e
ambientalmente de maneira a mitigar os danos causados aos ambientes afetados por sua
utilizacdo (CAMPQS, 2009).

2.3. Biofilme

Por muito tempo a microbiologia restringiu seus estudos apenas as células
planctonicas, também denominadas de células livres ou em suspensdo. No entanto, Van
Leeuwenhoek observou que 0s organismos se aderem e crescem a superficies expostas,
surgindo entdo, estudos que buscam compreender a associacdo desses microrganismos a
determinadas superficies. Com os avangos na area microbioldgica tem se compreendido que a
maioria das bactérias cresce nessa forma nos ambientes naturais (MARSHALL, 1992;
COSTERTON et al., 1995; DONLAN, 2002; LOPEZ et al., 2010).

Os biofilmes sdo definidos como a associacdo de uma Unica ou multiplas espécies
aderidas por uma matriz extracelular produzida pelos préprios organismos com composicao
variada, que pode ser formada por polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos, glicoproteinas,
lipideos ou fosfoproteinas. Esses microrganismos possuem a capacidade de agregar-se a
superficies bidticas e ou abidticas. Estima-se que cerca de 99% das bactérias presentes na
natureza em algum periodo de seu ciclo de vida apresente-se nessa forma (COSTERTON et
al., 1987; CAPELLETTI, 2006; TORTORA et al., 2012; LENNOX, 2016).

Alguns géneros bacterianos sdo citados pela sua capacidade de formar essas
associacoes, tais como Alcaligenis, Bacillus, Enterobacter, Flavobacterium, Pseudomonas e
Sthaphylococcus. Quanto aos patégenos formadores de biofilme, os mais citados séo
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescense, Enterobacter cloacae e
Pseudomonas aeruginosa (MATTILA SHANDHOLM; WIRTANEN, 1996; WIRTANEN,
1995; KERR; SNELLING, 2009; NORDMANN; CORNAGLIA, 2012).

As formacdes desses agregados ocorrem em varias etapas, desde a adesdo até a
adaptacdo dos organismos ao meio suporte. O primeiro processo € a adesdo bacteriana, onde
0s organismos plancténicos que estdo dispersos no meio servem de colonizadores primarios,
aderindo-se a determinados materiais (CAPELLETT]I, 2006; FLACH, 2006; TORTORA et al.,
2012).

As superficies de adesdo podem ser abidticas como plasticos ou bidticas como células,
tecidos animais ou vegetais. A agregacao ocorre devido ao movimento browniano e a forga
gravitacional, além da motilidade por meio de flagelos e pili. Essa fase é reversivel e as forgas

de interacdo que influenciam esse processo de desagregacéo sdo as forcas de atragdo de Van
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der Walls, forcas eletrostéticas e as interacdes hidrofobicas (O’TOOLE et al., 1998; KUMAR,;
ANAND 1998; DUNNE, 2002).

Logo em seguida ha uma mudanca da fase reversivel para a fase irreversivel, as
células continuam a crescer e a produzir exopolissacarideos (EPS) o que permite uma maior
aderéncia das células plancténicas. Além dessa matriz polimérica as estruturas de adesdo
(adesinas), como as fimbrias permitem a fixacdo dessa associacdo ao substrato. Logo apos
ocorre a fase de maturacdo que é quando o biofilme apresenta alta densidade celular. O
biofilme maduro é constituido por uma estrutura complexa e com multiplas camadas. Em
seguida, é atingida a fase de dispersdo, onde as células passam a se desagregar tornando-se
novamente planctonicas e podendo gerar novos biofilmes (Figura 03). (KUMAR; ANAND,
1998; DUNNE, 2002; STOODLEY et al., 2002; SAUER et al., 2002).

Figura 03- Processo de desenvolvimento do biofilme de uma estirpe de P. aeruginosa em crescimento em um
substrato de vidro. 1- Adesdo primaria das células planctonicas. 2- Adesdo irreversivel e producdo de EPS. 3-
Aumento da densidade celular e desenvolvimento da arquitetura do biofilme. 4- Fase de maturacdo. 5- Fase de

dispersdo, as células se desprendem e formam novos biofilmes.

Biofilm Development
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Fonte: Adaptado SAUER et al., 2002.

Ao atingir a fase de maturacdo o biofilme desencadeia um sistema complexo de
sinalizagdo celular denominado de “quorum sensing”, que consiste em uma comunicagao
quimica entre as bactérias que permite coordenar suas atividades (CASERTA et al., 2010;
TORTORA et al., 2012). Os biofilmes também sdo um lugar ideal para a troca genética, pois
as células ficam préximas umas das outras, mas ndo imobilizadas, podendo trocar as
informagdes genéticas (FLEMMING, 2007).



22

Dessa forma, a fixacdo das bactérias a superficies e a formacdo desses associados
denominados de biofilmes é de grande importancia para processos meédicos, industriais e
ambientais. (MCCLAINE; FORD, 2002). Dentro dessa associacdo as bactérias possuem a
capacidade de compartilhar nutrientes e obtém protecdo quanto aos fatores danosos do meio
ambiente, como a dessecacdo, 0s antibioticos e o sistema imune corporal (TORTORA et al.,
2012).

Os biofilmes apresentam-se como benéficos quando sdo utilizados em processos de
fermentacao, como a producédo de vinagre (BOLETTI, 1921; GJALTEMA, 1996; PEREIRA,
2001) e em tratamentos aerobios e anaerdbios de efluentes domésticos e industriais, além de
processos biotecnolédgicos de degradacdo de poluentes organicos e inorganicos, tais como
herbicidas (VIANA, 2009; HOREMANS et al., 2013).

Quanto aos efeitos negativos, a adesdo a superficies esta associada a deteriorizacdo de
materiais e do ambiente. Esses biofilmes indesejaveis sdo chamados de “biofouling” e afetam
uma grande diversidade de sistemas. Na area clinica prejudicam os dentes, as lentes de
contato, as proteses e os implantes, e a sua resisténcia a antimicrobianos € a principal causa
das infeccdes. Tambem afetam os sistemas de distribui¢éo de agua, as construcdes de edificios
e monumentos e processos industriais (COSTERTON et al., 1999; JASS; WALKER, 2000;
PEREIRA, 2001).

2.4. Biodegradacdo da Atrazina

A necessidade de uma alternativa para mitigar o impacto ambiental oriundo do uso de
pesticidas tem despertado o interesse cientifico para a biodegradacio (ARAUJO, 2002). Um
dos métodos de biodegradacdo é o processo de biorremediacdo que compreende o isolamento,
identificacdo e caracterizacdo de microrganismos com habilidade ou atividade enzimaética
para metabolizar diversas substancias tdxicas ao meio ambiente. O objetivo é explorar a
diversidade genética e a versatilidade metabdlica microbiana, tornando os contaminantes
menos toxicos ao ambiente para que possam retornar ao meio e contribuir com os ciclos
biogeoquimicos (UETA et al., 1999).

A biodegradagao pode ser “in situ” ou “ex situ”, a primeira trata a perturbacao no local,
é a de menor custo e evita que o poluente se espalhe, enquanto a segunda refere-se a retirada
de uma amostra de solo ou de agua contaminada do local a ser tratado. Quanto aos tipos de
biodegradacdo, destacam-se a bioestimulacdo e o bioaumento. O primeiro refere-se a adicéo
de nutrientes e oxigénio de modo a permitir o aumento da atividade bacteriana auxiliando na

degradacdo do composto e o0 segundo compreende a adi¢do de microrganismos a agua ou ao
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solo contaminado (CHOWDHURY et al., 2008).

Embora existam diversos métodos para reduzir o impacto da atrazina, o Unico capaz de
mineraliza-la é o bioldgico (GHOSH; PHILIP, 2006). Dessa forma, a completa degradacéo de
um composto até CO, (mineralizacao) é o resultado da atividade microbiana individual ou em
consarcios. Esses microrganismos possuem a capacidade de metabolizar os pesticidas através
de suas enzimas e transforma-las em energia e nutrientes para a sua sobrevivéncia (ARAUJO,
2002). A mineralizacdo da atrazina por um Unico microrganismo € menor quando comparada
com consorcios empregando dois ou mais organismos, que estdo sendo bastante estudadas.
(RASODEVICH et al., 1995; SENE et al., 2010).

Muitas bactérias sdo relatadas pela sua capacidade de degradar isoladamente esse
composto, tais como Pseudomonas sp. (FERNANDES, 2014), Nocardia sp. (GIARDINA et
al.,1982), Aerobacterium sp., Microbacterium sp., Bacillus sp., Micrococcus sp., Deinococcus
sp. e Acidovorans Delftia (VARGHA et al., 2005), Klebsiella pneumoniae (COOK et al.,
1981), Rhodococcus sp., Ralstonia sp., Clavibacter sp., Agrobacterium sp. e Streptomyces sp.
(ATRAZINED, 2015).

Em forma de consércios, Smith et al., (2005) examinou um complexo de oito
membros e sua eficiéncia na degradacdo da atrazina. Ele utilizou as estirpes bacterianas
Agrobacterium sp., Caulobacter crescentus, Pseudomonas putida, Sphingomonas yanoikuyae,
Nocardia sp., Rhizobium sp., Flavimonas oryzihabitans e Variovorax paradoxus.

Um dos géneros mais estudados por sua eficiéncia na degradacdo da atrazina é
Pseudomonas sp. A degradacéo desse herbicida por essa bactéria ocorre devido a presenca de
enzimas especificas Atza, Atzb e Atzc. O processo inicia por meio da declorinacdo hidrolitica,
que envolve a enzima atrazina clorohidrolase (Atza), codificada pelo gene atzA, em seguida
ocorre duas reacbes de deaminacdo catalisada pelas enzimas hidroxiatrazina
etilaminohidrolase (AtzB) e pela N-isopropilamelida isopropilaminohidrolase (AtzC),
codificadas pelos genes atzB e atzC, que convertem a atrazina em &cido ciandrico, que
posteriormente é mineralizado a CO2 e NH3 por outras trés hidrolases (MANDELBAUM et al.,
1995; MARTINEZ et al, 2001; GODOI, 2012).

Portanto, a atrazina é um herbicida bastante utilizado nas atividades agricolas, e se faz
necessario compreender 0s mecanismos responsaveis por sua degradacéo biolégica de modo a

reduzir seu impacto nas matrizes ambientais (PEREIRA, 2011).
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Analisar a capacidade de degradacdo do herbicida atrazina por consércios bacterianos

formadores de biofilmes.

3.1. Objetivos Especificos:

Testar a capacidade de agregacao das cepas bacterianas selecionadas;

Analisar a capacidade de producdo de exopolissacarideos das cepas selecionadas;

Testar a capacidade individual das cepas para degradar a atrazina em diversas
concentragoes;

Verificar a presenca ou auséncia de interacdes antagbnicas entre as cepas bacterianas
selecionadas;

Induzir a formacdo de biofilme bacteriano em uma superficie de plastico de polietileno
de alta densidade (PEAD);

Quantificar o biofilme aderido a superficie do plastico;

Verificar a capacidade dos consércios bacterianos em degradar a atrazina;

Avaliar a toxicidade da atrazina por meio de testes de toxicidade usando sementes de

pepino.
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4. METODOLOGIA

4.1. Selecéo dos microrganismos

Os microrganismos utilizados neste trabalho pertencem a bacterioteca do Laboratério
de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP). Os isolados sdo oriundos de amostras
de agua e sedimento com agrotdxico de regibes doces e salinas dos municipios de Fortim,
Itaicaba e Jaguaruana (MARTINS, 2015).

Ao total sendo 16

microrganismos testados quanto a capacidade de formacdo de biofilme e degradacdo de

foram utilizados 17 microrganismos da bacterioteca,

atrazina e uma estirpe de Pseudomonas aeruginosa, utilizada como controle positivo em

todos os testes deste trabalho.

Os 16 isolados testados pertencem aos géneros Pseudomonas sp., Tatumella sp.,

Bacillus sp., Clostridium sp. e Vibrio sp. (Tabela 01).

Tabela 01 — Géneros bacterianos utilizados neste trabalho com suas respectivas numeragoes.

Cddigo Género Caracteristica morfotintorial Origem ambiental
da
Bactéria

01 Pseudomonas sp. Bastonete curto Gram - Agua doce

04 Pseudomonas sp. Bastonete curto Gram - Agua doce

14 Bacillus sp. Bastonete Gram + esporogénico Sedimento (agua doce + agrotdxico)
16 Bacillus sp. Bastonete Gram + esporogénico Agua salina

56 Bacillus sp. Bastonete Gram + esporogénico Sedimento (agua doce + agrotdxico)
58 Bacillus sp. Bastonete Gram + esporogénico Sedimento (agua doce + agrot6xico)
63 Bacillus sp. Bastonete Gram + esporogénico Agua salina

64 Clostridium sp. Bastonete Gram + Agua salina

72 Bacillus sp. Bastonete Gram + esporogénico Sedimento (agua salina + agrotdxico)
73 Bacillus sp. Bastonete Gram + esporogénico Sedimento (agua salina + agrotoxico)
74 Bacillus sp. Bastonete Gram + esporogénico Sedimento (agua salina + agrotoxico)
91 Tatumella sp. Bastonete Gram - Agua doce

92 Tatumella sp. Bastonete Gram - Agua doce

95 Tatumella sp. Bastonete Gram - Agua doce

124 Vibrio sp. Bastonete Gram - Agua salina

131 Bacillus sp. Bastonete Gram + esporogénico Sedimento (agua salina + agrotoxico)

Padrdo Pseudomonas Bastonete curto Gram - Galeria fluvial
aeruginosa

Fonte: Préprio Autor

A fim de verificar a pureza dos isolados bacterianos,

técnica de coloragdo de Gram (SOARES, 1987).

as culturas foram submetidas a
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4.2. Testes fenotipicos
A capacidade de formacéo de biofilme das cepas testadas foi avaliada fenotipicamente
por meio de trés testes: teste de aderéncia ao vidro, teste de aderéncia a microplaca e teste do

agar vermelho congo.

4.2.1 Testes de aderéncia a superficie do vidro (TAV)

O protocolo descrito foi adaptado de Christensen et al. (1985). As estirpes bacterianas
foram inoculadas em TSA a 35°C por 24h.

Apos incubagdo, os indculos foram transferidos para tubos de ensaio contendo 3mL de
Caldo Triptona de Soja (TSB) e levados a estufa bacteriol6gica onde permaneceram por 35°C
durante 48h. Apds o periodo de crescimento bacteriano, os caldos foram descartados e o
interior dos tubos foi lavado com agua destilada por trés vezes. Em seguida, os tubos foram
colocados para secar na posic¢do invertida com a boca para baixo a temperatura ambiente.

Posteriormente, em cada tubo, foi adicionado 1mL de metanol por 15 minutos sendo
removido com agua destilada. Apds a secagem, adicionou-se a solugdo de Cristal Violeta 1%
por 5 minutos. A solucao foi removida, os tubos foram lavados com agua destilada para retirar
0 excesso de corante e invertidos para secagem.

O teste foi realizado em triplicata e foi considerado como positivo quando ocorreu a
formagdo de um biofilme na parede dos tubos evidenciados pelo corante. Foi utilizada a
estirpe de Pseudomonas aeruginosa como controle positivo. A capacidade das cepas aderirem
foi classificada em:

1- Fraca ou ausente — nenhum tubo apresentou formacéo de biofilme;
2- Moderada — um ou dois tubos apresentaram formacao de biofilme;

3- Alta — trés tubos apresentaram formacéo de biofilme.

4.2.2. Teste de aderéncia em microplacas de poliestireno (TMC)

O teste de aderéncia em microplacas de poliestireno com cristal violeta foi realizado
de acordo com a descrigdo de Christensen et al. (1985), com adaptacdes.

A partir do crescimento das cepas em TSA, foram inoculados tubos contento 3mL de
TSB que foram incubados em estufa bacterioldgica por 35°C durante 48h. Em seguida, 200uL
de células em suspensdo foram inoculadas em triplicata em microplacas de poliestireno
estéreis com 96 pogos em fundo “u” e incubou-se por 35°C por 48h sem agitacdo. Retirou-se
0 indculo e os pocos foram lavados trés vezes com 200uL de dgua destilada e secos em estufa
a 60°C por 1h.
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Logo apds, os pogos foram corados com uma solucdo de cristal violeta 1% por 1
minuto. Procedeu-se lavagens sucessivas dos pogos com &gua destilada e em seguida as
placas foram colocadas para secar em temperatura ambiente. Apos a secagem das placas foi
realizada uma analise visual dos pocos para verificar a presenca ou auséncia de uma coloracéo
roxa. Foram consideradas positivas para a capacidade de formacédo de biofilme as estirpes que
propiciaram aderéncia evidenciada pela coloracdo nas placas e o0s resultados foram
classificados em:

1- Fraca ou ausente — nenhum poco apresentou formacéo de biofilme;
2- Moderada — um ou dois pocos apresentaram formacao de biofilme;

3- Alta — trés pocos apresentaram formacéo de biofilme.

Foi utilizada a estirpe de P. aeruginosa como controle positivo.

4.2.3. Agar Vermelho Congo (AVC)

Utilizou-se a metodologia descrita por Freeman et al. (1989) com adaptacdes. Para a
preparacdo do meio Agar Vermelho Congo (AVC), utilizou-se 0,8g de corante vermelho
congo para 1L de Brain Heart Infusion Agar (Agar BHI) sem adic&o de sacarose.

As cepas bacterianas foram repicadas para 0 TSA e incubadas a 35°C por 24h. A partir
do crescimento em TSA, as placas de AVC foram inoculadas e incubadas a 35°C por 24h,
seguidas por incubacdo a temperatura ambiente por 48h. A andlise do teste levou em
consideracdo a variacao de cores do preto ao vermelho (MOREIRA, 2011).

Foi utilizada a estirpe de P. aeruginosa como controle positivo.

4.3. Teste de degradacéo

4.3.1. Teste de difusdo em agar por meio de po¢os

Esse teste foi adaptado para agrotoxicos por meio da metodologia utilizada para
antibidticos pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2010). As estirpes foram
repicadas para um agar TSA e incubadas a 35°C por 24h. A partir do crescimento de 24h em
TSA, foram transferidos indculos para tubos de ensaio contendo solugéo salina 0,85% e 1%
de NaCl até obter uma concentracdo de células semelhante a Escala de McFarland 0,5. Em
seguida, com o auxilio de um swab estéril foram inoculadas placas contendo Agar Peptona
para a formacdo de um crescimento em forma de tapete.

As placas foram deixadas em repouso em temperatura ambiente por aproximadamente
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trés minutos. Em seguida, foram feitos quatro pocos com aproximadamente 6mm de didmetro.
Cada poco foi devidamente identificado e adicionado de 50pL de atrazina nas concentracoes
de 200ppm, 300ppm e 400ppm (Figura 04). Como controle negativo foi utilizado agua
destilada estéril. Em seguida, as placas foram colocadas na estufa bacterioldgica a 35°C por
24h e 48h. Todo o procedimento foi realizado em duplicata. O resultado positivo no teste foi a

auséncia de halos, indicativo de que a bactéria ndo sofre influéncia da atrazina.

Figura 04- Modelo de distribuigio das concentragdes de atrazina na placa de petri com crescimento bacteriano.

Placa semeada

com bactéria.

Fonte: Préprio Autor

4.3.2. Teste de degradacdo da Atrazina em meio liquido

A partir de um crescimento em TSA, as cepas foram inoculadas em 3mL de caldo TSB
e incubadas a 35°C por 24h sob agitacdo a 100rpm. Em seguida, 100pL do in6culo foi
adicionado a tubos de ensaio contendo 10mL de caldo TSB 0% e 1% NaCl contendo 200 ppm
e 300 ppm de atrazina, em duplicata e incubados a 35°C por 24h sob agitacéo.

Ap0s o periodo de incubacdo as amostras foram transferidas para tubos tipo Falcon e
centrifugadas a 9000rpm a 4°C por 15 minutos e o sobrenadante desprezado. As células
ressuspendidas foram adicionadas a um tubo de ensaio contendo 10mL de caldo TSB 0% e
1% NaCl contendo atrazina nas concentracdes de 200ppm e 300ppm, em duplicata, e
incubados sob agitacdo. Apos o periodo de incubacdo de 24h a 96h foi retirada uma amostra
de 1mL, centrifugada e o sobrenadante analisado no espectrofotometro com absorbancia de

625nm, os valores foram anotados e comparados posteriormente (Figura 05) (Adaptado de
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FERNANDES, 2014).

Figura 05 - Representacdo esquematica do teste de degradacdo de atrazina em meio liquido.

‘ - Incubar por 24h sob agitagdo de
) 100 rpm
Crescimento bactenano em 3l & = 2
Agar TSA 0 e 1% NaCl 3ml ‘C"\‘?:’c“sso“ . ‘
Retirar 100 mL do crescimento e adicionar

As células ressuspendidas foram By caldo TSB 0 E 1% NaCl “’“f“’“
moculadas em um caldo TSB O E 1% — _ 200 & 300 ppm de atrazina por 24h

NaCl contendo 200 ¢ 300 ppm e

C 6! -
fRERES Yo A el Ros sl W Apds 24h transfernir o mdculo para tubos

falcon e centnfugar

De 24h a 96h foram
‘ retiradas uma amostra de 1

mL - Centrifugar - [ l Anilise do Sobrenadante
|

-~ - -~ -~

24h A8h 2h 96h

Fonte: Préprio Autor

4.4. Teste de Antagonismo

A partir do crescimento de 24h em TSA, foram transferidos indculos para tubos de
ensaio contendo solugdo salina 0,85% e 1% de NaCl até obter uma concentragdo celular
semelhante a Escala de McFarland 0,5. Em seguida com auxilio de um swab estéril, o in6culo
foi semeado em placas contendo TSA a 35°C por 24h. Apos incubacao foram retirados blocos
de &gar de aproximadamente 6mm, os quais foram transferidos invertidos em uma nova placa
contendo TSA semeada com a cepa a ser testada e dispostos equidistantes um do outro. As
placas foram incubadas a 35°C e foi verificada a formacdo de halos com 24h e 48h. A
presenca de halos ao redor dos blocos de agar representam ocorréncia de antagonismo
(Adaptado de SILVA et al., 2013).

4.5. Montagem dos consorcios bacterianos.

Foram formados dois consércios bacterianos de acordo com sua necessidade de ions
de sodio (sem adicdo de NaCl e com adicdo de 1% de NaCl). As cepas selecionadas foram as
que apresentaram melhores resultados positivos nos testes de degradacdo da atrazina,

formacé&o de biofilme e negativos no teste de antagonismo.
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4.6. Preparacéao do sistema

Para o teste de inducdo do biofilme e de degradacéo do herbicida atrazina foi criado
um sistema composto por um erlenmeyer de 250mL, contendo em seu interior um recorte de
garrafa pléastica de polietileno de alta densidade (PEAD) com dimensdes de 2x2 cm preso a

um fio de nylon de 0,25mm (Figura 06).

Figura 06 — Desenho esquematico do sistema criado para os testes de inducdo do biofilme e degradacéo da
atrazina.

Fonte: Préprio Autor

4.6.1. Inducéo do biofilme.

Para a inducdo do biofilme foram utilizadas cepas pré-selecionadas como citado
anteriormente (item 4.5). Essas cepas foram crescidas em TSA por 24h. A partir desse
crescimento, foram transferidos os inoculos para tubos de ensaio contendo solucdo salina
(0,85% ou 1% de NaCl) até obter uma concentracdo celular semelhante a Escala de
McFarland 0,5. A partir dessa diluicdo as bactérias foram inoculadas no sistema para
formagéo do biofilme contendo caldo TSB.

O teste foi realizado em duplicada, sendo no total quatro sistemas: dois contendo caldo
TSB + 100ppm de atrazina (S1) e TSB + 1% NaCl + 100ppm de atrazina (S2) e dois apenas
com o caldo TSB (S3) e TSB + 1% NaCl sem adic¢do de atrazina (S4). O controle positivo
consistiu dos sistemas apenas com os inoculos bacterianos (TSB e TSB 1%). No controle
negativo foi usado apenas os meios de cultura esterilizados. Todos os sistemas ficaram na

estufa bacterioldgica a 35°C por 5 dias.
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4.6.2. Quantificacao das bactérias no Biofilme

A quantificacdo do biofilme foi realizada por meio do método de contagem padrdo em
placa por UFC/cm2 pela técnica de pour plate. Foi usado o sistema de controle positivo. Apds
0s cinco dias de incubacdo o suporte para crescimento do biofilme foi retirado e um swab
estéril foi esfregado. Em seguida, o swab foi colocado em salina e agitado, configurando a
diluicdo 10 Logo apo6s, foi retirado 1mL da salina ajustada e transferida para uma nova
salina, configurando a dilui¢do 1072 Esse processo foi repetido até a diluicio 107,

Posteriormente, foi retirado 1mL de cada diluicdo e colocado em placas de petri
esterilizadas e cobertos com meio TSA, fundido, de acordo com a técnica de pour plate. Apos
solidificadas as placas foram incubadas invertidas a 35°C por até 48h (Figura 07) (SOARES
etal., 1997).

Figura 07- Etapas da quantificagdo do biofilme por meio da técnica “pour plate”

t [ ) | \ o [ \ /' 1 mL de
| dilusgio em
cada placa

Meio de cultura TSA Qe 1%

TSA crescido 24h/48h a 35°C

f @ Coatagem

padrio em
’ phca (CPP)

Fonte: Adaptado de Peixoto (2012).
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4.7. Teste de degradacao da atrazina pelos consércios bacterianos.

Ap0s 0s cinco dias de incubacao, foi retirado o recorte da garrafa plastica de polietileno de
alta densidade (PEAD), que serviu de suporte para a formacédo do biofilme. O recorte com o
biofilme aderido foi transferido para um novo sistema (item 4.6) contendo apenas o herbicida
atrazina em uma concentracao de 500ppm. O sistema foi levado a estufa bacterioldgica a 35°C
por 6 dias.

4.8. Teste fitotdxico com sementes de Pepino Aodai (Cucumis sativus L.)

O teste de toxicidade foi realizado de forma simultanea a degradacdo da atrazina pelos
consarcios bacterianos. O sistema para degradacdo da atrazina ficou incubado a 35°C por 6
dias. O teste toxicoldgico foi realizado no 3° e 6° dia de incubagdo com cultivo das sementes
de pepino totalizando 5 dias para cada amostra a 30°C. O metodo utilizado foi baseado no
bioensaio da prolongacao da raiz de um vegetal descrito por Dutka (1989).

Para cada consodrcio bacteriano foram utilizadas seis placas de petri contendo as sementes
de pepino Aodai, em duplicata. Uma folha de papel de filtro foi colocada no fundo de cada
placa de petri, sendo as sementes distribuidas em cinco fileiras com quatro sementes,
totalizando vinte sementes em cada placa de petri. A partir de cada consorcio bacteriano foram
realizadas diluigdes nas concentragfes 1:1, contendo 10 mL da amostra contendo 500ppm de
atrazina + indculo bacteriano e 10mL de &gua destilada estéril. Na diluicdo 1:5 foram
utilizados 4 mL da amostra contendo 500ppm de atrazina + inéculo bacteriano e 16mL de
agua destilada estéril.

De cada diluicdo foram retirados 3mL e adicionados as placas de petri contendo as
sementes de pepino até que todas as sementes ficassem Umidas. Esse procedimento foi
realizado em duplicata para cada consorcio bacteriano.

Foram utilizados dois controles, um negativo, com agua destilada estéril e outro positivo,
com solucdo salina NaCl na concentragéo de 0,5%.

Em seguida, anotou-se 0 numero de sementes que germinaram e 0 comprimento da raiz
em mm desde o ponto de intersecgdo do hipocotilo a raiz principal. A toxicidade foi avaliada
pela medigcdo dos efeitos letais (nUmero de sementes germinadas) e subletais (inibicdo da
prolongacdo da raiz) segundo Poi de Neiff e Ramos (2001). A quantidade de sementes
germinadas foi quantificada e caracterizada como:

N&o toxica: quando 90% ou mais das sementes germinaram em relacdo ao controle negativo

Toxica: quando houve uma germinacao entre 75-90%;
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Muito toxica: quando os valores foram menores que 75% de germinagdo quando comparados

ao controle negativo.

Os efeitos subletais foram medidos e avaliados por meio da porcentagem de inibi¢cdo da

elongacdo da raiz (IE), mediante a formula:

Pl= negativa. Estimula o crescimento

Pl= positiva. Toxico

PI= 0. Nao tbéxica

~

~

[ amostra — i controle (-)

-

K amostra

_/

X 100
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Testes fenotipicos

Depois de analisada a pureza dos isolados, eles foram submetidos a testes de

caracterizagdo fenotipica de forma a selecionar candidatos viaveis para compor consorcios

bacterianos a serem utilizados na degradacgéo da atrazina. Na tabela 02 estéo apresentados os

resultados dos testes fenotipicos realizados.

Tabela 02 — Resultados dos testes fenotipicos.

Testes fenotipicos

Aderéncia Vermelho
Bactéria TAV TMC congo
01 - +++ -
04 +++ +++ -
14 - ++ +
16 ++ ++ +
56 - - +
58 - ++ -
63 ++ ++ +
64 +++ ++ +
72 - ++ -
73 ++ ++ -
74 - - +
91 - - -
92 ++ ++ -
95 +++ ++ -
124 ++ +++ +
131 - ++ +
Padréao +++ +++ +

- Fraca; + Positivo; ++ Moderada; +++ Alta; TAV Teste de Aderéncia ao Vidro; TCM Teste de Aderéncia em

Microplacas de Poliestireno.

5.1.1. Teste de Aderéncia ao Vidro (TAV)

O resultado do teste compreende a observacgéo visual das células aderidas ao tubo de

ensaio, evidenciado pela coloracgdo roxa (Figura 08), proveniente do corante cristal violeta que

possui a capacidade de ligar-se as moléculas carregadas negativamente e a matriz
polissacaridea (CHRISTENSEN et al., 1982; PEETERS et al., 2008; ABDALLAH et al.,

2009).
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Figura 08 — Resultado positivo para o teste de aderéncia ao vidro, a direita resultado do teste para a

espécie Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: Proprio Autor

Entre as cepas testadas, 50% (oito isolados), apresentaram resultados positivos para o
teste TAV. Analisando quanto a origem das cepas, trés isolados (04, 92 ,95) oriundos de
pontos do rio com agua doce foram positivos para este teste. Entre os isolados de agua e
sedimento das regiBes salinas, cinco delas (16, 63, 64, 73, 124) apresentaram capacidade de
aderéncia ao vidro.

As cepas foram classificadas quanto a sua capacidade de formacéo de biofilme em trés
niveis de intensidade: I- fraca, II- moderada, I1I- alta. Dois (2) isolados com origem de pontos
com baixa salinidade, Pseudomonas sp., e Tatumella sp., identificados como isolados 04 e 95,
respectivamente, apresentaram positividade para aderéncia ao vidro com alta intensidade.
Uma outra bactéria também do género Tatumella sp. (92), apresentou uma atividade
moderada, com dois dos trés tubos positivos.

O género Pseudomonas sp. é bastante relatado por sua habilidade de formar biofilmes,
tanto em culturas puras como em associacgOes, isso esta relacionado a capacidade que essa
espécie tem de produzir uma grande quantidade de exopolissacarideos. Por exemplo, a
espécie de P. aeruginosa é relatada pela producdo de alginato, uma matriz hidrofébica, que
auxilia na adesdo desse organismo e consequentemente na formacdo do biofilme
(LINCOPAN; TRABULSI, 2008; IRIE et al., 2010).

Dos cinco isolados salinos, destaca-se por apresentar atividade alta para a formacéo de
biofilme apenas o género Clostridium sp., com numeracdo 64. Os demais apresentam
atividade moderada e pertencem aos géneros Bacillus sp. (3) e Vibrio sp. (1), com numeracGes
16, 63, 73 e 124, respectivamente. Em estudo com a espécie de Clostridium difficile ficou

caracterizado que a formacdo de biofilme in vitro é um processo multifatorial com papel
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importante para proteinas relacionadas a diferentes aspectos da fisiologia da bactéria
(PANTALEON et al., 2015).

A capacidade dos organismos aderirem também depende fortemente da natureza da
superficie. Dessa forma, as superficies hidrofobicas, tais como plasticos sdo mais propicias a
adesdo bacteriana do que as hidrofilicas, tais como vidro ou metais (RODRIGUES, 2009). No
entanto, um trabalho realizado com Staphylococcus aureus apresentou formacédo de biofilme
maior em vidro do que em aco inoxidavel (MARQUES et al., 2007).

5.1.2. Teste de aderéncia em microplacas de poliestireno (TMC)
A andlise da producdo de biofilme pelo teste de aderéncia em microplacas apresentou
resultado positivo em 13 (81,25%) das 16 cepas analisadas. Foi considerado como positivo a

presenca de uma coloracéo roxa em cada poco. (Figura 09).

Figura 09 - Resultado do teste de microplacas de poliestireno.

Fonte: Proprio Autor

Seis (06) microrganismos com origem em regides doces, Pseudomonas sp. (01 e 04),
Tatumella sp. (92 e 95) e Bacillus sp. (14 e 58) apresentaram teste positivo para aderéncia em
microplaca de poliestireno

Com relacdo aos isolados oriundos de matriz salgada, 05 bactérias pertencentes ao
género Bacillus sp. (16, 63, 72, 73 e 131), um Clostridium sp. (64) e um Vibrio sp. (124)
apresentaram positividade para o teste TMC.

Um trabalho realizado com Pseudomonas aeruginosa e Aeromonas hydrophila relata
que essas espécies apresentam forte capacidade de aderéncia ao poliestireno, sendo a

Pseudomonas aeruginosa a mais eficiente (BERGAMI, 2015).
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Freitas et al. (2010) realizaram esse mesmo teste com Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus, no entanto, a Pseudomonas aeruginosa apresentou uma menor
habilidade de formacdo de biofilme do que Staphylococcus aureus. O autor atribuiu esse
resultado a composicdo da matriz dessa bactéria que € bastante hidratada, além da sua
caracteristica hidrofébica que confere uma menor adesdo a superficies hidrofilicas, como o

poliestireno.

5.1.3. Teste de Agar Vermelho Congo (AVC)

Segundo Arciola et al. (2002), o corante vermelho congo evidencia a producdo de
exopolissacarideos (EPS), as cepas capazes de produzir essa matriz apresentam coloracdo
preta ao teste, as que ndo possuem essa capacidade apresentam coloracdo vermelha (Figura
10).

Figura 10 — Resultado do teste do Agar Vermelho Congo. A esquerda, resultado positivo para a espécie de

Pseudomonas aeruginosa utilizada como controle. A direita, resultado negativo para o género Bacillus sp.

Fonte: Préprio Autor

Os exopolissacarideos sdo uma matriz hidratada na qual as camadas de células ficam
embebidas. A principal fungdo dessa matriz é permitir a adesdo das células bacterianas a
superficies solidas ou a outras células dando origem aos biofilmes (CHRISTENSEN, 1989).
Sao responsaveis por promover a protecdo dos organismos, confere resisténcia aos estresses
maltiplos, como a falta de dgua e nutrientes, a presenca de substancias biocidas, a agentes
antimicrobianos e as condi¢es ambientais (CAIXETA, 2008).

Dos 16 isolados, oito (08) apresentaram-se positivos para o teste, compreendendo uma
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porcentagem de 50%. Os dois isolados de agua e sedimento com agrotoxico de regides doces
(14, 56) pertencem ao género Bacillus sp. Os seis isolados que foram positivos das aguas e
sedimentos com agrotdxico de regides salinas, quatro pertencem ao género Bacillus sp. (16,
63, 74, 131), 1 Clostridium sp. (64) e 1 Vibrio sp. (124). A estirpe Pseudomonas aeruginosa
foi utilizada como controle positivo nesse teste.

O género Bacillus sp. representou 75% de positividade ao teste do AVC, totalizando
seis organismos. Essa bactéria compreende diversos habitats e é conhecida pela sua
capacidade de produzir enzimas capazes de degradar diversos substratos organicos (FRANCO;
LANDGRAF, 2002) e hidrocarbonetos de petroleo (CRAPEZ et al., 2002).

O género Bacillus sp sdo capazes de produzir um material polimérico chamado de
capsula. A maioria das capsulas é formada por exopolissacarideos. A espécie de Bacillus
anthracis produz uma cépsula polipeptidica. A principal funcéo dessa capsula é a protecdo da
bactéria contra as condi¢cdes adversas do ambiente como a dessecacdo, além de facilitar a
aderéncia e interferir na fagocitose (QUINN et al., 2007). Além disso, esse género bacteriano
produz esporos que sdo hidrofobos conferindo a essa bactéria a capacidade de aderéncia a
diversos materiais (GOMES, 2013).

5.1.4. Comparacéo dos métodos fenotipicos

Através da comparacdo dos métodos fenotipicos para a deteccdo de bactérias capazes
de formar biofilmes podemos destacar que os géneros Bacillus sp. (16 e 63), Clostridium sp.
(64), Vibrio sp. (124) foram positivos aos trés testes. Apenas a Tatumella (91) apresentou
resposta negativa a todos os testes.

Os géneros Tatumella sp. (92 e 95) e Bacillus sp. (73) foram positivos ao teste de
aderéncia ao vidro e microplaca de poliestireno. Os géneros Bacillus sp. (14 e 131) foram
positivos ao teste do AVC e ao teste de microplaca.

Essas divergéncias podem estar relacionadas as diversas condi¢des de crescimento e
mecanismos de aderéncia de cada espécie bacteriana (OLIVEIRA et al., 2006). As bactérias
Gram-negativas sdo descritas por apresentar uma vantagem competitiva no processo de
adesdo inicial, colonizagdo da superficie e formacdo de biofilme devido a suas estruturas
peculiares, tais como os pilis e flagelos (BOARI et al., 2009; DONLAN, 2011). Porém,
algumas especies Gram-positivas também sédo relatadas pela sua capacidade de formacéo de
biofilme, tais como Staphylococcus aureus (BOARI et al., 2009) e Bacillus cereus (ROSSI,
2008).
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Outro fator a ser considerado é a hidrofobicidade das superficies. Superficies
hidrofilicas desfavorecem o processo de adesdo microbiana, um estudo realizado com 21
isolados confirmaram que as bactérias P. aeruginosa e Staphylococcus sciuri tiveram um
maior crescimento em superficies hidrofobicas do que em superficies hidrofilicas.
(TEIXEIRA et al., 2005). O que explica um maior nimero de adesdo bacteriana no teste de
microplaca de poliestireno do que no teste de aderéncia ao vidro.

5.2. Teste de degradacgdo por meio de difusdo em agar

Os resultados obtidos pelo método de difusdo em &gar por pocos demonstraram que
nenhuma das 16 bactérias testadas teve seu crescimento inibido pelas concentracdes de
200ppm, 300ppm e 400ppm de atrazina.

N&o h& estudos que evidenciam o uso dessa metodologia para agroguimicos, no
entanto, ha uma ampla literatura da aplicacdo desse método em testes antimicrobianos e
extratos vegetais. Segundo Alves et al. (2008) esse método apresenta resultados mais
satisfatorios que a técnica de discos, pois hd& um maior contato da cepa bacteriana com a
substancia a ser testada.

A auséncia de halos de inibi¢cdo pode ser atribuida a habilidade dos microrganismos
testados de agir diretamente sobre esse herbicida por meio da producdo de enzimas e
metabolitos capazes de degrada-la, além da possivel utilizacdo desta substancia como fonte de
alimento ou em seus processos metabolicos. Dessa forma, esses organismos apresentam-se de
grande relevancia para os processos de biorremediagdo de ambientes contaminados com esse
herbicida (POLONIO et al., 2014).

5.3. Teste de degradacdo de Atrazina em meio liquido

O teste de degradacdo da atrazina em meio liquido teve como objetivo avaliar a
capacidade de degradacdo dos microrganismos em cultura pura, para posteriormente avaliar
sua contribuicdo em consércios.

As bactérias foram submetidas as concentracGes de 200ppm e 300ppm de atrazina até
96h e em seguida foi analisada a 625nm de absorbancia. Destacou-se o comportamento do
género Pseudomonas sp. (04) e Bacillus sp. (63). O género Pseudomonas sp. (04) apresentou

um declinio de 24 a 96h com uma reducdo na concentracao bacteriana. (Grafico 01).
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Grafico 01- Comportamento da bactéria Pseudomonas sp (04) no teste de degradacdo em meio liquido.

Geénero Pseudomonas sp (04)

0,2 0,184
0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

0,115

”

ABSORBANCIA

0,105

24h 48h 72h 96h
HORA

—200 ppm 300 ppm

Quanto ao género Pseudomonas sp. (04) seu declinio pode estar relacionado ao
processo de aclimatacdo dos microrganismos que acelerou o processo degradativo dessa
substancia reduzindo a quantidade desse substrato no meio, o que tornou um fator limitante
para o crescimento dos organismos. O crescimento bacteriano pode ser limitado pelo consumo
de um nutriente do meio de cultura ou um produto de excrecdo dos organismos (MADIGAN
etal., 2010).

Em um estudo usando concentracdo de 33ppm de atrazina em meio liquido foi obtido
a mineralizacdo desse herbicida por acdo da Pseudomonas sp. ADP em 72h. (FERNANDES,
2014). Enquanto Silva et al. (2004) obtiveram uma rapida degradacdo da atrazina apds 28 dias,
que correspondeu ao periodo de aclimatacdo dos microrganismos.

Quando o teste foi feito usando isolado de Bacillus sp. (63) foi verificado um

crescimento continuo na populacdo bacteriana ao longo das 96h testadas (Grafico 02).
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Grafico 02— Comportamento da bactéria Bacillus sp. (63) no teste de degradagdo em meio liquido.
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O aumento no crescimento bacteriano durante o periodo de 24h ao longo das 96h para
0 género Bacillus sp. (63) pode estar relacionada a capacidade desses microrganismos
utilizarem a atrazina como fonte de nitrogénio em seu metabolismo. Sene et al. (2010)
relataram a capacidade do género Bacillus sp. em degradar a atrazina utilizando-a como Unica
fonte de nitrogénio. No entanto, um estudo realizado com o herbicida 2,4D foi observado que
inicialmente houve um crescimento dos microrganismos com a presenca desse herbicida, mas
a medida que as concentracdes foram aumentando houve um decréscimo na atividade
microbiana (PRADO; AIROLDI, 2001).

5.4. Teste de antagonismo

O teste de antagonismo foi um pré-requisito para a formacdo dos consorcios
bacterianos. Apenas os melhores microrganismos formadores de biofilme e degradadores de
atrazina foram testados quanto a sua capacidade de produzir substancias antagonicas.

Para o consorcio sem adigdo de sal foram selecionas as bactérias Pseudomonas sp.
(04), Tatumella sp. (92 e 95) (Tabela 03).
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Tabela 03 — Resultado da analise do teste de antagonismo com as cepas de agua e sedimento de regides doces.

Bactéria 04 92 95
04 X
92
95 X X

X - Apresentou halo de inibigao.

Das trés bactérias testadas no consorcio sem adicdo de sal apenas 0s géneros
Pseudomonas sp. (04) e Tatumella sp. (95) ndo apresentaram atividade antagonica.

Para o consorcio com adigdo de 1% de NaCl foram utilizadas as bactérias Bacillus sp.
(16, 63 e 73), Clostridium sp. (64) e Vibrio sp. (124) (Tabela 04).

Tabela 04 — Resultado da anélise do teste de antagonismo com as cepas de gua e sedimento de regides salinas.

Bactéria 16 63 64 73 124
16 X X
63 X X
64 X X
73 X
124

X- Apresentou halo de inibicéo.

No consorcio contendo 1% de NaCl trés bactérias ndo apresentaram atividade
antagbnica, Bacillus sp. (63 e 73) e Vibrio sp. (124).

Quando h& uma contaminacdo ambiental as bactérias sdo capazes de adaptar-se
rapidamente, multiplicando-se e procurando meios de superar 0S seus concorrentes. Dessa
forma, produzem substancias sinergéticas ou antagdnicas. (ROMANI et al., 2006; GERTLER
et al., 2010), potencializando a degradacdo dos compostos (ALVAREZ, 2007). Logo, esse
teste é de grande importancia para a formacao dos consércios bacterianos, pois a auséncia da
producdo de substancias antagbnicas é fundamental para o crescimento e atuacdo simultanea

dos microrganismos.

5.5. Consorcios Bacterianos

Foram criados quatro consoércios bacterianos, dois sem adicdo de NaCl e outros dois
com adicdo de 1% de NaCl. Os consorcios sem adicdo de NaCl foram formados por duas
cepas, compreendendo os géneros Pseudomonas sp. (04) e Tatumella sp. (95) e os consércios
com adigdo de 1% de NaCl foram formados por duas cepas de Bacillus sp. (63 e 73) e um
Vibrio sp. (124).
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Ao longo dos cinco dias de incubagdo a 35°C houve um aumento da biomassa
bacteriana em todos os consdrcios testados. No entanto, visualmente podemos detectar que

houve um maior crescimento nos sistemas que continham 100ppm de atrazina (Figura 11).

Figura 11- Consorcios Bacterianos. A) Controle sem inéculo e sem adi¢do de 100ppm de atrazina. B) Caldo
TSB 1% sem adi¢do de atrazina C) Caldo TSB 1% com adic¢do de 100ppm de atrazina.

Fonte: Proprio Autor

O aumento da biomassa bacteriana nos consorcios contendo 100ppm de atrazina pode
ser explicado pela presenca desse herbicida como contaminante nos compartimentos
ambientais, tais como solo, &guas superficiais e subterraneas (VRYZAS et al., 2009). A
exposicdo desses microrganismos a atrazina repetidamente durante um longo periodo pode
acelerar o processo de biodegradacgéo, pois estes estdo adaptados a esse estresse ambiental.
Essa pressdo seletiva pode gerar o surgimento de populagfes microbianas resistentes ou
degradantes de atrazina (ZABLOTOWICZ; REDY, 2007).

A capacidade dos organismos utilizarem a atrazina como fonte de carbono e nitrogénio
para a manutencdo ou crescimento de sua populacdo € uma vantagem competitiva, pois Ihe
confere a habilidade de sobreviver em ambientes com altas concentracfes dessa substancia
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(STRUTHERS et al., 1998).

Santos (2013) isolou bactérias no Rio Pacoti com a capacidade de se manter viaveis e
cultivaveis em concentracbes de 100ppm e 200ppm de atrazina. Em outro estudo, a
degradacéo desse herbicida por microrganismos em culturas mistas teve um melhor resultado

com adicao de uma fonte externa de carbono e nitrogénio (GHOSH; PHILIP, 2006).

5.6. Quantificacdo de bactérias no biofilme

A determinacdo do numero de microrganismos presentes no material aderente
evidencia se houve a formacdo do biofilme ou apenas a adesdo bacteriana (OLIVEIRA et al.,
2010).

Dessa forma, apenas a diluicdo 10 pode ser contada, todas as outras diluicOes
apresentaram um ndmero maior que 250 UFC/cm?.,

O consorcio formado por bactérias sem adicdo de NaCl variou de 2,0 x 107 a 2,3 x 10’
UFC/cm?, enquanto o consorcio formado pelas bactérias com adicdo de 1% de NaCl variou de
3,5x 107 a 3,9 x 107 UFC/cm?. Para considerar um biofilme é necessario um niimero minimo
de 10’ UFC/cm?, enquanto outro autor considera um nimero de células aderidas de 103
UFC/cm? (WIRTANEN et al., 1996; ANDRADE et al., 1998).

5.7. Degradacdo da atrazina pelos consorcios bacterianos.

A biodegradacdo de moléculas complexas, como herbicidas, pode ter uma maior
eficiéncia por meio de consércios ou culturas mistas com dois ou mais organismos de
diferentes géneros e espécies, cada um especializado em degradar uma ou Vvérias partes do
composto (ALEXANDER, 1999; SMITH et al., 2005).

Os consarcios bacterianos (0% e 1% de NaCl) expostos a 500ppm de atrazina foram
monitorados ao longo de 6 dias a 35°C. Ao longo desse periodo observou-se uma forte
turvacdo dos meios de cultura nos consorcios, representando um indicio de crescimento
microbiano e a competicdo desses organismos por nutriente, no caso 0 herbicida,
consequentemente reduzindo a concentragdo do agrotoxico.

No entanto, o sucesso da biodegradacdo depende da microbiota presente, da
disponibilidade do contaminante em servir como fonte de nitrogénio e carbono e as condic¢des
ambientais que devem ser adequadas para o crescimento e atividade microbiana (HUNTER,;
SHANER, 2010; MENEGHETT]I, 2007). Dessa forma, 0s microrganismos possuem enzimas
especificas capazes de lhe conferir a habilidade de utilizar esse herbicida como fonte de

carbono e nitrogénio e consequentemente mineralizar o anel triazinico (ABDELHAFID et al.,
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2000).

Um consércio formado por Klebisiella sp. e Comamonas sp. isoladas de uma fabrica
de pesticida na China mostrou grande eficiéncia na mineralizacéo da atrazina (83,3% de 5 gL?)
apos 24h de degradacdo. Utilizaram esse herbicida como Unica fonte de carbono e nitrogénio,
e ndo sofreram nenhuma interferéncia com adi¢do de uma fonte externa (YANG et al., 2010).
Smith et al. (2005) utilizaram um consorcio com oito microrganismos que foram capazes de
degradar 33mgL* de atrazina em quatro dias.

Portanto, foi possivel observar que os consorcios bacterianos crescem na presenca do
herbicida atrazina, o que os tornam uma alternativa vidvel e eficiente em processos de

biorremediagé&o.

5.8. Teste fitotdxico com sementes de pepino Aodai (Cucumis sativus L.).

Os consorcios bacterianos foram analisados quanto ao efeito letal (nimero de
sementes germinadas) e subletal (inibicdo da prolongacdo da raiz do vegetal) durante cinco
dias.

Na primeira anlise, foi considerada como efeito letal sobre as sementes, a inibicdo da
germinagdo. O consorcio com bactérias de regido salina com acréscimo de atrazina, a amostra
pura e a diluicdo 107 e o consorcio com bactérias de regides doces com acréscimo de atrazina

apresentaram apenas a amostra pura como toxica (Tabela 05).

Tabela 05 — Porcentagem de germinacdo das sementes de Pepino Aodai (Cucumis sativus L.).

3°dia 6° dia
Sistemas Pura 10 102 Pura 10 102
S1 85% 92,5% 100% 87,5% 92,5% 92,5%
S2 87,5% 87,5% 100% 85 % 87,5% 95%
S3 92,5% 95% 95% 92,5% 95% 95%
S4 92,5% 92,5% 92,5% 92,5% 95% 95%

S1: Bactérias dulcicolas + 500ppm de atrazina; S2: Bactérias 1% NaCl + 500ppm de atrazina; S3: Bactérias

dulcicolas sem adicédo de atrazina; S4: Bactérias 1% NaCl sem adicéo de atrazina.

No 6° dia de cultivo do consércio bacteriano, as mesmas amostras se mantiveram
toxicas. A reducdo da porcentagem de sementes germinadas quanto submetidas a estresse
hidrico pode estar relacionada com a reducédo de suas atividades enzimaticas (LABOURIAU,

1983). O consércio bacteriano salino apresentou uma maior toxicidade, isso pode ser
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relacionado com a presenca dos ions de sal que dificulta a absor¢do de dgua necesséria para
que a germinacdo seja possivel (MACHADO et al., 2006). Cook et al. (2002), também
realizaram testes com sementes em solo contaminado com derivados de petroleo e néo
obtiveram alteracdo na germinacdo das sementes. Outro fator que pode estar relacionado é a
capacidade das bactérias desse consorcio de mineralizar a atrazina. Pode ter ocorrido que
esses microrganismos associados ndo foram capazes de mineralizar totalmente o pesticida,
transformando em outras substancias também toxicas e que inibiram o crescimento do vegetal.
A biodegradacdo incompleta da atrazina pode gerar a desetilatrazina (DEA) e a
desisopropilatrazina pelo processo de dealquinagdo microbioldgica que sdo considerados tao
toxicos quanto a atrazina (WIKELMANN; KLAINE, 1991; LOSS; NIESSNER, 1999). A
solubilidade desses metabolitos em &gua € maior do que a do herbicida atrazina causando um
maior impacto nos compartimentos ambientais (SCRIBNER et al., 2000).

Quanto ao efeito subletal todas as amostras apresentaram IP negativo durante os seis
dias de cultivo do consorcio. As sementes ndo sofreram nenhuma inibigdo no
desenvolvimento de sua raiz mesmo com a presenca do herbicida apresentando crescimento
maior do que no controle. No teste de toxicidade realizado no 32 dia de cultivo do consércio
bacteriano, as raizes apresentaram anormalidades como uma grande quantidade de pelos,
muitas raizes secundarias, além de pequenos didametros. No teste de toxicidade realizado no 6°
dia de cultivo do consorcio, obtiveram-se raizes maiores e sem anormalidades, o que
evidencia que houve uma reducdo da concentragdo do agrotoxico na amostra (Figuras 12 e
13).

Figura 12 — Raizes do Pepino Aodai crescidas expostas ao consorcio bacteriano ap6s 3 dias de cultivo a 30°C.

Fonte: Proprio Autor
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Figura 13 — Raizes do Pepino Aodai crescidas expostas ao consorcio bacteriano ap6s 6 dias de cultivo a 30°C

Fonte: Proprio Autor

A utilizacdo indiscriminada de herbicidas sintéticos tem provocado o desenvolvimento
de plantas resistentes a estes, 0 que conduz a uma demanda de novas substancias quimicas
cujos mecanismos e ac¢des sejam diferentes dos empregados (OLIVEIRA et al., 2011).

Rebessi et al. (2011) observaram que na presenca do herbicida glifosato as raizes
cresciam menor do que o controle. Segundo Castillo (2004) a presenca de alguns
micronutrientes como Cu, Zn em baixas concentracbes em amostras ambientais pode
estimular o crescimento do vegetal. Na aplicagdo desse teste de fitotoxicidade com amostras
ambientais em conjunto com outros organismos tem sido detectado a estimulacdo do
crescimento radicular. Dessa forma, foi possivel detectar que a associacdo das bactérias com a
atrazina conseguiu degradar total ou parcialmente o herbicida fornecendo nutrientes para o

crescimento do vegetal.
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6. CONCLUSAO

Foi possivel selecionar bactérias aptas a formacéo de biofilme, degradacéo da atrazina
e gque ndo produziram substancias antagonicas e que unidas em consorcios foram capazes de
crescer ou tolerar o herbicida em todas as concentracdes testadas.

Os consarcios bacterianos mostraram capacidade de utilizacdo da atrazina como fonte
de carbono e nitrogénio o que os coloca como uma alternativa viavel de biorremediacdo de
contaminantes como atrazina. .

O teste fitotdxico foi eficiente para analisar os niveis de toxicidade do herbicida, no
entanto, mais estudos devem ser feitos.

Nédo foi possivel estabelecer a eficiéncia da degradacdo da atrazina (parcial ou
completa) pelos consorcios bacterianos. Entretanto, o teste ecotoxicolégico foi um bom
indicador da reducdo do efeito toxico da substancia sobre esses vegetais. No entanto, mais

estudos sdo necessarios para a validacao dessa técnica.
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