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Avaliagcao da capacidade de biodegradacao de tebuconazole por isolados

microbianos de solos contaminados e de ambientes Amazénicos.'
Autor: Nicole Teixeira Sehnem

Orientador: Prof. Dr. Marco Anténio Zachia Ayub

RESUMO

A utilizagcdo de fungicidas na agricultura para controle de pragas pode causar
grandes impactos ambientais e as suas ag¢bdes podem alterar quantitativa e
qualitativamente a microbiota de solos expostos. O tebuconazole € um
fungicida sistémico do grupo dos triazéis que inibe o passo de desmetilagdo do
carbono 14 do 24-metilenodihidrolanosterol, na biossintese do ergosterol.
Atualmente, as lavouras recebem repetidas aplicacbes deste em uma mesma
cultura, propiciando o aparecimento de espécies resistentes a sua acgao.
Através do isolamento dos microrganismos encontrados em solos
contaminados pode-se encontrar espécies resistentes e capazes de degradar
este xenobidtico. O objetivo desse trabalho foi isolar, selecionar e avaliar a
capacidade de biodegradagao de tebuconazole por isolados microbianos de
solos contaminados e de ambientes Amazodnicos. Os microrganismos foram
isolados a partir de técnicas de isolamento utilizando diferentes solugdes. As
bactérias isoladas foram submetidas a experimentos de selecdo e
biodegradagéo realizados em biorreatores e tolerancia em agitador horizontal.
Os fungos isolados foram submetidos a esta mesma avaliagdo, porém em
cultivos estaticos. Os fungos isolados mostraram ser resistentes a 100 mg.L™
de tebuconazole, no entanto ndo foram capazes de degrada-lo. As bactérias
selecionadas que apresentaram capacidade de degradar até 51% deste
fungicida e toleréncia de até 1 g.L= foram identificadas como Enterobacter
Sakazakii e Serratia marcescens. Estas cepas apresentaram caracteristicas
interessantes para uma potencial utilizagao destas em remediagdao ambiental.
Também foram testadas varias cepas de fungos recentemente isoladas dos
ambientes Amazobnicos, mas os mesmos ndo demonstraram qualquer tipo de
resisténcia ou capacidade biodegradadora deste fungicida.

1. Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (89 p.).
Margo, 2009.
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Evaluation of Tebuconazole degradation by microbial isolates from

contaminated soil and from Amazon environments

Author: Nicole Teixeira Sehnem

Supervisor: Prof. Dr. Marco Antonio Zachia Ayub

ABSTRACT

The use of fungicides in agriculture for the control of diseases can cause great
environmental impacts and their actions can quantitatively and qualitatively
modify microbial systems of exposed soils. Tebuconazole is a systemic
fungicide of the group of the triazol that inhibits the sterol C-14 a-demethylation
of 24-methylenedihydrolanosterol, a precursor of the cell membrane component
ergosterol in fungi. Currently, crops receive repeated applications of these
chemicals, inducing the appearance of resistant strains of bacteria and fungi.
Through the isolation of microrgansims found in these soils, resistant species
can be found that could be capable of degrading these xenobiotics. Thus, the
objective of this work was to isolate microorganisms from contaminated soil and
to evaluate the biodegradation of tebuconazole by them, as well as to test some
recently isolated fungi strains from Amazon environment for this same purpose.
Microorganisms were isolated by different methods of sampling soil. Screening
of bacteria was performed on bioreactors, while tolerance to tebuconazole
assays were performed on shaker. Screening of fungi was performed in static
cultures. Some fungi were capable of growing in concentrations of 100 mg.L™" of
tebuconazole, but proved unable to degrade this xenobiotic. Screening of
bacteria resulted in some isolated capable of degrading up to 51% of the initial
concentration of tebuconazole and were capable to tolerate up to 1 g.L'1. These
strains were identified by biochemical standard procedures as being
Enterobacter sakazakii and Serratia marcescens species. These bacteria
present some important characteristics for potential use on environmental
bioremediation. Microorganisms isolated from Amazon did not show any
resistances or biodegradation capabilities towards tebuconazole.

1. Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (89 p.).
March, 2009.
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1. INTRODUGAO

A producdo, comercializacdo e o uso mundial de pesticidas
aumentam a cada ano. Embora mudangas surjam conforme as necessidades
do mercado, como as culturas transgénicas, o uso de pesticidas € destacado
porque a maioria destas inovagdes nao impede a proliferacdo de ervas
daninhas, fungos e outras fitopatologias no campo. O Brasil € um dos maiores
consumidores de agrotoxicos do mundo, considerando-se o uso agricola,

domeéstico e em campanhas de saude publica.

Grandes quantidades de defensivos agricolas sao utilizadas,
especialmente em lavouras de soja, arroz, milho e trigo. Dentre estes
pesticidas, o tebuconazole (1-p-clorofenil-4,4-dimetil-3- (1H-1,2,4-triazol-1-il-
metil)-pentano-3-ol)), um fungicida sistémico do grupo quimico do triazol, € um
xenobidtico bastante utilizado nos sistemas agricolas no controle de fungos que
atacam as lavouras de cebola, batata, cevada, feijdo, macga, uva e mais
recentemente, em lavouras de soja, especialmente apds o inicio da utilizagdo
de soja geneticamente modificada e resistente ao glifosato, mais suscetivel ao
ataque de fungos. Os fungicidas do grupo triazol inibem o passo de

desmetilacdo do carbono 14 do 24-metilenodihidrolanosterol na biossintese de



ergosterol e sdo utilizados em muitas culturas para controle de doencgas

causadas por fungos.

Nas industrias produtoras de tebuconazole, o efluente gerado
apresenta alta toxicidade aos organismos aquaticos, impedindo que o mesmo
seja degradado em estagbes de tratamento de efluentes, surgindo, a partir
desse problema, a necessidade de encontrar alternativas para a biodegradagao
desse fungicida. Alguns trabalhos ja foram desenvolvidos relacionando o efeito
das aplicagdes do tebuconazole em alimentos e sua biodegradagao no solo, no
entanto, ndo ha bibliografias que citem as suas degradagbes em agua. O
presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a capacidade de
biodegradagcdo de tebuconazole por isolados microbianos de solos
contaminados e de ambientes Amazoénicos. Os objetivos especificos foram
isolar microrganismos de solos expostos ao triazois, selecionar os competentes
para degradacgéo de tebuconazole e identifica-los em nivel de espécie, avaliar a
tolerancia desses ao xenobidtico e definir quais as condigdes de cultivo
favoraveis para degradagdo. Outro objetivo foi availar isolados fungicos

provenientes da Floresta Amazdnica em degradar tebuconazole.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Defensivos agricolas e mercado comercial

A produgao, comercializagdo e o uso mundial de pesticidas crescem
a cada ano. O Brasil € um dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo
e segundo os dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para
Defesa Agricola (SINDAG) houve aumento de 31 % da venda de pesticidas no
periodo de janeiro a outubro entre os anos de 2007 e 2008. Nos primeiros 10
meses de 2008, o valor comercializado de pesticidas foi cerca de 10,25 bilhdes
de reais. A comercializagao de fungicidas correspondeu neste periodo a 30 %
do mercado de defensivos agricolas o que correspondeu a 2,2 bilhdes de reais.

O crescimento neste periodo para esse subgrupo foi de 26 % (SINDAG, 2009).

Os agrotoxicos sédo definidos de acordo com a Lei Federal n° 7082
de 11 de julho de 1989 (Artigo 2° Inciso I), como produtos e agentes dos
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protegdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composig¢ao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las

da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos; bem como substancias e



produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e

inibidores de crescimento (Brasil, 1998).

Os pesticidas podem ser classificados quanto a sua acéo, a principio
ativo e persisténcia. Quanto a acg¢do, podem ser dividos em herbicidas,
inseticidas, fungicidas, bactericidas, nematicidas, rodenticidas, moluscicidas,
entre outros. As classes de pesticidas mais conhecidas s&o os organoclorados,
organofosforados, carbamatos, dicarbamatos, triazinas, hidrocarbonetos
clorados, triazdis, piretroides. Dentre estes, destacam-se os fungicidas do

grupo dos triazois.

2.2.Impacto ambiental e biodegradacao de pesticidas

O impacto dos pesticidas sobre o meio ambiente € um assunto
polémico e amplamente debatido por toda a sociedade e comunidade cientifica.
Seus impactos sobre a microbiota do solo e os processos biolégicos sao
dificilmente determinados com precisédo, devido a natureza, heterogeneidade,
dindmica e respostas adaptativas da comunidade microbiana. Os efeitos
negativos dos pesticidas devem ser avaliados por indicadores especificos,
como a taxa de mineralizagdo, nitrificagdo e atividade enzimatica, considerando

sua magnitude, duracao e persisténcia (FORTES NETO et al., 2007).

Quando aplicados nos solos, fungicidas do grupo dos triazdis
causam alteragdes na microbiota, prejudicando a ciclagem de nutrientes. Em

um estudo recente foi avaliado o impacto que aplicagdes de placrobutazol em



solos, com histérico de 3 anos de aplicacdo do pesticida e sem historico de
aplicacdo, causavam sobre as atividades metabdlicas dos microrganismos
indigenas. Em ambos os solos, foi observado que este fungicida alterou
negativamente a respiragdo microbiana e a degradagdo de celulose.
(GONCALVES, et al.,, 2009). Munier-Lamy & Borde (2000) avaliaram se o
triazol flutriafol influenciava na atividade celulolitica dos microrganismos
oriundos de um solo sem historico de aplicagdo desse xenobidtico e
observaram que ocorreram mudangas na microflora do solo que resultaram na
diminuicdo da populagdo de fungos saprofiticos, e por consequéncia, na
diminuicdo da atividade celulolitica, que € um fator importante para a ciclagem

de nutrientes do solo.

Quando os pesticidas sao inseridos no solo para manejo na
agricultura, varios processos fisicos e quimicos determinam o comportamento
de seus residuos no ambiente, refletindo na persisténcia do composto.
Caracteristicas do solo como temperatura, umidade, composigdo de matéria
organica, profundidade, aeragdo, pH, adsorgcédo/dessor¢gdo e composi¢cdo de
minerais; as caracteristicas quimicas do xenobidtico e presenga de outros
pesticidas sdo fundamentais para determinagao do grau de persisténcia (SILVA
& FAY, 1997). O comportamento de alguns pesticidas pode ser alterado de
acordo com o ambiente em que estdo inseridos, como ocorre em fontes
aquiferas localizadas sob o solo usado para cultivo, que sao mais susceptiveis
a contaminagao, devido a altas concentragdes de pesticidas aplicados (DAMS,
2006). Segundo Kamrin (2000) a maioria dos fungicidas do grupo dos triazéis é

mais estavel em agua do que em solo, e este fendbmeno pode ser observado



quando em aguas superficiais foram encontrados residuos dos fungicidas
triadimefon e flusidasole, apds 28 semanas e dois anos de monitoramento,
respectivamente. Ja em solos que sofreram aplicagdo de fungicidas triazélicos
apenas 19% da concentracdo inicial de tebuconazole foi detectada apds 71

dias de estudo (POTTER et al., 2005).

A transformac&o ou degradagao dos pesticidas no solo ocorrem em
funcdo de varias reacdes bidticas e abidticas que compreendem: reacgdes
primarias (oxidagao, reducao, hidrolise) e secundarias (conjugagdes e reagdes
com constituintes do solo). O pesticida ideal é aquele que ao ser aplicado
cumpra seu objetivo e seja degradado rapidamente a compostos secundarios
ou mineralizado formando CO,, agua, produtos organicos e inorganicos mais
simples. Uma ampla faixa de microrganismos é capaz de utilizar pesticidas
como substratos para crescimento, promovendo sua decomposi¢ao no solo.
Outro tipo de transformacao, chamada co-metabolismo, ocorre com alteragdes
na molécula sem que esta seja utilizada como fonte de energia pelos
microrganismos, que nao tém suas populagbes aumentadas, os quais utilizam
uma segunda fonte de energia para crescimento. Geralmente ocorre
degradagao incompleta da molécula com produgédo de metabdlitos, por reagdes
como hidrélise, substituicdo ou oxidacdo. Esses metabodlitos podem ser
degradados por outros microrganismos ou se acumulam no ambiente. A
desativagcao de um determinado produto toxico no solo pode consistir de uma
simples reacdo, que causa a sua desintoxicacdo, a uma sequéncia de
transformacgdes, envolvendo mecanismos diversos, que promovem sua

degradagao ou mineralizagao completa (FORTES NETO et al., 2007).



2.3.Fungicidas do grupo dos triazéis

Os fungicidas do grupo quimico dos triazéis sdo comumente
utilizados para o controle de fungos fitopatogénicos (ROBBERTSE et al., 2001),
reguladores de crescimento em vegetais (SILVA et al., 2003), e também como
preservantes de madeira (OBANDA et al., 2008). Uma grande variedade de
fungicidas desse grupo quimico é utilizada atualmente, como triadimenol,
miclobutanil,  propiconazole, epoxiconazole, penconazole, flusidasole,

fenebuconazole, hexaconazole, tetraconazole e tebuconazole.

Os fungicidas do grupo triazol inibem o passo de desmetilagdo do
carbono 14 do 24-metilenodihidrolanosterol, que é precursor do ergosterol,
importante componente da membrana celular fungica (MA et al., 2006;
GARLAND et al., 2004; ROBBERTSE et al., 2001). Esse passo importante é
mediado pelas enzimas citocromo P-450 esterol 14a-desmetilase (P-45014pm)
(DELYE et al.,, 1997; AKALLAL et al., 1998) e citocromo P-450 lanosterol
desmetilase (PEREA et al., 2001). Esses compostos também s&o conhecidos
como inibidores da desmetilagdo e foram introduzidos para manejo de doengas

de plantas em torno de 1970 (MA et al., 20006).

Esses fungicidas s&o mais utilizados em culturas de banana, batata,
cebola, cevada, feijdo, maca, soja, tomate e trigo. Além de serem utilizados
como unico fungicida durante o periodo de crescimento das culturas, também
sdo aplicados em combinagdo com fungicidas de outros grupos quimicos, para

aumentar a eficiéncia dos tratamentos (FULLERTON et al., 1995).



2.3.1. Tebuconazole
O tebuconazole (RS)-1-p-clorofenil-4,4-dimetil-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ilmetil) pentan-3-ol (Figura 1) € um fungicida de acado sistémica do grupo
quimico triazol, possuindo peso molecular de 307 (CALZA et al.,, 2002), é
recomendado para o controle de doencas fungicas. E um composto estavel,
resistente a hidrolise na faixa de pH de 4 a 9, e é compativel com o uso de

inseticidas (OBANDA et al., 2008).

OH CHs
C—C—CHg

cl CH,CH, |

Figura 1. Estrutura molecular do tebuconazole.Fonte: Obanda, 2008.

O tebuconazole inibe 100% do crescimento micelial de Beauveria
bassiana, fitopatégeno para videiras, na concentracdo de 0,42 mg.mL™". A alta
toxicidade de tebuconazole a esse fungo pode ser atribuida a alta poténcia
desse fungicida e também ao seu amplo espectro de agdo (MOURAO et al.
2003). Em outro estudo, o tebuconazole aplicado na concentragédo indicada
para campo (75 mL para cada 100 L de agua), inibiu completamente o
crescimento de B. bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces
fumosoroseus e Verticillium lecanii, sendo considerado muito toxico para estes

fungos estudados (LOUREIRO et al. 2002).



2.4.Impactos ambientais causados pelo tebuconazole

O uso de pesticidas pode causar impactos diretos e indiretos; locais,
regionais e/ou globais; imediatos, de médio ou longo prazo; temporarios,
ciclicos ou permanentes; reversiveis ou irreversiveis. Em areas agricolas, os
impactos podem ainda ser de fonte difusa, causados pela contaminagéo
proveniente da aplicagdo regular, ou pontual, quando ocorre descarga
(acidental ou ndo) durante o transporte e manuseio dos pesticidas. Os
impactos podem ocorrer nos meios: fisico-quimico (abiotico), bidtico e
socioeconémico, portanto a avaliagdo de impactos ambientais deve
contemplar, sempre que possivel, os aspectos ecoldogicos, sociais e
econdmicos mantendo estreita relacdo com o conceito de sustentabilidade

agricola (SPADOTTO, 2002).

Os impactos, na dimensdo ecologica, podem ser classificados
segundo o compartimento afetado: agua, solo, planta e atmosfera. Os impactos
provocados pelo uso do tebuconazole podem ainda ser intrinsecos e
extrinsecos. Como exemplo de impacto intrinseco negativo de pesticidas, pode
ser citado o problema dos residuos de tebuconazole no solo e em culturas no
qual ele é aplicado. Garland et al. (2004) observaram que o Oleo essencial de
Boronia megastigma, utilizado na industria de alimentos e de cosméticos,
apresentou residuo de tebuconazole 250 vezes mais concentrado que a
quantidade de residuo encontrada na flor. Quanto ao impacto extrinseco, pode
ser citado como exemplo, a contaminagao de aguas superficiais e subterraneas
pelo carreamento através da chuva e adsorcdo do tebuconazole pelas

particulas de sedimentos presentes no meio aquatico. Hussar et al. (2004)
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verificaram que concentragdes de 3,88 mg.L'1 de tebuconazole causam 100%
de mortalidade em alevinos de Piaractus mesopotamicus em dois dias de
exposicdo ao xenobidtico. Com essa mesma concentragdo, observa-se
mortalidade de 80% de juvenis com 80 horas de exposi¢do ao tebuconazole.
Em alevinos de Tilapia rendalli, essa concentragao causou mortalidade de 40%
de alevinos em 6 dias de exposi¢cdo, ndo causando mortalidade em juvenis.
Para essa espécie, a mortalidade de 100% ocorreu quando expostos a
concentragdo de 7,75 mg.L™". Sancho et al. (2009) observaram que a exposicdo
de Daphnia magna ao tebuconazole pelo periodo de 48 horas na concentragao
de 40,1 mg.L™" influencia na alimentagdo deste microcrustaceo e também nas
funcdes metabdlicas, resultando em alteragdes de componentes bioquimicos
como a composicao de lipidios e proteinas. Em estudos aplicados em ratos, foi
observado que tebuconazole, quando aplicado em concentragbes de até 60
mg.kg.dia™', desde o inicio da vida desse mamifero, causa danos no hipocampo
cerebral, prejudicando assim o desenvolvimento do aprendizado (MOSER et
al., 2001). Resultado semelhante foi obtido por Tully et al. (2006), também em
ratos, submetidos a fluconazole, miclobutanil, propiconazole e triadimefon, que
influenciaram na atuagao da enzima citocromo P450, afetando a expressao de

genes que estdo envolvidos no metabolismo de horménios.

2.5.Degradacao do tebuconazole

Os mecanismos e a velocidade de degradagdo de uma substéncia
variam de acordo com o ambiente. Se um pesticida é aplicado no solo, a

degradagao por microrganismos presentes neste solo € um fator importante,
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mas se a mesma substancia é liberada diretamente em um corpo d’agua, a
hidrolise torna-se a via mais importante. Condi¢des climaticas, incluindo pH,
composi¢cédo do solo e luz solar, podem contribuir para a degradagdo de um

xenobiodtico (BOXALL et al. 2004).

Atualmente, existem poucos estudos a respeito da degradagédo do
tebuconazole, publicados em revistas cientificas. A degradagédo fotoquimica
deste xenobidtico presente em efluentes aquosos, através do processo foto-
Fenton (UV/Fe*/H,0O,) em reatores, foi eficaz (TEIXEIRA et al. 2005). Esta
metodologia reduziu a demanda quimica de oxigénio em 89% apos 180
minutos e carbono organico dissolvido em 86% apds 60 minutos de reacgéo.
Ocorreu também o aumento de niveis de DBOs, 0 que indica a possibilidade de
um passo preliminar para tratamentos bioldgicos convencionais para o

tebuconazole.

2.6.Resisténcia a inibidores da desmetilagao

A insercdo do tebuconazole ao meio ambiente causa como
consequéncia a selegédo natural de organismos resistentes a esse xenobiobtico.
Os mecanismos de resisténcia a inibidores da desmetilacdo sdo conhecidos
em algumas espécies de fungos, porém n&o ha relatos desses em bactérias, ja
que as mesmas néo possuem ergosterol em sua membrana celular. Contudo,
também ndo foram encontradas referéncias que avaliaram outros possiveis

mecanismos de resisténcia que poderiam existir em procariotos.
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Hatvani et al. (2006) relataram que, em linhagens de Trichoderma
harzianum e T. atroviride, o tebuconazole apresentou forte efeito inibitorio, com
concentragao inibitéria minima de 100 pg.mL™" em um periodo de crescimento
de 3 a 5 dias. Em linhagens do género Trichoderma, a fusdo de protoplastos é

eficiente para melhoramento de resisténcia ao tebuconazole.

Ja Akallal et al. (1998) obtiveram mutantes resistentes ao
tebuconazole com técnica de mutagénese por radiagao ultravioleta e posterior
selegdo em meio de cultivo contento tebuconazole a 30 ug.mL™" em Nectria
haematococca. Trés genes de resisténcia ao tebuconazole foram claramente

identificados em N. haematococca, denominados Teb 1, Teb 2 e Teb 3.

Robbertse et al. (2001) avaliaram a resisténcia de Rhyncosporium
secalis ao tebuconazole em culturas de cevada. Em isolados que foram
expostos ao tebuconazole por um ano, foi observada uma concentragao
minima inibitéria (CMI) em torno de 3 pug.mL”. Em culturas tratadas com
tebuconazole por seis anos consecutivos, os isolados apresentaram CMI de
3,72 e 4,96 pg.mL", em duas diferentes areas. No isolado que nunca foi

exposto ao xenobidtico, a CMI foi de 0,4 pg.mL"™".

Em Candida albicans, sao realizados muitos estudos para avaliar os
mecanismos de resisténcia aos triazdis. Alguns mecanismos moleculares ja
foram observados em cepas resistentes (HOF, 2001), como alteragdes na
membrana plasmatica para diminuicdo da entrada do fungicida na célula;
modificagdo e degradagdo do composto apds a entrada na célula; alteragdes

na producado de enzimas que atuam na biossintese de ergosterol e alteragdes
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nos transportadores de moléculas (WHITE et al., 1998). Perea et al. (2001)
avaliaram os mecanismos moleculares responsaveis pela resisténcia a triazois
em Candida albicans. Os autores verificaram que a resisténcia de C. albicans é
resultado da combinacdo de diferentes mecanismos como a superexpressao
de transportadores ABC que séo codificados pelos genes CDR e mutagdes no

gene ERG11 que codifica a P-450 lanosterol 14 a-desmetilase.

Délye et al. (1997) estudaram a resisténcia do fungo Uncinula
necator a triadimenol. De 91 isolados, 19 resistentes foram selecionados para
investigar a mutagcdo no gene P-45044pm. Foi observado que 16 isolados
apresentaram uma mutagdo no gene codificador da enzima P-45044py, que
correspondia a substituicdo de um residuo de tirosina por um residuo de

fenilalanina na posicao 136.

O fungo fitopatogénico Blumeriella jaapi, maior causador de doengas
foliares em cultura de cerejas, possui resisténcia ao fembuconazole. A
superexpressao do gene CYP51 aumentou a resisténcia de B. jaapi 12 vezes

em comparagao com cepas sensiveis (MA et al., 2006).

2.7.Biodegradacao do tebuconazole

Embora o tebuconazole seja um fungicida muito utilizado na
agricultura, pouco se sabe sobre a capacidade de microrganismos transforma-
lo em outras moléculas ou de mineraliza-lo. Obanda et al. (2008), realizaram
um estudo que, conforme pesquisas bibliograficas, é o unico trabalho publicado

em revistas cientificas sobre a biodegradagdo deste fungicida até o presente
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momento. Os autores utilizaram para os estudos de biodegradagdo uma cepa
de Trichoderma harzianum, que foi isolada a partir de madeiras tratadas com
tebuconazole para conservacio. Esse isolado que era resistente ao xenobibtico
também foi capaz de degradar 68% de tebuconazole (concentragao inicial de
20 mg.L") apds 21 dias de cultivo submerso realizado em incubadora com
agitacdo na temperatura de 25°C. A degradacédo do tebuconazole foi iniciada
aos 6 dias de cultivo e apresentou maior taxa de degradacédo entre 9 e 12 dias.
E importante ressaltar que T. harzianum apresentou capacidade de degradar
tebuconazole em meio de cultura suplementado com 10 g.L™”" de glicose,
sugerindo que esse fungo possa utilizar o mecanismo de co-metabolismo para

a degradagao do xenobidtico.

Em sua tese de doutorado, Obanda (2008) realizou, além de ensaios
de biodegradagdo de tebuconazole por T. harzianum, estudos de
biodegradacao por uma cepa de Pseudomonas fluorescens, também isolada
de madeira conservada com esse fungicida. P. fluorescens apresentou
degradagdo de tebuconazole a partir de 6 dias de cultivo, chegando a
degradacgao de 70% do pesticida (concentragao inicial de 20 mg.mL'1) em 21

dias, com crescimento a 30°C em meio Luria-Bertani.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Coleta de solo para isolamento de microrganismos e analise
fisico-quimica

As amostras de solo foram coletadas no municipio de Santa Rosa

(Rio Grande do Sul) em lavouras de trés propriedades particulares diferentes,

que cultivavam soja. Nestas, utilizavam-se como herbicida o glifosato e como

fungicidas, tebuconazole e Opera® (pyraclostrobin + epoxiconazole).

A Tabela 1 apresenta o historico de aplicacbes dos pesticidas
utilizados nas lavouras onde as amostras de solo foram coletadas. Atualmente
alguns produtores utilizam dois fungicidas concomitantemente, como pode ser
observado na propriedade 3. Nesta propriedade, o Opera® foi aplicado

juntamente ao tebuconazole.

Tabela 1. Histérico de aplicagdo dos pesticidas nas lavouras de soja das propriedades
visitadas, onde as amostras de solos foram coletadas.

Solo Histéricode Tempo de aplicagao Aplicagoes Quantidade
aplicagdo (ano) aplicada (mL.ha'1)

1 Glifosato 6 Fev 2007 2000
Opera 2 Jan 06/07 e Fev 07 200

2 Glifosato 4 Fev 2007 2000
Tebuconazole 5 Fev 2006 e 2007 500
Glifosato 9 Dez 2006 3000

3 Opera 5 Jan 2006 e 2007 500
Tebuconazole 5 Margo 2007 500
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Optou-se por coletar o solo superficial com 10 cm de profundidade e
préximo as raizes da soja uma vez que neste tipo de cultura é dificil identificar
solo de linha e entrelinha. Uma quantidade de 30 g de cada tipo de solo,
coletadas de diferentes pontos de cada area, foram coletadas com colheres
estéreis e colocadas em sacos de polipropileno estéreis (15 cm X 20 cm).
Estes sacos foram devidamente identificados e acondicionados em uma caixa
isopor com gelo, para manter as amostras em baixa temperatura, por um
periodo de 12 horas. Posteriormente, estas amostras foram guardadas em

geladeira (ELSAS & SMALLA, 1997).

3.2. Tebuconazole

Foram utilizados em todos os experimentos Tebuconazole Padrao,
contendo 99% de pureza, e o composto comercial Orius 250 EC, que
caracteriza-se por uma formulacdo liquida que contém 250 g.L'1 de
tebuconazole. As duas formulagdes foram gentiimente cedidas pela Milenia
Agrociéncias S/A. As caracteristicas do composto estdo descritas no Apéndice

1.

3.3.Meios de cultivo

A composicdo de todos meios de cultivo utilizados neste trabalho

esta descrita no Apéndice 2.
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3.4.Dispersao e extracao de microrganismos do solo

Foram utilizadas varias técnicas para promover a dispersao e
extragdo dos microrganismos do solo, com o objetivo de recuperar uma maior
variedade de espécies. Realizaram-se seis técnicas diferentes, combinando a
utilizacdo de equipamentos como agitador horizontal (Nova Técnica) e
homogeneizador de amostras (Stomacher 400 — Seward) com trés solugdes de
extragdo, agua destilada estéril, agua peptonada (g.L™": peptona, 10; NaCl, 5) e
tampao fosfato de sédio 50 mM pH 7. As solugdes de extragdo foram

adicionados 10 g de solo.
a. agitador horizontal X com agua destilada estéril,
b. agitador horizontal X agua peptonada,
c. agitador horizontal X tampé&o fosfato de sédio,
d. homogeneizador de amostras X agua destilada estéril,
e. homogeneizador de amostras X agua peptonada,
f. homogeneizador de amostras X tampao fosfato de sodio.

O tempo de extragao variou de acordo com o equipamento utilizado.
No agitador horizontal as amostras foram agitadas por 60 min a 30 °C e 120
rotagées por minuto (rpm), enquanto que no homogeneizador de amostras as
amostras permaneceram por 10 min na velocidade média (aparelho sem

controle de temperatura — temperatura ambiente 30 °C + 2).

A fim de propiciar também o isolamento de fungos filamentosos nao

esporulantes encontrados no solo, placas de Petri contendo meio Agar Extrato
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de Malte (AEM) com adigdo de antibiético (penicilina 0,2 g.L™") foram levadas a
campo, e nestas foram realizadas semeaduras com pequena aliquota de solo

diretamente na superficie do meio (MELO & AZEVEDO, 1997).

3.5.Isolamento dos microrganismos extraidos do solo

O isolamento dos microrganismos foi realizado utilizando-se a
técnica da diluigdo seriada a partir do sobrenadante obtido apds a aplicagao
das técnicas de extracdo. Em placas de Petri contendo meio AEM e AN foram
semeados 100 pL de sobrenadante (em ftriplicata) e apoés 48 horas de
incubacédo a 30 °C, o numero de colbnias crescido em cada placa foi
contabilizado. Colbnias morfologicamente diferentes encontradas em uma

mesma placa foram repicadas para placas com meio AEM e AN.

Os fungos que cresceram nas placas a partir das diluices
provenientes das extracdes e das semeaduras de solo foram isolados em meio
ABD. Para evitar o crescimento de bactérias contaminantes, foi adicionado ao

meio de cultura o antibiético cloranfenicol na concentragéo de 0,2 g.L™".

3.6. Caracterizacao das cepas microbianas

As bactérias isoladas a partir de cada solo foram discriminadas de
acordo com as caracteristicas morfoloégicas, como forma, elevacéo, borda,
superficie, pigmentagdo, brilho, transparéncia, coloragcdo e consisténcia da
colbénia. Também foram caracterizadas de acordo com as observagoes

provenientes de visualizagcdo microscoépica proveniente de coloracdo de Gram,
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na qual foram utilizados como reativos violeta de metila, lugol e safranina. As
observacgdes foram realizadas em microscopio optico com aumento da imagem

em 1000 vezes.

3.7.Manutencgao das cepas microbianas

A manutengdo das cepas bacterianas foi realizada
sistematicamente, sendo essas repicadas ao menos uma vez a cada 60 dias,
acompanhadas de controle por microscopia 6tica para garantir a pureza das
culturas. Adicionalmente, as culturas foram cultivadas em meio liquido Luria
Bertani (LB) modificado por 12 horas a 30°C e 120 rpm. Essa cultura também
foi estocada em glicerol na proporgéo de 80% de cultura e 20% de glicerol. A
suspensao foi homogeneizada em agitador de tubos e acondicionada a -18°C.
As cepas fungicas foram cultivadas em meio BDA pelo periodo de 7 dias e
discos contendo micélio foram mantidos em &gua destilada estéril na

temperatura de 4°C.

3.8.Avaliacao da resisténcia e capacidade degradadora de

tebuconazole por fungos

Os ensaios de avaliagédo da resisténcia e capacidade de degradacao
de tebuconazole, por fungos, foram realizados através de experimentos com 42
cepas fungicas isoladas a partir da extracdo dos solos expostos a

tebuconazole, e também com 24 cepas de fungos isolados da Floresta
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Amazonica, cedidos gentilmente pela Universidade Estadual do Amazonas.

Todos os fungos foram inoculados em placas de Petri contendo meio ABD.

Os cultivos foram realizados em placas de Petri contendo meio
sintético Merlin-Norkrans adicionado de tebuconazole (AMNT). Os cultivos
controle foram realizados nas mesmas condigdes, sem a adicdo de
tebuconazole ao meio Merlin-Norkrans (AMN) (TOMASINI et al., 2001). Discos
de agar (8 mm de diametro) retirados das extremidades de culturas crescidas
em meio ABD foram utilizados como indculo. As culturas foram incubadas a 30
°C por 30 dias, sendo que as medigcdes do diametro das culturas foram
realizadas a cada 3 dias. Todos os testes foram realizados em ftriplicata. Para
definir os microrganismos com maior resisténcia utilizou-se um critério de
selecdo, no qual o crescimento dos microrganismos em meio AMN (controle)
seria no maximo 20 vezes mais rapido do que o obtido pelos microrganismos
inoculados em meio AMNT. A razdo do crescimento (mm/dia) em meio AMN

dividido pelo crescimento em meio AMNT foi denominada taxa de crescimento.

Os fungos que apresentaram crescimento em meio AMNT foram
submetidos a teste liquido. Placas de Petri contendo 15 mL de meio MNT
foram inoculadas com discos de agar (6 mm de diametro) de culturas das
cepas fungicas selecionadas, de acordo com Tomasini et al. (2001). As culturas
foram incubadas a 30 °C por 30 dias, e a cada 10 dias, amostras foram
retiradas, centrifugadas e o sobrenadante foi congelado para posterior analise
cromatografica. Também foi realizado o teste controle, nas mesmas condigoes,

sem indculo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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Além de teste realizado em meio MNT com os isolados que
apresentaram crescimento em meio AMNT, foi realizado o teste Bavendamm
(NOBLES, 1948) para avaliar se esses fungos produziam as enzimas
fenoloxidases. Quando o fungo produtor de fenoloxidases é cultivado na
presenga de acido tanico, existe a formacéo de um halo no meio de coloragéo
mais escura com relagdo ao controle sem indculo. Este experimento foi
conduzido em meio AEM suplementado com acido tanico na concentragao de 5
g.L'1, por 7 dias a 30°C. Foram utilizadas, como controles positivos, duas cepas
de fungos produtores de peroxidases das espécies Phlebia tremellosa e

Ceriporiopsis subvermispora.

3.9.Selegcdao de bactérias degradadoras de tebuconazole em

biorreatores de cultivo submerso

As bactérias isoladas a partir da extracdo de cada solo foram
agrupadas de acordo com as similaridades morfolégicas. As bactérias isoladas
pertencentes a um determinado solo foram divididas em dois ou trés grupos
perfazendo o total de 8 grupos de microrganismos, e foram nomeados da

seguinte maneira:
a) grupos provenientes do solo 1: grupo 1-1, grupo 1-2;
b) grupos provenientes do solo 2: grupo 2-1, grupo 2-2 e grupo 2-3;
c) grupos provenientes do solo 3: grupo 3-1, grupo 3-2 e grupo 3-3.

A selecao de bactérias degradadoras de tebuconazole foi realizada

em biorreatores (Biostat B Braun) de cultivo submerso com capacidade para 2
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L, contendo 1,8 L de meio mineral (MM) (BRADLEY et al., 1997), 800 yL de
tebuconazole (concentragdo final de 0,1 g.L™"), e 200 mL de inéculo. O inéculo
foi preparado a partir das cepas bacterianas isoladas de cada grupo, sendo que
cada grupo foi inoculado em frascos Erlenmeyer de 1 L contendo 200 mL de
meio LB modificado e foram incubadas por 12 horas a 30°C e 120 rpm. Para
promover maior pressao seletiva sobre os microrganismos, no sexto dia de
cultivo, 1 L de meio mineral (MM) concentrado duas vezes e 800 uL de
tebuconazole foram adicionados ao sistema, para completar o volume de 2 L.
O cultivo foi realizado por um periodo de nove dias e aliquotas de 12 mL foram
coletadas a cada 24 horas, sendo que 10 mL foram centrifugados por 15 min, a
4°C e 2500g. O volume restante (2 mL) foi utilizado para determinagdo de
unidades formadoras de colonia (UFC) através da utilizagdo da técnica de
diluigao seriada. As diluigdes que variavam entre 10 a 10 foram inoculadas
(100 pL) em placas de Petri contendo meio AMNT. Apods 48 horas, as colbnias
que apresentaram crescimento foram contabilizadas para estimativa de UFC.
Os microrganismos resistentes foram isolados através da técnica de
esgotamento a partir de colbnias que apresentaram crescimento apos o sexto
dia de cultivo, no qual foi adicionado mais 0,1 mg.L™" de tebuconazole, com

intuito de aumentar a pressao seletiva.

3.10.Identificacdo de microrganismos a partir de testes

bioquimicos manuais

Para identificagao dos isolados em nivel de género, os provenientes

do grupo 2-2, 2-3 e 3-2 foram submetidos a diferentes testes bioquimicos para
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avaliar o perfil de producédo de enzimas e a capacidade destes metabolizarem
diferentes compostos orgénicos. Todos os testes foram realizados a partir de
uma pequena quantidade de células, provenientes de um cultivo em meio
sélido LB modificado, por 24 horas. A condi¢cdo de incubacéo foi semelhante
para a maioria dos testes bioquimicos, utilizando-se a temperatura de 30°C por
24 horas, somente no teste de crescimento a temperatura foi alterada para
42°C. Nos testes realizados em meio liquido, a cultura foi inoculada com alga
de platina; nos semi-sélidos, o inoculo foi realizado em picada (profundidade do
meio de cultura), enquanto que na cultura sdlida, os meios foram inoculados
sobre a superficie. Foram utilizados microrganismos como controle positivo e
negativo. As espécies utilizadas como controle positivo foram Pseudomonas
aeruginosa (OF glicose, motilidade, gelatinase, crescimento a 42 °C e arginina),
Burkholderia cepacia (lisina), Morganella morgani (urease, ornitina e indol),
Klebsiella pneumonieae (citrato e malonato) e Serratia sp. (DNAse). Como
controle negativo, foram utilizadas as espécies Achromobacter denitrificans (OF
glicose), Acinetobacter sp. (motilidade), Pseudomonas putida (gelatinase),
Pseudomonas fluorescens (crescimento a 42 °C), Burkholderia cepacia
(arginina), Pseudomonas aeruginosa (lisina), Klebsiella pneumonieae (ornitina
e indol), Morganella morgani (citrato e malonato) e Escherichia coli (urease e

DNAse).

Meios de cultura especificos demonstram a presencga de atividades
metabdlicas especificas das cepas cultivadas. A Tabela 2 apresenta as
caracteristicas de cada meio de cultura ou substrato utilizado nos testes

bioquimicos.
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Tabela 2. Descri¢do das atividades metabdlicas bacterianas avaliada em cada meio de
cultivo.

Meio de Cultivo Atividade metabdlica

Caldo nutriente crescimento das culturas (42°C)

Caldo nitrato capacidade de reduzir nitrato

Meio caldo uréia capacidade de produzir urease

Meio caldo malonato utilizacdo de malonato

Meio SIM producao de H,S

Meio MIO motilidade, producdo de indol e ornitina
descarboxilase

Agar MacConkey confirmar a caracteristica de Gram e uso de
lactose como fonte de carbono

Meio para DNAse enzima DNAse

Meio Descarboxilase Base Moeller utilizagdo de lisina e arginina

Meio TSI fermentacgao de glicose, lactose e sacarose

Meio agar citrato de Simmon utilizagao de citrato

Tiras contendo N'N’'N’N-tetrametil- Producao de oxidase
1,4-dicloretofenildiamoénio
Caldo gelatina producao de gelatinase

Para teste de producdo da enzima oxidase, foi utilizado como

substrato N’N’N’N-tetrametil-1,4-dicloretofenildiamonio.

Para avaliagcao da capacidade de reduzir nitrato, apds o periodo de
cultivo em caldo nitrato, foram adicionadas 3 gotas de duas solugbes para
visualizagao da producgao de cor. A solugédo A, que é composta por 1g de acido
sulfanilico e 125 mL de acido acético € adicionada anteriormente, e logo apés,
foi adicionada a solugao B, que é composta por 0,5 g da -naftol e 100mL de
acido aceético. Ao final, nas amostras em que nao houve produgao de cor, foi

adicionada uma pequena quantidade de p6 de zinco.

Para avaliar a produgdo da enzima gelatinase, apés o periodo de
cultivo em caldo gelatina, a leitura do teste foi feita através da observacao da

consisténcia do meio.
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3.11.ldentificacdo de microrganismos a partir de testes

bioquimicos semi-automatizados

A identificacdo automatizada é um sistema padronizado para a
identificacdo automatica de bactérias. Para identificacdo dos isolados em nivel
de espécie foi utilizada a galeria ID 32 GN, que contém 32 pogos de indculo
com diferentes substratos para assimilacdo que sao (mg.pog:o'1): L-ramnose,
0,68; N-acetil-glicosamina, 0,68; D-ribose, 0,70; Inositol, 0,70; D-sacarose,
0,66; D-maltose, 0,70; acido itacbnico, 0,23; acido subérico, 0,35; malonato de
sodio, 1,20; acetato de sodio, 0,55; acido latico, 0,32; L-alanina, 0,68; 5-ceto-
gluconato de potassio, 0,90; glicogénio, 0,64; acido 3-hidroxibenzodico, 0,23; L-
serina, 0,80; D-manitol, 0,68; D-glicose, 0,78; salicina, 0,52; D-melibiose, 0,66;
L-fucose, 0,64; D-sorbitol, 0,68; L-arabinose, 0,70; acido propidnico, 0,29; acido
caprico, 0,11; acido valérico, 0,25; citrato de trisédio, 0,57; L-histidina, 0,80; 2-
ceto-gluconato de potassio, 0,98; acido 3-hidroxibutirico, 0,30; acido 4-

hidroxibenzdico, 0,23; L-prolina, 0,52.

Cada cepa a ser identificada foi retirada de uma cultura apés 24
horas de cultivo em meio Agar MacConkey e foi inoculada em 2 mL de solugéo
salina. A concentragdo celular dessa suspensido foi de 0,5 na escala de
McFarland (leitura realizada em densittmetro DENSIMAT - bioMérieux).
Posteriormente, um volume de 0,2 mL dessa suspensao foi inoculado em 7 mL
de meio liquido, contendo em g.L™": sulfato de aménio, 2; fosfato monossédico,
6,24; cloreto de potassio, 1,5; gelose, 1,5; solugédo de vitaminas, 10,5; solugdo
de oligo-elementos, 10. Imediatamente apds o preparo, volumes de 0,135 mL

da suspensao final foram inoculados nas galerias e incubados a 30°C por 24
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horas. Ao final do periodo, as amostras foram analisadas no aparelho mini API
(bioMérieux), que € acoplado a uma base de dados de bactérias gram

negativas.

3.12.Biodegradacao do tebuconazole a partir das bactérias

selecionadas

A biodegradagéo do tebuconazole foi avaliada utilizando as bactérias
selecionadas a partir dos cultivos submersos realizados em biorreatores.
Consoércios de cepas bacterianas (agrupadas de acordo com o solo de origem)
e um cultivo com todos os individuos agrupados (independentemente do solo
de onde estes microrganismos haviam sido isolados) foram avaliados quanto a
sua capacidade degradativa. Cada isolado foi inoculado em frascos Erlenmeyer
de 1 L contendo 200 mL de meio LB modificado e incubado por 12 horas a
30°C e 120 rpm. ApoOs esse periodo, foi avaliada a densidade otica (DO)
através da absorbancia em 600 nm. O in6culo foi padronizado com DO igual a
1. A cultura foi inoculada com 200 mL de indculo levando meio LB em
biorreator com capacidade para 2 L, contendo como meio de cultivo 1,8 L meio
mineral (MM) adicionado 0,1 g.L™" de tebuconazole comercial. O volume final do
cultivo foi de 2L. Aliquotas de 12 mL de cultivo foram coletadas uma vez por
dia, durante o periodo de nove dias, sendo que 10 mL desta amostra foram
centrifugados por 15 min, a 4°C e 2500g, e o sobrenadante foi coletado e
congelado para analise cromatografica e medigao de pH. O volume restante foi
utilizado para determinagcdo de unidades formadoras de colénia (UFC) por

diluicdo seriada. As diluigdes, que variavam entre 10* a 107, foram inoculadas
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em placas de Petri contendo meio AMNT. Apds 24 horas, as colbnias foram

contadas para estimativa de UFC.

3.13.Avaliacao da degradacao de tebuconazole por fatores
abioticos

Para avaliar se fatores abidticos como exposigcdes a luz e
evaporagao influenciavam na biodegradacao, foi conduzido um experimento
em biorreator de 2L, nas mesmas condi¢des de cultivo utilizadas no item 3.7.,
porém sem adicdo de indculo. A coleta de amostras também foi realizada
conforme o procedimento apresentado no item 3.7., no entanto, como nao
houve in6culo apenas foi avaliada a presenga de contaminantes no meio de
cultivo, através de plagueamento de 100 uL de meio de cultura do biorreator
em meio AMNT. Estas placas foram observadas por até 72 horas para

confirmacéao da esterilidade do meio.

3.14.Avaliacao da adsorgao de tebuconazole as células estudadas

A avaliagdo da adsorgéo de tebuconazole foi realizada através de
um ensaio no qual foram utilizadas células mortas do consorcio bacteriano. O
pré-inéculo consistiu do cultivo de cada cepa bacteriana, pertencente ao
consorcio, isoladamente em frascos Erlenmeyer de 1 L contendo 200 mL de
meio LB modificado, incubado por 12 horas a 30°C e 120 rpm. Apos esse
periodo, foi lida a absorbancia em espectrofotdmetro a 600 nm da densidade

otica (DO). O inéculo foi padronizado de modo que todos os isolados do
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consorcio fossem inoculados na mesma proporgao de células com DO igual a
1. Apés a padronizacdo, as células foram autoclavadas a 121°C por 15 min
para inativagdo das atividades metabdlicas. Aos frascos Erlenmeyer de 1 L
(duplicata), contendo 180 mL de meio MM, foram inoculados 20 mL do
consércio bacteriano inativado. Estes frascos permaneceram incubados em
agitador horizontal por 9 dias a 30°C e 120 rpm. Aliquotas de 12 mL foram
coletadas de cada frasco de cultivo, sendo que destas, 10 mL foram
centrifugados por 15 min (4°C, 2500g), e o sobrenadante recolhido foi
congelado para posterior analise cromatografica. O volume restante (2 mL) foi
utilizado para avaliagdo da presenga de contaminantes no meio de cultivo,
através do in6culo deste em meio AMNT pelo periodo de 72 h. As amostras

foram coletadas nos tempos 0, 3, 6 e 9 dias de cultivo.

3.15.0timizagcao das condi¢oes de cultivo para biodegradagao de

tebuconazole

O consorcio bacteriano que provocou a maior diminuicdo da
concentragdo de tebuconazole, presente no meio de cultura, foi selecionado
para um ensaio de otimizagao das condi¢cdes de cultivo. Este ensaio avaliou a
extensdo da biodegradacédo frente a diferentes concentragdes de glicose (1 e
10 g.L") e temperatura (30 e 37°C). As diferentes cepas pertencentes ao
consorcio bacteriano selecionado, foram inoculadas isoladamente em frascos
Erlenmeyer de 1 L, contendo 200 mL de meio LB modificado e incubados por
12 horas a 30°C e 120 rpm. Assim como nos experimentos anteriores,

realizados em biorreator, apds a incubagao, padronizou-se a carga de inéculo
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utilizando a DO igual 1 (absorbancia lida em espectrofotdmetro a 600 nm) para
que cada isolado do consércio fosse inoculado com a mesma concentragao
celular (10° UFC.mL™). Em biorreatores com capacidade para 2 L, 200 mL de
in6culo ja padronizado foram inoculados a 1,8 L de meio mineral (MM),
perfazendo o volume final do cultivo de 2 L. Amostras foram coletadas uma vez
por dia, durante nove dias. Estas amostras de 12 mL do meio de cultivo eram
fracionadas em duas aliquotas, uma de 10 mL que foi centrifugada por 15 min,
a 4°C e 2500¢g, da qual o sobrenadante foi coletado e congelado para analise
cromatografica e medigdo de pH. A segunda aliquota foi utilizada para
determinagao de UFC por diluicdo seriada. As diluicdes que variavam entre 10
a 107 foram inoculadas em placas de Petri contendo meio AMNT e apos 24

horas, as colbnias foram contabilizadas.

3.16.Determinacdao da tolerancia do consoércio bacteriano a

diferentes concentragdes de tebuconazole

Com o objetivo de avaliar a capacidade das cepas bacterianas,
presentes nos consorcios, resistirem a diferentes concentragbes de
tebuconazole, foi conduzido um cultivo em frascos Erlenmeyer contendo meios

com até 1g.L™ deste fungicida, em agitador horizontal.

O tebuconazole comercial quando diluido em solugdes aquosas, em
concentragdes maiores que 40 mg.L™”, provoca uma turbidez no meio. Sendo
assim, faz-se impossivel determinar o crescimento celular por medidas

espectrofotométricas. Desta forma, para avaliar se a presencga de tebuconazole
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alterava o metabolismo de assimilacdo do substrato do consoércio microbiano,
foi selecionado como parametro de avaliagdo, o consumo de glicose. Para a
realizacao deste experimento, as bactérias pertencentes ao consorcio foram
cultivadas isoladamente em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de
meio LB modificado por 12 horas a 30°C e 120 rpm. Apds esse periodo, foi
avaliada a densidade 6tica (DO) em espectrofotometro a 600 nm. O pré-inéculo
foi padronizado, DO com absorbancia igual a 1, para que todos os isolados do
consorcio estivessem presentes no indculo na mesma proporgao celular. Uma
aliquota de 3 mL de indculo foi adicionada a frascos Erlenmeyer de 125 mL
contendo 27 mL de meio LB modificado, com concentracdes de tebuconazole
de 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e 1 g.L™". Estes cultivos foram
conduzidos em agitador horizontal por 48 horas a 30°C e 120 rpm, em
triplicata. Amostras de 2 mL foram coletadas as 0, 24 e 48 horas de cultivo.
Para determinar a sobrevivéncia das células as diferentes concentragcbes de
tebuconazole, uma fragdo de 20 uL, de cada amostra coletada, foi plaqueada
em meio sélido ALB modificado e estas ficaram incubadas em estufa por 24 h a
30°C. Apos a centrifugagao (15 min, 4°C e 2500g) do volume restante, o
sobrenadante foi recuperado e congelado para analise de glicose residual no
meio de cultura, que foi determinada pelo método do acido dinitrosalicilico
(DNS) (CHAPLIN, 1986). Esse método consiste na coloragéo das extremidades
redutoras de glicose. A solucdo é composta por (g.L"): tartarato do sédio e
potassio, 300; acido dinitrosalicilico, 1 e NaOH, 16. Para realizagdo da

coloragao, 100 pL de amostra foram adicionados a 1 mL da solugao de reagao,



31

que permaneceu por 5 min a 100°C em banho-maria. Apods resfriamento, as

leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 540 nm.

3.17.Andlises em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Para realizagdo das analises cromatograficas, as amostras
provenientes dos cultivos em biorreatores e cultivos liquidos de fungos, foram
centrifugadas por 15 min, a 4°C e 2500g, e novamente centrifugadas por 15
min, a 4°C e 214609. Apds esta sequéncia de centrifugacdes, as amostras
foram filtradas em membrana de éster de celulose com poro de 0,2 um. Para
determinacdo do tempo de retencdo do composto, foi realizada a avaliagao
cromatografica com tebuconazole puro. A curva padréo, para determinagao da
linearidade do composto, foi construida com tebuconazole comercial com

concentracdes que variaram de 10 a 100 mg.L'1.

O decréscimo da concentragdo de tebuconazole nas amostras
provenientes da selecdo de bactérias capazes de degradadar este fungicida,
foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
de ultravioleta (CLAE/UV). Para estas analises, foi utilizado um cromatografo
Shimadzu, composto por um desgaseificador DGU-2A, bomba LC-10AD,
detector UV visivel SPD-10A e moédulo de comunicagbes CBM-10A. A fase
movel utilizada foi acetonitrila/agua (60:40) em condigbes isocraticas
(RODRIGUEZ-CUESTA, et al., 2005), previamente desgaseificada utilizando-
se gas hélio. O fluxo de fase moével utilizado foi 1 mL.min”" e o comprimento de

onda utilizado no para detecgao de tebuconazole foi 227 nm (HU et al.,
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2007).Utilizou-se a coluna Supelcosil LC18 (250 X 4,6 mm, poro 5 ym) e o

volume de injecao utilizado foi de 20 L.

As amostras provenientes da otimizagdo das condi¢des de cultivo
para biodegradagado, avaliagdo da degradacdo de tebuconazole por fatores
abioticos e avaliagdo da adsor¢cdo de tebuconazole a células bacterianas,
foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia utilizando
detector de arranjo de diiodos (CLAE/DAD). Para as analises, foi utilizado um
cromatégrafo Shimadzu, composto por um desgaseificador DGU-20As, bomba
LC-20AT, detector UV visivel SPD-M20A e mddulo de comunicagbes CBM-
20A. A fase movel utilizada foi acetonitrila/agua (70:30) em condigdes
isocraticas. O fluxo de fase mével utilizado foi 1 mL.min” e o comprimento de
onda utilizado no para detecgdo de tebuconazole foi 195 nm.Utilizou-se a
coluna Supelcosil LC18 (250 X 4,6 mm, poro 5 ym) e o volume de injegao

utilizado foi de 20 pL.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Avaliagcao da eficiencia dos métodos de extragcao de

microrganismos do solo.

A recuperagdo de uma grande quantidade e diversidade de
microrganismos do solo s6 é possivel com a aplicagdo de uma técnica
eficiente, capaz de dissociar as células microbianas das particulas de solo.
Normalmente a recuperagdao total da microbiota é inviavel porque os
microrganismos estdo distribuidos de forma heterogénea e ha interagdes
adsortivas entre as células e as particulas de solo. Portanto faz-se necessaria a
utilizacdo de procedimentos eficientes de dispersdao dos microrganismos do
solo. Foram encontradas na literatura muitas técnicas para extracdo de
microrganismos do solo, porém, ndo ha uma padronizagdo nas metodologias
aplicadas para este fim. Melo & Azevedo (1997) utilizaram solugdes de
extracdo como solugdo salina ou tampao Tris sob agitagdo em agitador
horizontal ou em ultrassom. Ja Josephson et al. (2000) relatam a utilizagdo de
solugcdes de extragao com Tween 80 ou solugdes utilizando pirofosfato de sédio
procedendo a extracdo sob agitacdo mecéanica ou manual ou com ultrassom.
Elsas & Smalla (1997) citam, para recuperagdo microbiana, o uso de

stomacher, ultrassom e shaker em combinagdo com solugbes contendo
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detergentes como deoxicolato de sodio para aumentar a dispersdo dos

microrganismos presentes no solo.

Com o objetivo de recuperar uma maior variedade de
microrganismos, realizaram-se seis técnicas diferentes de extracdo de
microrganismos, combinando a utilizagdo de um agitador horizontal ou
homogeneizador de amostras com trés solugbes de extracdo. Na Tabela 3
pode-se observar a quantidade de unidades formadoras de colénias (UFC),
presentes nos diferentes solos, obtidas apds a aplicacdo de cada técnica de

extracdo de microrganismos.

Tabela 3. Quantidade de unidades formadoras de colénias por grama de solo, obtidas
apos os diferentes tratamentos aplicados para extragdo dos microrganismos do solo.

STOMACHER SHAKER
Solo Meio Agua Aguapep TampdoP/Na Agua Aguapep Tampio P/Na
1 AN 1,53X10° 160X 10° 1,23X 10" 2,60X10° 4,60 X 10° 2,00 X 10°
AEM 4,86 X10° 2,80 X 10° 6,20X 10° 5,76 X10° 9,33 X 10° 3,40 X 10°
AN 4,30 X10° 2,30 X 10° 2,60X10° 1,00X10° 1,47 X 10" 3,40 X 10°

2 AEM 3,60 X 10° 6,00 X 10° 4,30 X 10° 6,03 X 10° 4,20 X 10° 3,06 X 10°
5 AN 300X10° 1,90X10° 9,60X10" 3,53X10° 1,13X10° 630X 10°
AEM 1,73X10° 7,33X10° 3,00X10° 9,30 X10° 1,80 X10° 1,73X10°

AN =agar nutriente Agua pep = agua peptonada
AEM = agar extrato de malte Tampéao P/Na = Tampéao fosfato de sodio

Comparando a quantidade de unidades formadoras de colbnias
obtidas apds os tratamentos, ndo é possivel determinar se ha diferenca entre
os tratamentos pois os valores obtidos possuem diferenca de apenas uma casa
exponencial, embora, na maioria das analises, a técnica que combinou a
utilizacao de homogeneizador de amostras e tampao fosfato de sédio mostrou-
se mais eficiente na recuperagdo dos microrganismos associados ao solo.

Elsas & Smalla (1997) também obtiveram uma excelente recuperagdo de
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microrganismos do solo quando utilizaram o tampao fosfato de sédio em um

homogeneizador de amostras.

No isolamento de fungos a partir dos solos coletados, comparando-
se a técnica de semeadura sélida com a de extragao liquida, pode-se observar
que a extracao liquida permitiu recuperar maior numero de isolados em todos

os solos (solo 1: 14 isolados, solo 2: 4 isolados, e solo 3: 9 isolados).

4.2.Isolamento de cepas microbianas

Devido ao grande numero de isolados obtidos fez-se necessaria
uma selegdo das colbnias obtidas na extracdo de microrganismos. Ogram &
Feng (1997) sugerem duas formas de selecionar colbnias para posterior
caracterizagcdo. Se o pesquisador esta interessado no numero de diferentes
espécies presentes na microbiota, as colénias que morfologicamente diferem
entre si devem ser selecionadas. No entanto, se o interesse esta direcionado a
diversidade das espécies, as colbnias devem ser isoladas aleatoriamente.
Como o objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de biodegradacdo de
tebuconazole das diferentes espécies de microrganismos isolados do solo

amostrado, foram selecionadas as espécies que eram diferentes entre si.

A partir de colbnias isoladas das placas de cultivo obtidas com a
diluicdo seriada e semeadura de solo em meio sélido, foram selecionadas 498
cepas de bactérias e fungos (Tabela 4). O solo 1 apresentou a maior

diversidade microbiana seguido pelo solo 3 e solo 2, respectivamente. A
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extracdo liquida foi responsavel pela recuperacdo da maior quantidade e

variedade de microrganismos.

Tabela 4. Avaliacdo da variedade de isolados obtidos a partir das técnicas de extragao
de microrganismos do solo das 3 diferentes propriedades.

B= numero de bactérias isoladas; F= numero de fungos isolados.

Tratamento Shaker Stomacher Total Liquida Semeadura de solo Total
F B F B F B F B

~ Agua 0 22 2 31
S Aguapeptonada 3 31 2 20 14 153 5 29 201
®  Tampao fosfato 6 27 0 22
~ Agua 2 33 1 17
S Aguapeptonada 1 21 0 12 4 116 3 20 143
®  Tampao fosfato 0 22 0 11
™ Agua 1 31 1 23
S Aguapeptonada 2 21 0 15 9 123 5 17 154
¥  Tampao fosfato 5 18 0 15

O numero de isolados a partir de cada solo pode ser relacionado
com dados do histérico de aplicagao e concentracédo de fungicida utilizado em
cada propriedade (Tabela 1). O solo 1 sofreu aplicagdo em menor quantidade
(200 mL.ha'1) e por um periodo de 2 anos, apresentando maior variabilidade e
maior numero de microrganismos isolados. O solo 2 sofreu aplicagdo de
tebuconazole por 5 anos e em maior concentragéo (500 mL.ha'1), assim como
o solo 3. No entanto o solo 3 apesar de receber uma maior quantidade de
fungicida (tebuconazole e Opera) recebia também a adicdo de grandes
quantidades de matéria organica o que provavelmente justifica a presenca de
um maior numero de microrganismos em comparagao com o solo 2. Cyab et
al. (2006) avaliaram a biomassa de fungos em solos expostos ao tebuconazole

ao longo de 28 dias em trés diferentes concentracdes, e observaram que o
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numero de fungos aumentou ao longo do experimento na maior concentragéo
testada (270 mg.Kg' de solo), sugerindo que os microrganismos adquirem

resisténcia ao fungicida quando é realizada pressao de selegéo.

Ao longo do trabalho de manutengdo das culturas, 32 cepas néo se
adaptaram as condigbes de cultivo utilizadas em laboratério, restando 466

isolados para serem utilizados nos estudos posteriores.

4.3.Caracterizagao dos microrganismos extraidos do solo

Todas as cepas foram repicadas para placas com o objetivo de fazer
uma identificacdo morfologicas destas células. Muitas destas colbnias que
inicialmente pareciam puras, no entanto, estavam contaminadas e foram
sucessivamente esgotadas ou diluidas a fim de se obter as colénias puras, que
posteriormente foram acondicionadas em tubos de ensaio com meio de cultura
AEM. Todo este procedimento foi acompanhado por microscopia otica para

certificacdo de que a colbnia era a mesma isolada originalmente.

A identificacdo celular das cepas isoladas foi realizada para que
durantes os estudos de biodegradacdo ndo ocorressem perdas das cepas
através da repicagem de eventuais contaminantes. Para isso foram feitas
identificagbes microscépicas da morfologia celular das cepas isoladas ao

microscoépio otico utilizando a coloragdo de Gram (Tabela 5).
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Tabela 5. Freqiiéncia da morfologia celular das cepas isoladas ao microscopio o6tico
utilizando a coloragao de Gram.

Microrganismos Total Gram + Gram -
Bastonete 60,0 23,7 76,3
Cocos 21,5 1,8 98,2
Estreptobacilo 6,7 65,7 34,3
Cocobacilos 2,9 0,0 100,0
Filamentosos 0,8 50,0 50,0
Estafilococos 0,6 0,0 100,0
Espiroqueta 0,2 0,0 100,0
Estreptococos 0,2 100,0 0,0
Fungos 71 - -

Dentre todos os microrganismos isolados 93% eram bactérias e 7%
fungos filamentosos. A maioria das cepas de bactérias isoladas tem forma de
bastonete e sdo gram negativas. Segundo Maier & Pepper (2000) as bactérias
S840 0s microrganismos que predominam no solo, seguidas dos actinomicetos e
fungos, respectivamente. Geetha & Fulekar (2008), em estudos de
biodegradacao de diferentes pesticidas de organismos provenientes de solo,
encontraram predominancia de bactérias de diferentes géneros como
Pseudomonas, Serratia e Bacillus, seguidos de actinomicetos, e finalmente

fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium.

4.4.Avaliagao da resisténcia e capacidade degradadora de

tebuconazole por fungos

A utilizacdo excessiva de xenobidticos em lavouras tem como
consequéncia a selegao natural de microrganismos resistentes causada pela
pressdo seletiva (MELO & AZEVEDO, 1997). Em solos contaminados com

tebuconazole existe uma maior possibilidade de encontrar microrganismos
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resistentes e estas espécies podem ser potenciais biodegradadoras deste
xenobiotico. Alguns autores relatam a ocorréncia de espécies fungicas

resistentes a diferentes concentragcdes de tebuconazole no solo.

A concentragao de tebuconazole utilizada em todos os experimentos
foi de 100 pg.mL™" devido a alta toxicidade que este fungicida causa em fungos
de diversas espécies, como descrito por Mourédo et al. (2003), que reportaram
que a concentragao de 42Qug .mL™" de tebuconazole foi suficiente para inibir
totalmente o crescimento micelial de Beauveria bassiana; e por Loureiro et al.
(2002), que observaram que tebuconazole aplicado na concentragéo indicada
para campo (150 pg.L'1), inibiu completamente o crescimento de B. bassiana,

Metarhizium anisopliae, Paecilomyces fumosoroseus e Verticillium lecanii.

A avaliagdo da resisténcia a toxicidade ao tebuconazole das cepas
extraidas e isoladas a partir dos solos contaminados com fungicidas do grupo
dos triazdis foi testada em cultivo solido. Apds 30 dias de cultivo, dos 40 fungos
isolados, somente 11 apresentaram capacidade de crescer em meio de cultura
contendo 100 pg.mL'1 de tebuconazole, sendo que o perfil de crescimento dos
isolados foi muito lento se comparado com o meio sem fungicida (controle)
Resultados semelhantes foram obtidos por Hatvani et al. (2006), que relataram
que em linhagens de Trichoderma harzianum e T. atroviride, o tebuconazole
causou inibicdo no crescimento em concentragcdes superiores a 100 ug.mL'1

em um periodo de crescimento entre 3 a 5 dias.

Dentre os 11 isolados que foram resistentes ao tebuconazole
apenas 4 cepas (549, 157, 92 e F2) apresentaram uma melhor taxa de

crescimento (razdo do crescimento (mm.dia”') em meio AMN dividido pelo
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crescimento em meio AMNT). As cepas com maior taxa de crescimento foram
isoladas a partir dos solos com historico de maior tempo de aplicagcdo e maior

concentragéo do fungicida, como demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6. Crescimento de isolados flngicos isolados de solos contaminados (mm.dia™)
em meio solido com (AMNT) e sem presenga (AMN) de tebuconazole, e procedéncia
do tipo de solo.

ISOLADO SOLO AMN AMNT TAXA
549 SOLO 2 12,6 1,2 10,1
157 SOLO 3 12,8 1,1 11,1
92 SOLO 2 26,6 1,3 19,8
F2 SOLO 1 9,6 0,4 19,8
554 SOLO 3 15,3 0,6 24,1
545 SOLO 1 28,8 1,1 26,9
531 SOLO 2 16,0 0,4 33,9
644 SOLO 3 37,5 1,1 34,8
546 SOLO 1 13,1 0,3 36,0
552 SOLO 3 15,7 0,3 46,1
547 SOLO 2 32,0 0,6 52,8

Embora a partir do solo 1 tenha sido obtido o maior numero de
microrganismos isolados, somente o isolado F2 apresentou uma taxa de
crescimento com razdo AMN/AMNT menor que 20 vezes. Estes dados sao
coerentes com os apresentados por Robbertse et al. (2001), que avaliaram a
resisténcia de Rhyncosporium secalis ao tebuconazole em culturas de cevada.
Neste estudo os isolados expostos ao tebuconazole por seis anos, um ano e
nunca expostos tiveram o crescimento inibido a partir da concentracao de 4,96
nug.ml”, 3 pg.mL" e 0,4 ug.ml™, respectivamente, mostrando que a aplicacéo
sucessiva e por longos periodos faz com que algumas espécies sejam
resistentes a pressao seletiva. Alguns autores como Silva & Melo (1997)

afirmam que géneros como Aspergillus, Penicillium e Trichoderma sao
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normalmente encontrados em solos tratados com benomil, e que Gliocadium,
Penicillium e Trichoderma predominam em solos tratados com diferentes
fungicidas. Todas as cepas fungicas que cresceram em meio solido contendo
tebuconazole foram submetidas a teste em meio MNT. Somente os isolados
546 e 549 apresentaram crescimento em 30 dias de cultivo, porém nao foi
observada atividade de biodegradagcdo com relagdo ao controle nas analises

cromatograficas.

A partir dos 24 isolados fungicos provenientes da Floresta
Amazobnica que foram submetidos ao mesmo teste de resisténcia, somente 11
foram resistentes a concentragdo dpg.Mmo0 ' de tebuconazole,

apresentando variadas taxas de crescimento, como demonstrado naTabela 7.

Tabela 7. Crescimento de isolados fungicos provenientes da floresta Amazénica
(mm.dia™) em meio sélido com (AMNT) e sem presenga (AMN) de tebuconazole.

ISOLADO AMN AMNT TAXA
UEA_125 21,5 2,7 7,8

UEA_102 8,3 0,7 11,3
UEA 017 33,0 2,8 11,7
UEA_115 31,6 2,5 12,6
UEA_ 118 11,0 0,8 13,4
UEA_094 17,7 1,1 14,8
UEA_090 34,3 1,9 17,8
UEA_119 31,6 0,9 32,7
UEA_127 29,1 0,8 35,3
UEA_120 22,8 0,6 36,9
UEA 126 30,6 0,7 39,9

A capacidade de resisténcia de isolados fungicos Amazénicos ao
tebuconazole indica que, mesmo os fungos que nunca sofreram exposi¢gao ao

tebuconazole podem apresentar resisténcia a esse pesticida. Dados
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semelhantes sao reportados por Diamantopoulou et al. (2006) em estudos com
uma linhagem comercial de Agaricus bisporus que nao apresentava historico
de exposicdo ao tebuconazole, mostrando que esse fungo ndo teve seu
crescimento afetado pelo tebuconazole na concentragéo de 0,1 mg.L'1. Porém,
este pesticida causou deformidades no corpo de frutificacdo e diminuiu o
rendimento da producao de biomassa, por consequéncia, na rentabilidade do

produto quando esse xenobidtico € aplicado.

De acordo com muitos trabalhos em degradagdo de compostos
xenobioticos como corantes (CIULLINI et al., 2008) e pesticidas (OKEKE et al.,
1997), os organismos predominantemente capazes de realizarem a
degradacgao desses compostos sao os fungos, que possuem a caracteristica de
produzir enzimas como as fenoloxidases. Essas enzimas, que normalmente
sdo responsaveis pela degradacdo da lignina, presente em vegetais, nao
possuem especificidade pelo substrato, visto que a lignina é uma
macromolécula que ndo possui uma estrutura repetitiva, apresentando portanto
uma grande variedade de ligagdes quimicas (AZADPOUR et al., 1997). Isso
permite que os fungos equipados com este sistema enzimatico possam
degradar uma grande variedade de compostos aromaticos (MOUGIN et al.,
1994). Porém, a avaliagdo da produgdo de enzimas fenoloxidativas, realizada
através do ensaio de crescimento em meio contendo acido tanico, com todas
as cepas fungicas estudadas, revelou que nenhuma destas produz essas
enzimas. Este fato corrobora o resultado obtido neste experimento de avaliagao
de resisténcia e capacidade degradadora sugerindo que as cepas fungicas

avaliadas séao resistentes ao tebuconazole, mas ndo sédo capazes de degrada-
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lo nas condi¢cdes avaliadas, embora essas tenham sido isoladas a partir de

madeiras em estado de decomposicao.

4.5. Andlises cromatograficas

A quantificagdo de tebuconazole é realizada através de meétodos
cromatograficos variados como cromatografia gasosa (CG), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), entre outras. A grande maioria dos trabalhos
publicados atualmente tem como objetivo avaliar as concentragbes residuais
deste composto em amostras ambientais. Nestes casos se faz necessaria a
preparagao das amostras com o objetivo de concentrar a pequena quantidade
de tebuconazole encontrado nas mesmas. Esses métodos sdo demorados,
caros e normalmente ha uma perda entre 40 a 50% de amostra durante a
preparagdo. Nos experimentos realizados neste trabalho foram utilizadas
concentragdes entre 100 mg.L.”" e 1000 mg.L™" de tebuconazole, quantidades
consideravelmente maiores do que as encontradas na literatura, que citam
entre 4 a 10 mg.L”' (RODRIGUEZ-CUESTA et al., 2005). Com base em
metodologias utilizadas para a caracterizagdo de aguas residuarias que
continham uma composi¢cado variada de pesticidas, foi realizada entdo uma
adaptacdo das técnicas propostas por HU et al. (2007) e Rodriguez-Cuesta
(200%5) para que esta pudesse ser aplicada a quantificacdo de tebuconazole por
CLAE acoplado a um detector de ultravioleta, utilizando a coluna
cromatografica C18. Inicialmente foram realizados alguns testes com diferentes
composi¢coes da fase mével e de fluxo, injetando apenas padrdes para o

aperfeicoamento da técnica. A Figura 2 apresenta o cromatograma obtido apés
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a injecdo de amostras de solugédo padrao do tebuconazole puro e comercial na
concentracao de 50 mg.L'1, no qual é possivel visualizar que o pico aparece

com excelente resolugéo.
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Figura 2. Cromatograma da solugdo padrao do tebuconazole puro e comercial com
concentragdo de 50 mg.L". Tempo de retengdo dos padrdes de tebuconazole 5,5
minutos. (—) Tebuconazole comercial; (- -) Tebuconazole puro.

Avaliando os diferentes cromatogramas obtidos apds os testes
padronizou-se que a melhor condicdo de quantificagdo do tebuconazole era
obtida utilizando-se como fase mdvel uma solugdo de acetonitrila e agua
ultrapura na proporc¢ao de 60% para 40%. Com esta fase movel, a um fluxo de
1 mL por minuto, e comprimento de onda em 227 nm, o tempo de retencédo do
tebuconazole tanto da solugdo padrdo do produto puro como do produto

comercial, foi de 5,5 minutos e o tempo total de analise foi de 10 minutos.

A partir da determinacédo das condi¢des de analise do tebuconazole,
foi construida uma curva padrdo para verificar quais os limites de deteccéo

deste composto por esta técnica. Para isso, foi construida uma curva padrao
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com solugdes padrdes preparadas com o produto comercial em concentragcdes
que variaram de 10 mg.L”" a 100 mg.L™", no entanto foi observado, como
mostra a Figura 3, que a curva padrdao mostrou-se linear entre as

concentragdes de 10 mg.L”" e 50 mg.L™".
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Figura 3. Curva padrao de solu¢des de Tebuconazole comercial com concentragbes
entre 10 mg.L" e 50 mg.L™.

Como as amostras analisadas para quantificar a biodegradacéao
seriam provenientes de meios de cultivo, foi analisado o perfil cromatografico
dos meios de cultivo controle e teste, ambos contendo tebuconazole, para
avaliar se os componentes do meio de cultura ndo promoveriam interferéncia
através de sobreposi¢ao ao pico do fungicida analisado. Utilizando-se a mesma
condicado de analise verificou-se que um maior numero de picos foi observado
no meio de cultura controle, no entanto estes nao interferiram na analise, pois
foram detectados entre 2 e 3 minutos anteriormente ao tebuconazole (5,5 min)

nao influenciando na analise do xenobibtico.
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A Figura 4 apresenta o cromatograma do meio de cultura controle
com adicdo de tebuconazole, onde é possivel constatar que os compostos

presentes neste meio ndo se sobrepuseram ao pico de tebuconazole.
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Figura 4. Cromatograma do meio de cultura controle contendo Tebuconazole
comercial na concentracdo de 50 mg.L™'. Tempo de retengdo de 5,5 minutos.

A fim de dirimir a duvida sobre a possivel interferéncia de compostos
produzidos apds o cultivo, provenientes da atividade metabdlica dos
microrganismos, injecdes de amostras de experimentos de biodegradagéo
também foram realizadas. Nas diversas amostras analisadas os compostos
oriundos do meio de cultivo contendo tebuconazole comercial apresentaram
picos entre 2 e 4 minutos, ndo promovendo interferéncia na absorgao do

tebuconazole (Figura 5).



47

325000 -

270000 +

215000 A

160000 A

105000 -+

Detecgao UV {mAbs)

50000 A

_5 OOO - T —T T T T T T T 1 1 1

Tempo {min)

Figura 5. Andlise cromatografica de uma amostra de cultivo de microrganismos
contendo Tebuconazole comercial na concentragdo de 50 mg.L™".

Quando os testes de analises cromatograficas foram realizados em
CLAE/DAD, foi realizada uma varredura para observar se a deteccédo era maior
em outro comprimento de onda, e foi observado que a 195 nm a absorgio de
tebuconazole era maior. Nao havia interferentes na faixa de tempo de absorg¢ao
do tebuconazole. Por esse motivo, o comprimento de onda foi modificado. A
concentracdo de acetonitrila na fase movel foi aumentada para que houvesse
maior simetria no pico de tebuconazole. Os cromatogramas de absor¢ao foram

semelhantes aos observados a 227 nm.

4.6. Selegao de bactérias degradadoras de tebuconazole

A partir dos nove grupos de bactérias provenientes das técnicas de
extragdo de microrganismos do solo e por semeadura direta em meio solido,

nomeados como descrito no item 3.7, foram realizados testes para avaliar a
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capacidade dessas bactérias biodegradarem o tebuconazole em cultura liquida.
A partir desses estudos foi possivel observar o crescimento bacteriano por UFC
e a concentracdo de tebuconazole no meio de cultura. Em todos os
experimentos, foi realizada a analise de acgucar residual, e nas primeiras 24
horas de cultivo, todo o agucar presente no meio de cultura ja havia sido
consumido. Um experimento controle realizado nas mesmas condi¢gdes dos
demais ensaios, porém, sem a adicdo de indculo, demonstrou que a
concentragdo de tebuconazole ao longo de 9 dias de cultivo apresentou
variagéo insignificante, demonstrando que o composto ndo evaporou e nao

sofreu fotodegradacdo durante esse periodo.

O perfil do experimento de biodegradacdo das bactérias
pertencentes ao grupo 1-1 esta demonstrado na Figura 6. A concentragcdo de
tebuconazole manteve-se estavel até o sexto dia de cultivo e aumentou apds
adicdo de 100 mg.L™" de tebuconazole ao meio. A concentragéo celular desse
grupo ao longo de nove dias de cultivo aumentou de 2,83 X 10’ UFC.mL™" no
inicio do cultivo para 4,37 X 102 UFC.mL™ no terceiro dia, e para 1,49 X 10°
UFC.mL" ao sétimo dia de cultivo, quando mais glicose e nutrientes foram
adicionados ao sistema. Isso demonstra que, apesar de apresentar
crescimento, os microrganismos presentes nao utilizaram tebuconazole como

substrato, ou seja, ndo houve biodegradagéo.
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Figura 6. Perfil de crescimento das bactérias do grupo 1-1 e biodegradagdao de
tebuconazole em biorreatores de cultivo submerso. (A ) concentragéo de tebuconazole
em meio de cultura controle, na auséncia de microrganismos; (m) concentracao de
tebuconazole em meio de cultura na presenga de microrganismos; (0O) concentragéao
celular. A porcentagem de tebuconazole refere-se a variagdo em relacédo a
concentragdo inicial. A seta indica o momento de adicdo de 100 mg.L”' de
tebuconazole.

O comportamento do experimento de biodegradagao do grupo 1-2,
mostrado na Figura 7, foi semelhante ao encontrado no grupo 1-1. A
concentracao de tebuconazole também se manteve constante até o momento
da suplementagdo com meio concentrado (sexto dia de cultivo). No entanto, a
concentrac&o celular inicial que era de 1,37 X 10° UFC.mL™, caiu para 3 X 10°
UFC.mL™" aos seis dias de cultivo, e aumentou a partir do sétimo dia para 2 X
10® UFC.mL™", mantendo-se estavel até o final do experimento, o que pode ser

explicado pela a adi¢gao de glicose ao meio de cultura.
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Figura 7. Perfil de crescimento das bactérias do grupo 1-2 e biodegradagido de
tebuconazole em biorreatores de cultivo submerso. (A) concentracao de tebuconazole
em meio de cultura controle, na auséncia de microrganismos;) (concentragéo de
tebuconazole em meio de cultura na presenga de microrganismos; (O0) concentragéo
celular. A porcentagem de tebuconazole refere-se a variagdo em relagdo a
concentragdo inicial. A seta indica o momento de adigdo de 100 mg.L" de
tebuconazole.

No experimento de biodegradacdo em que o desempenho das
bactérias do grupo 2-1 foi avaliado, ndo houve diminuigdo da concentragao de
tebuconazole até o quinto dia de cultivo, onde foi detectada uma diminuigdo de
19% (Figura 8). A partir do sexto dia de cultivo, houve o aumento da
concentracdo de tebuconazole no mesmo dia em que houve a adicao de
tebuconazole ao meio de cultivo. A concentragao celular desse grupo iniciou
em 1,2 X 108 UFC.mL", apresentando uma diminuicdo para 7,2 X 10’'UFC.mL™"
em quatro dias, mas voltando a aumentar para 2,26 X 10 UFC.mL" a partir do
quinto dia de cultivo, chegando a 7,5 X 108 UFC.mL™" apos a adicdo de meio de

cultura e mantendo-se estavel até o final do experimento.
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Figura 8. Perfil de crescimento das bactérias do grupo 2-1 e biodegradagido de
tebuconazole em biorreatores de cultivo submerso. (A) concentracao de tebuconazole
em meio de cultura controle, na auséncia de microrganismos;) (concentragéo de
tebuconazole em meio de cultura na presenga de microrganismos; (O0) concentragéo
celular. A porcentagem de tebuconazole refere-se a variagdo em relagdo a
concentragdo inicial. A seta indica o momento de adigdo de 100 mg.L" de
tebuconazole.

O grupo 2-2 apresentou uma biodegradagdo de 51% do
tebuconazole, sendo observada diminuigdo do composto ja no terceiro dia de
cultivo (Figura 9) e ainda foi possivel observar que apds a adigdo de 100 mg.L™
tebuconazole (6 dias de cultivo), houve o desaparecimento de 20% do
composto, no final do cultivo. Nos primeiros trés dias do cultivo a concentragao
celular variou de 2,13 X 10° UFC.mL™" a 1,48 X 10° UFC.mL"", mantendo-se em

torno de 3 X 108 UFC.mL™" a partir do quarto dia de cultivo.
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Figura 9. Perfil de crescimento das bactérias do grupo 2-2 e biodegradagido de
tebuconazole em biorreatores de cultivo submerso. (A) concentracao de tebuconazole
em meio de cultura controle, na auséncia de microrganismos) oncentragéo de
tebuconazole em meio de cultura na presenga de microrganismos; (O0) concentragéo
celular. A porcentagem de tebuconazole refere-se a variagdo em relagdo a
concentragdo inicial. A seta indica o momento de adigdo de 100 mg.L" de
tebuconazole.

Os estudos realizados sobre o grupo 2-3 revelaram que, a partir do
segundo dia de cultivo, foi possivel observar a ocorréncia de uma pequena
diminuicdo do tebuconazole, que continua gradualmente até o quarto dia de
cultivo, chegando a diminui¢cao de 23%. A partir desse momento, € observada a
concentragado do xenobidtico. Apos a adi¢gao tebuconazole, glicose e nutrientes,
no sexto dia de cultivo, foi possivel observar a diminuicdo de 30% de
tebuconazole ao final do experimento de biodegradacdo. Nesse grupo, a
concentracdo celular inicial foi de 2,8 X 108 UFC.mL" e esta diminuiu ja nas
primeiras 24 horas de cultivo para 4,3 X 10" UFC.mL"", mantendo-se estavel

até o final do cultivo (Figura 10).
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Figura 10. Perfil de crescimento das bactérias do grupo 2-3 e biodegradacao de
tebuconazole em biorreatores de cultivo submerso. (A) concentracao de tebuconazole
em meio de cultura controle, na auséncia de microrganismos;) (concentragéo de
tebuconazole em meio de cultura na presenga de microrganismos; (O0) concentragéo
celular. A porcentagem de tebuconazole refere-se a variagdo em relagdo a
concentragdo inicial. A seta indica o momento de adigdo de 100 mg.L" de
tebuconazole.

Os microrganismos presentes no grupo 3-1 (Figura 11) foram
capazes de degradar 30% durante os primeiros 4 dias de cultivo, no entanto
apods esse periodo podemos observar que ocorreu o aumento da concentragao
de tebuconazole o que provavelmente esta relacionado a evaporagao do meio.
A biomassa foi aumentando a medida que havia uma diminuicdo na
concentracdo de tebuconazole e assim que a concentragao deste xenobidtico

aumentou a concentragdo celular diminuiu, refletindo um possivel efeito toxico.
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Figura 11. Perfil de crescimento das bactérias do grupo 3-1 e biodegradacao de
tebuconazole em biorreatores de cultivo submerso. (A) concentragao de tebuconazole
em meio de cultura controle, na auséncia de microrganismos) oncentragéo de
tebuconazole em meio de cultura na presenga de microrganismos; (O0) concentragéo
celular. A porcentagem de tebuconazole refere-se a variagdo em relagdo a
concentragdo inicial. A seta indica o momento de adigdo de 100 mg.L" de
tebuconazole.

Os dados referentes aos microrganismos presentes no grupo 3-2
apresentaram uma diminuigdo gradual na concentragdo de tebuconazole,
chegando a uma redugao de 26% no quinto dia de cultivo. Também pode ser
observada a diminuigdo de tebuconazole apds a adicdo de xenobidtico e meio
de cultivo, que chegou a 18% em dois dias. A concentragdo celular desse
grupo manteve-se em torno e 2 X 10’ UFC.mL™" até o quinto dia de cultivo,
apresentando um aumento em 6 dias. A concentracdo de células viaveis ao

final do experimento ficou em 9,3 X 10" UFC.mL™" (Figura 12).
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Figura 12. Perfil de crescimento das bactérias do grupo 3-2 e biodegradacao de
tebuconazole em biorreatores de cultivo submerso. (A) concentracao de tebuconazole
em meio de cultura controle, na auséncia de microrganismos;) (concentragéo de
tebuconazole em meio de cultura na presenga de microrganismos; (O0) concentragéo
celular. A porcentagem de tebuconazole refere-se a variagdo em relagdo a
concentragdo inicial. A seta indica o momento de adigdo de 100 mg.L" de
tebuconazole.

A Figura 13 demonstra o comportamento de biodegradagdo dos
microrganismos do grupo 3-3, que provocaram o desaparecimento de 25% de
tebuconazole nas primeiras 24 horas de cultivo. No entanto esta velocidade de
biodegradacdo nao foi mantida e em seguida foi detectado o aumento da
concentracido de tebuconazole. Além disso, a concentragao celular, que iniciou
em 1,3 X 10" UFC.mL™", somente diminuiu ao longo do cultivo, chegando a 8,6
X 10%® UFC.mL™ ao final do experimento. Esses resultados sugerem que esse
grupo de microrganismos n&o tolera a presenga de concentragbes de
tebuconazole acima de 125 mg.L'1 e que provavelmente este grupo tenha que
ser avaliado em um experimento com maior concentragdo inicial de glicose

para avaliar um possivel co-metabolismo desse fungicida.
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Figura 13. Perfil de crescimento das bactérias do grupo 3-3 e biodegradacao de
tebuconazole em biorreatores de cultivo submerso. (A) concentragao de tebuconazole
em meio de cultura controle, na auséncia de microrganismos;) (concentragéo de
tebuconazole em meio de cultura na presenga de microrganismos; (O0) concentragéo
celular. A porcentagem de tebuconazole refere-se a variagdo em relagdo a
concentragdo inicial. A seta indica o momento de adigdo de 100 mg.L" de
tebuconazole.

Ao final dos testes, foram escolhidos trés grupos de microrganismos
para as proximas etapas do trabalho. Foram escolhidos os grupos 2-2, 2-3 e 3-
2. Estes grupos, além de apresentarem degradacédo no inicio do cultivo,
também foram capazes de degradar o tebuconazole apdés a adicédo do
composto em 6 dias. Apesar de ser observada diminuicdo de tebuconazole, o
grupo 2-1 nao foi selecionado devido ao longo tempo que esse grupo de

microrganismos utilizou para degradar o xenobiético.

A partir dos testes de selecdo de bactérias degradadoras de

tebuconazole, foram isoladas 11 cepas diferentes, que foram submetidas a
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testes bioquimicos para identificagdo em nivel de género e espécie. A Tabela 8

mostra a origem dos microrganismos isolados e selecionados.

Tabela 8. Cepas isoladas a partir de experimentos de biodegradacgao

Grupo Cepas isoladas
2-2 TBZ 01, TBZ 02, TBZ 03 e TBZ 04
2-3 TBZ 05, TBZ 06, TBZ 07, TBZ 08 e TBZ 09
3-2 TBZ 10 e TBZ 11

4.7.ldentificagdo de microrganismos selecionados

Todas as cepas citadas no item acima foram submetidas a uma
sequéncia de 18 testes bioquimicos manuais para a determinagdo de género e
uma sequéncia de 32 testes semi-automatizados para determinagao da
especie.

A Tabela 9 apresenta as capacidades de utilizagdo de substratos e

de producio de enzimas nos testes bioquimicos manuais.



Tabela 9. Resultado de 18 testes bioquimicos manuais aplicados a onze diferentes isolados provenientes de selegcdo de bactérias
degradadoras de tebuconazole em cultura liquida.

Amostra

TBZ 01

TBZ 02

TBZ 03

TBZ 04

TBZ 05

TBZ 06

TBZ 07

TBZ 08

TBZ 09

TBZ 10

TBZ 11

Fermentagao
glicose
Redugao
nitrato
Fermentacgao
lactose
Motilidade
Ornitina
Indol

Urease
Citrato
Malonato
DNAse

H.S

OF glicose
Oxidase
Motilidade
Gelatinase
Crescimento
42 °C
Arginina
Lisina
Género

+

+

+

+

+ 4+

Enterobacter

+

+

+

+ o+ +

Serratia

+

+

+

+

+ 4+

Enterobacter

+

+

+

+ o+ +

Serratia

+

+

+

+ + 1

Enterobacter

+

+ 4+ +0

+

Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas Enterobacter

+ +0

+

+++0

+

+

+

+

+ + 1

+

+

+

+ + +

Serratia

+

+
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Serratia
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A partir da definicho de género, as cepas foram submetidas a
analise em sistema semi-automatizado que foi utilizado para determinagdo em

nivel de espécie das cepas estudadas.

A Tabela 10 apresenta os resultados referentes a identificagdo

obtidos a partir do programa mini-Api.

Tabela 10. Identificacdo em nivel de espécie de isolados bacterianos provenientes de
solos contaminados com Tebuconazole.

CEPA IDENTIFICACAO CONFIABILIDADE (%)
TBZ 01 Enterobacter sakazakii 94 1
TBZ 02 Serratia marcescens 86,6
TBZ 03 Enterobacter sakazakii 92,5
TBZ 04 Serratia marcescens 85,3
TBZ 05 Enterobacter sakazakii 94 1
TBZ 06 Pseudomonas fluorescens 99,9
TBZ 07 Pseudomonas putida 95,3
TBZ 08 Pseudomonas fluorescens 99,9
TBZ 09 Enterobacter sakazakii 93,2
TBZ 10 Serratia marcescens 85,35
TBZ 11 Serratia marcescens 85,35

Dentre as espécies identificadas temos géneros que sao
reconhecidamente potenciais biodegradadores de xenobidticos como
Pseudomonas, que é citada em diversos estudos relacionados a degradagao
de atrazina, paration, carbaril, 2,4-dinitrotolueno, tolueno, benzeno, xileno,
diclorobenzeno, entre outros. Mandelbaum et al. (1995) reportaram a
mineralizacdo de 80% de atrazina em cultura liquida por Pseudomonas sp em
24 horas de cultivo. Em outro estudo com um isolado de Pseudomonas sp.
proveniente de solo contaminado com carbaril, foi observada a completa
transformacao deste a 1-naftol em 40 horas de crescimento em cultura liquida

(CHAPALAMADUGU & CHAUDHRY, 1991).
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Ja os géneros Serratia e Enterobacter sao menos referenciados nas
pesquisas como degradadores de xenobioticos. Alguns autores utilizaram estes
microrganismos em estudos de biodegradagdo. Lacayo-Romero et al. (2005)
avaliaram a capacidade de biodegradacdo de Enterobacter cloacae sobre
toxafeno, um pesticida de amplo espectro, e obtiveram como resultado a
degradacgao de 40% do composto em 20 dias de cultivo. A biodegradacéo de
2,4-D foi estudada através de experimentos de cultivo submerso realizados
com uma cepa isolada de solo identificado como Serratia marcescens (SILVA
et al., 2007). Altos niveis de degradacdo de tributil fosfato também s&o
relatados para um isolado proveniente de solo contaminado identificado como

Serratia odorifera (BERNE et al., 2004).

4.8.Biodegradacao do tebuconazole a partir das bactérias

selecionadas

Foram realizados testes de biodegradagdo nas mesmas condi¢des
de cultivo para selegédo de bactérias degradadoras de tebuconazole. Os grupos
foram estudados separadamente, e também foi realizado um cultivo reunindo
as 11 cepas pertencentes aos 3 grupos para avaliar a capacidade de
degradagdo desse consoércio microbiano. O valor de pH para todos os
experimentos descritos neste item durante todo o periodo de cultivo foi de

7+0,5.

Nesse experimento de biodegradagdo, o consércio bacteriano

pertencente ao grupo 2-2, que é composto por Enterobacter sakazakii (TBZ 01
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e TBZ 03) e Serratia marcescens (TBZ 02 e TBZ 04) foi capaz de diminuir 39%
da concentracdo de tebuconazole inicial no meio de cultura. A diminui¢do do
xenobidtico pdde ser observada a partir de 2 dias de cultivo. Se compararmos
esses resultados com os obtidos na selegdo de microrganismos do grupo, o
perfil de degradacao foi semelhante, ja que a degradagéo de tebuconazole nos
dois experimentos ocorreu até o sexto dia de cultivo. Porém, a degradagao do
composto no experimento de selegéo foi maior (51%) quando comparada com
o experimento de biodegradacdo das cepas selecionadas (39%) (Figura 14).
Essa diminuicdo da degradagdo pode ter ocorrido devido a perda da
capacidade dessas bactérias em degradar esse xenobidtico, embora todas as
cepas selecionadas tenham sido mantidas sob pressdo seletiva durante

armazenamento e manutencao.
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Figura 14. Comparacao dos perfis de biodegradacdo do tebuconazole em cultura
liquida por bactérias provenientes do Grupo 2-2. (A) perfil da degradagéo de
tebuconazole em selecdo de microrganismos; @) concentragdo de tebuconazole em
meio utilizando as cepas TBZ 01, TBZ 02, TBZ 03 e TBZ 04, selecionadas a partir de
experimento de selegdo de microrganismos. A porcentagem de tebuconazole refere-se
a variagao em relacdo a concentracio inicial.
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Até o presente momento, ndo foram publicados resultados sobre a
biodegradacdo de tebuconazole com bactérias. Os unicos resultados
encontrados sao provenientes de uma tese de doutorado de autoria de Obanda
(2008), na qual foram realizados estudos de biodegradagdo do xenobi6tico em
questdao com uma cepa de Pseudomonas fluorescens. Obanda (2008) avaliou a
degradacao de tebuconazole por P. fluorescens em meio LB contendo 20 mg.L"
' do xenobidtico e observou que houve degradagdo de 10% e 70% de
tebuconazole aos 6 e 21 dias de cultivo, respectivamente. Ja este consorcio
(grupo 2-2), composto por cepas de E. sakazakii € S. marcecens, apresentou
melhor taxa de biodegradagdo chegando a reduzir a concentragdo de

tebuconazole em 39% aos 6 dias de cultivo.

No experimento em que foram selecionadas trés cepas do género
Pseudomonas (TBZ 06, TBZ 07 e TBZ 08) e duas cepas do género
Enterobacter (TBZ 05 e TBZ 09), a biodegradagao foi observada apenas no
periodo entre 4 e 6 dias de crescimento (18%). A Figura 15 demonstra a
comparagdo dos experimentos de selecdo de microrganismos e de
biodegradacao do consoércio microbiano composto por TBZ 05, TBZ 06, TBZ
07, TBZ 08 e TBZ 09. Nessa comparagao, o consorcio bacteriano apresentou
uma pequena reduc¢ao na concentragado de tebuconazole ao longo do periodo

de cultivo.
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Figura 15. Comparacao dos perfis de biodegradagcdo do tebuconazole em cultura
liquida por bactérias provenientes do Grupo 2-3. (A) perfil da degradagéo de
tebuconazole em selegédo de microrganismos; §) concentracdo de tebuconazole em
meio utilizando as cepas TBZ 05, TBZ 06, TBZ 07, TBZ 08 e TBZ 09, selecionadas a
partir de experimento de selegdo de microrganismos. A porcentagem de tebuconazole
refere-se a variagdo em relagdo a concentragao inicial.

Em experimento de biodegradacdo em cultura liquida (agitador
horizontal), Obanda (2008) avaliou a capacidade degradadora de tebuconazole
por P. fluorescens e observou que houve degradagdo de 10% aos 6 dias de
cultivo. Quando comparamos os resultados obtidos, neste trabalho, pelo
consorcio (grupo 2-3) que continha as cepas pertencentes ao género P.
fluorescens, P. putida e E. sakazakii com os obtidos por Obanda (2008), pode-
se concluir que este consorcio apresentou atividade de degradag&o superior
aos reportados em sua tese. No mesmo periodo de cultivo (6 dias) o consorcio
2-3 apresentou uma redugdo na concentracdo de tebuconazole de 18%
enquanto que nos experimentos realizados por esta pesquisadora a cepa de P.
fluorescens foi capaz de reduzir 10% da concentracao inicial de tebuconazole.

E importante ressaltar que a concentragdo inicial de tebuconazole utilizada



64

nestes experimentos de biodegradacéo foi de 100 mg.L™”, cinco vezes maior

que as utlizadas por Obanda.

Quando os dois isolados provenientes da selegdo do grupo 3-2
pertencentes ao género Serratia (TBZ 10 e TBZ 11) foram incubados para
degradacgao de tebuconazole, foi observada uma pequena biodegradacao nas
primeiras 24 horas de cultivo (8%). A partir dai, ndo foi observada degradacgéo

de tebuconazole até o final do cultivo (Figura 16).
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Figura 16. Comparacao dos perfis de biodegradagcdo do tebuconazole em cultura
liquida por bactérias provenientes do Grupo 3-2. (A) perfil da degradagéo de
tebuconazole em selegédo de microrganismos; §) concentragdo de tebuconazole em
meio utilizando as cepas TBZ 10 e TBZ 11, selecionadas a partir de experimento de
selegdo de microrganismos. A porcentagem de tebuconazole refere-se a variagao em
relacdo a concentracéo inicial.

Como houve uma pequena reducdo na concentragcdo de
tebuconazole pelos isolados provenientes dos grupos 2-2 e 3-2, acredita-se
que alguns desses isolados possa ter perdido a capacidade de degrada-lo, ja

que as condigdes de cultivo utilizadas eram as mesmas.
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Embora o género Pseudomonas seja muito citado em estudos de
biodegradacao de diversos xenobidticos, para degradacédo de tebuconazole, o
consorcio avaliado ndo se mostrou eficiente. Estudos de degradacédo de
xenobidticos mostram que a capacidade de degradar esses compostos muitas
vezes € atribuida a plasmideos. Foi reportado que genes catabdlicos, incluindo
muitos envolvidos na degradagdo de compostos organoclorados também s&o
expressos em plasmideos (NEILSON, 1990). Serdar et al. (1982)
demonstraram que, em Pseudomonas diminuta, a capacidade de hidrolisar o
herbicida Paration foi perdida quando o plasmideo que esta carregava foi
eliminado. Estudos realizados com uma cepa de Pseudomonas sp. que
apresentava instabilidade na degradagao de atrazina mostraram que os genes
responsaveis pela capacidade de degradacdo do composto estavam inseridos
em um plasmideo, e que este era perdido quando o microrganismo nao estava

sob presséo de selecdo (SOUZA et al., 1998).

Quando todos os isolados foram cultivados em consoércio, a
concentragdo de tebuconazole diminuiu apenas 16% durante os 9 dias de
cultivo. Como a quantidade de in6culo € a mesma para todos os isolados em
consorcio, e somente o grupo 2-2 apresentou degradacéo de tebuconazole, é
possivel que a quantidade de inoculo de células capazes de degradar o
xenobidtico tenha sido muito baixa para apresentar maiores valores de

degradacéao (Figura 17).
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Figura 17. Perfil de crescimento e desaparecimento do tebuconazole em consércio
bacteriano contendo 11 isolados provenientes de solos contaminados. (A)
concentracdo de tebuconazole em meio de cultura controle, na auséncia de
microrganismos; (m) concentragdo de tebuconazole em meio de cultura na presencga
de microrganismos; (O0) concentragéo celular. A porcentagem de tebuconazole refere-
se a variacdo em relagao a concentragéo inicial.

Os microrganismos pertencentes ao grupo 2-2, que apresentaram
melhores resultados de biodegradacédo, foram submetidos a experimentos
referentes a tolerancia a altas concentragbdes de tebuconazole e avaliacdo de
crescimento, em diferentes temperaturas e concentragcdes de co-substrato
(glicose), e biodegradacao. Esses microrganismos, pertencentes aos géneros
Serratia e Enterobacter (familia Enterobacteriaceae), sdo encontrados em uma
grande diversidade de ambientes. Além de serem citados em estudos de
biodegradacao, producdo de enzimas e de pigmentos, também sao bastante
referenciados como causadores de doencas em seres humanos. As bactérias
pertencentes a espécie Serratia marcescens sao encontradas em amostras
ambientais e possuem uma ampla variedade de hospedeiros, atuando como
fixadores de nitrogénio em vegetais (GYANESHWAR et al., 2001), patégenos

de animais (CONNICK Jr et al., 2001) e patogenos de fungos fitopatogénicos
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(SOMEYA et al.,, 2000). Nas ultimas décadas tém sido identificadas como
patdogenos oportunistas em seres humanos (KURZ et al., 2003; GIRI et al.,
2004). Enterobacter sakazakii € uma bactéria encontrada em diversos
ambientes, como solo, agua, alimentos e residuos ambientais (GALPERIN,
2007; KIM & BEUCHAT, 2005). Também €& causadora de infecgbes como
meningite em neonatos e adultos imunodeprimidos (OH & KANG, 2004).
Devido a essas caracteristicas, para fins de ampliagdo de escala do processo
da biodegradagdo em cultura liquida, estudos de patogenicidade devem ser

realizados para avaliar a questdo da biosseguranga dessas cepas.

4.9. Avaliagdo da adsorgdao das células inativadas ao

tebuconazole

O consércio bacteriano selecionado para testes referentes a
tolerancia a altas concentragdes de tebuconazole e avaliagdo de crescimento
ainda foram submetidos a teste de adsorg¢ao das células ao tebuconazole. Nao
foi observada adsor¢cao do xenobidtico as células do consorcio microbiano
avaliado. Os dados indicam que os microrganismos que compdem 0 consorcio
bacteriano sao responsaveis pelo desaparecimento do tebuconazole durante o
periodo de cultivo, ja que esse ndo ocorre por evaporagao, fotodegradagao ou

adsorcao a células bacterianas inativadas.
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4.10.Determinagcdo da tolerancia do consércio bacteriano a

diferentes concentragdes de tebuconazole

Um grande problema para os estudos realizados com tebuconazole
€ a insolubilidade do composto puro e a turbidez que o produto comercial
causa quando em contato com substancias aquosas. Por isso, ndo € possivel
determinar crescimento celular por medidas espectrofotométricas. Devido a
isso, para determinar se o tebuconazole era capaz de interferir nas atividades
metabdlicas do consorcio microbiano, o consumo de agucar foi utilizado como
parametro de metabolismo. Os isolados provenientes do grupo 2-2, que
apresentou melhor perfil de biodegradacédo de tebuconazole, foram avaliados
quanto a tolerancia a diferentes concentragcées de tebuconazole. Em todas as
concentragdes estudadas, que variaram de 100 mg.L”" a 1000 mg.L™", ndo
foram observadas diferengas no consumo de glicose com relagdo ao controle
sem tebuconazole em até 48 horas de crescimento (Figura 18). Este fato indica
que o consorcio bacteriano composto pelas espécies Serratia marcescens e
Enterobacter sakazakii foi tolerante a concentragdes iguais e inferiores a 1000
mg.L'1 de tebuconazole, visto que o crescimento nido foi afetado pelo

xenobidtico.
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Figura 18. Perfil do consumo de glicose do consoércio bacteriano composto pelas
cepas TBZ 01, TBZ 02, TBZ 03 e TBZ 04, proveniente do Grupo 2-2, em meio LB
modificado com diferentes concentracdes de tebuconazole. Barras pretas, tempo zero;
barras cinzas, 24 horas; barras brancas, 48 horas.

Poucos estudos relacionados a tolerancia a Concentragdo Minima
Inibitoria de fungicidas por bactérias foram encontrados na literatura. Em um
estudo realizado para avaliar se havia possibilidade de utilizar
concomitantemente um fungicida como tebuconazole e um bioinseticida, com a
bactéria entomopatogéncia Bacillus thuringiensis, foi observado que o
xenobidtico inibiu o crescimento deste microrganismo na concentragao de 150

mg.L™" apds 24 horas de cultivo (GASSEN et al., 20086).

4.11.Avaliacdo de diferentes condicoes de cultivo para

biodegradacao de tebuconazole

Para avaliar se diferentes condigdes de cultivo influenciavam na

degradagdo de tebuconazole pelo consércio composto por 4 cepas
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pertencentes as espécies Enterobacter sakazakii (TBZ 01 e TBZ 03) e Serratia
marcescens (TBZ 02 e TBZ 04), foram definidos dois parametros de estudo. O
primeiro parametro avaliado foi a concentragcdo de glicose utilizada nos
experimentos nas concentracdes de 1 g.L™" e 10 g.L™'. O segundo parametro
estudado foi a temperatura, ja que todos os estudos anteriores tinham sido
realizados a 30°C e esses isolados ndo haviam sido cultivados em outra
condigao, foi entdo avaliada a degradacgéo de tebuconazole também a 37°C.
Estudos variando o valor de pH ndo foram necessarios pois este permaneceu
estavel ao longo de todo o cultivo, sem necessidade de corregédo, em todos os
experimentos realizados anteriormente. Esses parametros foram combinados
em 4 experimentos, com as seguintes condigées: 1 g.L™'-37°C; 10 g.L'-37°C;
1 g.L'-30°C e 10 g.L"-30°C. O periodo de incubagao foi de 9 dias. A glicose
foi totalmente consumida nas primeiras 24 horas de incubagdo em ambos os
meios de cultivo (1 g.L" e 10 g.L") (dados ndo reportados). A Figura 19
apresenta o perfil de crescimento e degradacdo de tebuconazole em meio de
cultivo contendo 1 g.L'1 de glicose e temperatura de 30°C. Foi observado que

houve degradacéo de 39% de tebuconazole.
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Figura 19. Perfil de crescimento e desaparecimento do tebuconazole em cultura
liquida contendo 1 g.L™ de glicose a 30°C do consdércio microbiano composto por TBZ
01, TBZ 02, TBZ 03 e TBZ 04. (A) concentragao de tebuconazole em meio de cultura
controle, na auséncia de microrganismos; @) concentragéo de tebuconazole em meio
de cultura na presencga de microrganismos; (O0) concentragao celular. A porcentagem
de tebuconazole refere-se a variagao em relagéo a concentracgao inicial.

Quando o consorcio bacteriano foi submetido a concentracao de 10
g.L™ de glicose e temperatura de 30°C, nao foi observada a biodegradacéo do
tebuconazole (Figura 20). Embora a concentragcédo celular tenha aumentado
com relagdo ao cultivo com apenas 1 g.L”' de glicose (maximo de 4,5 X 10®
UFC.mI" para 1 g.L™" de glicose e maximo de 1,68 X 10° para 10 g.L" de
glicose), a alta concentragao celular ndo parece ter relagdo com a degradagao
de tebuconazole. Os dados sugerem que € necessaria a privagao de fonte de

carbono para que a degradagao de tebuconazole seja favorecida.
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Figura 20. Perfil de crescimento e desaparecimento do tebuconazole em cultura
liquida contendo 10 g.L™" de glicose a 30°C do consércio microbiano composto por
TBZ 01, TBZ 02, TBZ 03 e TBZ 04. (A) concentragao de tebuconazole em meio de
cultura controle, na auséncia de microrganismos;m) concentragdo de tebuconazole
em meio de cultura na presenca de microrganismos; (O) concentragdo celular. A
porcentagem de tebuconazole refere-se a variagdo em relagdo a concentragao inicial.

Quanto a temperatura, pode-se afirmar que 37°C nao favoreceu a
degradagao de tebuconazole, independentemente da concentragdo de glicose
presente no meio. N&o foi observada degradagao nos tratamentos em que foi

aplicada a temperatura de 37°C (Figuras 21 e 22).
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Figura 21. Perfil de crescimento e desaparecimento do tebuconazole em cultura
liquida contendo 1 g.L™ de glicose a 37°C do consoércio microbiano composto por TBZ
01, TBZ 02, TBZ 03 e TBZ 04. (A) concentragao de tebuconazole em meio de cultura
controle, na auséncia de microrganismos; @) concentragéo de tebuconazole em meio
de cultura na presenga de microrganismos; (O0) concentragéo celular. A porcentagem
de tebuconazole refere-se a variagdo em relagdo a concentracéo inicial.

Foi observada diferenca na concentragdo celular entre os
tratamentos submetidos a temperatura de 37°C. No cultivo em que a
concentragao de glicose foi de 10 g.L'1, a concentragao celular ndo passou de
3,3 X 10® UFC.mL", enquanto que no tratamento com apenas 1 g.L” de
glicose, a concentracdo celular chegou a 3,87 X 10° UFC.mL™". Os dados
indicam que a temperatura mais adequada para crescimento e biodegradagao

de tebuconazole nas condi¢des estudadas foi de 30°C.
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Figura 22. Perfil de crescimento e desaparecimento do tebuconazole em cultura
liquida contendo 10 g.L™" de glicose a 37°C do consércio microbiano composto por
TBZ 01, TBZ 02, TBZ 03 e TBZ 04. (A) concentracao de tebuconazole em meio de
cultura controle, na auséncia de microrganismos;m) concentragdo de tebuconazole
em meio de cultura na presenca de microrganismos; (O) concentragdo celular. A
porcentagem de tebuconazole refere-se a variagdo em relagdo a concentragao inicial.

Alguns estudos relatam a relagéo de biodegradagao de xenobioticos
com a concentragdo celular bacteriana. Um estudo de biodegradagao de metil-
paration em cultura liquida por um consércio bacteriano que continha
Enterobacter sakazakii, nao foi observada relagao entre o crescimento celular e
a degradacgédo do pesticida, ja que o pico de crescimento do consorcio foi
observado em 7 dias de crescimento, porém, as maiores porcentagens de
degradagdo do xenobidtico foram observadas nos quatro primeiros dias de
crescimento somente (ORTIZ-HERNANDEZ et al., 2001). Berne et al. (2004)
observaram em um estudo de degradagdo de tributil fosfato por Serratia
odorifera que, em cultura liquida, a biodegradagcdo desse composto ocorreu
durante o crescimento exponencial, quando o meio de cultivo continha 1 mM de
glicose, sugerindo que a degradacao de tributil fosfato por Serratia odorifera

poderia ocorrer em uma via de co-metabolismo. Ndo foram encontrados na
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literatura relatos que relacionem a temperatura de cultivo com a eficiéncia de

degradagao por xenobiobticos.



5. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados nesse trabalho, pode-se
concluir que é possivel isolar microrganismos (bactérias e fungos) resistentes a

tebuconazole a partir de solos contaminados com triazadis.

Fungos com histérico ou ndo de aplicagédo de tebuconazole podem
apresentar resisténcia a esse fungicida. No entanto, a quantidade de fungos
isolados a partir de solos contaminados com fungicidas do grupo dos triazdis é
inversamente proporcional a concentracdo de pesticida aplicada. Embora
cepas resistentes tenham sido isoladas, nenhuma foi capaz de degradar
tebuconazole. Essa caracteristica pode ser explicada pela auséncia de

fenoloxidases em todas as cepas estudadas.

Consorcios bacterianos isolados a partir de solos contaminados com
triazdis demonstraram a capacidade de degradar tebuconazole. O melhor perfil
de degradacao foi observado no consorcio bacteriano composto por 2 cepas da
espécie Enterobacter sakazakii e por 2 cepas da espécie Serratia marcescens,
com 39% de degradacao do fungicida. Outros 7 isolados pertencentes a essas
espécies e a Pseudomonas fluorescens e P. putida apresentaram atividade de
biodegradacao, porém essa caracteristica foi perdida durante os estudos de

biodegradagao.
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Entre os estudos realizados com diferentes condi¢gdes de cultivo
para degradacdo de tebuconazole, o cultivo em que o consorcio foi mantido a
30°C e 1 g.L'1 de glicose foi o unico que apresentou degradacgao, indicando que
concentragdes maiores deste agucar ndao favorecem a biodegradagao por S.
marcescens e E. sakazakii em cultivo submerso, sugerindo que é necessaria a

privagao de fonte de carbono para promover a degradagao.

Concentragdes de até 1 g.L™" de tebuconazole nao influenciaram no
metabolismo do consoércio bacteriano utilizado para degradagédo de
tebuconazole no consércio composto por S. marcescens e E. sakazakii,

indicando que esse consorcio tolera altas concentragdes de tebuconazole.



6. PERSPECTIVAS

Considerando o fato de que somente uma publicagao a respeito da
degradacgao de tebuconazole foi encontrada, e que este trabalho é o inicio de
uma linha de pesquisa e que muitas questdes nao foram respondidas devido a
indisponibilidade de tempo durante o periodo de mestrado, projetam-se realizar
alguns trabalhos futuros. Estes consistem na otimizagcdo de condigbes de
cultivo para a degradagado de tebuconazole; o estudo da capacidade de
biodegradagcdo de tebuconazole em meio de cultivo utilizando somente
tebuconazole como fonte de carbono; o estudo da biodegradacdo de
tebuconazole em concentracdes de até 1 g.L'1 deste xenobidtico; e a avaliacéo
das rotas metabdlicas utilizadas para a degradagdo do xenobiotico. Essas
rotas, se elucidadas, poderiam propiciar os trabalhos de identificacdo das
sequéncias génicas envolvidas na biodegradacéo e a clonagem molecular com
vistas a possiveis aplicagbes de microrganismos potencializados em sistemas
de recuperagdo ambiental (solos contaminados) ou em tratamentos de

efluentes.
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APENDICE 1

Caracteristicas fisico-quimicas do tebuconazole

Formula: C1sH22N30cl

Peso molecular: 307,82

Estado fisico: solido

Forma: cristais

Cor: branco

Ponto de fus&o: 102,4°C

Limites de explosividade: produto nao explosivel
Densidade a 26°C: 1,25

Solubilidade a 20°C: agua, 0,036 g.L'; n-hexano, 0,1 g.L;

diclorometano, 200 g.L™'; isopropanol e tolueno, 50 — 100 g.L™".
Estabilidade: estavel a temperatura ambiente e ao ar.

Produtos perigosos de decomposi¢cdo: a queima produz CO, CO,,

oxidos nitrosos, cloretos e compostos organicos nao identificaveis.

Caracteristicas de Orius 250 EC

Composicao de principio ativo: tebuconazole 250 g.I'1.
Composigao de ingredientes inertes: n&o informado pelo fabricante.

Tipo de formulagéo: concentrado emulsionavel.



APENDICE 2

Composicdo dos meios de cultivo utilizados no trabalho (g.L™)

Meios de cultura solidos e semi-solidos:

AEM - Agar extrato de malte: agar, 20; extrato de malte, 20; extrato
de levedura, 7.

AN - Agar nutriente: agar, 20; peptona de gelatina, 50; extrato de
carne, 30; cloreto de sodio, 10.

ABD - Agar batata dextrose: agar, 20; caldo de batata dextrose; 24.

AMN- Merlin-Norkrans: agar, 15; glicose, 5; extrato de malte, 2;
extrato de levedura, 1; KHy,POy4, 0,5; MgS0O4.7H,0, 0,15; (NH4)HPO4, 0,25.

AMNT - Merlin-Norkrans adicionado de tebuconazole: agar, 15;
glicose, 5; extrato de malte, 2; extrato de levedura, 1; KHyPO4 0,5;
MgS04.7H,0, 0,15; (NH4)HPOy4, 0,25; tebuconazole, 0,1.

ALB - Luria Bertani modificado: agar, 20; glicose, 20; peptona, 10;
extrato de levedura, 5; NaCl, 5.

SIM (pH 7,3) - Sulfeto de hidrogénio, indol e motilidade: agar, 3,5;
peptona de caseina, 20; peptona de carne, 6,1; sulfato de ferro e aménio, 0,2;
tiossulfato de sddio, 0,2.

MIO - Motilidade Indol Ornitina: agar, 2; caseina enzimatica
hidrolisada, 10; digestao peptidica de tecido animal, 10; extrato de levedura, 3;

hidrocloreto de L-ornitina, 5; dextrose, 1; bromocresol purpura, 0,02.
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Agar MacConkey (pH 7,1) : peptona de caseina, 17; peptona de
carne, 3; cloreto de sodio, 5; lactose, 10; mistura de sais biliares, 1,5; vermelho
neutro, 0,03; cristal violeta, 0,001; agar, 13,5;

TSI - Triplice Agucar Ferro: agar, 15; digestdo péptica de tecido
animal, 20; glicose, 1; cloreto de sédio, 5; extrato de levedura,3; extrato de
carne, 3; tiossulfato de sodio penta hidratado, 0,3; lactose, 10; sulfato ferroso
hepta hidratado, 0,2; vermelho de fenol, 0,024; sacarose, 10.

DNAse: agar, 15; hidrolisado de caseina, 15; proteina de soja
digerida, 5; DNA, 2; NaCl, 5.

Descarboxilase Base Moeller: agar, 15; digestao péptica de tecido
animal, 5; extrato de levedura, 3; glicose, 1; bromocresol purpura, 0,02; L-
arginina, 5; ou L-lisina, 5;.

Agar citrato de Simmon (pH 6,9): agar, 15; MgS0,4.7H.0, 0,2;
NH4H,PO4, 1; KoHPO4, 1; NazCeHs07.2H,0, 2; NaCl, 5; Azul de bromotimol,

0,08.

Meios de cultura liquidos:

LB - Luria Bertani modificado: glicose, 20; peptona, 10; extrato de
levedura, 5; NaCl, 5.

MNT - Merlin-Norkrans adicionado de tebuconazole: glicose, 5;
extrato de malte, 2; extrato de levedura, 1; KH,PO4, 0,5; MgS04.7H,0, 0,15;

(NH4)HPO,, 0,25.
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MNT - Merlin-Norkrans adicionado de tebuconazole: glicose, 5;
extrato de malte, 2; extrato de levedura, 1; KH2POy4, 0,5; MgS04.7H,0, 0,15;
(NH4)HPO4, 0,25; tebuconazole, 0,1.

MMT - meio mineral (pH 7,0): KH,PO4.3H,0, 4.2; NaH,PO4.H,0, 1;
NH4CI, 2; MgSO04.7H,0, 0.2; FeS04.7H,0, 0.012; MnSO4.H,O, 0.003;
ZnS04.7H20, 0.003; CoCl, 0.001; glicose, 1; tebuconazole, 0,1.

Caldo nutriente: caldo nutriente, 8; glicose, 10.

Caldo nitrato (ph 7): extrato de carne, 3; peptona de carne, 5;
nitrato de potassio, 1.

Caldo wuréia (pH 6,8): extrato de levedura, 0,1; fosfato
monopotassico, 9,1; fosfato dipotassico, 9,5; uréia, 20; vermelho de fenol, 0,01.

Caldo malonato: extrato de levedura, 1; glicose, 0,25; sulfato de
amoénia, 2; fosfato dipotassico, 0,6; fosfato monopotassico, 0,40; cloreto de
Sadio, 2; malonato de sodio, 3; azul de bromotimol, 0,025.

Caldo gelatina: extrato de carne, 3; peptona, 5; gelatina, 120.
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