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Resumo

Herbicidas sao substancias fitotoxicas ostensivamente utilizadas na agricultura. Os her-
bicidas sao essenciais para o sistema produtivo mundial, sem os quais nao seria possivel
suprir a crescente demanda agricola. Infelizmente, essas substancias podem contaminar os
solos e as aguas, provocando efeitos téxicos em outros organismos. Portanto, a remocao ou
inativacao desses compostos é de extrema importancia. Dentre as metodologias descritas
na literatura, o uso de organismos selecionados, ou biorremediagao, é simples e barata de
ser executada. A escolha do organismo é de extrema importancia, ja 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 relagao a producao de COy em presenca ou auséncia de fertilizante
NPK e surfactante. O pH do solo foi monitorado durante esse periodo. O controle do teste
foi realizado com solo previamente esterilizado, e com aplicagdo de AgNO3 10% (m/v)
periédicamente. Nao foi observada diferenca aparente da producao de CO5 entre as duas
linhagens testadas. Observou-se uma produc¢ao maxima entre cerca de 830 mg de CO5 por
grama de solo e 1560 mg/g. O potencial das linhagens foi melhor verificado na presenga
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 biorremediacao de herbicidas.

Palavras-chave: biorremediacao, ametrina, hexazinona, respiracao 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 CO, 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 COy were observed between the two tested strains. A maximum
production between about 830 mg of COy 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 Introducao

Herbicidas sao substancias fitotoxicas usadas para eliminar ou inibir o crescimento
de plantas indesejadas, principalmente na agricultura onde ervas daninhas comumente
atrapalham a produgdo (GUPTA, 2011). Os herbicidas tém sido responsaveis por um
aumento significativo na producao agricola nas tultimas décadas, em que chegam a do-
brar a produgdo anual na mesma area cultivivel (FARLAND; BURNSIDE, 2011)). Infe-
lizmente, o uso indiscriminado dessas substancias tém levado a contaminacao dos solos

e das dguas, com efeitos t6xicos 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, a propria preservagao da natureza. Sem o aumento
da producgdo proporcionado por pesticidas em geral, a area agricola necessaria para a
producao de comida suficiente para sustentar a populagao mundial se aproxima de toda
a area terrestre fértil no planeta (FARLAND; BURNSIDE, 2011).

Herbicidas comerciais derivam seu efeito téxico de diferentes possiveis mecanis-
mos, e podem pertencer a uma variedade de classes quimicas (DUKE, [1990). Os her-
bicidas com mecanismos conhecidos incluem o notério glifosato, que age bloqueando a
sintese de aminodcidos aroméaticos (SCHONBRUNN et al), 2001), o metolacloro, que
causa disfungdes hormonais (WILKINSON, [1981)), o paraquat, que induz a formagao de
grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (YOUNGMAN; DODGE, 2014),
e o 3-(3,4—diclorofenil) - 1,1 - dimetilureia (DCMUE]) que inibe a fotossintese (BARRY;
YOUNG; BRITTON, 1990).

Infelizmente, herbicidas tendem a ser de dificil degradacao e a acumular em solos,
rios e aquiferos (AHEMAD et al,, 2009). Vérios métodos quimicos, como ozondlise e
catalisadores especificos, e biologicos, com o uso de plantas e microorganismos, tém sido
propostos para a remocao desse tipo de contaminante (CACHO et al), 2006; MULLER
et all), 1998; ROBERT; MALATQ, 2002; KOMIVES; GULLNER|, 2006; CUNNINGHAM;
BERTI, 1993; WALLNOFER| 1969).

Dentre essas alternativas, os métodos biolégicos de remocgao de contaminantes, ou
biorremediacdo, sao atrativos pelo baixo custo e maior aceitagao do piblico. Na biorre-
mediacao, organismos selecionados da biota natural sdo usados para degradar ou remover

contaminantes especificos, frequentemente com o uso de adjuvantes para garantir o su-

cesso do processo (VIDALI, 2001).

Tendo em vista essa problematica, este trabalho se destinou a investigacdo do

L 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 fotossintese: ametrina e hexazinona. Essa investigacao
foi realizada por meio de triagens de viabilidade e ensaios microbiologicos 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 Especificos

« Constatar a viabilidade das linhagens em meio contendo somente um herbicida como

fonte de carbono;

o Estimar a atividade metabdlica ao longo do tempo em solos contaminados com um
herbicida e potenciais aditivos pelo acompanhamento da concentracao de CO5, em

recipiente selado e do pH do solo;

o Verificar a reducao da contaminacao do solo por herbicida por meio de ensaios de

ecotoxicidade.
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3 Referencial Tedrico

3.1 Fotossintese

Segundo |Junqueira e Fﬂhol (}ZOIj), a fotossintese é um processo biologico em que

agua e dioxido de carbono passam por uma reacao de oxirreducao sob presenca de luz,
produzindo oxigénio molecular e carboidrato. Em plantas e algas essa reacao ocorre em
organelas especializadas, os cloroplastos, possuindo uma membrana em bicamada e con-

tendo um sistema de membranas internas, o tilacoide.

As reagoes da fotossintese sao divididas em duas fases: clara e escura. As reagoes da
fase clara ocorrem na membrana dos tilacoides, onde estao presentes complexos proteicos
especificos, e na presenca de luz. Nessa fase ha um transporte de elétrons do limen do
tilacoide ao estroma do cloroplasto através dos fotossistemas I e II e diferentes proteinas
auxiliares. Essa fase resulta na reducdo de NADP em NADPH e na producao de ATP
pela ATP sintase (Figura m)

Figura 1 — Esquema da fase clara da fotossintese 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 sao os fotossistemas II e I, respectivamente.

Estroma . @) A

Ferredoxina-
NADP redutase

@ Citocromo

................
.................
.............................................

Modificado de: ()

Jé a fase escura ocorre no estroma com o ciclo de Calvin. Nesse ciclo CO4 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 I

Os varios herbicidas dependem de diferentes efeitos e mecanismos para ter o efeito

toxico desejado (, ) Desses, os herbicidas bloqueadores do fotossistema II

sao amplamente utilizadas no mundo todo e sao alvos de estudos desde a introdugao do
primeiro exemplar (IFARLAND; BURNSIDEj, |201]J): a simazina, em 1956 (HERI et all,
). A época de sua introducdo nos plantios, esses herbicidas se mostraram altamente
eficazes no aumento da produgao agricola (tFARLAND; BURNSIDEj, |201 1|)

Os herbicidas bloqueadores do fotossistema II pertencem a diferentes possiveis
classes quimicas, como triazinas e derivados da ureia. Embora haja uma certa variacao
nos detalhes das ligacoes quimicas, todos os herbicidas descritos dessa classe se ligam
irreversivelmente a subunidade D1 do fotossistema II, bloqueando assim a ligacdo da
plastoquinona e prevenindo o transporte de elétrons e o processo de fotossintese (D ),
|199d; tHERI et al.|, |2008|). Esses herbicidas podem ser seletivos, com dependéncia em resi-
duos clado-especificos da subunidade D1 (bETTMEIERJ7 |199d). A Figura E 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 a subunidade D1, inibindo a atividade do fotossistema e da
cadeia transportadora de elétrons.

Estroma

2H20 0 + 4H*

Modificado de: ()

E possivel que exemplares dessa classe tenham um possivel potencial carcinogénico
ou aciio endéerina (ALBANITO et all, 2015; MACLENNAN et all, 2002; DELANCEY et
, ) No entanto, esses herbicidas ainda sao amplamente utilizados, especialmente
na sucrocultura e de forma preventiva (h“IRONI; SOUZA|, IQOlj).

Um dos grupos de herbicidas bloqueadores do fotossistema II mais empregados
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compreende as triazinas, caracterizados por um heterociclo com trés atomos de nitrogénio
intercalados entre trés atomos 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.

Hell

Figura 3 — N, —etil - N, —isopropil - 6-metiltiol - 1,3,5 —triazina—2,4 - diamina, o herbi-
cida ametrina (ALTA|, 2018; ANVISA| 2006a)

7

S

N/ N
PSP

Fonte: Autor (2019)

A estrutura molecular da ametrina e hexazinona estao representadas nas Figuras

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| 2006h).

\

N /NW/O

/NYN
@)

Fonte: Autor (2019)

A ametrina e a hexazinona sado classificadas como pouco toxicas em caso de ex-
posicao aguda (ANVISA, 20064; EPA, 2010; ANVISA, 2006b; EPA; 2015). Segundo a
Environment Protection Agency (EPA), a agéncia de protegao ambiental americana, efei-

tos adversos a longo prazo sao provavelmente inexistentes se consumidos em doses abaixo

do limite regulatério (EPA|, 2010; EPA| R015).
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3.3 Bacillus safensis

O Bacillus safensis ¢ um bacilo Gram-positivo, aerdbio, mesofilo, quimiohetero-
tréfico e formador de esporos. As células tém entre 0,5 e 0,7 pm de didmetro e entre 1 e
1,2pm de largura. As condig¢oes 6timas de crescimento sao 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 ¢ bem adaptada a condigoes extremas
incluindo salas limpas, desertos salinos, ambientes contaminados por petréleo e efluentes
industriais. Esse bacilo também é sintetizador de amilases, celulases, proteases, lipases,
xilanases, quitinases, inulinases, queratinases, e f-galaxidosidases (LATEEF; ADELERE;
GUEGUIM-KANA| 2015).

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

diagao.

3.4 Métodos de Andlise do Potencial Degradador de Bactérias

3.4.1 Respiracdo 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 afericio do COy dentro do recipiente, comparado com os resultados
de um controle abidtico. Em sua forma original, essa afericao era feita por cromatografia
gasosa. O principio da metodologia — a correlagao de CO,y acima de niveis abidticos e
massa celular — também é 1til na confirmacio e acompanhamento da atividade celular.
Severino et al| (2005) exemplificam essa ideia ao acompanhar a atividade microbiana na
mineralizacao de diferentes substratos. Nesse caso, foi feita um acompanhamento baseada
na difusao de CO, catalisada em solucao de NaOH e subsequente titulacdo dos carbonatos

formados.

3.4.2 Monitoramento da Variacao de pH

A observacao da variacao do pH ao longo de um monitoramento, em meio liquido
ou s6lido, é um importante indicativo da utilizacao dos compostos-teste por agentes mi-
crobianos. Podem ser observados os dois extremos. O pH fixado inicialmente em um

determinado valor sofre alteragoes por razoes da metabolizacdo e formacao de produtos
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como acidos organicos, tendendo a reducao do pH, comparado ao observado inicialmente
(WATSON et alj, 2002), ou na formagao de aménia e demais compostos alcalinos, promo-
vendo desta vez o aumento do pH, comparado ao determinado inicialmente (ZIEGLER
et al), 2013)

A variac¢ao decorre em func¢ao da atividade metabdlica normal dos micro-organismos,
produzindo e secretando diferentes metabdlitos para o meio. Além disso, as mudancas
do pH podem sinalizar o ambiente preferencial do agente microbiano, geralmente acido
para fungos e do neutro ao alcalino para bactérias, embora qualquer um destes micro-

organismos possa ser adaptado a condigoes especificas de pH (MADIGAN et al), 2017).

3.4.3 Utilizacdo do Contaminante como Fonte de Carbono

Outro importante método de observagao de potencial degradador microbiano diz
respeito aos testes de utilizacdo de diferentes moléculas como fonte de carbono e ener-
gia. Estes testes podem ser empregados em meios solidos e liquidos (WOOD; KRIEG,
1989). No primeiro caso, menos comum, o organismo-teste é colocado em agar simples ou
agar 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 quantificagao
ou o isolamento das colonias formadas. Nos testes em meio liquido, 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 turvacao do meio,
podendo também ser expresso em densidade éptica, pela alteracdao na coloragao do meio,
quando um corante ou solugao indicadora estd adicionada na composi¢ao do meio (VEE-
RANAGOUDA; PATIL; KAREGOUDAR, 2004), ou pelo no colapso da gota, quando ha
reducao da tensao superficial entre dois liquidos imisciveis, geralmente compostos oleosos,
promovendo sua ruptura (TUGRUL; CANSUNAR| 2005).
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4 Metodologia

O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia Ambiental, no Centro de

Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba.

4.1 Linhagens de Bacillus safensis

Nesse trabalho, foram utilizadas duas linhagens de Bacillus safensis, com os aces-
sos C1ACH507-1 e C1C5502-1, isoladas de canaviais da regiao proxima a Joao Pessoa/PB.
Amostras do bacilo foram cedidas como parte do projeto Utilizagdo de biossurfactante pro-
duzido por microrganismos do solo na remocgao de herbicidas com o cadastro na plataforma
do Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) ntimero AOGA1EG.

4.2 Herbicidas

Dois herbicidas foram selecionados para o estudo devido a sua disponibilidade:
ametrina (ALTA, Curitiba, Brasil) e hexazinona-D (Nortox, Arapongas, Brasil), o pri-
meiro do grupo quimico das triazinas (ALTA, 2018; ANVISA| 20064) e o segundo do
grupo quimico das triazinonas (NORTOX, 2018; ANVISA|, 2006b). Ambos foram adqui-
ridos em 2017 em Joao Pessoa, na Paraiba, com nimeros de lote 139-16-12600-22/NOV /16
(ametrina) e 081-17-4810 (hexazinona).

Ambos os herbicidas foram solubilizados em dgua destilada e acondicionados em

recipientes de vidro, sendo homogenizados em vértex antes de serem utilizados.

4.3 Solo

Foi utilizado um solo arenoso adquirido em uma casa de material de construgao,
em Joao Pessoa, na Paraiba. Esse solo foi previamente caracterizado pelo laboratorio
Eurofins Anatech, de Recife/PE, sumarizado na Tabela E]
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Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas do solo.

Caracteristica Resultado
Textura
Argila 0,99 %
Silte 1,29 %
Areia 95,86 %
Cascalho 1,86 %
Carbono Orgénico Total | 0,74 mg/kg
Nitrogénio Total 31,8 mg/kg
Fosforo Total 3,04 mg/kg
pH em agua 7,35
Umidade 0,3%

Fonte: (CARTAXO, 2018)

4.4 Determinacao da Viabilidade

As duas linhagens foram incubadas em caldo nutriente, composto de extrato
de levedura (3g/L) e extrato de carne (5g/L), por 48 horas a 37°C. Uma aliquota
de 0,5mL do caldo foi transferida para meio mineral minimo constituido de KoHPOy,
(0,5g/L), (NH4)2SO4 (0,5g/L), MgSO, (0,5g/L), FeCly (10mg/L), CaCly (10mg/L),
MnCly (0,1 mg/L) e ZnSOy4 (0,01 mg/L) (PALITTAPONGARNPIM et al), 1998) acres-
cido de 0,1 mL de herbicida diluido (0,5g/L de hexazinona ou 1% v/v de ametrina).
Também foram testados grupos com e sem extrato de levedura (0,5g/L). A viabilidade

foi entao constatada com uma inspecgao visual apos 5 dias de incubacao estatica a 37 °C.

4.5 Aclimatacao aos Herbicidas

Para aclimatar as linhagens aos herbicidas a serem testados foi utilizado uma
metodologia baseada no trabalho de Del’Arco e Franga (1999). Os bacilos foram incubadas
em meio mineral minimo acrescido de 0,1 g/L de extrato de levedura e contaminadas por
concentragoes gradualmente maiores do principio ativo do herbicida: 5mg/L, 10mg/L e
20mg/L, calculado segundo as informagoes contidas na bula de cada herbicida (ALTA,
2018; NORTOX,, 2018). Em cada etapa da série, o caldo foi incubado até turvar em shaker

a 30°C e 150 rpm, com transferéncia de 10 mL do caldo turvo para o proximo 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 possiveis aditivos: fertilizante quimico, como frequentemente pre-

sente em solos contaminados com herbicidas, e glicerol como uma possivel fonte secundaria
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de carbono. Foram realizadas medigoes periddicas do COs produzido pelo metabolismo
do bacilo e do pH do solo. A partir dos resultados do ensaio preliminar foi selecionada a

condi¢ao mais favordvel para o ensaio principal.

Esse ensaio foi conduzido em reatores descartaveis 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 principio ativo) foram
distribuidos em cada reator. Apds mistura vigorosa com espatula descartavel de madeira,
um recipiente contendo 25 mL de solu¢ao de NaOH 0,5 mol/L foi deixado repousando na
superficie do solo, sendo utilizado para o teste de determinacao do CO, formado. Foram
testados oito condigbes experimentais (Quadro m) para cada linhagem, compreendendo
cada combinacao das seguintes variaveis: presenca ou nao de fertilizante quimico NPK
10:10:10 (Vitaplan, Capitao Leonidas Marques, Brasil) e glicerol (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil). O inéculo foi preparado em 20mL de meio mineral minimo (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 solugao de AgNO3 10% (m/v) (VASCONCELOS; FRANCA; OLIVEIRA|, 2011)
e o solo contaminado contendo a suspensao de cada linhagem (positivo). O ensaio foi

realizado em duplicata.

Quadro 1 — Condigoes experimentais do ensaio preliminar para uma tnica linhagem.

Cédigo | 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 determinagoes do CO5 e pH em d = 5, 10 e 20. Apés
cada leitura, o solo era novamente homogeneizado com auxilio de uma espatula descartavel
de madeira previamente autoclavada e um novo recipiente contendo a solu¢do 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 (secao @) 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 trés condigbes experimentais para cada linhagem e para cada

. . ] . . .
contaminante, sumarizadas no Quadro . O teste foi realizado em duplicata.

Quadro 2 — Condigoes experimentais do ensaio em reator para uma tnica linhagem.

Cédigo | Contaminante | Biossurfactante (0,1g/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 concentracao de COy e a determinagdo do pH foram conhecidas nos dias 5,
10, 25, 40 e 55. No final dos 60 dias, foram tomadas amostras de solo de cada condigao

experimental para realizacao do ensaio de ecotoxicidade (se¢ao )

4.8 Determinacao da Concentracdo de CO,

O acompanhamento da concentracao de CO, da atmosfera de cada reator foi ba-
seado no trabalho de Severino et al| (2005). Inicialmente, recipientes plasticos de 50 mL
contendo 25 mL de uma solu¢ao 0,5mol/L de NaOH foram acomodados dentro de cada
reator. Em cada ponto de medicao, os recipientes foram substituidos por novos contendo
novas solugoes de NaOH a 0,5mol/L. Assim que retirados dos reatores, os recipientes re-
ceberam 2mL de solugao 0,5 mol/L de BaCl,. Por tltimo, o contetdo de cada recipiente
recebeu vermelho de fenol 2% e foi titulado com HCI & 0,5 mol/L até o ponto de viragem
do vermelho de fenol. O volume gasto foi entdo convertido em COz, em mg/g de solo,

presente em cada reator pela equacao:

4(Vo — V1)
m

COy = (1)

em que V é o volume gasto pelo controle negativo, Vi o gasto pelo experimental, e m ¢é

a massa em kg de solo dos reatores.

4.9 Determinacao do pH do Solo

O pH do solo foi medido segundo a metodologia descrita por Vasconcelos (2011).
Solo e agua destilada foram adicionados em um falcon de 50 mL na propor¢ao de 2:5. A

mistura foi homogeneizada em vértex e entao posta em repouso até a decantacdo do solo.
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O pH do sobrenadante foi entao aferido com um potenciémetro (Lucadema Luca-210)

previamente calibrado com solugoes padrao 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 degradagao dos herbicidas. Sementes de espécies
selecionadas por sua disponibilidade foram lavadas com dgua destilada e postas para secar
em papel filtro. Para cada condi¢ao 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 entao embebido com 8 mL: de uma mistura previamente filtrada de 10 g de
solo e 90 mL de agua destilada. Foi também elaborado um controle com agua destilada. As
placas foram entao acondicionadas em um ambiente controlado a 22 °C por cinco dias. No

final desse periodo, o indice de germinacao (/) foi calculado segundo a seguinte férmula:

SlRl
SQRQ

I, =100 (2)

em que S e Sy sdo 0 numero de sementes que germinaram na condi¢ao experimental e no
controle, respectivamente. Similarmente, Ry e Ry sdo os comprimentos médios das raizes
das sementes que germinaram. Quanto mais baixo o /,, maior a toxicidade. Valores acima

de 100% sao possiveis.

No ensaio de ecotoxicidade foram empregadas sementes de duas espécies, como
detalhado na Tabela B Todas as sementes foram adquiridas em Joao Pessoa, Paraiba e

sao produzidas por Feltrin (Farroupilha, Brasil).

Tabela 2 — Espécies empregadas no ensaio de ecotoxicidade.

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

Ambas as linhagens mostraram viabilidade em caldo contaminado, independente-
mente da presenca de extrato de levedura. Por esse motivo nenhuma fonte de carbono

secundaria fol necessaria nos ensaios.

5.1 Ensaio Preliminar

As Figuras B, B, H, e E ilustram a producao de COs ao longo de 25 dias, em relagao
a um controle estéril. Comparativamente, foi observada uma maior produgao de CO4 nos
reatores cujo solo foi contaminado por ametrina. Contudo, emissoes do gas 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 recalcitrancia da hexazinona, relativa ao pouco tempo do ensaio de 25 dias. Ainda
assim, devido a auséncia de uma fonte secundaria de carbono, é razoavel a conclusao
de que ambos os herbicidas foram metabolizados por ambas a linhagens (ANDERSON;
DOMSCH, 1978; SEVERINO et alJ, 2005).

Adicionalmente, reatores enriquecidos com fertilizante quimico mostram uma maior
produgdo cumulativa de COy na maioria das combinac¢des de herbicidas e linhagens.
Ressalta-se que a concentragao de nitrogénio nao foi inibitéria, considerando que o solo
continha um teor importante de nitrogénio e uma relagao C:N inicial cerca de 1:40. Sur-
preendentemente, a adicao de glicerol ndao implicou em uma maior producao de COs.
Pode ter ocorrido escolha preferencial por esta fonte de carbono, levando a uma atividade
metabdlica menor devido a reduzida concentracao utilizada desse aditivo. A remocao de
glicerol reduziria os custos do processo, podendo ser substituido por outro cossubstrato

como por exemplo residuos ricos em matéria organica.

O pH registrado no periodo de duracao do teste foi em média 5, indicativo da
necessidade de corre¢ao no teste em reator com tempo maior. Com base nesses resultados,
o fertilizante quimico foi selecionado como um dos aditivos a serem testados no ensaio em

reator.
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Figura 5 — Produgao média cumulativa de CO, pela B. safensis CIAC5507-1 em reatores
de triagem contaminados com ametrina.
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Figura 6 — Producao média cumulativa de CO5 pela B. safensis C1C5502-1 em reatores
de triagem contaminados com ametrina.
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Figura 7 — Producao média cumulativa de CO5 pela B. safensis C1AC5507-1 em reatores

C0O2 (mg/g de solo)

Figura 8 — Producao média cumulativa de CO5 pela B. safensis C1C5502-1 em reatores

CO2 (mg/g de solo)

de triagem contaminados com hexazinona.

—s— C1AC5507-1

C1ACSE507-1 + Glicerol
C1ACS5507-1 + Fertilizante

—+— C1AC5507-1 + Fertilizante + Glicerol

5500
1
[ S ]

4500
|

o
S
(3]
o
S
o
o
g I
i — A
-
D __— .
i "
—— —

o - B =

T T T T T

0 5 10 15 20 25

Dia

Fonte: Autor (2019)

de triagem contaminados com hexazinona.

—s— (1055021

C1C5502-1 + Glicerol

C1C5502-1 + Fertilizante

—+— (G1065502-1 + Fertilizante + Glicerol

5500
|
[ 3K

2500 3500 4500
] |

1500
I

&
g —
g P e——— :
e
od w —— .
T T T T T
0 5 10 15 20 25

Dia

Fonte: Autor (2019)



Capitulo 5. Resultados e Discussdo 28

5.2 Ensaio em Reator

As Figuras Q, , , e @ denotam a produgao cumulativa de COs ao longo de
60 dias. Similarmente aos resultados do ensaio preliminar (segao @), com produgao de
CO4 em todos as condigoes 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 inclinacao das curvas de CO, sugerem que todos os reatores, exceto os da B.
safensis CLAC5507-1 em ametrina (Figura @, em contraste com as Figuras , e @),
poderiam continuar a sustentar certo nivel de atividade, mesmo que reduzido, apés o final
do prazo do experimento. Ja os reatores da B. safensis C1AC5507-1 mostram uma incli-
nacao quase horizontal, denotando concentragoes de CO, iguais ou proximas ao controle.

Ou seja, atividade aerébica quase nula.

Os resultados revelaram ainda que a presenca de fertilizante, independente do
biossurfactante, reduz a produgao de CO, em todos os reatores exceto aqueles contendo
a B. safensis C1C5502-1, se comparado com a condi¢do contendo somente biossurfac-
tante. No caso da B. safensis linhagem C1C5502-1, a combinagao de biossurfactante com

fertilizante levou a uma producao proxima aquelas contendo somente biossurfactante.

Em um trabalho de biorremediacao de hidrocarbonetos com Pseudomonas aeru-
ginosa, Cavalcanti (2014) relatou um valor maximo de 29,9 mg/kg de CO4 apés 30 dias.
Severino et al) (2005) relatou um valor maximo de 35mg/kg em 30 dias com ensaios de

mineralizacao de residuos organicos.

Durante o ensaio o pH se mostrou variavel com uma clara tendéncia a acidificacao,
compativel com uma possivel acumulagdo de metabdlitos 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 acidico dos
reatores contendo somente fertilizante nao ¢ ideal para varias linhagens descritas da B.

safensis, sendo possivelmente esse o motivo da menor produgao de CO4 nesses casos.
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Figura 9 — Produgao média cumulativa de CO, pela B. safensis CIAC5507-1 em reatores
contaminados com ametrina.
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Figura 10 — Produgao média cumulativa de CO, pela B. safensis C1C5502-1 em reatores
contaminados com ametrina.
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Figura 11 — Produgdo média cumulativa de COs pela B. safensis CIAC5507-1 em rea-
tores contaminados com hexazinona.
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Figura 12 — Produgao média cumulativa de CO, pela B. safensis C1C5502-1 em reatores
contaminados com hexazinona.
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5.3 Ensaio de Ecotoxicidade

As Figuras , @, , @, e @ ilustram os resultados do teste de ecotoxicidade.
Segundo a classificac@o proposta por Anastasi et al| (2009), o indice de germinacao I,
pode ser subjetivamente classificado em alto (I, < 50%), moderado (50% < I, < 80%),
ou nulo (I, > 80%). Por essa interpretacao, para as plantas testadas, ambos herbicidas na
concentragao de 50 mg/kg ao inicio do teste nao foram téxicos, mesmo que proximos ao
limiar. Entretanto, apés 60 dias de bioprocesso, os indices aumentaram significativamente

na maioria das condicoes.

Entre Lactuca sativa e Cucumis anguria, a segunda se revelou mais sensivel, como
ja observado em trabalhos anteriores (CAVALCANTI, 2014; CAVALCANTI et al), 2016).
O valor do I, de C. anguria no reator sem fertilizante, com biossurfactante contaminado
por ametrina foi inferior ao inicio do processo (Figura @, codigo A/F-S+). Isso pode
sugerir a produgao de metabdlitos, corroborados com a concentragao de CO,. A maior
toxicidade nesse caso nao foi devido ao biossurfactante, uma vez que nos reatores em que

ele estava presente, os I, foram superiores ao determinado no inicio do teste.

Em contraste, o I, de solos contaminados por ametrina apds tratamento (Figuras
@ e ) estao frequentemente acima de 100%, denotando uma melhor germinagao que o
controle em agua destilada e os controles com solos contaminados, e bem acima de qual-
quer limiar de toxicidade. Ja os solos contaminados hexazinona e tratados (Figuras @ e
@) mostram um aumento mas nao tao significativo no I,. Em vérias condi¢oes com esse
contaminante, 80% < I, < 90%. Isso ressalta a hipdtese da maior recalcitrancia da hexa-
zinona, se comparada a ametrina, bem como, o tempo de teste de 60 dias talvez nao tenha
sido suficiente, considerando que ambas linhagens estavam perfeitamente aclimatadas aos

compostos.

Com esses resultados, nao é possivel concluir definitivamente que houve biode-
gradagao dos herbicidas, entretanto, foi revelado que houve uma modificagao no que diz
respeito a contaminagao presente no solo durante o ensaio em reator, indicada pela emis-
sao de gas e variacao no pH, refletindo de forma benéfica sobre a germinacgao de L. sativa

e C. anguria.
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Figura 13 — Indice de germinacao das sementes em solos contaminado com ametrina e
hexazinona sem tratamento, relativo ao controle com agua destilada.
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Fonte: Autor (2019)

Figura 14 — Indice de germinacio das sementes em solo contaminado com ametrina apds
tratamento com B. safensis C1AC5H507-1 relativo ao controle com agua

destilada.
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Figura 15 — Indice de germinacio das sementes em solo contaminado com ametrina
apoés tratamento com B. safensis C1C5502-1 relativo ao controle com agua

destilada.
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Fonte: Autor (2019)

Figura 16 — Indice de germinacio das sementes em solo contaminado com hexazinona
apods tratamento com B. safensis C1AC5507-1 relativo ao controle com agua

destilada.
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Figura 17 — Indice de germinacio das sementes em solo contaminado com hexazinona
apoés tratamento com B. safensis C1C5502-1 relativo ao controle com agua

destilada.
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6 Conclusao

Nas condigoes 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 condigoes desafiadoras e tolerancia a fertilizante quimico. Os ensaios de ecotoxicidade
mostram uma acao 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 elaboracao de protocolos de biorremediagao para solos contaminados com

ametrina ou hexazinona, e talvez outros herbicidas de classes quimicas similares.

Estudos futuros se beneficiariam de um acompanhamento mais detalhado da biomassa
da Bacillus safensis e da concentracao de herbicida em solo ao longo do tempo, com ob-

jetivo de melhor caracterizar a atividade biodegradadora do bacilo.



36

Referéncias Bibliograficas

ABDELBAGI, A. O.; WADY, A. I. A,; ISHAG, A. E. S. A;; HAMMAD, A. M. A;
ABDALLA, M. A. O.; HUR, J.-H. Biodegradation of fenthion and temphos in liqud
media by Bacillus safensis isolated from pesticides polluted soil in the Sudan. African
Journal of Biotechnology, v. 17, n. 12, p. 396404, 2018.

AHEMAD, M.; KHAN, S.; ZAIDI, A.; WANI, P. Remediation of herbicides contaminated
soil using microbes. Microbes in Sustainable Agriculture, p. 261-284, 2009.

ALBANITO, L.; LAPPANO, R.; MADEO, A.; CHIMENTO, A.; PROSSNITZ, E. R.;
CAPPELLO, A. R.; DOLCE, V.; ABONANTE, S.; PEZZI, V.; MAGGIOLINI, M.
Effects of Atrazine on Estrogen Receptor — and G Protein—Coupled Receptor 30—
Mediated Signaling and Proliferation in Cancer Cells and Cancer-Associated Fibroblasts.
Environmental Health Perspectives, v. 123, n. 5, p. 493-499, maio 2015. ISSN 0091-6765.
Disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmec/articles/PMC4421771/>.

ALTA. Ametrina. Weifang: Shandong Weifang Rainbow Chemical CO. LTD., 2018. Bula.
ANASTASI, A.; COPPOLA, T.; PRIGIONE, V.; VARESE, G. C. Pyrene

degradation and detoxification in soil by a consortium of basidiomycetes isolated
from compost: Role of laccases and peroxidases. Journal of Hazardous Materials,
v. 165, n. 1, p. 1229-1233, jun. 2009. ISSN 0304-3894. Disponivel em: <http:

/ /www.sciencedirect.com /science/article /pii/S0304389408014878>.

ANDERSON, J. P. E.; DOMSCH, K. H. A physiological method for the quantitative
measurement, of microbial biomass in soils. Soil Biology and Biochemistry,

v. 10, n. 3, p. 215-221, jan. 1978. ISSN 0038-0717. Disponivel em: <http:

/ /www.sciencedirect.com /science/article/pii/0038071778900998>.

ANVISA. A11 - Ametrina. 2006. Disponivel em: <http://portal.anvisa.gov.br/
documents/111215/117782/al1.pdf/06ee492{-745b-4da9-ae2d-a24bd84ae8e9>.

ANVISA. H02 - Hezazinona. 2006. Disponivel em: <http://portal.anvisa.gov.br/
documents/111215/117782/h02.pdf/ed5377aa-d856-435f-996e-c0b381170f60>.

BARRY, P.; YOUNG, A. J.; BRITTON, G. Photodestruction of Pigments in Higher
Plants by Herbicide Actionl. THE EFFECT OF DCMU (DIURON) ON ISOLATED
CHLOROPLASTS. Journal of Experimental Botany, v. 41, n. 2, p. 123-129, fev. 1990.
ISSN 0022-0957. Disponivel em: <https://academic.oup.com/jxb/article/41/2/123/
198785>.

CACHO, C.; TURIEL, E.; MARTIN-ESTEBAN, A.; AYALA, D.; PEREZ-CONDE,
C. Semi-covalent imprinted polymer using propazine methacrylate as template
molecule for the clean-up of triazines in soil and vegetable samples. Journal of
Chromatography A. v. 1114, n. 2, p. 255-262, maio 2006. ISSN 0021-9673. Disponivel
em: <http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967306004134>.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4421771/
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389408014878
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389408014878
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0038071778900998
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0038071778900998
http://portal.anvisa.gov.br/documents/111215/117782/a11.pdf/06ee492f-745b-4da9-ae2d-a24bd84ae8e9
http://portal.anvisa.gov.br/documents/111215/117782/a11.pdf/06ee492f-745b-4da9-ae2d-a24bd84ae8e9
http://portal.anvisa.gov.br/documents/111215/117782/h02.pdf/ed5377aa-d856-435f-996e-c0b381170f60
http://portal.anvisa.gov.br/documents/111215/117782/h02.pdf/ed5377aa-d856-435f-996e-c0b381170f60
https://academic.oup.com/jxb/article/41/2/123/498785
https://academic.oup.com/jxb/article/41/2/123/498785
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967306004134

Referéncias Bibliogrificas 37

CARTAXO, 1. Avaliagdo da concentragio de Bacillus safensis C1C5502-1 em um solo
arenoso contaminado com ametrina. Tese (Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagao
em Biotecnologia)) — Universidade Federal da Paraiba, Joao Pessoa, 2018.

CAVALCANTI, T. G. Uso de Pseudomonas aeruginosa na remog¢do de hidrocarbonetos
do petroleo em sedimento suplementado com torta de algoddo. Tese (Relatério (Iniciacao
Cientifica)) — Universidade Federal da Paraiba, Joao Pessoa, 2014.

CAVALCANTI, T. G.; VIANA, A. A. G.;; GUEDES, T. P.; FREIRE, A. d. S;;
TRAVASSOS, R. d. A.; VASCONCELOS, U. Seed options for toxicity tests in soils
contaminated with oil. Canadian Journal of Pure and Applied Sciences, v. 10, n. 3, p.
4039-4045, out. 2016. ISSN 1715-9997.

CLAXTON, L. D. The history, genotoxicity, and carcinogenicity of carbon-based fuels
and their emissions. part 3: diesel and gasoline. Mutation research/reviews in mutation
research, Elsevier, v. 763, p. 30-85, 2015.

CUNNINGHAM, S. D.; BERTI, W. R. Remediation of contaminated soils with green
plants: An overview. In Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant, v. 29, n. 4, p. 207—
212, out. 1993. ISSN 1475-2689. Disponivel em: <https://doi.org/10.1007/BF02632036>.

DELANCEY, J. O. L.; ALAVANJA, M. C. R.; COBLE, J.; BLAIR, A.; HOPPIN,

J. A.; AUSTIN, H. D.; FREEMAN, L. E. B. Occupational Exposure to Metribuzin
and the Incidence of Cancer in the Agricultural Health Study. Annals of epidemiology,
v. 19, n. 6, p. 388-395, jun. 2009. ISSN 1047-2797. Disponivel em: <https:
//www.ncbi.nlm.nih.gov/pme/articles/ PMC2693328 />

DEL’ARCO, J. P.; FRAN¢A, F. P. de. Biodegradation of crude oil in sandy sediment.
International Biodeterioration & Biodegradation, v. 44, n. 2, p. 87-92, set. 1999.
ISSN 0964-8305. Disponivel em: <http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
S0964830599000633>..

DUKE, S. O. Overview of herbicide mechanisms of action. FEnvironmental Health
Perspectives, v. 87, p. 263271, jul. 1990. Disponivel em: <https://ehp.niehs.nih.gov/
doi/abs/10.1289/ehp.9087263>/.

EPA. US EPA - Pesticides - Fact Sheet for Ametryn. 2010. Disponivel em:
<https://www3.epa.gov /pesticides/chem__search/reg_actions/reregistration/fs |
PC-080801_ 26-Sep-05.pdf>.

EPA. Hezazinone: Reregistration Eligibility Decision (RED) Fact Sheet | US EPA
ARCHIVE DOCUMENT. 2015. Disponivel em: <https://archive.epa.gov/pesticides/
reregistration/web/pdf/0266fact.pdf>.

FARLAND, J. M.; BURNSIDE, O. The Triazine Herbicides. [S.1.]: Elsevier, 2011.
Google-Books-ID: ZD2 PRR._ f1IC. ISBN 978-0-08-055963-6.

GUPTA, P. K. Herbicides and fungicides. In: GUPTA, R. C. (Ed.). Reproductive
and Developmental Toxicology. San Diego: Academic Press, 2011. p. 503-521. ISBN
978-0-12-382032-7. Disponivel em: <http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
B9780123820327100396>.


https://doi.org/10.1007/BF02632036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2693328/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2693328/
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830599000633
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830599000633
https://ehp.niehs.nih.gov/doi/abs/10.1289/ehp.9087263
https://ehp.niehs.nih.gov/doi/abs/10.1289/ehp.9087263
https://www3.epa.gov/pesticides/chem_search/reg_actions/reregistration/fs_PC-080801_26-Sep-05.pdf
https://www3.epa.gov/pesticides/chem_search/reg_actions/reregistration/fs_PC-080801_26-Sep-05.pdf
https://archive.epa.gov/pesticides/reregistration/web/pdf/0266fact.pdf
https://archive.epa.gov/pesticides/reregistration/web/pdf/0266fact.pdf
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123820327100396
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123820327100396

Referéncias Bibliogrificas 38

HERI, W.. CARROLL, B.; PARSHLEY, T.; NABORS, J. B. Production, Development,
and Registration of Triazine Herbicides. In: LEBARON, H. M.; MCFARLAND, J. E;
BURNSIDE, O. C. (Ed.). The Triazine Herbicides. San Diego: Elsevier, 2008. p. 31-43.
ISBN 978-0-444-51167-6. Disponivel em: <http://www.sciencedirect.com/science/
article/pii/B9780444511676500064>.

JUNQUEIRA, L. C. U.; FILHO, J. C. d. S. Biologia Celular e Molecular. 9*. ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2012. ISBN 978-85-277-2078-6.

Kaidor. Photosystem II structure, modified from original by translating stroma and lumen
from Russian to English. 2017. Disponivel em: <https://commons.wikimedia.org/wiki/
File:Photosystem II.png>.

KOMIVES, T.; GULLNER, G. Dendroremediation: The Use of Trees in Cleaning up
Polluted Soils. In: MACKOVA, M.; DOWLING, D.; MACEK, T. (Ed.). Phytoremediation
Rhizoremediation. Dordrecht: Springer Netherlands, 2006. p. 23-31. ISBN 978-1-4020-
4999-6. Disponivel em: <https://doi.org/10.1007/978-1-4020-4999-4 3>.

LATEEF, A.; ADELERE, 1. A.; GUEGUIM-KANA, E. B. The biology and potential
biotechnological applications of Bacillus safensis. Biologia, v. 70, n. 4, p. 411-419, 2015.
ISSN 1336-9563. Disponivel em: <https://www.degruyter.com/view/j/biolog.2015.70.
issue-4/biolog-2015-0062 /biolog-2015-0062.xml>.

MACLENNAN, P. A.,; DELZELL, E.; SATHIAKUMAR, N.; MYERS, S. L.; CHENG, H.;
GRIZZLE, W.; CHEN, V. W.; WU, X. C. Cancer Incidence Among Triazine Herbicide
Manufacturing Workers. Journal of Occupational and Environmental Medicine, v. 44,
n. 11, p. 1048, nov. 2002. ISSN 1076-2752. Disponivel em: <https://journals.lww.com /
joem/Abstract/2002/11000/Cancer_Incidence Among Triazine Herbicide.11.aspx>.

MADIGAN, M.; BENDER, K.; BUCKLEY, D.; STAHL, D.; SATTLEY, W. Brock
Biology of Microorganisms, Books a la Carte Edition. Pearson Education, 2017.
ISBN 9780134626109. Disponivel em: <https://books.google.com.br/books?id=
[GhSvgAACAAT>.

MARIN-MORALES, M. A.; VENTURA-CAMARGO, B. d. C.; HOSHINA, M. M.
Toxicity of Herbicides: Impact on Aquatic and Soil Biota and Human Health. Herbicides
- Current Research and Case Studies in Use, jun. 2013. Disponivel em: <https:

/ /www.intechopen.com /books /herbicides-current-research-and-case-studies-in-use/
toxicity-of-herbicides-impact-on-aquatic-and-soil-biota-and-human-health>.

MOTESHAREZADEH, B.; SAVAGHEBI-FIROOZABADI, G. R. Study of the
increase in phytoremediation efficiency in a nickel polluted soil by the usage of native
bacteria: Bacillus safensis FO.036b and Micrococcus roseus M2. Caspian Journal of
Environmental Sciences, v. 9, n. 2, p. 133143, 2011. ISSN 1753-3033. Disponivel em:
<https://cjes.guilan.ac.ir /article 1065.html>.

MULLER, T. S.; SUN, Z.; KUMAR, G.; ITOH, K.; MURABAYASHI, M. The
combination of photocatalysis and ozonolysis as a new approach for cleaning 2,4-
dichlorophenoxyaceticacid polluted water. Chemosphere, v. 36, n. 9, p. 2043-2055, abr.
1998. ISSN 0045-6535. Disponivel em: <http://www.sciencedirect.com /science/article/
pii/S0045653597100893>.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444511676500064
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444511676500064
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Photosystem_II.png
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Photosystem_II.png
https://doi.org/10.1007/978-1-4020-4999-4_3
https://www.degruyter.com/view/j/biolog.2015.70.issue-4/biolog-2015-0062/biolog-2015-0062.xml
https://www.degruyter.com/view/j/biolog.2015.70.issue-4/biolog-2015-0062/biolog-2015-0062.xml
https://journals.lww.com/joem/Abstract/2002/11000/Cancer_Incidence_Among_Triazine_Herbicide.11.aspx
https://journals.lww.com/joem/Abstract/2002/11000/Cancer_Incidence_Among_Triazine_Herbicide.11.aspx
https://books.google.com.br/books?id=IGhSvgAACAAJ
https://books.google.com.br/books?id=IGhSvgAACAAJ
https://www.intechopen.com/books/herbicides-current-research-and-case-studies-in-use/toxicity-of-herbicides-impact-on-aquatic-and-soil-biota-and-human-health
https://www.intechopen.com/books/herbicides-current-research-and-case-studies-in-use/toxicity-of-herbicides-impact-on-aquatic-and-soil-biota-and-human-health
https://www.intechopen.com/books/herbicides-current-research-and-case-studies-in-use/toxicity-of-herbicides-impact-on-aquatic-and-soil-biota-and-human-health
https://cjes.guilan.ac.ir/article_1065.html
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653597100893
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653597100893

Referéncias Bibliogrificas 39

NORTOX. Hezazinona-D. Arapongas: Nortox S.A., 2018. Bula.

OETTMEIER, W. Herbicide resistance and supersensitivity in photosystem II. Cellular
and Molecular Life Sciences CMLS, v. 55, n. 10, p. 1255-1277, ago. 1999. ISSN
1420-9071. Disponivel em: <https://doi.org/10.1007/s000180050370>.

PALITTAPONGARNPIM, M.: POKETHITIYOOK, P.; UPATHAM, E. S.:
TANGBANLUEKAL, L. Biodegradation of crude oil by soil microorganisms in the
tropic. Biodegradation, v. 9, n. 2, p. 83-90, mar. 1998. ISSN 1572-9729. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1023/A:1008272303740>.

ROBERT, D.; MALATO, S. Solar photocatalysis: a clean process for water
detoxification. Science of The Total Environment, v. 291, n. 1, p. 85-97, maio 2002.
ISSN 0048-9697. Disponivel em: <http://www.sciencedirect.com /science/article/pii/
S0048969701010944>.

SATOMI, M.; DUC, M. T. L.; VENKATESWARAN, K. Bacillus safensis sp. nov.,
isolated from spacecraft and assembly-facility surfaces. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 56, n. 8, p. 1735-1740, 2006. Disponivel em:
<https://ijs.microbiologyresearch.org/content /journal /ijsem/10.1099 /ijs.0.64189-0>.

SCHONBRUNN, E.; ESCHENBURG, S.; SHUTTLEWORTH, W. A.; SCHLOSS, J. V;
AMRHEIN, N.; EVANS, J. N. S.; KABSCH, W. Interaction of the herbicide glyphosate
with its target enzyme 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase in atomic detail.
Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 98, n. 4, p. 1376-1380, fev. 2001. ISSN
0027-8424, 1091-6490. Disponivel em: <https://www.pnas.org/content/98/4/1376>/.

SEVERINO, L. S.; COSTA, F. X.; BELTRaO, N. E. d. M.; LUCENA, A. M. Amador de;
GUIMARAES, M. M. Mineralizacao da torta de mamona, esterco bovino e bagaco de
cana estimada pela respiracao microbiana. Revista de biologia e ciéncias da terra, v. b,
n. 1, 2005.

Somepics. Thylakoid membrane 3. 2015. Disponivel em: <https://en.wikipedia.org/wiki/
File: Thylakoid membrane 3.svg>.

TIQUIA, S. M.; TAM, N. F. Y.; HODGKISS, I. J. Effects of composting on
phytotoxicity of spent pig-manure sawdust litter. Environmental Pollution,
v. 93, n. 3, p. 249-256, jan. 1996. ISSN 0269-7491. Disponivel em: <http:
/ /www.sciencedirect.com /science/article/pii/S0269749196000528>/.

TIRONI, S. P.; SOUZA, R. C. de. Manejo de Plantas Daninhas na Cultura de
Cana-de-Agicar no Nordeste. In: Desafios, Avancgos e Solugoes no Manejo de Plantas
Daninhas. [S.1.: s.n.], 2013. p. 21-35.

TUGRUL, T.; CANSUNAR, E. Detecting surfactant-producing microorganisms by the
drop-collapse test. World Journal of Microbiology and Biotechnology, Springer, v. 21,
n. 6-7, p. 851-853, 2005.

VASCONCELOS, U. Tratamento Microbiologico Sequencial de Solo Proveniente de
Unidade de Dessor¢io Térmica. Tese (Doutorado em Processos Quimicos e Bioquimicos)
— Departamento de Engenharia Bioquimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2011.


https://doi.org/10.1007/s000180050370
https://doi.org/10.1023/A:1008272303740
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969701010944
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969701010944
https://ijs.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijs.0.64189-0
https://www.pnas.org/content/98/4/1376
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Thylakoid_membrane_3.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Thylakoid_membrane_3.svg
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749196000528
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749196000528

Referéncias Bibliogrificas 40

VASCONCELOS, U.; FRANCA, F. P. d.; OLIVEIRA, F. J. S. Removal of high-molecular
weight polycyclic aromatic hydrocarbons. Quimica Nova, v. 34, n. 2, p. 218-221, 2011.
ISSN 0100-4042. Disponivel em: <http://www.scielo.br /scielo.php?script=sci_abstract&
pid=S0100-40422011000200009&Ing=en&nrm=iso&ting=es>.

VEERANAGOUDA, Y.; PATIL, K. N.; KAREGOUDAR, T. A method for screening of
bacteria capable of degrading dimethylformamide. Current Science, JSTOR, v. 87, n. 12,
p. 1652-1654, 2004.

VIDALI, M. Bioremediation. An overview. Pure and Applied Chemistry, v. 73, n. 7, p.
1163-1172, 2001. ISSN 0033-4545. Disponivel em: <https://www.degruyter.com/view/
j/pac.2001.73.issue-7/pac200173071163 /pac200173071163.xml>.

WALLNOFER, P. The Decomposition of Urea Herbicides by Bacillus Sphaericus, Isolated
from Soil. Weed Research, v. 9, n. 4, p. 333-339, 1969. ISSN 1365-3180. Disponivel em:
<https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/j.1365-3180.1969.tb01492.x>..

WATSON, J. S.; JONES, D. M.; SWANNELL, R. P. J.; DUIN, A. C. T.
van. Formation of carboxylic acids during aerobic biodegradation of crude
oil and evidence of microbial oxidation of hopanes. Organic Geochemistry,
v. 33, n. 10, p. 1153-1169, out. 2002. ISSN 0146-6380. Disponivel em: <http:
/ /www.sciencedirect.com /science/article/pii/S0146638002000864>.

WILKINSON, R. E. Metolachlor influence on growth and terpenoid synthesis. Pesticide
Biochemistry and Physiology, v. 16, n. 1, p. 63-71, ago. 1981. ISSN 0048-3575. Disponivel
em: <http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0048357581900729>..

WOOD, W. A.; KRIEG, N. R. Methods for general and molecular bacteriology. [S.1.]:
ASM Press, Washington DC, 1989.

YOUNGMAN, R. J.; DODGE, A. D. Mechanism of Paraquat Action: Inhibition of the
Herbicidal Effect by a Copper Chelate with Superoxide Dismutating Activity. Zeitschrift
fur Naturforschung C, v. 34, n. 11, p. 1032-1035, 2014. ISSN 1865-7125. Disponivel
em: <https://www.degruyter.com/view/j/znc.1979.34.issue-11/znc-1979-1129/
znc-1979-1129.xml>.

ZIEGLER, S.; WAIDNER, B.; ITOH, T.; SCHUMANN, P.; SPRING, S.; GESCHER,
J. Metallibacterium schefflieri gen. nov., sp. nov., an alkalinizing gammaproteobacterium
isolated from an acidic biofilm. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 63, n. 4, p. 1499-1504. 2013. Disponivel em: <https://ijs.
microbiologyresearch.org/content /journal /ijsem /10.1099/ijs.0.042986-0>..


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_abstract&pid=S0100-40422011000200009&lng=en&nrm=iso&tlng=es
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_abstract&pid=S0100-40422011000200009&lng=en&nrm=iso&tlng=es
https://www.degruyter.com/view/j/pac.2001.73.issue-7/pac200173071163/pac200173071163.xml
https://www.degruyter.com/view/j/pac.2001.73.issue-7/pac200173071163/pac200173071163.xml
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/j.1365-3180.1969.tb01492.x
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0146638002000864
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0146638002000864
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0048357581900729
https://www.degruyter.com/view/j/znc.1979.34.issue-11/znc-1979-1129/znc-1979-1129.xml
https://www.degruyter.com/view/j/znc.1979.34.issue-11/znc-1979-1129/znc-1979-1129.xml
https://ijs.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijs.0.042986-0
https://ijs.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijs.0.042986-0

	Folha de rosto
	Agradecimentos
	Resumo
	Abstract
	Lista de Figuras
	Lista de Quadros
	Lista de Tabelas
	Sumário
	Introdução
	Objetivos
	Objetivo Geral
	Objetivos Específicos

	Referencial Teórico
	Fotossíntese
	Herbicidas Bloqueadores do Fotossistema II
	Bacillus safensis
	Métodos de Análise do Potencial Degradador de Bactérias
	Respiração Induzida por Substrato
	Monitoramento da Variação de pH
	Utilização do Contaminante como Fonte de Carbono


	Metodologia
	Linhagens de Bacillus safensis
	Herbicidas
	Solo
	Determinação da Viabilidade
	Aclimatação aos Herbicidas
	Ensaio Preliminar
	Ensaio em Reator
	Determinação da Concentração de CO2
	Determinação do pH do Solo
	Ensaio de Ecotoxicidade

	Resultados e Discussão
	Ensaio Preliminar
	Ensaio em Reator
	Ensaio de Ecotoxicidade

	Conclusão
	Referências Bibliográficas

