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Resumo
Herbicidas são substâncias fitotóxicas ostensivamente utilizadas na agricultura. Os her-
bicidas são essenciais para o sistema produtivo mundial, sem os quais não seria possível
suprir a crescente demanda agrícola. Infelizmente, essas substâncias podem contaminar os
solos e as águas, provocando efeitos tóxicos em outros organismos. Portanto, a remoção ou
inativação desses compostos é de extrema importância. Dentre as metodologias descritas
na literatura, o uso de organismos selecionados, ou biorremediação, é simples e barata de
ser executada. A escolha do organismo é de extrema importância, já que ele deve sobre-
viver e ser capaz de cumprir seu papel em um ambiente contaminado. O objetivo desse
trabalho foi verificar o potencial biodegradador de duas linhagens selvagens de Bacillus
safensis. As linhagens aclimatadas aos herbicidas foram testadas em reatores contendo
solo esterilizado contaminado com 50 mg/kg de ametrina ou hexazinona e, durante 60
dias, avaliadas com relação à produção de CO2 em presença ou ausência de fertilizante
NPK e surfactante. O pH do solo foi monitorado durante esse período. O controle do teste
foi realizado com solo previamente esterilizado, e com aplicação de AgNO3 10 % (m/v)
periódicamente. Não foi observada diferença aparente da produção de CO2 entre as duas
linhagens testadas. Observou-se uma produção máxima entre cerca de 830 mg de CO2 por
grama de solo e 1560 mg/g. O potencial das linhagens foi melhor verificado na presença
de ametrina, porém o potencial degradador foi também demonstrado frente hexazinona,
confirmado posteriormente com um ensaio de ecotoxicidade utilizando Letuca sativa e
Cucumis anguria. Dessa forma, as duas linhagens testadas mostram um potencial de uso
em protocolos de biorremediação de herbicidas.

Palavras-chave: biorremediação, ametrina, hexazinona, respiração induzida por subs-
trato



Abstract
Herbicides are phytotoxic substances that are widely used in agriculture. Herbicides are
essential to the global production, without which ot would not be possible to match
the growing demand on agricultural products. Unfortunately, these substances can con-
taminate soil and water, creating toxic effects in other organisms. Thus, the removal or
inactivation of these compounds is extremely important. From described methodologies
in the literature, the use of selected organisms, or biorremediation, is simple and cheap to
use. The choice of organism is extremely important, as it needs to survive and do its job in
a contaminated environment. The objective of this work was to verify the biodegradation
potencial of two wild Bacillus safensis strains. Both strains adapted to the herbicides were
tested in reactors containing sterilized soil contaminated with 50 mg/kg of either ametryn
or hexazinone and, throughout 60 days, were evaluated in regards to their production
of CO2 with and without the presence of NPK fertilizer and surfactant. The soil’s pH
was monitored during this period. The test control was through a reactor with previously
sterilized soil, and with periodic application of AgNO3 10 % (m/v). No apparent differ-
ences in the production of CO2 were observed between the two tested strains. A maximum
production between about 830 mg of CO2 per gram of soil and 1560 mg/g was observed.
The potential of both strains was best verified with the presence of ametryn, although
the potential for degradation was also demonstrated with hexazinone, later confirmed
through a ecotoxixity test using Letuca sativa and Cucumis anguria. Thus, both tested
strains show potential to be used in herbicide biorremediation protocols.

Keywords: biorremediation, ametryn, hexazinone, substrate-induced respiration
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1 Introdução

Herbicidas são substâncias fitotóxicas usadas para eliminar ou inibir o crescimento
de plantas indesejadas, principalmente na agricultura onde ervas daninhas comumente
atrapalham a produção (GUPTA, 2011). Os herbicidas têm sido responsáveis por um
aumento significativo na produção agrícola nas últimas décadas, em que chegam a do-
brar a produção anual na mesma área cultivável (FARLAND; BURNSIDE, 2011). Infe-
lizmente, o uso indiscriminado dessas substâncias têm levado à contaminação dos solos
e das águas, com efeitos tóxicos na ecologia mundial e na biologia humana (MARIN-
MORALES; VENTURA-CAMARGO; HOSHINA, 2013; ALBANITO et al., 2015).

Por pior que sejam os efeitos deletérios de herbicidas, seu uso é essencial para a
sociedade moderna e, paradoxalmente, à própria preservação da natureza. Sem o aumento
da produção proporcionado por pesticidas em geral, a área agrícola necessária para a
produção de comida suficiente para sustentar a população mundial se aproxima de toda
a área terrestre fértil no planeta (FARLAND; BURNSIDE, 2011).

Herbicidas comerciais derivam seu efeito tóxico de diferentes possíveis mecanis-
mos, e podem pertencer à uma variedade de classes químicas (DUKE, 1990). Os her-
bicidas com mecanismos conhecidos incluem o notório glifosato, que age bloqueando a
síntese de aminoácidos aromáticos (SCHONBRUNN et al., 2001), o metolacloro, que
causa disfunções hormonais (WILKINSON, 1981), o paraquat, que induz a formação de
grandes quantidades de espécies reativas de oxigênio (YOUNGMAN; DODGE, 2014),
e o 3-(3,4–diclorofenil) –1,1–dimetilureia (DCMU1) que inibe a fotossíntese (BARRY;
YOUNG; BRITTON, 1990).

Infelizmente, herbicidas tendem a ser de difícil degradação e a acumular em solos,
rios e aquíferos (AHEMAD et al., 2009). Vários métodos químicos, como ozonólise e
catalisadores específicos, e biológicos, com o uso de plantas e microorganismos, têm sido
propostos para a remoção desse tipo de contaminante (CACHO et al., 2006; MULLER
et al., 1998; ROBERT; MALATO, 2002; KOMIVES; GULLNER, 2006; CUNNINGHAM;
BERTI, 1993; WALLNOFER, 1969).

Dentre essas alternativas, os métodos biológicos de remoção de contaminantes, ou
biorremediação, são atrativos pelo baixo custo e maior aceitação do público. Na biorre-
mediação, organismos selecionados da biota natural são usados para degradar ou remover
contaminantes específicos, frequentemente com o uso de adjuvantes para garantir o su-
cesso do processo (VIDALI, 2001).

Tendo em vista essa problemática, este trabalho se destinou à investigação do
1 Comercializado sob o nome Diuron
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potencial biodegradador de duas linhagens de Bacillus safensis em solos contaminados
com dois herbicidas inibidores da fotossíntese: ametrina e hexazinona. Essa investigação
foi realizada por meio de triagens de viabilidade e ensaios microbiológicos baseados na
metodologia de substrate-induced respiration (SIR).
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Investigar o potencial biodegradador de ametrina e hexazinona em solo por duas

linhagens de Bacillus safensis.

2.2 Objetivos Específicos

• Constatar a viabilidade das linhagens em meio contendo somente um herbicida como
fonte de carbono;

• Estimar a atividade metabólica ao longo do tempo em solos contaminados com um
herbicida e potenciais aditivos pelo acompanhamento da concentração de CO2 em
recipiente selado e do pH do solo;

• Verificar a redução da contaminação do solo por herbicida por meio de ensaios de
ecotoxicidade.
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3 Referencial Teórico

3.1 Fotossíntese
Segundo Junqueira e Filho (2012), a fotossíntese é um processo biológico em que

água e dióxido de carbono passam por uma reação de oxirredução sob presença de luz,
produzindo oxigênio molecular e carboidrato. Em plantas e algas essa reação ocorre em
organelas especializadas, os cloroplastos, possuindo uma membrana em bicamada e con-
tendo um sistema de membranas internas, o tilacoide.

As reações da fotossíntese são divididas em duas fases: clara e escura. As reações da
fase clara ocorrem na membrana dos tilacoides, onde estão presentes complexos proteicos
específicos, e na presença de luz. Nessa fase há um transporte de elétrons do lúmen do
tilacoide ao estroma do cloroplasto através dos fotossistemas I e II e diferentes proteínas
auxiliares. Essa fase resulta na redução de NADP em NADPH e na produção de ATP
pela ATP sintase (Figura 1).

Figura 1 – Esquema da fase clara da fotossíntese em plantas e algas. As flechas azuis
denotam o caminho do transporte de elétrons, e as flechas vermelhas o trans-
porte de H+. PSII e PSI são os fotossistemas II e I, respectivamente.

Modificado de: Somepics (2015)

Já a fase escura ocorre no estroma com o ciclo de Calvin. Nesse ciclo CO2 atmosfé-
rico é capturado e reduzido em carboidratos com consumo de ATP e NADPH produzido
na fase clara. Esses carboidratos servem como fonte de energia para o organismo.
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3.2 Herbicidas Bloqueadores do Fotossistema II
Os vários herbicidas dependem de diferentes efeitos e mecanismos para ter o efeito

tóxico desejado (DUKE, 1990). Desses, os herbicidas bloqueadores do fotossistema II
são amplamente utilizadas no mundo todo e são alvos de estudos desde a introdução do
primeiro exemplar (FARLAND; BURNSIDE, 2011): a simazina, em 1956 (HERI et al.,
2008). À época de sua introdução nos plantios, esses herbicidas se mostraram altamente
eficazes no aumento da produção agrícola (FARLAND; BURNSIDE, 2011).

Os herbicidas bloqueadores do fotossistema II pertencem a diferentes possíveis
classes químicas, como triazinas e derivados da ureia. Embora haja uma certa variação
nos detalhes das ligações químicas, todos os herbicidas descritos dessa classe se ligam
irreversivelmente à subunidade D1 do fotossistema II, bloqueando assim a ligação da
plastoquinona e prevenindo o transporte de elétrons e o processo de fotossíntese (DUKE,
1990; HERI et al., 2008). Esses herbicidas podem ser seletivos, com dependência em resí-
duos clado-específicos da subunidade D1 (OETTMEIER, 1999). A Figura 2 esquematiza
o fotossistema II.

Figura 2 – Esquema do fotossistema II com flechas vermelhas denotando o caminho de
transporte dos elétrons. Herbicidas bloqueadores do fotossistema II se ligam
irreversivelmente à subunidade D1, inibindo a atividade do fotossistema e da
cadeia transportadora de elétrons.

Modificado de: Kaidor (2017)

É possível que exemplares dessa classe tenham um possível potencial carcinogênico
ou ação endócrina (ALBANITO et al., 2015; MACLENNAN et al., 2002; DELANCEY et
al., 2009). No entanto, esses herbicidas ainda são amplamente utilizados, especialmente
na sucrocultura e de forma preventiva (TIRONI; SOUZA, 2013).

Um dos grupos de herbicidas bloqueadores do fotossistema II mais empregados
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compreende as triazinas, caracterizados por um heterociclo com três átomos de nitrogênio
intercalados entre três átomos de carbono. Aqui também se incluem as triazinonas, triazi-
nas com grupamentos cetona no heterociclo. A ametrina e hexazinona pertencem a esses
dois grupos, respectivamente, e foram as triazinas mais utilizadas, ao longo de 14 anos,
no solo do canavial em que as linhagens da B. safensis utilizada neste trabalho foram
colhidas.

A estrutura molecular da ametrina e hexazinona estão representadas nas Figuras
3 e 4.

Figura 3 – N2 –etil –N4 – isopropil –6-metiltiol –1,3,5– triazina–2,4–diamina, o herbi-
cida ametrina (ALTA, 2018; ANVISA, 2006a)
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Fonte: Autor (2019)

Figura 4 – 3-ciclohexil –6-dimetilamina–1-metil –1,3,5– triazina–2,4 (1 H, 3 H)–diona,
o herbicida hexazinona (NORTOX, 2018; ANVISA, 2006b).
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Fonte: Autor (2019)

A ametrina e a hexazinona são classificadas como pouco tóxicas em caso de ex-
posição aguda (ANVISA, 2006a; EPA, 2010; ANVISA, 2006b; EPA, 2015). Segundo a
Environment Protection Agency (EPA), a agência de proteção ambiental americana, efei-
tos adversos a longo prazo são provavelmente inexistentes se consumidos em doses abaixo
do limite regulatório (EPA, 2010; EPA, 2015).
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3.3 Bacillus safensis
O Bacillus safensis é um bacilo Gram-positivo, aeróbio, mesófilo, quimiohetero-

trófico e formador de esporos. As células têm entre 0,5 e 0,7 µm de diâmetro e entre 1 e
1,2 µm de largura. As condições ótimas de crescimento são de 30 a 37 ◦C e pH entre 4 e
8, dependendo da linhagem (LATEEF; ADELERE; GUEGUIM-KANA, 2015).

Inicialmente isolada por Satomi, Duc e Venkateswaran (2006) na Spacecraft As-
sembly Facility (SAF) da NASA, a B. safensis é bem adaptada à condições extremas
incluindo salas limpas, desertos salinos, ambientes contaminados por petróleo e efluentes
industriais. Esse bacilo também é sintetizador de amilases, celulases, proteases, lipases,
xilanases, quitinases, inulinases, queratinases, e β-galaxidosidases (LATEEF; ADELERE;
GUEGUIM-KANA, 2015).

Abdelbagi et al. (2018) utilizaram com sucesso uma linhagem de B. safensis para
biorremediação de dois inseticidas. Motesharezadeh e Savaghebi-Firoozabadi (2011) mos-
traram o potencial do bacilo como adjuvante em certos tipos de fitorremediação de solos
contaminados com níquel. Lateef, Adelere e Gueguim-Kana (2015) apresentam uma revi-
são da aplicabilidade da B. safensis em processos biotecnológicos, incluindo a biorreme-
diação.

3.4 Métodos de Análise do Potencial Degradador de Bactérias

3.4.1 Respiração Induzida por Substrato
Introduzido por Anderson e Domsch (1978), a metodologia de substrate-induced

respiration (SIR) foi originalmente utilizada para estimar a biomassa celular em um reci-
piente fechado pela aferição do CO2 dentro do recipiente, comparado com os resultados
de um controle abiótico. Em sua forma original, essa aferição era feita por cromatografia
gasosa. O princípio da metodologia — a correlação de CO2 acima de níveis abióticos e
massa celular — também é útil na confirmação e acompanhamento da atividade celular.
Severino et al. (2005) exemplificam essa ideia ao acompanhar a atividade microbiana na
mineralização de diferentes substratos. Nesse caso, foi feita um acompanhamento baseada
na difusão de CO2 catalisada em solução de NaOH e subsequente titulação dos carbonatos
formados.

3.4.2 Monitoramento da Variação de pH
A observação da variação do pH ao longo de um monitoramento, em meio líquido

ou sólido, é um importante indicativo da utilização dos compostos-teste por agentes mi-
crobianos. Podem ser observados os dois extremos. O pH fixado inicialmente em um
determinado valor sofre alterações por razões da metabolização e formação de produtos
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como ácidos orgânicos, tendendo à redução do pH, comparado ao observado inicialmente
(WATSON et al., 2002), ou na formação de amônia e demais compostos alcalinos, promo-
vendo desta vez o aumento do pH, comparado ao determinado inicialmente (ZIEGLER
et al., 2013)

A variação decorre em função da atividade metabólica normal dos micro-organismos,
produzindo e secretando diferentes metabólitos para o meio. Além disso, as mudanças
do pH podem sinalizar o ambiente preferencial do agente microbiano, geralmente ácido
para fungos e do neutro ao alcalino para bactérias, embora qualquer um destes micro-
organismos possa ser adaptado à condições específicas de pH (MADIGAN et al., 2017).

3.4.3 Utilização do Contaminante como Fonte de Carbono
Outro importante método de observação de potencial degradador microbiano diz

respeito aos testes de utilização de diferentes moléculas como fonte de carbono e ener-
gia. Estes testes podem ser empregados em meios sólidos e líquidos (WOOD; KRIEG,
1989). No primeiro caso, menos comum, o organismo-teste é colocado em ágar simples ou
ágar mineral e a fonte de carbono pode ser adicionada na forma de spray (CLAXTON,
2015). Neste tipo de teste, o objetivo é verificar o crescimento, permitindo a quantificação
ou o isolamento das colônias formadas. Nos testes em meio líquido, podendo optar se
em caldo ou meio mineral, o organismo é estimulado a utilizar os compostos-teste como
fontes principais de carbono. O crescimento pode ser conhecido pela turvação do meio,
podendo também ser expresso em densidade óptica, pela alteração na coloração do meio,
quando um corante ou solução indicadora está adicionada na composição do meio (VEE-
RANAGOUDA; PATIL; KAREGOUDAR, 2004), ou pelo no colapso da gota, quando há
redução da tensão superficial entre dois líquidos imiscíveis, geralmente compostos oleosos,
promovendo sua ruptura (TUGRUL; CANSUNAR, 2005).
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4 Metodologia

O estudo foi realizado no Laboratório de Microbiologia Ambiental, no Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal da Paraíba.

4.1 Linhagens de Bacillus safensis
Nesse trabalho, foram utilizadas duas linhagens de Bacillus safensis, com os aces-

sos C1AC5507-1 e C1C5502-1, isoladas de canaviais da região próxima à João Pessoa/PB.
Amostras do bacilo foram cedidas como parte do projeto Utilização de biossurfactante pro-
duzido por microrganismos do solo na remoção de herbicidas com o cadastro na plataforma
do Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) número A06A1E6.

4.2 Herbicidas
Dois herbicidas foram selecionados para o estudo devido à sua disponibilidade:

ametrina (ALTA, Curitiba, Brasil) e hexazinona-D (Nortox, Arapongas, Brasil), o pri-
meiro do grupo químico das triazinas (ALTA, 2018; ANVISA, 2006a) e o segundo do
grupo químico das triazinonas (NORTOX, 2018; ANVISA, 2006b). Ambos foram adqui-
ridos em 2017 em João Pessoa, na Paraíba, com números de lote 139-16-12600-22/NOV/16
(ametrina) e 081-17-4810 (hexazinona).

Ambos os herbicidas foram solubilizados em água destilada e acondicionados em
recipientes de vidro, sendo homogenizados em vórtex antes de serem utilizados.

4.3 Solo
Foi utilizado um solo arenoso adquirido em uma casa de material de construção,

em João Pessoa, na Paraíba. Esse solo foi previamente caracterizado pelo laboratório
Eurofins Anatech, de Recife/PE, sumarizado na Tabela 1.
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Tabela 1 – Características físico-químicas do solo.

Característica Resultado
Textura

Argila 0,99 %
Silte 1,29 %
Areia 95,86 %
Cascalho 1,86 %

Carbono Orgânico Total 0,74 mg/kg
Nitrogênio Total 31,8 mg/kg
Fósforo Total 3,04 mg/kg
pH em água 7,35
Umidade 0,3 %

Fonte: (CARTAXO, 2018)

4.4 Determinação da Viabilidade
As duas linhagens foram incubadas em caldo nutriente, composto de extrato

de levedura (3 g/L) e extrato de carne (5 g/L), por 48 horas a 37 ◦C. Uma alíquota
de 0,5 mL do caldo foi transferida para meio mineral mínimo constituído de K2HPO4

(0,5 g/L), (NH4)2SO4 (0,5 g/L), MgSO4 (0,5 g/L), FeCl2 (10 mg/L), CaCl2 (10 mg/L),
MnCl2 (0,1 mg/L) e ZnSO4 (0,01 mg/L) (PALITTAPONGARNPIM et al., 1998) acres-
cido de 0,1 mL de herbicida diluído (0,5 g/L de hexazinona ou 1 % v/v de ametrina).
Também foram testados grupos com e sem extrato de levedura (0,5 g/L). A viabilidade
foi então constatada com uma inspeção visual após 5 dias de incubação estática à 37 ◦C.

4.5 Aclimatação aos Herbicidas
Para aclimatar as linhagens aos herbicidas a serem testados foi utilizado uma

metodologia baseada no trabalho de Del’Arco e França (1999). Os bacilos foram incubadas
em meio mineral mínimo acrescido de 0,1 g/L de extrato de levedura e contaminadas por
concentrações gradualmente maiores do princípio ativo do herbicida: 5 mg/L, 10 mg/L e
20 mg/L, calculado segundo as informações contidas na bula de cada herbicida (ALTA,
2018; NORTOX, 2018). Em cada etapa da série, o caldo foi incubado até turvar em shaker
à 30 ◦C e 150 rpm, com transferência de 10 mL do caldo turvo para o próximo da série.

4.6 Ensaio Preliminar
Foi realizado um ensaio preliminar em escala reduzida com o objetivo de testar a

compatibilidade do bacilo com o solo contaminado, seguindo a metodologia de Severino et
al. (2005), além de dois possíveis aditivos: fertilizante químico, como frequentemente pre-
sente em solos contaminados com herbicidas, e glicerol como uma possível fonte secundária
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de carbono. Foram realizadas medições periódicas do CO2 produzido pelo metabolismo
do bacilo e do pH do solo. A partir dos resultados do ensaio preliminar foi selecionada a
condição mais favorável para o ensaio principal.

Esse ensaio foi conduzido em reatores descartáveis de polietileno semitransparentes
com volume de 500 mL e tampa selante. Um total de 200 g de solo esterilizado e posteri-
ormente contaminado com ametrina ou hexazinona (50 mg/kg do princípio ativo) foram
distribuídos em cada reator. Após mistura vigorosa com espátula descartável de madeira,
um recipiente contendo 25 mL de solução de NaOH 0,5 mol/L foi deixado repousando na
superfície do solo, sendo utilizado para o teste de determinação do CO2 formado. Foram
testados oito condições experimentais (Quadro 1) para cada linhagem, compreendendo
cada combinação das seguintes variáveis: presença ou não de fertilizante químico NPK
10:10:10 (Vitaplan, Capitão Leônidas Marques, Brasil) e glicerol (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil). O inóculo foi preparado em 20 mL de meio mineral mínimo (PALITTAPON-
GARNPIM et al., 1998) a partir das linhagens aclimatadas e mantidas no LAMA. Foram
confeccionados dois controles do teste: o solo contaminado (negativo), mantida a assep-
cia com solução de AgNO3 10 % (m/v) (VASCONCELOS; FRANÇA; OLIVEIRA, 2011)
e o solo contaminado contendo a suspensão de cada linhagem (positivo). O ensaio foi
realizado em duplicata.

Quadro 1 – Condições experimentais do ensaio preliminar para uma única linhagem.

Código Contaminante Fertilizante (0,1 mg/g) Glicerol (0,25 mL/kg)
C- - - -
C+ - - +
A/F-G- Ametrina - -
A/F-G+ Ametrina - +
A/F+G- Ametrina + -
A/F+G+ Ametrina + +
H/F-G- Hexazinona - -
H/F-G+ Hexazinona - +
H/F+G- Hexazinona + -
H/F+G+ Hexazinona + +

O teste durou 25 dias, com determinações do CO2 e pH em d = 5, 10 e 20. Após
cada leitura, o solo era novamente homogeneizado com auxílio de uma espátula descartável
de madeira previamente autoclavada e um novo recipiente contendo a solução de NaOH
adicionado.

4.7 Ensaio em Reator
Foi realizado o ensaio do potencial biodegradador das linhagens de forma simi-

lar ao ensaio preliminar, incluindo o controles negativo (seção 4.6). Os reatores foram
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completados com 250 g de solo esterilizado, contaminado com os herbicidas e o ensaio
durou 60 dias, avaliando três condições experimentais para cada linhagem e para cada
contaminante, sumarizadas no Quadro 2. O teste foi realizado em duplicata.

Quadro 2 – Condições experimentais do ensaio em reator para uma única linhagem.

Código Contaminante Biossurfactante (0,1 g/L) Fertilizante (0,1 g/kg)
C- - - -
A/F-S+ Ametrina - +
A/F+S- Ametrina + -
A/F+S+ Ametrina + +
H/F-S+ Hexazinona - +
H/F+S- Hexazinona + -
H/F+S+ Hexazinona + +

A concentração de CO2 e a determinação do pH foram conhecidas nos dias 5,
10, 25, 40 e 55. No final dos 60 dias, foram tomadas amostras de solo de cada condição
experimental para realização do ensaio de ecotoxicidade (seção 4.10)

4.8 Determinação da Concentração de CO2

O acompanhamento da concentração de CO2 da atmosfera de cada reator foi ba-
seado no trabalho de Severino et al. (2005). Inicialmente, recipientes plásticos de 50 mL
contendo 25 mL de uma solução 0,5 mol/L de NaOH foram acomodados dentro de cada
reator. Em cada ponto de medição, os recipientes foram substituídos por novos contendo
novas soluções de NaOH à 0,5 mol/L. Assim que retirados dos reatores, os recipientes re-
ceberam 2 mL de solução 0,5 mol/L de BaCl2. Por último, o conteúdo de cada recipiente
recebeu vermelho de fenol 2 % e foi titulado com HCl à 0,5 mol/L até o ponto de viragem
do vermelho de fenol. O volume gasto foi então convertido em CO2, em mg/g de solo,
presente em cada reator pela equação:

CO2 =
44(V0 − V1)

m
(1)

em que V0 é o volume gasto pelo controle negativo, V1 o gasto pelo experimental, e m é
a massa em kg de solo dos reatores.

4.9 Determinação do pH do Solo
O pH do solo foi medido segundo a metodologia descrita por Vasconcelos (2011).

Solo e água destilada foram adicionados em um falcon de 50 mL na proporção de 2:5. A
mistura foi homogeneizada em vórtex e então posta em repouso até a decantação do solo.
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O pH do sobrenadante foi então aferido com um potenciômetro (Lucadema Luca-210)
previamente calibrado com soluções padrão de pH 4 e 7.

4.10 Ensaio de Ecotoxicidade
Foi realizado um ensaio de fitotoxicidade segundo a metodologia de Tiquia, Tam

e Hodgkiss (1996) para confirmar a degradação dos herbicidas. Sementes de espécies
selecionadas por sua disponibilidade foram lavadas com água destilada e postas para secar
em papel filtro. Para cada condição experimental e cada semente, foi confeccionada uma
placa de Petri contendo uma camada de papel filtro onde dez sementes foram acomodadas.
O papel filtro foi então embebido com 8 mL de uma mistura previamente filtrada de 10 g de
solo e 90 mL de água destilada. Foi também elaborado um controle com água destilada. As
placas foram então acondicionadas em um ambiente controlado a 22 ◦C por cinco dias. No
final desse período, o índice de germinação (Ig) foi calculado segundo a seguinte fórmula:

Ig = 100
S1R1

S2R2

(2)

em que S1 e S2 são o número de sementes que germinaram na condição experimental e no
controle, respectivamente. Similarmente, R1 e R2 são os comprimentos médios das raízes
das sementes que germinaram. Quanto mais baixo o Ig, maior a toxicidade. Valores acima
de 100% são possíveis.

No ensaio de ecotoxicidade foram empregadas sementes de duas espécies, como
detalhado na Tabela 2. Todas as sementes foram adquiridas em João Pessoa, Paraíba e
são produzidas por Feltrin (Farroupilha, Brasil).

Tabela 2 – Espécies empregadas no ensaio de ecotoxicidade.

Nome Popular Nome Binomial Comprimento Médio da Semente
Alface Lactuca sativa 1 mm
Maxixe Cucumis anguria 4 mm
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5 Resultados e Discussão

Ambas as linhagens mostraram viabilidade em caldo contaminado, independente-
mente da presença de extrato de levedura. Por esse motivo nenhuma fonte de carbono
secundária foi necessária nos ensaios.

5.1 Ensaio Preliminar
As Figuras 5, 6, 7, e 8 ilustram a produção de CO2 ao longo de 25 dias, em relação

à um controle estéril. Comparativamente, foi observada uma maior produção de CO2 nos
reatores cujo solo foi contaminado por ametrina. Contudo, emissões do gás nos reatores
com solo contaminado com hexazinona foram observadas. Embora significativamente me-
nores, comparadas com os reatores contendo solo contaminado com ametrina, sugere-se
maior recalcitrância da hexazinona, relativa ao pouco tempo do ensaio de 25 dias. Ainda
assim, devido à ausência de uma fonte secundária de carbono, é razoável a conclusão
de que ambos os herbicidas foram metabolizados por ambas a linhagens (ANDERSON;
DOMSCH, 1978; SEVERINO et al., 2005).

Adicionalmente, reatores enriquecidos com fertilizante químico mostram uma maior
produção cumulativa de CO2 na maioria das combinações de herbicidas e linhagens.
Ressalta-se que a concentração de nitrogênio não foi inibitória, considerando que o solo
continha um teor importante de nitrogênio e uma relação C:N inicial cerca de 1:40. Sur-
preendentemente, a adição de glicerol não implicou em uma maior produção de CO2.
Pode ter ocorrido escolha preferencial por esta fonte de carbono, levando à uma atividade
metabólica menor devido à reduzida concentração utilizada desse aditivo. A remoção de
glicerol reduziria os custos do processo, podendo ser substituído por outro cossubstrato
como por exemplo resíduos ricos em matéria orgânica.

O pH registrado no período de duração do teste foi em média 5, indicativo da
necessidade de correção no teste em reator com tempo maior. Com base nesses resultados,
o fertilizante químico foi selecionado como um dos aditivos a serem testados no ensaio em
reator.
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Figura 5 – Produção média cumulativa de CO2 pela B. safensis C1AC5507-1 em reatores
de triagem contaminados com ametrina.

Fonte: Autor (2019)

Figura 6 – Produção média cumulativa de CO2 pela B. safensis C1C5502-1 em reatores
de triagem contaminados com ametrina.

Fonte: Autor (2019)
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Figura 7 – Produção média cumulativa de CO2 pela B. safensis C1AC5507-1 em reatores
de triagem contaminados com hexazinona.

Fonte: Autor (2019)

Figura 8 – Produção média cumulativa de CO2 pela B. safensis C1C5502-1 em reatores
de triagem contaminados com hexazinona.

Fonte: Autor (2019)
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5.2 Ensaio em Reator
As Figuras 9, 10, 11, e 12 denotam a produção cumulativa de CO2 ao longo de

60 dias. Similarmente aos resultados do ensaio preliminar (seção 5.1), com produção de
CO2 em todos as condições experimentais, variando entre cerca de 400 mg por grama
de solo e 1500 mg/g. Esse resultado apoia os resultados do ensaio preliminar quanto ao
metabolismo de herbicidas pelas linhagens.

A inclinação das curvas de CO2 sugerem que todos os reatores, exceto os da B.
safensis C1AC5507-1 em ametrina (Figura 9, em contraste com as Figuras 10, 11 e 12),
poderiam continuar a sustentar certo nível de atividade, mesmo que reduzido, após o final
do prazo do experimento. Já os reatores da B. safensis C1AC5507-1 mostram uma incli-
nação quase horizontal, denotando concentrações de CO2 iguais ou próximas ao controle.
Ou seja, atividade aeróbica quase nula.

Os resultados revelaram ainda que a presença de fertilizante, independente do
biossurfactante, reduz a produção de CO2 em todos os reatores exceto aqueles contendo
a B. safensis C1C5502-1, se comparado com a condição contendo somente biossurfac-
tante. No caso da B. safensis linhagem C1C5502-1, a combinação de biossurfactante com
fertilizante levou à uma produção próxima àquelas contendo somente biossurfactante.

Em um trabalho de biorremediação de hidrocarbonetos com Pseudomonas aeru-
ginosa, Cavalcanti (2014) relatou um valor máximo de 29,9 mg/kg de CO2 após 30 dias.
Severino et al. (2005) relatou um valor máximo de 35 mg/kg em 30 dias com ensaios de
mineralização de resíduos orgânicos.

Durante o ensaio o pH se mostrou variável com uma clara tendência à acidificação,
compatível com uma possível acumulação de metabólitos ao longo do tempo. O pH médio
variou ao redor de 7,2 em reatores contendo biossurfactante, e 5 em reatores contendo
somente fertilizante. Segundo Lateef, Adelere e Gueguim-Kana (2015), o pH acídico dos
reatores contendo somente fertilizante não é ideal para várias linhagens descritas da B.
safensis, sendo possivelmente esse o motivo da menor produção de CO2 nesses casos.
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Figura 9 – Produção média cumulativa de CO2 pela B. safensis C1AC5507-1 em reatores
contaminados com ametrina.

Fonte: Autor (2019)

Figura 10 – Produção média cumulativa de CO2 pela B. safensis C1C5502-1 em reatores
contaminados com ametrina.

Fonte: Autor (2019)
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Figura 11 – Produção média cumulativa de CO2 pela B. safensis C1AC5507-1 em rea-
tores contaminados com hexazinona.

Fonte: Autor (2019)

Figura 12 – Produção média cumulativa de CO2 pela B. safensis C1C5502-1 em reatores
contaminados com hexazinona.

Fonte: Autor (2019)
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5.3 Ensaio de Ecotoxicidade
As Figuras 13, 14, 15, 16, e 17 ilustram os resultados do teste de ecotoxicidade.

Segundo a classificação proposta por Anastasi et al. (2009), o índice de germinação Ig

pode ser subjetivamente classificado em alto (Ig < 50%), moderado (50% ≤ Ig < 80%),
ou nulo (Ig ≥ 80%). Por essa interpretação, para as plantas testadas, ambos herbicidas na
concentração de 50 mg/kg ao início do teste não foram tóxicos, mesmo que próximos ao
limiar. Entretanto, após 60 dias de bioprocesso, os índices aumentaram significativamente
na maioria das condições.

Entre Lactuca sativa e Cucumis anguria, a segunda se revelou mais sensível, como
já observado em trabalhos anteriores (CAVALCANTI, 2014; CAVALCANTI et al., 2016).
O valor do Ig de C. anguria no reator sem fertilizante, com biossurfactante contaminado
por ametrina foi inferior ao início do processo (Figura 15, código A/F-S+). Isso pode
sugerir a produção de metabólitos, corroborados com a concentração de CO2. A maior
toxicidade nesse caso não foi devido ao biossurfactante, uma vez que nos reatores em que
ele estava presente, os Ig foram superiores ao determinado no início do teste.

Em contraste, o Ig de solos contaminados por ametrina após tratamento (Figuras
14 e 15) estão frequentemente acima de 100%, denotando uma melhor germinação que o
controle em água destilada e os controles com solos contaminados, e bem acima de qual-
quer limiar de toxicidade. Já os solos contaminados hexazinona e tratados (Figuras 16 e
17) mostram um aumento mas não tão significativo no Ig. Em várias condições com esse
contaminante, 80% < Ig < 90%. Isso ressalta a hipótese da maior recalcitrância da hexa-
zinona, se comparada à ametrina, bem como, o tempo de teste de 60 dias talvez não tenha
sido suficiente, considerando que ambas linhagens estavam perfeitamente aclimatadas aos
compostos.

Com esses resultados, não é possível concluir definitivamente que houve biode-
gradação dos herbicidas, entretanto, foi revelado que houve uma modificação no que diz
respeito à contaminação presente no solo durante o ensaio em reator, indicada pela emis-
são de gás e variação no pH, refletindo de forma benéfica sobre a germinação de L. sativa
e C. anguria.
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Figura 13 – Índice de germinação das sementes em solos contaminado com ametrina e
hexazinona sem tratamento, relativo ao controle com água destilada.

Fonte: Autor (2019)

Figura 14 – Índice de germinação das sementes em solo contaminado com ametrina após
tratamento com B. safensis C1AC5507-1 relativo ao controle com água
destilada.

Fonte: Autor (2019)



Capítulo 5. Resultados e Discussão 33

Figura 15 – Índice de germinação das sementes em solo contaminado com ametrina
após tratamento com B. safensis C1C5502-1 relativo ao controle com água
destilada.

Fonte: Autor (2019)

Figura 16 – Índice de germinação das sementes em solo contaminado com hexazinona
após tratamento com B. safensis C1AC5507-1 relativo ao controle com água
destilada.

Fonte: Autor (2019)
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Figura 17 – Índice de germinação das sementes em solo contaminado com hexazinona
após tratamento com B. safensis C1C5502-1 relativo ao controle com água
destilada.

Fonte: Autor (2019)



35

6 Conclusão

Nas condições experimentais testadas, os resultados apontam para a capacidade
da Bacillus safensis linhagens C1AC5507-1 e C1C5502-1 de usar ametrina e hexazinona
como fonte de carbono e energia. Os ensaios em solo mostram a viabilidade do bacilo
em condições desafiadoras e tolerância a fertilizante químico. Os ensaios de ecotoxicidade
mostram uma ação positiva de ambas as linhagens no solo, principalmente nos contamina-
dos com ametrina. Dessa forma, ambas as linhagens poderiam ser utilizadas em estudos
futuros e na elaboração de protocolos de biorremediação para solos contaminados com
ametrina ou hexazinona, e talvez outros herbicidas de classes químicas similares.

Estudos futuros se beneficiariam de um acompanhamento mais detalhado da biomassa
da Bacillus safensis e da concentração de herbicida em solo ao longo do tempo, com ob-
jetivo de melhor caracterizar a atividade biodegradadora do bacilo.
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