UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA
AREA DE CONCENTRAGAO:
DESENVOLVIMENTO DE PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

ISOLAMENTO E SELECAQ DE MICRORGANISMOS
ENVOLVIDOS NA DEGRADAGAO DO HERBICIDA DICLOSULAM

Autora: Nadia Regina Rodrigues
Qrientador; Dr. Silvio Roberto Andrietta

Co-orientadora: Dra. Maria da Graca Stupielio Andrietta

Tese de Doutorado apresentada a Faculdade de Engenharia Quimica
como parte dos requisitos exigidos para a obtengao

do tituio de doutora em Engenharia Quimica.

Campinas — S&o Paulo

Juiho de 2005

(eiBLIOTECA CENTRAL
| BESENVOLVIMENTD

iy

R s e e P R




UNIDADE (B3

ME® CHAMADA
TIUMC AL
EabglR o

v EX

PROC - O
c o[
PRECO
DATA ;

N* CPD

Bl 54 3H4ES 2

FICHA C}ATALDGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA - BAE - UNICAMP

Rodrigues, Nadia Regina

R618i Isolamento e sele¢io de microrganismos envolvidos
na degradacéo do herbicida diclosulam /Nadia Regina
Rodrigues.--Campinas, SP: [s.n.], 2005.

Orientadores: Silvio Roberto Andrietta, Maria da
Graga Stupiello Andrietta

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica.

1. Biodegradagdo. 2. Residuos herbicidas. 1.
Andrietta, Silvio Roberto. Il. Andrietta, Maria da Graca
Stupiello. II. Andrietta, Maria da Graga Stupiello. IIL
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Engenharia Quimica. IV. Titulo.

Titulo em Inglés: Microorganisms isolation and selection comprised in the degradation
of herbicide diclosulam
Palavras-chave em Inglés: Biodegradation, Herbicide, Diclosulam, Biocatalyser
production
Area de concentracio: Desenvolvimento de Processos Biotecnologicos
Titulagdo: Doutora em Engenharia Quimica
Banca examinadora: Maria Helena Andrade Santana, Regina Tereza Rossim Monteiro,
Itamar Soares de Melo e Glyn Mara Figueira
Data da defesa: 29/07/2005



Tese de Doutorado defendida e aprovada em 29 de julho de 2005 pela banca
constituida pelos professores e doutores:

e

i
S

5 U‘\/{{/{ ;E" .“‘- .
Prof. Dr. S:Iv:o Roberto Andrtetta

Z frf/ﬁ“f fz:? 7ic,
Prof. Dra. Maria Helena Andrade Santana

Oo () TN VN
B P maiann amaa Liin 0
Dra. Regina Tereza Rossim Monteiro

i
<7 e ""(7

Dr. Itamar Soares de Melo

o

:,/"::n',_/ . /// /"///

g7 Dra{GIyn Mara Flgueéra

H



Essa versdo corresponde a redagéo final da Tese de Doutorado em Engenharia
Quimica defendida por Nadia Regina Rodrigues e aprovada pela banca
examinadora em 29/07/2005.

Prof. D

T' Silvio Roberto Andrietta
Orientador

orlentadora

i1



DEDICATORIA

A minha querida filha
Priscilla

v



A ciéncia pode ser o falso espelho em que
vaidade e pretensdo do homem se contemplam,
esquecido de seu Criador. O verdadeiro
espelho, porém, é o0 proprio Deus, a cuja
imagem e semelhanga foi 0 homem criado. S6
os dons do Espirito iluminam o labor cientifico.

Quinita Ribeiro Sampaio




AGRADECIMENTOS

e Ao professor Dr. Silvio Roberto Andrietta, pela orientacio, paciéncia, dedicacdo

e amizade.

e A Dra. Maria da Graga Stupiello Andrietta, pela co-orientacdo, amizade e

ensinamentos valiosos.

A Dow AgroSciences IndUstria Ltda., pela colaboragéo.

e Ao Curso de Po6s Graduacédo da area de concentracdo de Desenvolvimento de
Processos Biotecnoldgicos da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP e
ao Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas Biolégicas e Agricolas da
UNICAMP, pela oportunidade da realizagao deste trabalho.

o A toda equipe de trabalho das Divisdes Residuos e Biotecnologia e Processos
do CPQBA/UNICAMP, em especial a Evani, Milene e Alex, pela colaboragdo nos
trabalhos experimentais.

e A José Lima, pelo amor e paciéncia.




RESUMO

Algumas variedades de mitho usadas em rotagdo com a soja, sdo sensiveis
ao composto diclosulam aplicado em solo para o controle de ervas daninhas. Esse
trabalho teve como objetivo isolar microrganismos capazes de degradar esse
composto. O estudo envolveu isolamento e selecdo de microrganismo, otimizacéo
de meio para o cultivo desses microrganismos assim como teste para produgdo de
biomassa em escaia de fermentador. Foram coletadas amostras de solos de trés
localidades (Uberlandia, Rondondpolis e Londrina) em piantio de soja os quais
receberam aplicacdo de diclosulam. As amostras foram coletadas em trés
diferentes parcelas do solo: entrelinhas, rizosfera e oriundo da mata de vegetacao
natural (mata virgem). As amostras foram diluidas até 10°, e semeadas em
placas contendo os seguintes meios de cultivo: Minimo, King's B e Rosa de
Bengaila suplementados com diclosulam 10ug/mL. Os microrganismos foram
incubados por 72 horas a 32°C.

As linhagens selecionadas, que apresentaram crescimento nos meios onde
o diclosulam estava presente foram transferidas para os mesmos meios de
origem, agora com 100 ug/mL de diclosulam. Os microrganismos capazes de
crescer a essa concentracdo foram transferidos para meio Minimo, agora
suplementado com 500 pg/mL de diclosulam. Os resultados obtidos foram: 16
linhagens provenientes de Uberlandia, 3 de Rondondpolis. No caso de Londrina foi
possivel isolar 6 linhagens na concentracéo de 100 pg/mL.

Testes realizados mostraram que nenhuma das linhagens selecionadas foir
capaz de utilizar o diclosulam como uUnica fonte de carbono ou nitrogénio. No
entanto foram capazes de degrada-lo por cometabolismo. Quandoc os atributos
producao de biomassa e capacidade de degradar o diclosulam foram avaliados, 4
linhagens entre as 25 estudadas apresentaram resultados promissores. Essas
foram identificadas se apresentando como linhagens de: Kiebsiella sp. (UL3),
Sphingobacterium muitivorum (UL4), Acinetobacter sp.(LL2) e Staphyfococcus
capitis subsp. capitis (RL2). Todos esses microrganismos foram capazes de
crescer utilizando tanto sacarose como glicose e frutose como fontes de carbono.

A Klebsiella UL3, por apresentar o melhor desempenho entre as 4
selecionadas, foi utilizada nos ensaios em frascos agitados de otimizagao do meio
de cultivo. Com isso se avaliou a melhor concentracdo de sacarose e extrato de
levedura para producéo de biomassa . A composigdo obtida para 0 meio otimizado
foi: 40 g/l de sacarose e 7 g/l. de extrato de levedura. A massa celular alcancada
foi de 0,69 g/l

Estudos de aumento de escala mostraram que guando esse meio &
transferido para fermentador de bancada a massa celular obtida (0,4 g/L) é menor
gue a obtida em frascos. Quando a glicose foi usada como fonte de carbono, em
ensaios conduzidos também em fermentador, houve um incremento de 45% na
producdo de biomassa comparado com a utilizagdo da sacarose. A utilizagao de
glicose parece também eliminar o fendmeno de autdlise celular, fendmeno esse
observado quando a sacarose € utilizada.

Palavras-chave: biodegradacdo; herbicida; diclosulam; produgao de biocatalizador.
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ABSTRACT

Some corn varieties used in crop rotation with soybean are sensitive to
diclosulam compound applied on soil for weed control. The purpose of this work
was to isolate microorganisms able to degrade this compound. The study
comprised microorganism isolation and selection, medium optimization for
cultivation of these microorganisms, as well as a test for biomass production at
fermentor scale. Soil sampling has been taken from three locations (Uberlandia,
Rondonopolis and Londrina), where disclosulam had been applied. The samplings
were collected in three different soil plots: interlines, rhizosphere and from natural
vegetation woods. Samplings were diluted up to 10°, and seeded in plagues
containing the foliowing cultivation media: Minimum, King's B and Bengale Rose
supplemented with 10ug/mL diciosulam. The microorganisms were incubated for
72 hours at 32°C.

The selected strains, which presented growth in the media containing
diclosulam were transferred to the same original media, now with 100 ug/mb of
diclosutam. The microorganisms able to grow at this concentration were
transferred to the minimum medium, now supplemented with 500 ug/mbL of
diclosulam. The results obtained were: 16 strains from Uberlandia, 4 from
Rondonopolis. In the case of Londrina, no strain was possible to be isolated (6
strains were isolated only at concentration of 100 ug/mL).

Tests carried out have shown that none of the selected strains were able to
use diclosulam as the only source of carbon or nitrogen. However, they were able
of degrading it through cometabolism. When evaluating biomass production
attributes and ability to degrade diclosulam, 4 strains among the 25 studied
presented promising results. These were identified as strains of. Klebsiella sp.
(UL3), Sphingobacterium  multivorum  (UL4),  Acinefobacter sp.(L.L2)
Staphylococcus capitis, subsp. capitis {RL2). All of these microorganisms were
able to grow by using both sucrose and giucose and fructose as carbon sources.

Since the UL3 strain presented the best performance among the 4 selected
ones, it was used in agitated flasks in the trials of optimization of the cultivation
medium. This evaluated the best sucrose and yeast extract concentration for
biomass production. The composition obtained for the optimized medium was: 40
g/L of sucrose and 7 g/L. of yeast extract. Cellular mass was 0.69 g/L.

Increasing scale studies have shown that when this medium is transferred to
the bench fermentor, the cellular mass obtained (0.4 g/L) is lower than the one
obtained in flasks. When glucose was used as carbon source in trials also carried
out in fermentor, there was an increment of 45% in biomass production when
compared with sucrose use. Glucose use also seems {o eliminate the cellular
autolysis phenomenon, observed when sucrose is used.

Keywords: biodegradation; herbicide; diclosulam; biocatalyser production.
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INTRODUCAQ

1. INTRODUGAO

Com o aumento da demanda mundial por alimentos, torna-se necessario o
aumento da produtividade, que nas ultimas décadas vem sendo alcangado pela
utilizacéo de pesticidas. Segundo BRITTO (2000) o aumento de produtividade
para as 20 maiores culturas atingiu 47,5% entre os anos de 1990 e 1998. De
acordo com MONTEIRO (1996), o mercado de pesticida movimentou 27 bilhdes
de ddlares em 1991 e o Brasil era o guinto pais em consumo deste produto. Em
1999, o Brasil passou a ocupar a quarta posicao mundial em consumo de
pesticidas, sendo que do total 50% foi herbicida (BRITTO, 2000). Atualmente
(2005) o Brasil ocupa o segundo lugar. O uso crescente destes produtos faz com
que uma maior concentracdo dos mesmos seja encontrada nos solos cultivaveis.

O efeito residual de alguns herbicidas em solos pode ou ndo trazer
beneficios para futuros cultivos. Quando se trata de areas onde nfo existe
rotacdo de cultura como, por exemplo, areas canavieiras, o residual do composto
traz um efeito economicamente positivo, uma vez que diminui o montante de
herbicidas a ser aplicado no ano subseqgUente. No caso de cultura com ciclos
curtos, como a soja, esse residual pode ndo ser desejado, caso inviabilize a
utiizacdo do mesmo para outras culturas. Em casos onde o residual ndo é
desejavel, torma-se necessaric a utilizacdo de tecnicas que acelerem a
degradacéo da molécula. Uma dessas técnicas € a biodegradacéo que, segundo
ALEXANDER (1981), pode ser definida como sendo 0 processo de mineralizagédo
de uma molécula organica na agua ou no solo por uma seqiéncia de atividades
microbianas. Segundoc SCRAMIN ef al. (1998), 0 emprego de microrganismos ou
enzimas para a degradacac de pesticidas ndo € novo, sendo esse uso amparado
pelo fato da degradac&o ocorrer de forma natural no ambiente devido em grande
parte a processos mediados por habitantes naturais do solo. Varios trabalhos vem
sendo desenvolvidos com o objetivo de se isolar microrganismos com capacidade
de biodegradar pesticidas, no entanto, pouco tem sido utilizado nas praticas

agricolas.




INTRODUCAO

Tendo em vista esses fatos, o usc do herbicida com principio ativo
diclosulam em soja € um caso tipico em que a biodegracdo € uma alternativa
viavel para o uso subseqlente do solo. Sendo algumas variedades de milho
cuitivadas apos a coltheita da soja, sensiveis a esta molécuia, o plantio da mesma

depende da reducdo do residuo de diclosulam no solo.

Visando tornar possivel o cullivo de variedades de mitho sensiveis ao
diclosulam em solos onde este foi aplicado, realizou-se este trabalho cujo objetivo
foi selecionar microrganismos, isolados de solo de rizosfera de areas de cultivo de
soja cujo herbicida utilizado foi o diclosulam, para atuar como biocatalisador que
ao ser adicionado & semente do milho no plantio possa se desenvolver
protegendo-a da ag&o desta molécula, sem no entanto reduzir a concentra¢ao do
principio ativo nas entrelinhas.




REVISAQ BIBLIOGRAFICA

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 O solo

O solo é um habitat muito peculiar em relacio a outros devido sua natureza
heterogénea complexa e dinamica. Estas caracteristicas permitem que
organismos com metabolismos dispares possam conviver lado a lado, interagindo
em estado de equilibrio dinadmico e, muitas vezes, com relagdes de dependéncia
essenciais para sua sobrevivéncia, proporcionando, assim, condi¢des ideais para
uma biodiversidade bastante elevada. Por outro lado, essas mesmas
caracteristicas sd0 o principal impedimento para a introducéo de tecnologias de
manejo bicldgico, cujo efeito no solo €, em muitos casos, impossivel de se prever.
Nesse sentido, muitos esforcos t&m sido feitos para o desenvolvimento de
técnicas que possibilitem estudos visando identificar seus componentes abidticos
e bidticos, além da interacao entre estes e sua participagdo nos processos do solo
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

O solo € o componente alvo no estudo do comportamento de herbicidas no
meio ambiente porque ele é, inevitavelmente, o receptaculo final dos herbicidas
aplicados na agricultura. O solo @ um sistema dindmico e heterogéneo que
consiste de trés fases distintas — uma fase solida (cerca de 50%) constituida tanto
de soélidos organicos e inorganicos; uma fase liquida (cerca de 25%); e uma fase
gasosa {cerca de 25%). As fases liquida e gasosa servem como principais meios
de transportes dos herbicidas solliveis e volateis no solo. A fase sélida é a parcela
onde ocorrem as retengdes e transformacfes quimicas. Tanto os solidos
organicos como oS inorganicos podem atuar como superficies de adsorcdo. Para
efeitos de interacdo do solo com os herbicidas, as particulas sdlidas coloidais s&o
de absoluta importancia e, dentre estas, s&o destacados a fracgo mineral argila,
os Oxidos/hidroxidos metalicos e a fragdo matéria organica, sendo esta Ultima
apenas uma peguena porcentagem em relacéo ao total (LAVORENTI, 1998).

A rizosfera € a regido da parte sélida do solo onde se encontram as raizes

das plantas. O que diferencia essa regido do solo € o acumulo de nuirientes
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organicos e conseqguentemente uma maior presenga de microrganismaos. De uma
maneira geral, © numero de microrganismos encontrados no solo ndo rizosférico é
muito menor que o encontrado na rizosfera (CARDOSO & FREITAS, 1992).

Segundo COUTINHO (1999), a atividade agricola no Brasil quase sempre
leva a uma reducdo da biodiversidade, resultado da transicdo da area natural (com
muitas espécies de plantas e animais convivendo em equilibrio ecoldgico
dinamico) para area agricola (com reduzido naimero de espécies gue convive em
desequilibrio). A perda de espeécies vegetais muito provavelmente causa também
alteracOes na biodiversidade dos solos, ja que suas raizes sao fonte de energia
para microrganismos especificos da rizosfera. Em sistemas de monocultura,
alteracbes na biodiversidade podem ser bastante acentuadas com uso intensivo
de pesticidas. Uma maneira de se realizar estudos sobre os impactos a
biodiversidade do solo e a sustentabilidade da agricultura & através da avaliagao

da diversidade de microrganismos do solo.

2.2. Disponibilidade do pesticida no solo

A disponibilidade de um pesticida no solo para as plantas, animais ou
microrganismos €& determinada, principaimente, pela extens&o de adsorcdo das
particulas soOlidas presentes. Essas propriedades s&o dadas pela estrutura
molecular do pesticida, sua concentracdo no solo, além da temperatura, umidade
e caracteristicas fisico-quimicas do solo {ANDERSON, 1984).

Uma preocupacédo para os pesquisadores que trabalham com pesticidas é
determinar de que maneira esses compostos se depositam no solo. De modo
geral os compostos podem se distribuir de duas maneiras distintas no solo: na
forma livre ou ligada. Na primeira, esse composto pode ser faciimente extraido do
solo sem que sua estrutura seja alterada. A forma ligada diz respeito a produtos
que apresentam resisténcia na sua extragao. Entretanto, a distingdo entre essas
duas fragbes ndc € bem definida, uma vez que residuos livres podem se
apresentar em algum momento propriedades atribuidas a residuos encontrados na

forma ligada. A "extrabilidade” de um composto € definida em funcao da natureza
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do extrator assim como das condicbes de operacdo da extracao (GEVAO et al.,
2000).

No que diz respeito ao meio ambiente, o termo figado ndo depende da
extrabilidade do pesticida em questdo mas sim da sua biodisponibilidade. O
residuc ligado biodisponivel € aquele que pode ser usado por plantas efou animais
habitantes do solo.

Em 1996 foi proposta uma nova definicdo para residuo ligado: compostos
presentes no solo, planta ou animais que persistem em sua matriz na sua forma
original ou metabolizada, mesmo apds a sua extragéo. O tempo de contato do solo
com o pesticida também tem influéncia na biodisponibilidade da molécula. Quanto
maior for a idade do pesticida no solo menor sera sua disponibilidade (GEVAO et
al., 2000).

2.3. Degradabilidade de herbicidas em solo

O solo € um ecossistema complexo e, do ponto de vista fisico, sua
composicao implica material mineral (argila e areia), poros contendo ar ou agua e
matéria organica. O solo possui a habilidade de se autodesintoxicar dos produtos
guimicos adicionados a ele.

Entre os compostos que atingem o solo em decorréncia da intervencgio
humana, os pesticidas merecem redobrada atencdo. Estes sdo compostos
xenobidticas, isto é, de origem n&o natural; portanto, de agdo poluente. Se por um
lado, a permanéncia destes compostos no solo & requerida como agente de
protec@o da cultura, por outro, apresentam perigo potencial para a microbiota, a
qgualidade do ambiente e a vida no planeta. Atualmente existem mais de 1.000
xenobibticos registrados como pesticidas, com uma grande variacao na estrutura
guimica das moléculas. Dos xenobidticos empregados como pesticidas 65% s&o
herbicidas, 25% inseticidas e 7% fungicidas. Os restantes 3% incluem
nematicidas, acaricidas, rodenticidas, moluscicidas e outros (FAY et al.,, 1997).

A modificago dos produtos presentes no solo se faz, basicamente, pela
acdo da microbiota habitante desse ecossistema. De modo geral, a mineralizacéo

do produto s6 é possivel pela agdo sucessiva ou simultanea de uma populagéo
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mista de microrganismo. Dentro da comunidade dos microrganismos as bactérias
e os fungos tém sido apontados como 0s maiores agentes de transformacio ou
degradacio dos pesticidas presentes no solo (KUMAR et al., 1996).

Muitas vezes ha um conflito entre a necessidade de manter um nivel de
atividade de um xenobidtico no ambiente ¢ 0 desejo de degradar esse composto
quimico para moleculas menos tdxicas e menos prejudiciais ac ambiente. No que
diz respeito as praticas agricolas, a permanéncia dos pesticidas no solo ou mesmo
na agua €, na maioria das vezes, inferessante, uma vez que traz beneficios de
ordem econdmica ao produtor (MELO & AZEVEDO, 1997).

Segundo LAVORENTI (1996) o estudo do comportamento dos herbicidas
no meio ambiente procura: compreender todos os fatores do meio ambiente (além
do proprio herbicida) que, direta ou indiretamente, afetam a eficiéncia no controle
de uma planta invasora; avaliar as interagdes do herbicida com os componentes
do ambiente, de tal modo a minimizar os efeitos maléficos que sua presenca
possa causar. Esse mesmo autor afirma, também gue hoje o estudo do
comportamento de herbicidas no meio ambiente tem sido realizado através de
estimativas das tendéncias a que 0s mesmos estdo sujeitos em funcio dos trés

processos principais: reten¢do, transformacdo e transporte.

Ainda conforme LAVORENTI (1996), a degradacfo da molécula de
herbicida pode ser abidtica, quando a molécula de herbicida € degradada pela
acdo de componentes fisicos do meio ambiente. Assim, & possivel observar
fotodegradacdo (quando ocorre a acdo da luz na estrutura da molecula do
herbicida); degradacdo quimica (quando reagdes quimicas tais como hidrdlise,
oxidacdo e descarboxilagdo se processam no meio ambiente em funcdo da
presencga de certos reagentes do ambiente que interagem com © herbicida). Além
da degradacdo abibtica temos também a degradag3o bidtica — quando a maioria
das moléculas de herbicidas € transformada pela acdo do metabolismo de
microrganismos, animais e plantas. Enzimas sdo secretadas por estes seres vivos,
as quais, em contato com os herbicidas, originam uma série de reacgbes tais como:
oxidacdo, reducdo, hidrélise, dealquilacdo, descarboxilacdo, hidroxilacio,
metilacéo, beta—oxidacao, dealcoxilacdo etc. No caso dos microrganismos, esses

fazem uso dos compostos como fonte de nutriente para o préprio crescimento.
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Fatores do ambiente podem afetar a transformacdo dos herbicidas, tanto na
agua como no solo: temperatura, umidade, vento, luz solar, propriedades do solo,
tais como pH, superficie mineral, nutrientes disponiveis, matéria organica,
quantidade de oxigénio e a biota, flora e fauna, macro e micro. No solo as técnicas
de aplicac@o, cultivo, irrigacéo, natureza das culturas, podem afetar a persisténcia
do herbicida. As plantas tambem podem absorver e metabolizar herbicidas.
Entretanto, esses produtos podem reentrar no solo na forma metabolizada, via
exudacdo das raizes. Semelhantemente, herbicidas aplicados nas folhagens
podem entrar no solo através da translocacdo e exudacdo das raizes em forma
original ou transformados. A taxa de transformag¢do dos herbicidas pode ainda ser

modificada na presenca de raizes das plantas e associagdo com a microfiora.

2.4. Utilizacao de pesticida nas praticas agricolas

O solo é utilizado para produzir mais de 90% do alimento consumido no
mundo. Devido a presenca de competidores nas culturas, a utllizagdo de
pesticidas tem se tornado comum no combate de plantas, insetos ou fungos que
apresentam significativa perda econdmica de culturas (ASPELIN et al., 1992).

Pesticida & definido por OLIVEIRA (1996) como produto e agente de
processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinado ao uso nos setores de
produgdo, armazenamento e beneficiamenio de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas ou cuitivadas, e de outros
ecossistemas.

Pesticidas também s8o usados em ambientes urbanos hidricos e
industriais, com a finalidade de alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de

preserva-la da acdo danosa aos seres vivos,

Globalmente, a cada ano, sao utilizados milhdes de quilos de pesticidas,
movimentando um mercado estimado em 27 bilhdes de ddblares. O maior
consumidor sdo os Estados Unidos, com mais de 600 produtos registrados e 371
mithdes de quilogramas aplicados em 1991. O Brasil representava o quinto
mercado consumidor mundial de pesticidas em 1991, com cerca de 250
ingredientes ativos registrados no IBAMA (MONTEIRO, 1997)
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Segundo BRITTO (2000), o Brasil passou a ocupar a quarta posicio
mundial em consumo de pesticidas em 1999, perdendo somente para os Estados
Unidos, Japao e Franca. Este autor também afirma que desse total 50% s&o de
produtos herbicidas.

Os herbicidas sao compostos xencbidticos, pertencentes a diversos grupos
quimicos. Apresentam acao sobre plantas daninhas, cuja eficicia esta relacionada
as caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas do solo em que ele € aplicado
(ROQUE, 2600).

Segundo PAULINO (1997), lavouras brasileiras gque mais consomem
herbicidas s&o as de soja, citros, cana-de-aglcar, hortalicas (fomate e batata),
arroz, algodéo, cereais, café, milho e frutas.

BRITTO (2000) lembra que a cultura da soja & responsavel por mais de
30% do consumo brasileiro de pesticidas. O autor ressalta que o aumento de uso
de pesticidas acarretou o aumento da produtividade que, para as 20 maiores
culturas, foi de 47,5% entre os anos de 1990 e 1998.

GEVAO et al. (2000) descrevem que existe uma gama enorme de
pesticidas, de diferentes propriedades quimicas, sendo utilizada nos solos. Esses

autores fazem uma classificacao desses produtos, apresentada a seguir.
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| PESTICIDAS
l IONICOS NAO IONICOS
1
] | ! |
Cationicos Basicos Acidos Diversos
(exemplos) (exemplos) {exemplos) (exemplos)
Clormeguate Ametrina Dicamba ~ Bromacil
Diguate Atrazina Toximil Acido cacodilico
Morfanquate Cimazina Mecorprope Isocil
Paraquate Prometona 2.45-T Terbacil
Metribuzim Diclorprope MSMA
Propazina Fenaco DSMA
Simazina MCPA
Hidrocarbonetos Organofosforado Dinitroanilinas Carbanilatos
clorados (exemplos) (exemplos) (exemplos) (exemplos)
DDT Dimetoato Benefina Clorprofam
Endrim Etiona Trifturalina Swep
Lindano Metilparationa Onizalina Profam
Toxafeno Fentiona Nitralina Barbam
Metoxicloro Dissulfotom Isopropaiina
Endossulfam Diazinom Dinttramina
Heptacloro Dursbam
Dieldrim Demetom
Benzo- i Carbo- Tiocarba- Metil-
nitrilas Esteres Acetamidas| Tioates Matas Anilidas Ureias | carbamatos
{exemplos) | (exemplos) | (exemplos) | (exemplos) | {exemplos) | (exemplos} | {exemplos) | (exemplos)
Diclobenii Ester CDAA Molinato  Cicloato  Alacloro Norea Carbaril
isopropilico Metam Propanil  Ciclurom Diclormato
de
2.4-T Ferbam Difenanuda Linurom  Terbutol
Ester Tralato Propacloro  Buturom — Zectram
metilico de
Clorambeno Nabam Solam Sidurom
Butilato Diurom
Dialato

Figura 1. Classificacio de pesticidas (GEVAOQ et al., 2000)
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2.5. Controle no uso de pesticidas

Na década de 1940, com o advento e substituicdo dos pesticidas
inorganicos pelos organicos, acreditou-se que o problema da persisténcia estava
sanado, uma vez que 0s agentes degradativos bioldgicos e nao bioldgicos junio
com a volatilizag@o, eliminariam rapidamente esses novos produtos. Alguns
desses pesticidas utilizados, principalmente os hidrocarbonetos clorados, néo
estavam sendo degradados, mas sim acumulados no ambiente. Em funcéo disso,
veio o descrédito desses conceitos e 0s estudos sobre persisténcia desses
compostos no solo tornaram-—se de grande importancia (SILVA & FAY, 1997).

Alguns produtos agricolas sao suficientemente persistentes para causar
sérios probiemas de residuos. O uso de tais pesticidas é atualmente restrito por
uma variedade de regulamentacdes nacionais de protecdo ao meio ambiente.
Essa preocupacio com residuos de pesticidas em solos e na agua tem favorecido
o desenvolvimento de produtos menos persistentes e menos toxicos (SCHIJVER
& MOT, 1999).

A Holanda foi o primeiro pais a desenvoiver um programa para avaliagdo de
contaminacado e definir formas de remediacdo de solos e aguas subterraneas.
Estabeleceu padrdes considerando o principio de muitifuncionalidade do solo,
definindo critérios para a avaliacdo e remediacdo de locais contaminados. Esses
critérios resultaram em uma lista freqientemente referida como “Lista Holandesa’,
estabelecida em 1983. Nessa lista sdo citados niveis de referéncia, os quais so
utilizados para alertar guantc a contaminagdo de um determinado solo
(CASARINI, 1996).

No Brasil, a CETESB atua de acordo com a legislacdo (Decretos 8468/76 e
32955/91) de controle e prevencido da poluicdo em solos e aguas subterraneas.
Para metais, a definicdo do padrao de referéncia considera a porcentagem e tipo
de argila, matéria organica, capacidade de troca de cations e o teor de oxido e
hidroxido de ferro e manganés. Para os compostos organicos, o padrdo de
referéncia de qualidade sera definido pelo limite de deteccdo do método analitico

utilizado. Os paises gque possuem politicas estabelecidas de protecdo ao solo
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exigem a remediacdo até a funcdo original do solo (multifuncionalidade) e aos
padrdes de potabilidade de aguas subterraneas (CASARINI, 19986).

2.6. Biodegradagao

A mineralizac&o ou completa biodegradacdo de uma molécula organica na
agua ou no solo se deve quase sempre a uma sequéncia de atividades
microbianas. Poucos mecanismos abiéticos importantes na natureza convertem
totalmente compostos organicos com algum grau de complexidade em produtos
inorganicos n&o toxicos. Algumas moléculas organicas sdo resistentes ao atague

de microrganismos sugerindo assim sua persisténcia (ALEXANDER 1981).

O emprego de microrganismo ou enzimas para a degradacio de pesticidas
ndo € novo, sendo esse uso amparado pelo fato da degradacao, ocorrer de forma
natural no ambiente devido em grande parte, a processos mediados por

microrganismos habitantes naturais do solo. (SCRAMIN et al., 1898)

O termo biodegradacdo se refere & transformacdo bioldgica de um
composto quimico organico para outra forma, sem se referir 4 extensio. Essa
transformacéo pode ser primaria, envolvendo somente mudanca estrutural da
molécula, tais como uma oxidacdo ou redugio ou perda de um grupo funcional.
Embora essas modificacbes sejam pequenas, alteram as caracteristicas fisico-
quimicas da molécula. A transformacido pode ser mais complexa, envolvendo
varias reagbes sequenciais, implicando na perda da toxidez da molécuia. O
processo de biodegradacéo ideal resulta na mineralizagdo do composto, com
formacdo de didxido de carbono, agua, produtos inorganicos e compostos
organicos de ocorréncia comum no ambiente como acidos organicos e outros.
Processos biodegradatives podem ocorrer através de uma simples espécie ou
mais; no entanto, freqientemente requer uma mistura de organismos diversos
(SCHRIJVER & MOT,1999).

Segundo MELO et al. (1999), o processo final de eliminacdo de um
composto do solo € a mineralizacdo do mesmo. Isso significa sua completa
degradacdo em moléculas inorganicas como CO,; CO, HO, NHs, H,S, Cl. A

mineralizacdo completa de um composto quimico € mais provavel ocorrer quando
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0 mesmo é exposto a agao de uma populagdo mista de microrganismos. Esses
mesmos autores sugerem que © tipo de metabolismo dos microrganismos
presentes em um determinado solo € um dos principais fatores na determinagéo
do nivel de persisténcia dos pesticidas nesse solo.

SCHIJVER & MOT (1989), afirmam que mesmo o pesticida mais complexo

pode ser metabolizado por algum tipo de microrganismo.

Segundo ALEXANDER (1999), os microrganismos possuem capacidade
enzimatica de degradar uma grande variedade de compostos quimicos que
ocorrem na natureza. Embora os pesticidas ndo apresentem estruturas iguais aos
dos compostos encontrados na natureza, ambos tém varios arranjos de
substituintes e ligacbes em comum em suas moléculas. Consequentemente,
muitos produtos sintéticos introduzidos no ambiente pelo homem podem ser
degradados microbiologicamente por enzimas existentes em resposta a presenca
de substratos naturais. Assim, a populacdo microbiana pode utilizar para seu
desenvolvimento & crescimento produtos incorporados aoc ecossistema pelo
homem, removendo de forma involuntaria a potencial toxidez desses compostos

do meio ambiente.

A presenca de uma populacio microbiana capaz de degradar determinado
pesticida € resultado de uma selecdo natural. A presenca de um dado composto
no solo possibilita o crescimento de determinados microrganismos ou grupo deles.
Em funcéo da disponibilidade de compostos organicos, a rizosfera é o ambiente
onde se encontra a maior concentragdo de microrganismos no solo. E nesse
ambiente que expressivamente ocorre a biodegradagdo dos compostos
xenobidticos. Trabalhos mostram que a ocorréncia de microrganismos nessa
parcela do solo pode alcancar até 7 vezes mais que nas outras parcelas para
actinomicetos. No caso de fungos e bactérias esses valores sao de 12 e 23
vezes, respectivamente (CARDOSO & NEVES, 1992).

Os microrganismos exibem duas estratégias ecologicas para a assimilagao
do substrato: metabolismo e cometabolismo. Na mineralizacdc o substrato
absorvido € quebrado em pequenas moléculas, as quais sao posteriormente

metabolizadas em rotas que geram energia. Nesse caso, a biomassa microbiana
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aumenta as expensas do substrato. Ao contraric da mineralizagdo, no
cometabolismo nao ha geracdo de energia. Os pesticidas s&o transformados pelas
rotas metabdlicas que contém enzimas com alta especificidade de substrato. O
resuftado € um metabdlico que podera ser degradado posteriormente ou podera
ligar-se a matriz organica. Em aiguns casos, o cometabolismo pode levar a um
aumento temporario na taxa de degradag¢éo como, por exemplo, quando adiciona-
se suplemento organico como restos vegetais ou lodo. As condicdes fisicas e
quimicas favoraveis a atividade microbiana podergo resultar no aparecimento da
biodegracdo (SILVA, 2001).

MUSUMECI (1992) cita, além da mineralizacdo e do cometabolismo, dois
outros mecanismos de detoxificacdo do solo: (a) conjugacdo: A molécula integral
do xenobidtico (ou um seu metabdlito) combina com compostos naturais do solo
como 0s amincacidos ou carboidratos. A formacéo do conjugado normaimente
torna a molécula mais polar e assim mais hidrolisavel; (b} acamulo: O acimulo de
agrotéxico por microrganismos pode Ocofrer por um processo ativo ou passivo e
traz uma grande preocupacdo, uma vez que essa interferéncia microbiana
significa apenas a remogao temporaria da molécula tdéxica. Compostos
organoclorados como o DDT, dieldrin, aldrin e heptaclor foram detectados nas
células de fungos do solo e no micelio de fungos cultivados em meio de cultura

contendo esses compostos.

Varios sao 0s mecanismos pelos quais ocorrem a selecao da microflora do
solo gue produzem populagbes capazes de acelerar a degradacdo de um
pesticida. A adaptacao se refere & mudanga na comunidade microbiana que, por
sua vez, incrementa a taxa de transformacdo de um dado composto como
resultado de uma exposicdo prévia ao mesmo composto. Assim, areas iratadas
por dois ou mais anos consecutivas com o mesmo pesticida ou substéncias

analogas podem apresentar uma biodegradacao acelerada (MELO et al.,1999).

A seguir estao descritos os principais grupos de pesticidas e algumas de
suas biodegradacses relatadas por SCHRIJVER & MOT (1999).

Organocforados: Foram os pesticidas pertencentes a esse grupo 0s mais
usados na agricultura até a década de 1970. Entre os mais importantes pode-se
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citar o DDT, aldrin e o dieldrin. Esse grupo tem como caracteristica a longa
permanéncia no meio ambiente, acarretando, dessa forma, perigo a saude
humana e animal.

S-Triazinas: As s-triazinas (triazinas simétricas) sao herbicidas derivadas de
nitrogénio heterociclico. Membros desse grupo incluem simazina, propazina
cianazina, ameirina e prometrina. A atrazina tem se mostrado como o mais
eficiente produto da familia das s-triazinas. Ela tem sido a mais utilizada em todo
mundo, especialmente em areas de plantacdo de milho. O modo de aco desse
herbicida & pela inibicdo no transporte de elétrons no processo de fotossintese.
Algumas bactérias que degradam s-triazina tém sido isoladas de solo, mas as

culturas, quando no estado puro, muttas vezes falham na sua degradacéo.

Triazinonas: Metamitrom & um herbicida seletivo pré e pds emergente
usado no controle de ervas daninhas das culturas da beterraba que inibe o
transporte de elétrons no processo de fotossintese. Rhodococcus sp (linhagem
0246b) utiliza metamitrom como fonte de carbono, mineralizando parcialmente
essa molecula.

Carbamatos: Quimicamente, pesticidas carbamatos s&o esteres de
carbamatos. Esse grupo de pesticidas pode ser dividido em benzimidazol-N-metil-,
N-fenil- e ditiocarbamatos. Eles podem ser aplicados como herbicidas, inseticidas
e fungicidas. Na maioria dos casos, a degradacio € iniciada pela clivagem da
molécula de éster ligado.

Organo-fosforado. Os pesticidas organo-fosforados mais conhecidos s30:
paratiom, diazinom, malatiom e fenitrotiom. Essas moléculas tém larga atividade
inseticida pela acao de inibicdo da acetilcolinasterase no sistema nervoso dos
insetos. A hidrolise de origem microbioldgica das ligagdes de P-O alquil ou P-O aril

& considerado o melhor caminho de detoxicacdo de compostos organofosforados.

Acetanilidas: Herbicidas derivados de acetanilidas s&o geralmente usados
para controle de ervas daninhas na plantacao de milho, feijdo, algodao, amendoim
e outros gréos. Eles agem inibindo o crescimento das raizes. Os trés maiores
representantes de herbicidas do grupo acetanilidas sdo: alacloro, metalacloro e

propalacioro. Até onde se conhece, ndo ha descricdo de culturas puras de
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bactérias capazes de mineralizar completamente cloroacetamidas ou derivados

sulfonados, e a biodegradacdo € realizada por cometabolismo primario.

Sulfoniluréias: Estdo incluidos neste grupo de herbicidas produtos como
clorimurom etil, sulfometurom metil e clorosulfurom. A forma de atividade desse
tipo de compostos se d& pela inibicdo da sintese de aminoacidos de cadeia
ramificada. SCHRIJVER & MOT (1999) relataram a capacidade de representantes
de Streptomyces gniseolus (ATCC 11796) metabolizar esse herbicida. Essa
capacidade esta associada a atividade dos citocromos (P450, P450,,.1 @ P4504,.2).

2.7. Microrganismo com capacidade de degradar pesticidas

LOOS et al. (1967) demonstraram que uma linhagem de Arthrobacter &
capaz de clivar a ligacdo éter do 2,4-D para produzir 2,4-diclorofencl, o qual é
convertido em 3,5-Diclorocatecol, provavelmente pela enzima do citocromo P450.

HILL (1978) mostrou que apés a aplicacdo do herbicida 2,4-D no solo,
houve um periodo em que ¢ produto permaneceu no solo na forma original e
entdo a degradacdo ocorreu paulatinamente. Quanto mais aplicagfes do
herbicida, mais répida a sua degradacdo. Muitos s&o os trabalhos que mostram a
ocorréncia de fendmenos semelhantes com outros pesticidas, tais como dos
grupos carbamatos, organofosforados e acetamidas (MONTEIRO, 1996).

REDDY et al. (1983) demonstraram gue microrganismos foram capazes de
clivar o anel do principio ativo paration mais rapidamente em solos plantados com

arroz do gque em solos sem a presenca dessa cultura.

KRUEGER et al. (1991) utilizaram linhagens de microrganismos isoladas da
rizosfera de plantas resistentes, capazes de degradar o herbicida dicamba. Esses
protegeram plantas susceptiveis na presenga daquele herbicida em testes de
laboratério e campo.

MANDELBAUM et al. (1995) citam uma linhagem de Pseudomonas sp
capaz de degradar atrazina quando exposta a esse composto em altas

concentragtes (> 1000 ug mL-1), utilizando esse herbicida como unica fonte de
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nitrogénio. 80% do anel s-triazina (radiomarcada) foi transformado em CO: na
presenca desse microrganismo.

RODOSEVICH et al. (1995) isolaram de solos contaminados por atrazina
uma bactéria capaz de degradar de 40 a 50% desse principio ativo. Esse
microrganismo € capaz de degradar aerdbica e anaerobicamente esse composto
em meio contendo apenas atrazina, assim como, em meios contendo atrazina e
glicose, assim como, quando a atrazina, a glicose e o nitrato estdo presentes. A
presenga de acido cianurico indica que a degradacio € decorrente da clivagem do
anel da atrazina.

A contribuicdo da microfauna e microalgas do solo no que se refere a
transformac&o dos herbicidas € incerta. S&0 as bactérias e os fungos 0s principais
responsaveis por essa transformacdoc (MONTEIRO,1996).

ALVEY & CROWLY (1996) trabalharam com um consércio de trés bactérias
isoladas de solos agricolas expostos a atrazina por um longo periodo e quando
introduziram esse consorcio em um solo contaminado por atrazina observaram um
significativo aumento na sua mineralizagdo comparando com solo n2o inoculado.
Por outro lado a porcentagem de atrazina mineralizada em solos com plantacéo e
sem plantagdo de milho ndo houve diferenca; no entanto, a populagdo desse
consoércio ficou maior no solo plantado.

KUMAR et al. (1996) citam algumas bactérias que apresentam plasmidios
responsaveis pela degradacdo de pesticidas. Entre outras, FPseudomonas putida,
P. aeruginosa sp, Flavobacterium sp, Alcaligenes paradoxus, A. eutrophus etc.
Esses autores afirmam, ainda, que quando a propriedade de degradacac de
pesticidas esta associada a um gene ndo cromossomal a manipulacdo genética se
torna mais facil.

Os actinomicetos sdo bactérias Gram positivas e, potencialmente, o grupo
que oferece maior capacidade de biodegradacdo. Apresentam estrutura
morfoldgica complexa, podendo se configurar na forma de cocos agregados ou
mesmo na forma micelial. A presenca de esporos assim como de mobilidade pode
ser encontrada nesse grupo. A Tabela 1 mosira o0s principais géneros

pertencentes a ordem Actinomicetales e pesticidas degradados por eles.
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Tabela 1. Principais Actinomicetos e pesticidas degradados por eles

Género Composto degradado

Arthrobacter PCP; fenoacetatos; organociorados, triazinonas; N-
metilcarbomato; N-fenilcarbamato, organosfosfados e

glifosato
Brevibacterium Fenilacetatos
Clavibacter Organoclorados e s-triazinonas
Corynecabterium Tiocarbamato
Mycobacterium PCP e organoclorados
Nocardia Organoclorados

Fonte: STACKEBRANDT et al. (1997)

TILBURY (1999) descreve uma linhagem de bactéria capaz de degradar
atrazina. Essa foi isolada de lencois de aguas contaminados por esse composto.
Essa bactéria foi identificada como Pseudomonas cifronellolis, sendo capaz de
degradar atrazinas, mineralizando esse composto.

O uso dos herbicidas mono-di-triclorofenoxiacetatos como unica fonte de
carbono e energia tem sido demonstrado em especies de Arthrobacter,
Rhodococcus, e Nocardioides. Em  linhagem de Brevibactferium, cometabolismo
tem sido relatado por (SCHRIJVER & MOT1999).

Phanerochaete chrysosporium € um fungo reconhecido por sua capacidade
de metabolizar uma larga gama de compostos. MENDOZA-CANTU et al. (2000)
estudaram a capacidade desse fungo em degradar PCP (pentaciorofencl) em
solos. Os autores sugerem que esse microrganismo &€ capaz de degradar altos
niveis de PCP em curto periodo de tempo, sem a geracao de outros compostos

toxicos.

EL BESTAWY et al (2002) estudaram o potencial de quatro diferentes
espécies de representantes do género Bacifflus em degradar quatro pesticidas

clorados. Os resultados mostram que todos as linhagens de Bacillus testadas (B.
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licheniformis; B. alvei ; B. sphaericus e B. cereus) foram capazes de degradar
rapidamente os quatro compostos testados. B. cereus se mostrou 0o mais
eficiente entre os quatro, seguido de B. alvei , B. licheniformis e B. sphaericus.

ZHANG & QIAO (2002) discutem o uso do microrganismo, assim como de
enzimas livres, no processo de biorremediagdo dos pesticidas. Eles preconizam a
utilizacdo de enzimas isoladas no lugar dos microrganismos. A argumentacdo
desses pesquisadores reside no fato de que os microrganismos, especialmente os
geneticamente modificados, quando liberados no meio ambiente, escapam do

controle, podendo promover danocs ao meio ambiente.

Embora muitos microrganismos capazes de degradar pesticidas tenham
sido isolados, pouco se conhece sobre gene ou genes responsaveis por ial
capacidade. A maioria dos genes que conferem essa propriedade aos
microrganismos estdo localizados no cromossomo; entretanto, alguns deles
podem ser encontrados em plasmidios (moléculas de DNA circulares) ou em
transposon (fragmentos moéveis de DNA linear, capazes de se inserirem em
diferentes pontos do cromossomo).

2.8. Isolamento de microrganismos biodegradadores

Os fatores ambientais abidticos que podem atuar na atividade microbiana
afetam, portanto, a degradacgao de pesticidas no solo. E possivel, assim, obter
microrganismos com potencial para degradar um determinado composto
xenobidtico em solos virgens. No entanto, € de se esperar que em solos
contaminados ©0s microrganismos possam ser selecionados, apresentando a

capacidade de utilizar o composto como fonte de energia para seu metabolismo.

Os estudos relativos as enzimas envolvidas no processo de
biodegradabilidade auxiiam a estabelecer correlacbes sobre estrutura—
biodegradabilidade. Também o isolamento pode explicar que tipo de degradacéo
pode estar ocorrendo no ambiente; se catabdlica (mineralizacdo) ou cometabdlica.
Na mineralizacio, o substrato absorvido é quebrado em moléculas menores que,
posteriormente, serao metabolizadas por reagdes que geram energia.

Consequentemente, a biomassa da populacdo aumenta as custas do substrato e a
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concentracao deste diminui consideravelimente com a expans&o da populagio

microbiana.

As populagbes de microrganismos degradadores de pesticidas representam
uma pequena fragdo da populacdo total. Partindo-se do principio de gue as
populacdes microbianas capazes de metabolizar um determinado xenobidtico sdo
encontradas em baixa frequéncia, estratégias especiais de isolamento devem ser
adotadas para maximizar as chances de sucesso. S&o coletadas amostras de
solos, agua, sedimenios ou outras areas contaminadas onde possam existir
microrganismos degradadores. Um caminho rapido e direto € partir para o
isolamento seletivo de um determinado grupo de microrganismos, que ja tenham
sido testados como potentes agentes degradadores. A comunidade microbiana, o
numero e tipos de microrganismos presentes num solo em particular dependem:
dos tipos de solo, pH, contetido de matéria orgéanica, cultivo, aeragdo e umidade.

ROQUE (2000) fez uso de meio mineral suplementado com diuron para
isolamento de microrganismos habitantes do solo de plantio de cana-de-acucar
que apresentaram capacidade de decompor aquele produto. Esse autor conclui
que solos provenientes da rizosfera de cana-de-agucar sdo os que apresentam o

maior numero de microrganismos promissores quanto a degradacao de diuron.

Como a biodegradacdo de muitos pesticidas tem sido aumentada na
presenca de raizes de plantas e exsudados de raizes (HSU & BARTHA,1979)
devido a grande biomassa e atividade microbiana, em funcdo de substratos de
carbono fornecidos pela rizodeposicdo, € possivel, sem dlvida, amostrar solos
rizosféricos a procura de microrganismos degradadores. Na rizosfera, analogos
estruturais de varios xenobidticos presentes em exsudados, componentes de
paredes ceiulares e lisados, assim como produtos secundarios da decomposi¢do
desses materiais, podem ser seletivos para microrganismos que metabolizam ou
cometabolizam estes compostos xenobidticos.

HSU & BARTHA (1979) relataram que a presenga de plantas ou a irrigacéo
de solo com exsudados de raizes aumentaram a taxa de mineralizacdo do
principio ativo paration em comparacéco a solo n&o cultivado. Em outro estudo
(SANDMANN & LOOS, 1984), encontraram taxas mais elevadas de
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microrganismos degradadores de 2,4-D em solos da rizosfera de sua planta do
que em solos ndo-rizosféricos. Os autores explicam que os degradadores de 2,4-D

parecem ter sido seletivamente favorecidos na rizosfera de cana-de-agucar.

Altas concentracdes no solo podem tornar um produto biodegradavel em
persistente. Por exemplo, alacloro na dose de 3,36 Kg i.a/ha teve uma vida
média de 24 semanas (SHARP, 1988). Entretanto, alacloro em altas
concentragtes (100 a 1000ug/mL) se mostrou persistente no solo (FELSOT &
DZANTOR, 1990).

Ha evidéncias que o tempo de residéncia do residuo de um pesticida no
solo influencia sua persisténcia. Quanto mais tempo apds sua aplicacdo, mais
resistente ele se torna para degradagédo (BOLLAG, 1992). Essa resisténcia pode
ser resultado da redistribuic@o do herbicida de fracos para fortes sitios de ligac&o
ou incorporacao lenta do produto ao humus. Os complexos mais persistentes
resultam de ligacdes covalentes do produto ao material quimico.

Mesmo aplicacbes continuadas de pesticidas analogos com moléculas
estruturalmente similares podem induzir & degradacdo acelerada de outros
compostos. A capacidade de populagdes microbianas que apresentem
degradacao acelerada relativa a um composto degradarem um composto similar
tem sido chamada de adaptacéo cruzada. (RACKE & COATS, 1990).

2.9. O diclosulam

A molécula do diclosulam se apresenta como N-{2 6-diclorofenol}-5-etoxi-7-
fluoro(1,2.4)triazolo-[1,5¢]-pirimidina-2-sulfonanilida, sendo um herbicida do grupo
Triazo pirimidina sulfonanilida (RODRIGUES & ALMEIDA, 1998). A Figura 2

contém a formula estrutural da molécula,
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citH 0

— Cl ﬁ N\N)%

OCH2CHs

Figura 2. Férmula estrutural do diclosulam.

Caracteristicas do produto puro:

Solubilidade em agua:

Press&o de vapor:
pKa:

Temperatura de decomposi¢ao:

Caracteristicas do produto formulado:

Concentragao:

Inflamabilidade:
Corrosidade:

Estabilidade de armazenagem:

Gormulagdo:

Classe toxicoldgica:

124ug/mL apH 7,0,
117 ug/mbl a pH 5,0
5x 10" mmHga25 C
4.09

218°C

42 g de produto comercial/ha (35 g
de ingrediente ativolha em pos

plantio e pré emergéncia total).
nao inflamavel

Nao corrosivo

estavel sob condigdes normais de
armazenamento.

granulos dispersiveis em agua

Il (altamente tdxica)
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Esse produto sistémico aplicado ao solo PPI/Pré (pré-plantio incorporado ou
pré emergéncia), no plantio direto e convencional € indicado para o controle de
plantas daninhas de folhas largas, inibindo a enzima acetolactato sintase (ALS).
Esta enzima, que ocorre em todas as partes das plantas, atua na sintese de
alguns aminoacidos essenciais para © desenvolvimenio das mesmas. O
diclosulam atua nas plantas daninhas apés ser absorvido e transladado para os
pontos de crescimento (meristemas) localizados tanto na parte aérea como nas
raizes. Durante o processo de germinacéo e emergéncia, as plantulas absorvem o
herbicida pelas raizes, pelo cauliculo e pelos cotilédones, que entram em contato
com as moléculas do herbicida que estio disponiveis no solo. Muitas plantas
sensiveis ao produto chegam a emergir, mas estas, ao iniciarem o processo de
desenvolvimento ou crescimento vegetativo, j& apresentam sintfomas ou danos
bastante acentuados e morrem ap6s alguns dias; algumas plantas nem mesmo
emergem (DOW AGROSCIENCES, 1999).

Esse herbicida no Brasil tem sido usado em lavouras de soja para o
controle de plantas daninhas. Assim como outros produtos utilizados para esse
controle (imazaquin e imazethapyr), o diclosulam apresenta longo efeito residual
(BRIGHENTI et ai., 2002).

YODER et al. (2000), quando trabalharam com 0s nove diferentes solos dos
trés diferentes paises (Estados Unidos, Brasil e Argentina) para avaliar a taxa de
degradacdo e os produtos formados apés aplicacdo de diclosulam, obtiveram
resultados em condi¢cbes de laboratdrio que mostraram que o diclosulam se
degrada rapidamente, apresentando um DTs médio menor que 30 dias. Os
resuftados obtidos no campo levaram os autores a afirmar que as modificacdes
naturais {radiacdo solar, umidade e temperatura) contribuem para dissipacido do
diclosulam e que o0 acumuio desse produto no meio ambiente € pouco provavel.
No gue diz respeito aos produtos terminais encontrados, os autores relataram a
presenca de CO: mineralizado e residuo ligado, denire os solos estudados
constataram que em Cascavel, apds 140 dias, existia 30,8% de residuoc de
diclosulam, 43,4% ligado e 1,9% Co, e em Londrina 13,5%, 50,3% e 8,9%

respectivamente.
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Segundo ZABIK et al. (2001), a degradagéc do diclosulam foi rapida com
meia-vida de 13 a 43 dias em quatro localidades estudadas nos Estados Unidos. A
rapida degradacao e o aumento da adsor¢géo no solo com o passar do tempo €
resultado da baixa persisténcia e mobilidade desse composto. Os parametros
ambientais que podem influenciar na degradacdo do diclosulam no solo

aparentam ser pela atividade microbiana e degrada¢ao hidrolitica (pH>7).

BRIGHENT! et al. (2002), avaliando o efeito residual dos herbicidas
imazaquim, imazetapir e diclosulam na cultura do girassol em sucessao ao cuitivo
da soja, constataram que o girassol semeado acs 90 e aos 75 dias apbs a
aplicac&o do imazaquim e do imazetapir na cultura de soja (respectivamente), ndo
apresentou sintomas de fitotoxicidade. Por outro lado, a aplicacio de diclosulam
causa reducdo total da produtividade de girassol nas duas épocas de semeadura.
A lesdo causada pelos herbicidas ao girassol, observada na produtividade da
cultura, € maior em ordem decrescente de fitotoxicidade para os herbicidas

diclosulam, imazaquim e imazetapir.

A EMPRAPA (1999) recomenda um periocdo minimo de dezoito meses entre
sua aplicac&o e a semeadura do girassol.

Segundo boletim técnico Dow (1998) a plantacdc de soja depois de ter
recebido o diclosulam como herbicida nao podera ser rotacionada com as
seguintes culturas de outono, plantadas imediatamente apos a colheita: mitho,
girassol, sorgo e brassicas. O girassol podera ser plantado 18 meses apds a

colheita da soja.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os trabalhos de pesquisa desta tese foram realizados nos laboratorios de
Anadlises de Residuos de Pesticidas e Biotecnologia de Processos do Centro
Pluridisciplinar de Pesguisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) da
UNICAMP, localizado na Rua Alexandre Cazelatto 999, Vila Betel — Paulinia, no
Estado de S&o Paulo.

3.1. Composto estudado

O composto estudado para esta tese foi o diclosulam, comercializado pela
Dow AgroSciences Industria Ltda., com o nome Spider 840 GRDA. Esse &
utilizado como herbicida pds e pré emergente em cultura de soja.

3.2. Solos amostrados

As amostras de solos utilizadas para isolamento de microrganismos foram
coletadas pelos agronomos da Dow AgroSciences Ind. Lida. em trés diferentes

regides que fazem uso freqlente do Spider 840 GRDA, a saber:

a) Uberlandia Minas Gerais
b) Londrina Parana
¢) Rondondpolis Mato Grosso

A Tabela 3 mostra as caracteristicas de cada um dos solos estudados .

Todas as regibes onde foram realizadas as coletas de solo receberam
aplicacdo do Spider 840 GRDA (diclosulam), em pods-plantio e pré-emergéncia
total, na concentracédo de 42 g de produto comercial/ha (35g de ingrediente
ativo/ha). Foram utilizadas duas porgdes do solo: das entrelinhas e da rizosfera da
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planta. Os solos amostrados foram analisados quanto a presenca de residuos de

diclosulam sendo que os resultados obtidos se encontram na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados analiticos das concentragfes de residuos de diclosulam nas amostras de
s0lo.

Localidade Amostra diclosulam (mg/Kg)
Uberlandia Rizosfera N.D.
Uberiandia Entre linhas N.D.
Uberiandia Mata virgem N.D.
Londrina Rizosfera N.D.
Londrina Entre linhas N.D.
Londrina Mata virgem N.D.
Rondonépolis Rizosfera <0,01
Rondondpolis Entre linhas N.D.
Rondondpolis Mata virgem N.D.

Anéalises realizadas pela Dow AgroSciences Inddstria Ltda.
N.D. (nZ0 detectado)

Microrganismos provenientes de amostras de solos de matas virgens das
trés regides, isto &, sem aplicacao do Spider 840 GRDA, também foram isolados.
As amostras de solo de entrelinhas foram coletadas nos primeiros 10 cm da
superficie, nas entrelinhas da cultura. A amostra utilizada correspondeu a uma
mistura de 6 sub-amostras de 1000g cada.

As amostras de solo correspondentes a rizosfera foram coletadas
removendo-se o solo aderido as raizes das plantas de soja. Foram colhidas 6 sub-
amostras cada uma constituida de 30 plantas.

As amostras de solo de mata virgem foram coletadas 10 cm abaixo da
superficie em areas de mata de vegetacéo natural proximas daguelas onde foram
coletadas as amostras das dreas cultivadas. Foram recothidas 6 sub-amostras de
1000 g de cada area estudada.

Todas as amostras coletadas foram acondicionadas em sacos plasticos
transparentes e enviadas para os laboratdrios do CPQBA/UNICAMP em caixas
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térmicas. O tempao decorrido entre a coleta e a chegada das amostras no CPQBA

variou de 24 a 32 horas, dependendo da facilidade de transporte de cada regi&o.

Cada uma das amostras plagueadas corresponde a uma homogeneizagao
e peneiramento das 6 sub-amostras coletadas em cada um dos pontos. No final
desse procedimento obteve-se amostras de 50 g cada, as quais foram mantidas
sob refrigeracéo (4°C).

Tabela 3. Caracteristicas dos solos utilizados no estudo.

Procedéncia do solo

Determinac@o Rondonopolis Londrina Uberlandia
% argila * 450 70,0 17,5
% silte * 12,5 23,1 4,9
% areia grossa ™ 23,2 2.5 38,3
% areia fina * 19,3 4.4 39,3
% areia total* 42 5 69 776
matéria organica ** 34 31 17
pH ™ 55 5,1 5,1
Fosforo resina (mg/dm?®) ** 38 49 26
Potassio {(mmol. /dm?) ** 4,4 4.1 2.1
calcio (mmol, /dm®) 33 38 17
Magnésio (mmol, /dm?) ** 11 12 7
ac. Potencial (mmol. /dm?) ** 28 42 25
soma bases (mmol /dm®) ** 48 4 54,1 26,1
cap. Troca cat (mmol, /dm?) ** 76,2 96,4 51,1
sat. Bases (%) ** 64 56 51
boro (mg/dm?) =* 0,30 0,26 0,19
cobre (mg/dm?®) ** 1.8 12,1 0,8
ferro (mg/dm?®) = 30 19 46
Manganés (mg/dm?®) ** 2,1 154,8 2.4
zinco (mg/dm®) * 47 1,8 1,1

* Andlises realizadas pelo JAC ~ Centro de Solos e Recursos Agroambientais — Laboratério de
Fisica do Solo.

** Analises realizadas pelo IAC — FUNDAG
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3.3. Isolamento dos microrganismos

A técnica relatada a seguir foi utilizada para cada uma das 9 amostras
coletadas. 10 g de amostra foram transferidas para frasco Erlenmeyer contendo
90 mi de agua destilada estéril. Estes microrganismos foram incubados por 30
minutos a 150 + 5 rpm em shaker giratorio para que todos os microrganismos
aderidos as particulas de solo fossem recuperados. Desse frasco foram feitas
diluicbes em agua esterilizada até que a diluigdo10°fosse atingida.

As diluigdes 10%, 10, 10* e 10° foram transferidas para placas contendo os
sequintes meios de cultivo:
(a)  Meio Minimo : KH:PO4=0,36 g/L; KzHPO4 = 1,4 g/L; MgS04 = 0,25
g/L; KCI=0,02 g/L; NaCl = 0,2 g/l; NH4Cl = 0,75; Agar = 20 g/L.
(b)  Meio Minimo + 10ug/mL de diclosulam.
(c) King’s B (para isolamento de bactérias fluorescentes): Peptona

10g/L; KH,PO4= 1,5 g/L; MgS04 = 1,5 g/L; Gliceral = 10 g/L; Agar =
20 g/L.

(d) King’s B + 10 ug/mL de diclosulam.
(e) Rosa de Bengala (para isolamento de fungo) - Difco — Artigo 218312.
(i Rosa de Bengala + 10 ug/mL de diclosulam.

A técnica utilizada foi a de espalhamento de 0,1 ml de suspens&o em cada
uma das placas com auxilio de alca de Drigalsky (plaqueamento em superficie).
Os microrganismos foram entdo incubados por 4 dias em estufa com temperatura
de 32+1°C.

3.4. Sele¢ao dos microrganismos potencialmente degradadores do
diclosulam

Nessa etapa do trabaiho o objetivo foi o de selecionar, entre as linhagens
isoladas, aquelas que tém capacidade de crescer na presenca de doses elevadas
do diclosulam. Para isso foram estudados os microrganismos que apresentaram
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crescimento em gualguer um dos trés meios, adicionados de diclosulam (minimo,

King's B & Rosa de Bengala).

Os microrganismos foram transferidos para o0s meios, os quais foram
originalmente isclados (minimo, King’s B e Rosa de Bengala) adicionados de 100
ug/ml. de diclosulam. Os que foram capazes de crescer a €ssa concentragao do
composto foram transferidos para © mesmo meio de origem, agora adicionado de
500 ug/mL de diclosulam. Os microrganismos foram incubados em estufas a 32 +
1°C por 4 dias.

As linhagens que foram capazes de crescer na condigdo de 500 e 100
pg/mbL de diciosulam foram transferidas para tubos inclinados contendo meio
King's B, crescidas por 24 horas em estufas a 32 + 1°C e, entdo, recobertas com

oleo mineral e conservados em geladeira a 4°C.

3.5. Utiliza¢&do do diclosulam como (nica fonte de carbono e nitrogénio
pelas linhagens selecionadas.

Nessa etapa do trabalho o objetivo foi determinar se as linhagens
selecionadas eram capazes de utilizar o diclosulam como dnica fonte de carbono e
nitrogénio.

Diclosulam como unica fonte de carbono: As fermentacbes foram
conduzidas, em ftriplicata, em frascos Erienmeyers de 250 mL de capacidade
contendo 20 miL de meio de fermentacio com a seguinte composicao: KHPO4 =
0,36 g/L; KoHPO4 = 14 g/, MgS0. = 0,25 g/L; KCI = 0,02 g/l.; NaCl = 0,2 git;
NH4Cl = 5 g/L, adicionados com 100 ug/mL de diclosulam. O indculo foi produzido
pela suspenséo em agua esterilizada, dos microrganismos crescidos em meio
King's B por 24 horas a 32°C. As células em suspensdo foram adicionadas em
volume igual a 10 ml nos frascos de fermentacdo. Os microrganismos foram
incubados até 144 horas a 32 °C /150 rpm.

Amostras foram retiradas nas horas 0 e 144 para determinacdo do
crescimento microbiano utilizando metodologia de massa celular. Analise da

massa celular produzida no indculo também foi realizada.
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Diclosulam como dnica fonte de nitrogénio: As fermentacbes foram
conduzidas, em ftriplicata, em frascos Erlenmeyers de 250 mbL de capacidade
contendo 90 mL de meio de fermentacéo com a seguinte composicdo: KHaPO4 =
0,36 g/L; KoHPO4 = 1,4 g/L; MgSO4 = 0,25 g/l.; KCI = 0,02 g/L; NaCl = 0,2 g/L;
Glicose = 20 g/lL, adicionados com 100 ug/mL de diclosulam. O indculo foi
produzido pela suspensdo em agua esterilizada, dos microrganismos crescidos
em meio Kings B por 24 horas a 32°C. As células em suspens@o foram
adicionadas em volume igual a 10 ml nos frascos de fermentacdo. Os
microrganismos foram incubados até 144 horas a 32 °C /150 rpm.

Amostras foram retiradas nas horas 0 e 144 para determinagéo do
crescimento microbiano utilizando metodologia de massa celular. Analise da
massa celular produzida no inéculo também foi realizada.

3.6. Avaliagao da degradacao do diclosulam por cometabolismo

O objetivo dessa fase foi a de determinar se as linhagens selecionadas
eram capazes de utilizar o diclosulam por cometabolismo, isto &, utilizar a
molécula sem que ocorresse ganho de energia ou crescimento para o
microrganismo. Para isso as fermentacdes foram conduzidas em meio contendo,
além de uma fonte de carbono e nitrogénio, o diclosulam.

As fermentagdes foram conduzidas, em triplicata, em frascos Erlenmeyers
de 250 mL de capacidade contendo 90 mi de meio de fermentacdo com a
seguinte composicdo: KHPO, = 0,36 g/l.; KoHPO4 = 1,4 g/L; MgS0O4 = 0,25 giL;
KCIl = 0,02 g/L; NaCl = 0,2 g/L; NH4CI = 5 g/l. com adigéo de 20 g/L de glicose, 5
g/l de exirato de levedura e 100 ug/mL de diclosulam. O indculo foi produzido pela
suspensao em agua esterilizada, dos microrganismos crescidos em meio King's B
por 24 horas a 32°C. As células em suspensio foram adicionadas em volume
igual @ 10 ml nos frascos de fermentacéo. Os microrganismos foram incubados até
144 horas a 32 °C /150 rpm.

Amostras foram retiradas no tempo 0, 24, 48 e 72 horas para a
determinacdo de massa celular, concentragdo de diclosulam e concentracdo de
glicose.
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Para avaliar a capacidade de degradacao de diclosulam de cada linhagem,
foram utilizados os seguintes parametros: Massa celular produzida (MCP), Massa
de glicose consumida (MGC), Massa de diclosulam degradado (MDD),
Rendimento em célula (Yxs), Velocidade de degradacio de diclosulam (VDD) e
Degradacdo especifica de diclosulam (DED) Estes parametros foram
determinados através de balanco de massa, onde cada Erlenmeyer fol pesado
vazio (FV), com meio ap6és esterilizacao (FAE), apos inoculagao (Fl) e no final da
fermentacéo (FF). Com esses dados e as concentragdes de glicose e diclosulam
no inicio € no final do ensaio, @ a concentracdo de células no indculo e no final do
ensaio, foi possivel calcular esses parametros, como descrito na Tabela 4. Para
efeito de calculo da velocidade de degradacdo do diclosulam, foi considerado
como tempo final de ensaio aquele que apresentou concentragéo de glicose igual
a zero. Nos casos onde o consumo de glicose ndo foi total, este tempo foi
considerado 72 horas.

Tabela 4. Definicdes dos pardmetros de desempenho das linhagens estudadas,

Simbolo Nomenclatura Equacéo Unidade
FV Massa do frasco vazio - G
FAE Massa do frasco com meio esterilizado - G
Fi Massa do frasco inoculado - G
FF Massa do frasco final - G
MM Massa de meio esterilizado FAE - FV G
mi Massa de indculo FI- FAE G
MF Massa de meio final FF -~ FV G
CiG Concentracio inicial de glicose - a/g
CFG Concentracao final de glicose - alg
MIG Massa inicial de glicose MM x CIG G
MFG Massa final de glicose MF x CFG G
MGC Massa de glicose consumida MIG - MFG G
CCi Concentracio de células no inéculo - g/g
CCF Concentragac de células final - gfg
MCi Massa de células indculo M x CClI G
MCF Massa de células final MF x CCF G
MCP Massa de células produzida MCF — MC! G
CDi Concentracdo de diclosulam inicial - mg/g
CDF Concentracao de diclosulam final - mg/g
MDi Massa de diclosulam inicial MM x CDI G
MDF Massa de diclosulam final MF x CDF G
MDD Massa de diclosulam degradado MDF — MDI Mg
TTE Tempo total de ensaio - H
Ys Rendimento em célula MCP - MGC a/g
vCD Velocidade da degradacio do diclosufam MDD + TTE mg/h
DED Degradagéo especifica do diclosulam MDD + MCP g/g MS
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3.7. Crescimento das linhagens em diferentes fontes de carbono

Nessa fase do trabalho foi testada a capacidade das linhagens
selecionadas de crescerem em duas diferentes fontes de carbono: frutose e
sacarose.

As fermentacdes foram conduzidas, em triplicata, em frascos Erlenmeyers
de 250 mlL de capacidade contendo 90 mL de meioc de fermentacido com a
seguinte composicdo: KH,PO4 = 0,36 g/L; KoHPO4 = 1,4 g/, MgS04 = 0,25 g/l
KCIl = 0,02 g/l.; NaCl = 0,2 g/L; NH4Cl = 5 g/L + 20g/L de sacarose no caso do
teste para esse acucar. O mesmo protocolo foi seguido no caso da fermentacéo
conduzida com frutose, em que 20 g/l. desse acucar foi adicionado em lugar da
sacarose. O indculo foi produzido pela suspensdo em agua esterilizada, dos
microrganismos crescidos em meio King's B por 24 horas a 32°C. As células em
suspensdo foram adicionadas em volume igual a 10 mL nos frascos de
fermentacéo. Os microrganismos foram incubados até 144 horas a 32°C /150 rpm.

Amostras foram retiradas nos tempos 0O, 24, 48, 72 horas para
determinacao de concentracdes de sacarose e frutose em seus respectivos meios

e massa celuiar.

3.8. Otimiza¢do do meio de produgéo de biomassa.

Para a otimizagdo do meio de produgéo, utilizou-se a metodologia de
planejamento experimental fatorial de dois niveis: completo e configuragdo tipo
estrela. As variaveis estudadas foram: (@) concentracio de sacarose e (b) extrato
de levedura, sendo a variavel resposta a produgao de massa celular. As faixas das
variaveis estudadas estdo descritas na Tabela 5.
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Tabela 5. Faixa das varaveis estudadas.

Variaveis -1 0 +1
Sacarose 20 g/L 30 g/l 40 git.
Extrato de levedura 3g/l 59/l 7 g/l

A Tabela acima mostra os ensaios realizados segundo a metodologia de

planejamento experimental.

Tabela 6. Descricdo dos ensaios segundo metodologia de planejamento fatorial de dois niveis:
completo e configuracio estrela.

Ensaio Codificado Descodificado
Sacarose Extrato Levedura Sacarose Extrato Levedura
(g/L) (g/L)
1 +1 +1 40 7
2 +1 -1 40 3
3 -1 +1 20 7
4 -1 -1 20 3
5 0 0 30 5
8 0 0 30 5
7 0 0 30 5
8 +1,41 0 44 1 5
9 -1,41 0 15,9 5
10 0 +1,41 30 7,82
11 G -1,41 30 218

As fermentacgbes foram conduzidas em frascos Erlenmeyers de 500 mL de
capacidade contendo 190 mlL de meio de fermentacido basal com a seguinte
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composicdo: KH:PO4=0,36 g/L; KocHPO4, = 1,4 g/l; MgSO. = 0,25 g/L; KCI = 0,02
g/L; NaCl = 0,2 g/L; NH4Cl = 5 g/L. As quantidades de sacarose e exirato de
levedura foram adicionadas seguindo as concentragdes descritas na Tabela 6.

O indculo foi preparado pela suspensdo em agua esterilizada, dos
microrganismos crescidos em meio King's B por 24 horas a 32°C. As suspensdes
foram adicionadas em volume igual a 10 mL nos frascos de fermentagdo. Os
microrganismos foram incubados por 24 horas a 32°C/150 rpm. Amostras foram
retiradas no final do ensaio para a determinacdo de massa celular produzida e
concentracdo de glicose, frutose e sacarose. Os resultados obtidos foram
analisados através do método de superficie de resposta, utilizando o programa
STATISTIC 5.0

3.9. Teste em reator de bancada

Esse teste foi conduzido com a linhagem que apresentou os meilhores
resuitados quanto a capacidade de degradar o diclosulam nas efapas anteriores
desse estudo. Para este ensaio foi utilizado um reator de vidro com capacidade de
6 litros, com sistema de agitacdo mecéanico. O controle de temperatura foi feito por
recirculacdo de agua no interior do reator proveniente de um banho
termostatizado. O fluxo de ar foi mantido manualmente através da manipulacéo de
uma valvula acoplada a um rotametro.

A etapa de obtencdo do indculo foi conduzida em 2 fases. O primeiro
indculo foi produzido pela suspensdo em agua esterilizada, do microrganismo
crescido em meio King's B por 24 horas a 32°C. A suspens&o foi adicionada em
volume igual a 10 mL em 5 frascos Erlenmeyer contendo 100 ml. de meio de
fermentacdo com a seguinte composicdo: 40 g/l de sacarose e 5 g/l de exirato de
levedura. Os microrganismos foram incubados em “shaker” rotatério a 150 rpm e
32°C por 16 horas. A partir da obtengdo do crescimento nos 5 frascos de
fermentagao foi produzido um unico indculo atingindo um volume final de 500 mL.
A transferéncia do indculo para o reator foi feita com auxilio de uma bomba
peristaltica com volume de meio de 5000ml. com a seguinte composicdo: KH.PO4
=0,36 g/L; KoHPO4 = 1,4 g/L; MgS04 = 0,25 g/L; KCi = 0,02 g/l.; NaCl = 0,2 g/L;
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NH4Cl =5 g/l. 40 g/l de sacarose e 7 g/L de extrato de ievedura. As condicdes de
fermentacdo foram: a vazéo de ar 5,5 Limin, 32°C, 250 rpm por 24 horas.
Amostras foram recolhidas em intervalos de 1 hora para a determinagdo de

sacarose, glicose, frutose e massa celular.

3.10. Identificacdo das linhagens

Foram identificadas 4 das linhagens isoladas. Com intuito de se tentar
identificar as linhagens langou-se mao de dois diferentes métodos: um
independente das condicGes de cultivo (sequenciamento de fragmentos do gene
rRNA 168) e o outro dependente das condicdes de cultivo (perfil da composicéo
de acidos graxos). O primeiro foi realizado pela Divisdo de Recursos Microbianocs -
CPQBA/UNICAMP e o segundo EMBRAPA - Meio Ambiente - Laboratério de
Microbiologia Ambiental - Jaguaritina - SP.

3.11. Metodologia analitica

3.11.1. Dosagem de diclosulam

As analises de diciosulam em meios de cultura e agua foram realizadas em
um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia nas seguintes condicdes:

Bomba isocrética: HP-1500

Detector Shimatze Ultra violeta: A=254 nm

Coluna: Phenomenex, Luna C18, 5u
Eluente: acetonitrita/fagua 90:10 e 1% de

acido acetico

Fluxo: 0,5 mLfmin
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Tabela 11. Nimero de coibnias selecionadas das amostras provenientes de Londiina, capazes de

crescer nas concentrages de 10, 100 e 500 ug/mi. de diclosulam.

Rizosfera
eiodengem_ 10FoL " 00wt s00 vt
Minimo 32 6 0
King’s B 210 33 nao testado
Rosa de Bengala 13 13 nao testado
Entrelinhas
weio deorigem 0L et 00wt
Minimo 25 8 1
King's B 119 21 néo testado
Rosa de Bengala 25 17 nao testado
Solo virgem
oo de tgem _J0peL T mL S0t
Minimo 12 6 3
King's B 21 9 n&o testado
Rosa de Bengala 20 4 nao testado

Observa-se pela Tabela 10 que para a localidade de Uberlandia 16 coldnias

de solo da rizosfera foram capazes de crescer em mei¢ suplementado com 500

ug/ml. de diclosulam, das quais 4 foram escolhidas aleatoriamente para serem

testadas. Pela Tabela 11, nota-se que nenhuma colbnia isolada do soio da

rizosfera da localidade de Londrina cresceu em meic suplementado com 500

pg/mL de diclosulam. No entanto, 6 colbnias cresceram em meio suplementado

com 100 ug/mL de diclosulam, sendo, entdo, 3 delas selecionadas aleatoriamente

para serem testadas. Este procedimento teve como objetivo possibilitar que

linhagens isoladas das 3 regides fossem testadas.
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Tabela 12. Namero de colbnias selecionadas das amostras provenientes de Rondonopolis,
capazes de crescer nas concentracdes de 10, 100 e 500 pg/mL de diclosulam.

Rizosfera
oio e origom o1l Toeyinl ™ Sttt
Minimo 61 12 3
King's B 42 6 nao testado
Rosa de Bengala 12 8 nao testado
Entrelinhas
oo deorgem _ jopeL it s0o vt
Minimo 95 9 0
King’s B 123 6 N&o testado
Rosa de Bengala 6 2 Nao testado
Solo virgem
weio e orgem _JopeL et o0rg
Minimo 53 12 5
King’'s B 40 12 Nao testado
Rosa de Bengala 9 8 N&o testado

Conforme a Tabela 12, observa-se que 3 colbnias isoladas de solo da

rizosfera da localidade de Rondonépolis foram capazes de crescer em meio

suplementado com diclosulam em concentragdo de 500 ug/mL, sendo todas elas

selecionadas para serem testadas.
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4.3. Teste de assimilagao do diclosulam

4.3.1. Diclosulam como Unica fonte de carbono

A Tabela 13 mostra os resultados da concentragdo de massa celular no
indculo, no final da fermentacdo, e a massa celular produzida para cada linhagem

testada, em meio cuja Unica fonte de carbono disponivel foi o diclosulam.

Tabela 13. Resultados médios de crescimenio microbiano em meios contendo diclosulam como
Gnica fonte de carbono.

Linhagem Massa celuiar Massa celular Massa produzida
indculo (g/l.) final (g/L) {g)
Uberlandia L1 (UL1) 0,0024 0,00021 -0,00165
Uberlandia L2 (UL2) 0,0028 0,00024 -0,00024
Uberlandia L3 (UL3}) 0,0021 0,0001¢ -0,00079
Uberlandia L4 (UL4) 0,0024 0,00023 0,0004%
Londrina L1 (LL1) 0,0028 0,00022 -0,00423
Londrina L2 (LL2) 0,0030 0,00026 -0,00198
Londrina L3 (LL3) 0,0027 0,00025 0
Rondondpolis L1 (RL1) 0,0029 0,00026 -0,00124
Rondonépolis L2 (RL2) 0,0023 0,00024 0,00250
Rondonédpolis L3 {RL3) 0,0028 0,00026 -0,00260

Observa-se, pelos resultados contidos na Tabela 13, que a produgio de
massa celuiar foi negativa para praticamente todas as linhagens. Este fato pode
ser explicado dada a precis&o da metodologia utilizada, que provaveimente nao
possuia sensibilidade suficiente para detectar o aumento da massa celular, ja que
esta, se existiu, foi muito pequena devido & baixa concentracdo da fonte de
carbono (diclosulam). Desta forma ndo se pode afirmar que © microrganismo
cresce ou ndc com diclosulam como unica fonte de carbono.
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Para que essas duvidas pudessem ser eliminadas, escolheu-se de forma
aleatéria uma das linhagens (UL1) e repetiu-se esse ensaio 4 vezes, analisando a
concentragéo de diclosulam nos tempos 0, 48 e 96. Para comparagdo, o mesmo
ensaio foi realizado com meios contendo glicose. A Tabela 14 mostra os
resultados obtidos nesses ensaios.

Tabela 14. Concentragdo do diclosulam nos tempos 0, 48 e 96 horas de ensaio para o teste de
degradacio com a cepa UL1 em meios com e sem adicio de glicose.

Com adic¢do de glicose Sem adic¢io de glicose
Tempo Concentragao de diclosulam Concentragao de diclosulam
(ng/mL) (ng/mL)
(1))
0 31,54 66,20
0 39,02 74,90
0 27,69 66,82
0 22,69 69,59
Média 30,24 69,38
48 21,56 77,64
48 22,86 69,96
48 16,33 70,10
48 13,82 84,33
Média 18,64 75,50
96 16,84 69,38
96 18,21 74,76
96 17,32 76,04
96 16,19 72,51
Média 17,14 73,17

Apesar de se observar variacbes nas repeticdes, nota-se que as
concentracbes médias de diclosulam nos ensaios realizados com adigdo de
glicose sofreram uma redu¢é&o com o decorrer do tempo de ensaio, o que nao foi
observado nos ensaios sem glicose. Esse fato nos permite afirmar que a linhagem
UL1 ndo utiliza o diclosulam como fonte de carbono, mas tem capacidade de
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degradacdo do mesmo quando cresce em meio com fonte de carbono e

nitrogénio, indicando assim uma degradacéo cometabdlica.

4.3.2. Diclosulam como unica fonte de nitrogénio

A Tabela 15 mostra os resultados da concentracdo de massa celular no
inbeulo no final da fermentacio e a massa celular produzida para cada linhagem

testada, em meio cuja unica fonte de nitrogénio disponivel foi o diclosulam.

Tabela 15. Resultados de crescimento microbiano em meios contendo diclosulam como Gnica fonte
de nitrogénio .

Linhagem Massa celular Massa celular Massa produzida
inéculo (g/L) final (g/L) {g)
Ubertandia L1 (UL1) 0,0024 0,00016 -0,00680
Uberlandia L2 (UL2) 0,0028 0,00021 -0,00567
Ubertandia L3 (UL3) 0,0021 0,00021 0,00120
Uberlandia L4 (UL4) 0,0024 0,00004 -0,01900
Londrina L1 (LL1) 0,0028 0,00019 -0,00797
Londrina L2 (LL2) 0,0030 0,00010 -0,01940
Londrina L3 (LL3) 0,0027 0,00012 -0,00438
Rondondpolis L1 (RL1) 0,0029 0,00022 -0,00587
Rondonépolis L2 (RL2) 0,0023 0,00022 C,00010
Rondonopolis L3 {(RL3) 0,0028 0,00018 -0,00905

Assim como para o ensaio que envolveu a utilizacdo de diclosulam como
unica fonte de carbono, no ensaio acima descritc ndo houve deteccdo de
crescimento celular para todas as linhagens estudadas, uma vez que o0s dados
foram de ordem negativa. Esse fato foi associado & falta de precisdo da
metodologia utilizada, que provavelmente nao possuia sensibilidade suficiente

para detectar o aumenio da massa celular, ja que esta, se existiu, foi muito
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pequena devido a baixa concentracdo de fonte de nitrogénio (diclosulam).
Portanto, ndo se pode afirmar que os microrganismos crescem oOu nao com
diclosulam como unica fonte de nitrogénio. No entanto, com os dados da Tabela
14, observa-se que a linhagem UL1 mostra capacidade de degradac&o ou
acumulo de diclosulam guando crescida em meio com outras fontes de carbono e
nitrogénio. Dessa forma, 0s ensaios realizados depois foram direcionados de
maneira a incrementar este tipo de degradacéo, ou seja, realizar a degradacgao do
diclosulam por cometabolismo.

4.4. Avaliacdo de desempenho das linhagens na biodegradacdo de
diclosulam através de cometabolismo

Os testes foram conduzidos com 10 diferentes linhagens, sendo 4 linhagens
provenientes da regido de Uberlandia, 3 da regido de Londrina e 3 da regido de
Rondondpolis.

Desempenho das linhagens provenientes da regido de Uberlandia

As Figuras 3, 4 e 5 mostram os perfis da concentracdo de glicose, massa
celular e diclosulam em fung¢é@o do tempo de fermentacdo para as linhagens UL1,
UL2, UL3 e UL4.
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Figura 3. Perfis da concentracéo de glicose em fungio do tempo de fermentacao para as linhagens
iscladas da localidade de Uberlédndia.
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Figura 4. Perfis da concentracio de massa celular em fungéo do tempo de fermentagio para as
linhagens isoladas da localidade de Uberlandia.

60

Diclosulam {mgil.)
A
[~

T T T T T s T ]

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h}

l—omuu —W— UL ~&—UL3 ——UL4 ]

Figura 5. Perfis da concentragdo de diclosulam em funglo do tempo de fermentacdo para as
linhagens isoladas da localidade de Uberlandia.
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Observa-se pelas Figuras 3, 4 e 5 que os perfis de concentracéo de glicose,
massa celular e diclosulam em funcéo do tempo de fermentacdo mostram-se
diferentes para cada linhagem estudada. No entanto, nota-se um fato em comum
a todas as linhagens. Existe um consumo acentuado de diclosulam nas primeiras
24 horas de ensaio, ficando praticamente constante apos este tempo. Outro fato
em comum a todas as linhagens estudas & que existe 0 consumo da glicose e do
diclosuiam de forma simultanea.

Desempenho das linhagens provenientes da regido de Londrina

As Figuras 6, 7 e 8 mostram os perfis da conceniragédo de glicose, massa
celular e diclosulam em funcéo do tempo de fermentacio para as linhagens LL1,
LL2e LL3.
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Figura 6. Perfis da concentracio de glicose em fungéo do tempo de fermentacio para as linhagens
isoladas da localidade de Londrina.
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Figura 7. Perfis da concentragdo de massa celular em funcdo do tempo de fermentagdo para as
linhagens isoladas da localidade de Londrina.
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Figura 8. Perfis da concentragio de diclosulam em fungio do tempo de fermentagdo para as
linhagens isoladas da localidade de Londrina.
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Pelos resultados contidos nas Figuras 6, 7 e 8 observa-se gue 0 mesmo
comportamento para as concentracfes de diclosulam obtido para as linhagens
isoladas da localidade de Uberlandia foi observado para as linhagens LL2 e LL3
isoladas da localidade de Londrina. Somente a linhagem LL1, apesar de maostrar
um maior consumo de glicose e producdo de massa celular, degradou uma menor
guantidade de diclosulam quando comparado as outras linhagens.

Desempenho das linhagens provenientes da regido de Rondondpolis

As Figuras 9, 10 e 11 mostram os perfis da concentra¢éo de glicose, massa
celular e diclosulam em funcao do tempo de fermentacao para as linhagens RLA1,
RL2 e RL3.
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Glicose {g/L}
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Figura 9. Perfis da concentragdo de glicose em fungéo do tempo de fermentagdo para as linhagens
isoladas da localidade de Rondondépolis.
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Figura 10 Perfis da concentracdo de massa celular em fungio do tempo de fermentacgéo para as
linhagens iscladas da localidade de Rondondpolis.
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Figura 11 Perfis da concentragdo de diclosulam em funcio do tempo de fermentacdo para as
linhagens isoladas da localidade de Rondonépolis.
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A linhagem RL1 apresentou uma alta velocidade de consumo de glicose,
acompanhado de crescimento celular acentuado nas primeiras 24 horas. Apds
esse tempo, com 0 esgotamento do substrato, a massa celular diminuiu indicando
gue as células entraram em processo de lise. Quanto & degradacéo do diclosulam,
além de pequena, somenie aconteceu enguanto houve crescimento celular. A
linhagem RL2 foi a Unica isolada da localidade de Rondondpolis que apresentou o
mesmo comportamento daquele apresentado pelas linhagens UL1, UL2, UL3,
UL4, LL2 e LL3 de Uberlandia e Londrina respectivamente.

Deve-se considerar, portanto, a hipotese de que 0s microrganismos apenas
acumulam o diclosulam na célula, sem degrada-lo.

Para determinar as linhagens de melhor desempenhc foram calculados
alguns parametros que auxiliam nessa tarefa. A Tabela 16 mostra os valores dos
parametros de desempenho das 10 linhagens estudadas.

Tabela 16. Valores dos pardmetros MCP (massa de células produzidas), MGC (massa de glicose
consumida), MDD (massa de diclosulam degradado), Yy (rendimento em céluia) VCD (velocidade
de degradagdo do diclosulam) e DED {degradacgio especifica do diclosulam) para as 10 linhagens
estudadas.

Parametros MCP MGC MDD Ys VCD DED
(9) (9) (mg) {g/g) (mg/h) (g/g MS)

Cepas

UL1 00283 0,78 4,80 0,0398 0,1997 0,1629
UL2 0,0275 0,75 5,00 0,0373 0,2086 0,1811
uL3 0,0502 3,27 7,10 0,0155 0,2971 0,1441
uL4 0,0859 0,82 8,40 0,1042 0,3495 0,0979
LL1 0,1398 0O 1,50 0,1534 0,0643 0,0114
LL2 0,113 0,48 5,70 0,2372 0,2386 0,0510
LL3 0,0436 0,29 4,20 0,1578 0,1737 0,0977
RL1 0,0886 4,10 2,60 0,0216 0,1084 0,0295
RL.2 0,0415 0,90 9,60 0,0467 0,2980 0,1761

RL3 0,0210 0,35 1,10 0,0815 0,0466 0,6785
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Pelos dados contidos na Tabela 16, observa-se que todas as linhagens
estudadas mostraram capacidade de degradar ou acumular o diclosulam quando
crescidas em meio contendo glicose como fonte de carbono e sulfato de ambénio e
extrato de levedura como fontes de nitrogénio. Nota-se, ainda, que houve uma
grande variagao nos valores dos parametros de desempenho. Para selecionar as
melhores linhagens, foram utilizados principaimente os parametros Massa de
diclosulam degradado ou acumulado (MDD), Velocidade de consumo do
diclosulam (VCD) e Degradac@o especifica do diclosulam (DED), por estarem
intimamente ligados ao objetivo deste trabalho. Além disso, buscou-se selecionar
pelo menos uma linhagem de cada uma das localidades avaliadas objetivando

obter linhagens adaptadas a cada tipo de solo caracteristico das regides.

lLevando-se em conta esses critérios, foram escolhidas para identificacao as
linhagens UL3, UL4, LL2, e RL2, sendo que a UL3 foi a que apresentou ¢ melhor
desempenho geral. Por esse motivo, a mesma foi utilizada nas etapas seguintes
do trabatho, pois pareceu ser 0 microrganismo mais promissor para ser utilizado
nessa aplicacao.
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4.5. ldentificagdo das bactérias

Conforme Anexo 1, segue o resultado do Relatdrio Técnico de analises
feitas no CPQBA/UNICAMP, que identificou as bactérias isoladas.

Tabela 17. [dentificac@io dos microrganismos selecionados.

AMOSTRA DADOS MORFOLOGICOS IDENTIFICAGAQ

UL3

UL4

LL2

RL2

Colbnia de coloragdo creme
translticida. Analise microscépica

Klebsiella sp
revelou cultura pura e presenca
de cocobacilos Gram negativos.
Coldnia de coloragdo creme
amarelada. Analise microscépica Sphingobacterium
revelou cultura pura e presenca
de cocobacilos Gram negativos. multivorum

Coldnia de coloraggdo branca
opaca. Andlise  microscopica
revelou cultura pura e presenca subsp. capitis
de cocos Gram positivos.

Staphylococcus capitis

Coldnia de coloracdo branca
transldcida. Analise microscépica
revelou cultura pura e presenca
de bastonetes Gram negativos.

Acinetobacter sp.

Analises por Cromatografia Gasosa para a identificacdo de bactérias

selecionadas foram realizadas na EMBRAPA - Meic Ambiente, por meio dos

acidos graxos encontrados na membrana celular depois de metiladas, tendo como

resultados:

UL3
UL4
LL2
RL2

Klebsiella

Acinetobacter sp. (Nao foi possivel identificar ao nivel de espécie)
Staphylococcus — epidermidis

Acinefobacter radioresistens
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46. Testes de crescimento das linhagens selecionadas em diferentes
fontes de carbono

4.6.1. Frutose

As Figuras 12 e 13 mostram, respectivamente, 0s perfis de concentragao de

frutose e massa celular em fungdo do tempo para as 4 linhagens selecionadas.

Frutose {g/l}

Tempo (h)

|-+-un_3 —%—UL4 ~&—L? —WRL2 }

Figura 12. Perfis da concentrago de frutose em fungéo do tempo de fermentacio.

Massa Celular {gil.)

Tempo {h)

|—0—-uz.s wili—UL4 —h—LL2 ——RL2 |

Figura 13. Perfis da concentracéo de massa celular em fungio do tempo de fermentacio.

Observa-se pelos perfis na Figura 12 que toda frutose foi consumida em
menos de 24 horas por todas linhagens estudadas. Nota-se na Figura 13 que apos
o término da frutose houve diminuicgdo da concentracdo de massa celular,
provavelmente devido a lise das células. Com base nesses dados, fica claro que
todas linhagens selecionadas foram capazes de crescer em meios contendo
frutose como Unica fonte de carbono.
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4.6.2. Sacarose

As Figuras 14 e 15 mostram, respectivamente, os perfis de concentracio de

sacarose e massa celular em fungdo do tempo de fermentacdo para as 4
linhagens selecionadas

Sacarose (gil}

Tempo (h)

]wuu i —UL4 —A—LL2 —M—RL2 |

Figura 14. Perfis da concentragdo de sacarose em fungdo do tempo de fermentacéo.
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Figura 15. Perfis da concentragédo de massa celular em fungdo do tempo de fermentacio.

Observa-se pela Figura 14 que a quantidade de sacarose residual foi muito
proxima de zero, mostrando que as 4 linhagens selecionadas foram capazes de
consumir sacarose. A Figura 15 mostra que, com exce¢éo da linhagem LL2, as
outras apresentaram o mesmo perfii de crescimento celular, atingindo a
concentracdo maxima em 24 horas de ensaio, coincidindo com ¢ esgotamento dos

acucares. Ja a linhagem LL2 atingiu o maximo apoés 48 horas.
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A seguir, as Figuras 16 e 17 mostram, respectivamente, os perfis de
concentracao de glicose e frutose em fungdo do tempo de fermentac@o para as 4
linhagens selecionadas.

Glicose (g/l.)

0 I H i ]
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Tempo (h)
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Figura 16. Perfis da concentragio de glicose em fungéo do tempo de fermentacéo.
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Figura 17. Perfis da concentracdo de frutose em funcao do tempo de fermentagéo.

Nas figuras 16 e 17 nota-se que as concentracbes residuais de glicose e
frutose foram, no maximo, de 0,6 gfl; sendo que a concentragadc maxima inicial de
sacarose era de 40 g/l.
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4.6.3. Sele¢ao da fonte de carbono a ser utilizada no meio de produgéao
de biomassa

Pelos dados contidos nos itens 4.6.1 e 46.2, observa-se que os
microrganismos s&0 capazes de consumir tanto a frutose quanto a sacarose. Por
ser um substrato de baixo custo e com grande disponibilidade no mercado
brasileiro, a sacarose foi escolhida como fonte de carbono para compor o meio de

producao de biomassa.

4.6.4. Selecao da fonte de nitrogénio do meio

Optou-se por frabalhar com extrato de levedura como fonte de nitrogénio.
Essa escolha, em detrimento ao sulfato de amonio, se baseou em dois fatores: a)
por ser uma matéria prima complexa, além de suprir ¢ meio com nitrogénio
aminico, este contém outros nutrientes e micronutrientes gque incrementam o
crescimento do microrganismo; b) o extrato de levedura, por possuir uma grande
guantidade de aminoécidos, acaba por transferir ao meio um maior poder tampéo,
auxiliando na manutenc@o do pH préximo de 6, indice em gue as linhagens
isoladas mostraram um bom crescimento.

4.6.5. Selecao da linhagem para testes de producéao

As 4 linhagens selecionadas apresentaram bom desempenho na
degradagdo de diclosulam e devem ser consideradas como alternativas de
produtos com potencial de aplicacdo. No entanto, para realizar os ensaios de
otimizagéo de meio € de producdo de biomassa em reator, escolheu-se somente a
linhagem UL3, j4 que esta mostrou uma maior velocidade de degradacdo do
diclosulam e uma quantidade de massa produzida satisfatoria.
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4.7.

Otimizacao do meio de produg¢ao de biomassa

A Tabela 18, mostra os resultados de massa celular obtidos nos 11 ensaios

de otimizac&o.

Tabela 18. Resultados obtidos das concentragtes de massa celular dos organismos selecionados.

Caodificado Descodificado

Sacarose | Extrato ]Sacarose| Extrato | Concentragio final Massa

Ensaio Levedura {g/l.) levedura Sacarose celular
(gil) {glL) (g/t)
1 +1 +1 40 7 0,57 0,69
2 +1 -1 40 3 24,93 0,21
3 -1 +1 20 7 0 0,35
4 -1 -1 20 3 2,11 0,31
5 0 0 30 5 0 0,59
6 0 o 30 5 0 0,60
7 0 0 30 5 0 0,64
8 +v2 0 44 10 5 14,37 0,60
9 ~2 0 15,90 5 0 0,29
10 0 +V2 30 7,82 0 0,53
11 0 -\2 30 2,18 18,22 0,19

Os dados contidos na Tabela 18 foram analisados utilizando-se o programa
de analise estatistica STATISTIC 5.0.
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A Tabela 19, mostra o resultado da analise de variancia para o ajuste de um
modelo linear pelo método dos minimos quadrados.

Tabela 19. Analise de variancia,

Fonte de variagdo Soma Quadratica Namerodeg.l. Média quadratica

Regressao 0,3260 5 0,065204
Residuos 0,00547 5 0,001094
Falta de ajuste 0,005404 3 0,001801

Erro puro 0,000067 2 0,0000335
Total 0,331491 10

Pelos dados contidos na Tabela 19, tem-se que a porcentagem de variacdo
explicada do modelo (r) € de 0,9835 e que a porcentagem maxima de variacio
explicavel é de 0,9998. O valor do teste F obtido para estes dados é de 59,59,
sendo que o valor tabelado para 95% de confianca é de 5,5, O parametro F
calculado é aproximadamentie 11,8 vezes ¢ valor de F tabelado. Portanto,
podemos afirmar que o0 modelo obtido € preditivo. Além disto, o modelo
matematico para a forma codificada apresentou um coeficiente de correlagéo
quadratico bastante satisfatério (0,9835) principalmente por se tratar de um

experimento envolvendo microrganismos.

O modelo quadrdtico na forma codificada € assim representado
matematicamente:

BMP=0.5967+0.0849xSAC-0.07916xSAC?+0.12529x EL-0.12191xEL%+0.11x SACx EL
Onde;
BMP Biomassa produzida (g/L)

SAC Concentracio de sacarose (codificada +1,41 a —1,41)

EL Concentracdo de Extrato de levedura (codificada +1,41 a ~1,41)
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Sendo este modelo vélido, pode-se utiliza-lo para avaliar o efeito das

variaveis estudadas sobre a variavel resposta.

A Figura 18. mostra a superficie de resposta gerada pelo modelo
codificado.

TN

Figura 18: Superficie de resposta descrifa pelo modelo quadritico codificado, relacionando a
concentracdo de sacarose e extrato de levedura no meio ufilizado na obtengio de massa celular.

Observa-se pela Figura 18 que a produgio de biomassa aumenta com 0
aumento da concentracdo de sacarose e extrato de levedura no meio fermentativo
e que existe uma interagdo entre elas. Com base nesses dados, optou-se por
trabalhar no biorreator com concentragtes de sacarose e extrato de levedura de
40 g/L e 7 g/L, por fornecer a melhor relagéo de custo de formulagdo de meio por
biomassa produzida.
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4.8. Producao de biomassa em biorreator

As Figuras 19, 20, 21 e 22 mostram 0s perfis da concentracac de sacarose,

glicose, frutose e massa celular respectivamente, no cultivo de Klebsiella,

utiizando sacarose como fonte de carbono nas condigbes: aeracdo = 1 vvm,

agitagdo = 150 rpm e temperatura = 32°C.

Sacarose (giL)
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Figura 19. Perfil da concentracio da sacarose em fungdo do tempo de fermentacio em biorreator
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Figura 20. Perfil da concentracdo de glicose em funcdo do tempo de fermentagdo em biorreator
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Figura 21. Perfil da concentragio de frutose em fungio do tempo de fermentagao em biorreator
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Figura 22. Perfil da concentracio de massa celular em func&o do tempo de fermentagdo em biorreator

Observa-se pela Figura 22 que a concenfracdo de biomassa atingiu o valor
maximo apds 5 horas de fermentacdo, caindo em seguida e se estabilizando a
valores proximas de 0,4 g/L. A queda na concentracdo de massa celular pode ter
ocorridc por causa da autdlise das células microbianas. Todavia, esse
comportamento ndo era esperado, pois existia ainda no meio uma grande
guantidade de sacarose. Mas podemos observar também que a queda na massa
celular ocorreu ao mesmo tempo em que a concentracéo de glicose e frutose caiu
para zero. Apesar de existir um consumo da sacarose, a concentracdo de glicose
e frutose permaneceu proxima de zero a partir da 6% hora de fermentagéo,
indicando que a velocidade de hidrolise da sacarose foi a etapa limitante do
processo do crescimento microbiano. O que ocorreu aparentemente no biorreator
foi uma primeira etapa onde a concentracdo microbiana era pequena e o consumo
de glicose e frutose também era baixo, sendo a velocidade de hidrdlise da
sacarose suficientemente alta para acumular glicose e frutose no meio. Nestas
condigdes, 0s microrganismos cresceram rapidamente e, consequentemente, o
consumo de glicose e frutose. Ao atingir uma determinada concentragéo, a
velocidade de consumo de glicose e frutose superou a velocidade de hidrolise da
sacarose, provocando uma falta destes acUcares, levando a morte uma parte da
populacdo, a qual atingiu o equilibrio em concentracdes celulares proximas a 0.4
g/L.

Esse fato limita a utilizacdo da sacarose como fonte de carbono na
producéo de biomassa desta linhagem. Por esta razéo, foi realizado um ensaio
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com o mesmo meio de fermentagdo, somente substituindo a sacarose pela glicose
no cultivo de Klebsiella nas condigbes: aeracdo = 1 vvm, agitacaoc = 150 rpm e

temperatura = 32°C, cujos resultados estdo mostrados nas Figuras 23 e 24.

Glicoss (gL}

14
Tempo (h)

Figura 23. Perfil da concentracio de glicose em fungao do tempo de fermentacio em biorreator

Massa celuiar {giL}

14

Tempo {h)

Figura 24. Perfil da concentragdo de massa celular em fungio do tempo de fermentacdo em
biorreator

Observa-se pelas Figuras 23 e 24 que o comportamento de producac de
biomassa e consumo de glicose foi muito mais coerente, apesar de nao se ter
atingido a concentracdo maxima de massa celular obtida no ensaio com sacarose.
No entanto, observa-se que neste experimento, a concentracdo de massa celular
no ponto zero horas é de aproximadamente 0,07 g/L, bem inferior & observada no
ensaio com sacarose, a qual atingiu valores proximos a 0,35 g/L. Considerando a
concentracao inicial de células e a maxima obtida em cada ensaio, cbserva-se que
Nno ensaio com sacarose a concentracdo cresceu 2,5 vezes e com glicose 55

vezes. O cultivo do microrganismo em meio contendo glicose como fonte de
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carbono, além de levar a uma producéo maior de biomassa, 0 comportamento
observado torma o conirole operacional do reator muito mais facil; portanto,
recomenda-se a utilizacdo de glicose em reatores industriais para a produgdo de

biomassa.
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5. PROPOSTA PARA UMA PLANTA DE PRODUCAO

Uma planta de producdo desse biocatalisador seria composta pelas

unidades de preparo do meio, de propagacao e de separagio e conservacio.

5.1. Preparo do meio

O meio de cuitivo a base de glicose e extrato de levedura devera ser
preparado em um tanque de diluicdo, passando em seguida por uma unidade de
esterilizac@o em linha, onde a temperatura do mesmo devera atingir 121°C por 15
minutos. Em seguida o mesmo sera resfriado em um ftrocador casco tubo
utilizando mistura hidro-alcodlica resfriada a —2°C como fluido refrigerante. O meio
estéril e frio sera entdo enviado para os biorreatores previamente esterilizados,

onde serdo inoculados.

5.2. Propagacéao

A unidade de propagacac sera constituida de dois tipos de tanques, um
semeador com volume igual a 10% do volume total do fermentador e o
fermentador onde se dara a producao de massa. O ar utilizado nestes tanques
serdo esterilizados por filtracio.

A cultura vinda do laboratéric em frascos apropriados sera transferida para
o0 semeador, onde 0 microrganismo ira se multiplicar até que o substrato do meio
seja todo consumido, sendo entdo transferido para os fermentadores contendo o

meio esterilizado.

Apods o crescimento da massa e o esgotamento do substrato, o material

contendo as células sera enviado para a unidade separadora.
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5.3. Separacao e conservagao

O material proveniente dos fermentadores ser@o centrifugados e lavados
em uma bateria de trés centrifugas ligadas em série. A massa recuperada sera
entdo enviada para liofilizadores, onde serdo desidratadas — o que permitira sua

conservacao ate adigao junto as sementes na hora do plantio.

A figura abaixo mostra o fluxograma do processo de producéo de biocatalisador.

Nutrientes | | go1ugdo hidro-alcodlica

Agua Agua
Vapor

SRR LR

P Produto | g—pmvan

PR

'{ Descarte

Condensado L

Retorno | I
A4
% % 11 I L1 1 T
- e e O s —
Ar v v v

Figura 25: Fluxograma esguematico da planta de producio de biccatalisadores
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5.4. Estimativa de producgio

Supondo que a guantidade de produto liofilizado adicionado a semente de
milho seja da ordem de 1% ou seja 1 g de produto para 100 g de semente, e que
sdo necessarios 20 kg de semente por hectare, para aditivar sementes para uma
area de 100.000 hectares, seria necessario produzir 20.000 kg de produto.

Tendo este valor como base, seria necessario uma pianta com as seguintes

dimensdes:

Base de calculo

Produgao anual 20.000 kg
Periodo de produgao 120 dias
Tempo de ciclo 15 horas
Concentragao final de biocatalisador em base seca 0,45 g/L
Resultados

Producgéo diaria 180 kg
Volume de meio fermentado 400.000 L
Numero de Fermentadores 4

Ciclos por dia 1.6
Volume dtil dos fermentadores 62.500 L
Volume total dos fermentadores 100.000 L
Volume dos semeadores 10.000 L
Volume de meio utilizado por dia 360.000 L
Glicose consumida por dia 10,8 ton
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5.5. Avaliagao prévia

Observa-se pelos dados de estimativa de produgdo que sendo ©
rendimento em células baixc, a quantidade de glicose consumida é bastante
elevada e o tamanho da planta cresce com a baixa concentracdo de células no
material fermentado. Portanto, estudos de otimizacdo de producgdo, visando
aumentar tanto o rendimento em massa como a concentragdo de massa final é de
fundamental importancia para tornar essa planta viavel economicamente, obtendo
um produto gue possa ser colocado no mercado a um preco satisfatorio. Caso
contrario, essa pratica se torna inviavel, pois, aumenta muito o custo de producéo
do milho.
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6. CONCLUSOES

¢ A comunidade de microrganismos (bactérias e fungos) encontrados nas
amostras de rizosfera e entrelinhas nas trés regides estudadas foi considerada
igual tanto nos meios adicionados de diclosulam como nos meios sem adicdo
desse produto.

e Foram encontrados microrganismos resistentes a até 500 ug/mL de

diclosulam nas 3 regides estudadas.

e Os solos amostrados indicaram ou uma flora microbiana bastante
resistente ao diclosulam ou esse produto ndo apresentou toxidez para a flora
microbiana instalada nos solos avaliados.

+ NZo houve crescimento celular para nenhuma das linhagens isoladas das
3 regides estudadas quando essas foram submetidas a crescimento em meios de
cultivo contendo o diclosulam como uUnica fonte de carbono ou de nitrogénio.
Todos 0s microrganismos testados so foram capazes de utilizar o diclosulam por

cometabolismo.

s As linhagens de bactérias que apresentaram melhor desempenho em
relacdo ao consumo de diclosulam, quando identificados por biclogia molecular,
apresentaram-se como: familia Enterobacteriaceae (cocobacilos Gram negativo);
Sphingobacterium multivorum (cocobacilos Gram negativo);, Staphylococcus
capitis subespécies capitis (cocos Gram positivo) e Acinetobacter sp. (bastonete
Gram negativo).
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¢ As quatro linhagens de bactérias apresentaram crescimento satisfatorio

quando se utilizou glicose, frutose e sacarose como fonte de carbono.

¢ Quando cultivado em meio contendo sacarose como fonte de substrato,
visando obter massa celular em biorreator, 0 microrganismo apresentou baixa
velocidade de hidrdlise da mesma, o que afetou seu desempenho, pois houve
limitacdo de crescimento e morte celular por falta de glicose e frutose no meio.

e Apesar da sacarose ser a fonte de carbono mais abundante e de baixo
custo, 0 usc da glicose se mostrou mais econdmico devido seu maior rendimento
em massa, obtido nos testes em biorreatores para produgéo do biocatalisador

» Foi possivel obter quantidade satisfatéria de biocatalisador com
rendimenios de 0,015 g de massa celular por g de glicose, utilizando-se
biorreatores agitados com taxa de aerago proximas a 1vvm (volume de ar por
volume de meio por minuto), agitacdo de 150 rpm e temperatura de 32°C,
utilizando-se meios de cultivo a base de glicose e exirato de levedura.

e Deve ser considerada a hipdtese de que ocorra um transporte do
diclosulam para dentro da célula do microrganismo quando esse composto &
adicionado no meio de cultivo. Assim, o diclosulam poderia ser apenas realocado,
o que nao o efiminaria do meio ambiente.
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7. SUGESTOES

Para trabalhos futuros sugerimos:

e Testar a aplicacdo do biocatalisador no campo, em culturas de milho
desenvolvidas nas entressafras de culturas de soja que tenham recebido varias
aplicagdes de diclosulam.

« Otimizar o processc de producdo do biocatalisador, utilizando-se outros

tipos de reatores de operacao mais simples, tais como o torre de botha que
consome menos energia.

+ Estudar a conservagao e aderéncia do biocatalisador na semente do
mitho.

« Utilizar meios de menor custo, tais como melago previamente hidrolisado.

¢ Otimizar o processo de producgdc do biocatalisador, trabalhando em
batelada alimentada ou mesmo com ciclos consecutivos, sem a necessidade de
producio de um indculo no laboratdrio para cada ciclo de producao.

71



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALEXANDER, M. Bicdegradation of Chemicals of Enviromental Concern. In
Science, 1981, v.211, p.132-211.

ALEXANDER, M. Biodegradation and Bioremediation. 2.ed. New York: Academic
Press, 1999, cap.11: Effect of Chemical Structure on Biodegradation, p.177-193.

ALVEY, S.; CROWLEY, D.E. Survial and Activity of an Atrazine-Mineralizing
Bacterial Consortium in Rhizosphere Soil. In Environmental Science & Technology,
1996, v.30, p. 1596-1603.

ANDERSON, J.P.E. Herbicide degradation in soil: influence of microbial biomass.
In Soil Biology & Biochemistry, 1984, v.16, p. 483-489.

ASPELIN, AL; GRUBE, AH.; TORLA, R. Pesticide industrial sales and usage
1990-1991 marked stimates. Washington: EPA, 1992.

BOLLAG, J.M. Decontarninating soil with enzymes. In Environmental Science &
Technology, 1992, v. 26, n10, p.1876-1881.

BRIGHENTI, A. M_; MORAES, V.J.; OLIVEIRA JUNIOR, R.S.; GAZZIERO, D.L.P;
BARROSO, ALL.; GOMES, J.A Persisténcia e fitotoxicidade de herbicidas
aplicados na soja sobre girasso/ em sucessdo. In Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, 2002, v. 37, n4, p. 558-565.

72



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BRITTO, J.S. Apresentacdo de slides sobre a Legislacdo Federal de Agrotéxicos.
In XXI Encontro Anual de Analistas de Residuos de Pesticidas. Sado Paulo:
GARP/INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2000.

CARDOSQ, E.J.B.N.; FREITAS, S.S. A Rizosfera. In CARDQOSO, E.J.B.N.; TSAI,
S.M.; NEVES, M.C.P. Microbiologia do Solo. Campinas: Sociedade Brasileira de
Ciéncia do Solo,1992, cap. IV, p. 41-57.

CASARINI, D.C.P. Padrbes de qualidade de solos e aguas subterrdneas. In Anais
do Workshop sobre biodegradacio. Jaguariuna: EMBRAPA/CNPMA, 1996.

COUTINHO.H.L.C. Avaliagdo da biodiversidade do solc alravés de exame de
DNA. Boletim de Pesquisa, EMBRAPA/CNPS, 19899.

DOW AGROSCIENCES. Boletim Técnico Spider (herbicida). 1999.

El BESTAWY, E.A; MANSY, AH. e EL KOWEIDY AH. The potential use of
Bacillus spp. in the bioremediation of highly persistent chicrinated pesticides. in Al-
Azhar Journal of Microbiology, 2002. v. 55, p. 320-335.

EMBRAPA. Centro Nacional de Pesquisa de Soja (Londrina, Pr). Recomendagbes
técnicas para cuftura da soja na regido cenfral do Brasil 1999-2000. Londrina:
EMBRAPA, 1899. 229p. (Documentos, 132).

FAY, E.F.; SILVA, CMM.S. e MELOQ, |.S. Degradacéo abidtica de xenobioticos. In
MELO, LS; AZEVEDO, JL. Microbiclogia Ambiental. Jaguariina:
EMBRAPA/CNPMA, 1997, cap. 5, p.125-140.

73



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

FELSOT, A ; DZANTOR, E.K. Enchancing for detoxification of herbicide waste in
soil. In RACKE , K.D.; COATS, J.R., Enchanced Biodegradation of Pesticides in
the Environment. Washington: American Chemical Society, p. 49-268. (ACS
Symposium Series, 426), 1990.

GEVAOQ, B.; SEMPLE, K.T.; JONES, K. C. Bound pesticide residues in soils: a
review. In Environmental Pollution, 2000, v.108, p. 3-14.

HILL, |.R. Microbial transformation of pesticides In Pesticide Microbiology:
microbiological aspects of pesticide behavior in the environ. New York: Academic
Press, 1978, p.137-185.

HSU, T.S.; BARTHA, R. Accelerated mineralization of two organophosphate
insecticides in the rhizosphere. in Applied and Environmental Microbiology, 1979,
v. 37, p. 36-41.

KRUEGER, J.P,;, BUTZ, R.G.,; CORK D.J. Use of Dicamba-degrading
microorganisms fo protect dicamba susceptible plant species. In Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 1991, v. 39, p. 1000-1003.

KUMAR, S.; MUKERIJI, K.G; LAL, R. Molecular aspects of pesticide degradation
by microorganisms. In Critical Reviews in Microbiology, 1996, v. 22, n1, p. 1-26.

LAVORENTI, A. Comportamento dos herbicidas no meio ambiente situacdo
brasileira. In Anais do Workshop sobre Biodegradacdo. Jaguariuna:
EMBRAPA/CNPMA, 1996.

74



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

LOOS, MA.; HELLING, CS.; ALEXANDER, M. Phenoxyacetate herbicide
detoxication by bacterial enzymes. In Journal of Agricultural and Food Chemistry,
1967, v. 15, n.5, 858 -860.

MANDELBAUM, R.T.; ALLAN, D.L.; WALCKET, L.P. Isolation and characterization
of a Pseudomonas sp. that mineralizes the s-triazine herbicide atrazine. In Applied
and Environmental Microbiology. 1995, v. 81, n. 4, p. 1451-1457.

MELO, 1S, AZEVEDO J. L. Mirobiologia Ambiental. Jaguariina:
EMBRAPA/CNPMA, 1997, 438 p.

MELQ, LS.; SILVA, CMM.S; FAY E. F.; MONTEIRO, R.R.; ROSAMIGLIA A.C.
Degradagdo de atrazina por fungos filamentosos. Jaguariana: EMBRAPA Meio
Ambiente, 1999. 24 p. (Boletim de Pesquisa, 5).

MENDOZA-CANTU, A.; ALBORES, A ; FERNANDEZ-LINARES, L.; RODRIGUEZ-
VAZQUEZ, R. Pentachlorophenol biodegradation and detoxification by the white-
rot fungus Phanerochaete chrysosporium. In Environmental Toxicology, 2000.
v.15, n2, p. 107-113.

MONTEIRO, R.T.R. Biodegradacdo de herbicidas. In Anais do Workshop sobre
biodegradacédo. Jaguariina: EMBRAPA/CNPMA, 1996.

MONTEIRO, R.T.R. Degradacdc de pesticidas. in MELO, LS.; AZEVEDO, J.L.
Microbiologia Ambiental. Jaguariina: EMBRAPA/CNPMA, 1997. Cap. 4, p. 108-
124.

75



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

MOREIRA, F.M.S.; SIQUEIRA, J.O. Ecologia do solo. In MOREIRA, FM.S;
SIQUEIRA, J.0. Microbiologia e Bioguimica do Sofo. lLavras: Editora UFLA, 2002,
Cap. ill, p. 81-152.

MUSUMECI, M. R. Defensivos agricolas e sua interacdo com a microbiota do solo.
in CARDOSO, E.JB.N.; TSAI, S.M.; NEVES, M.C.P. Microbiologia do Solo.
Campinas: Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, 1992, cap. 24, p. 341-360.

OLIVEIRA M.C.B. Regulamentagdo de agentes biologicos para fins de
biorremediagdo: situagdo brasileira. In Anais do Workshop sobre Biodegradacao.
Jaguariuna: EMBRAPA/CNPMA, 1296.

PAULINO, S.R. Industria de pesticidas agricolas no Brasil: dinémica inovativa e
demandas ambientais. Campinas: UNICAMP. Dissertacio de Mestrado, 1997.
171p.

RACKE, KD.; COATS, J.R. Enhanced biodegradation of inseticides in the
midwestern corn soil. in RACKE, K.D.; COATS, J.R. Enhanced Biodegradation of
Pesticides in the Environment. Washington: American Chemical Society, 1990, p.
68-81 (ACS Symposium Series, 426).

REDDY, B.R.; SETHUNATHAN, N. Mineralization of parathion in rice rhizosphere.
in Applied and Environmental Microbiology, 1983, v.45, n. 3, p.826-829.

RADOSEVICH, M.; TRAINA, S.J.; HAO, Y.L.; TUOVINEN, O.H. Degradation and
mineralization of afrazine by a soil bacterial isolate. In Applied and Environmental
Microbiology, 1995, v. 61, n1, p. 297-302.

76



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

RODRIGUES, B.N.; ALMEIDA, F.S. Guia de Herbicidas Londrina: edi¢gdo dos
autores, 1998, 648 p.

ROQUE, M.R.A. Isolamento, Caracterizacdo e FEcologia de “Acinetobacter
baumannili’ degradadora do Herbicida Diuron. Rio Claro: UNESP, Tese de
Doutorado, 2000, 121p.

SANDMANN, E.R.IL.C.; LOOS, M.A. Degrading microorganisms in Sois and crop
plant rhizospheres using indicator media;, high populations associated with
sugarcane (Saccharum officinarum). In Chemosphere, 1984, v.13, n.9, p.1073~
1084.

SCHRIJVER, A.; MOT, R. Degradation of Pesticides by Actinomycetes. In Critical
Reviews in Microbiology, 1999, 25(2), p. 85-119.

SCRAMIN, S.; DENTZIEN A; ROSSO C.R.S. Avaliagdo da atividade de enzimas
intracelulares. In SILVA, C.MM.S.; ROQUE, M.R.A; MELO, |.8. Microbiologia
Ambiental: manual de laboratorio. Jaguariuna: EMBRAPA Meic Ambiente, 1998.

SHARP, D.D. In KEARNEY, P.C; KAUFMAN, D.D. Herbicides: chemistry,
degradation and Mode of Action. New York: Marcel Dekker, 1988, p.301-333.

SILVA, CMM.S. O fenbmeno da biodegradacdo acelerada de pesticidas, In
MELO, 1.S.; SILVA, CMM.S.; SCRAMIN, S.; SPESSOTO, A. Biodegradacéo.
Jaguariina: EMBRAPA Meio Ambiente, 2001, cap. I, p. 15-28.

SILVA, C.MM.S.; FAY, E.F. Persisténcia e Biomagnificacdo de moléculas
xenobidticas In MELO, |.8.; AZEVEDO, J.L. Microbioclogia Ambiental. Jaguariuna:
EMBRAPA/CNPMA, 1997, cap. 3, p.67-105.

77



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

STACKEBRANDT, E.; RAINEY, F.A.; WARD-RAINEY, N.L. Proposal for a new
higrarchic classification system, actinobacteria classis nov. In internacional Journal
of Systematic Bacteriology, 1997, v. 47, n. 2, p. 475-491.

TILBURY, A. Bioremediation of atrazine-contaminated groundwater. Artarmon,
Australia: Water, 1999, v. 26 n.6, p. 27-29.

YODER, R.N.; HUSKIN, M.A.; KENNARD, L.M.; ZABIK, J.M. Aerobic Metabolism
of diclosulam on U.S. and South American Soils. In Journal of Agricultural and
Food Chemistry , 2000, v. 48, p. 4335-4340.

ZABIK JM., WESENBEECK |. J. van; PEACOCK A . L.; KENNARD L. M;
ROBERTS D. W. Terrestrial Field Dissipation of diclosufam at Four Sites in the
United States. In Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2001, v.49, p. 3284-
3290.

ZHANG, J.L.; QIAO C.L. Novel approaches for remediation of pesticide poliuttants.
In International Journal of Environment and Pollution, 2002, v.18(5), p.423-433.

78



ANEXOS

9. ANEXOS

1.  IDENTIFICAGCAO DE BACTERIAS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

§ CENTRO PLURIDISCIPLINAR DE PESQUISAS

- QUIMICAS, BIOLOGICAS E AGRICOLAS
-

UNIZAME

RELATORIO TECNICO

( ‘)Cﬂgﬁﬁ

CENTRO ?{dWBCIPLIN&R DE ?ESQUiSAS
QUIKICAS, BICLOGICAS E AGRI

NUMERO de REGISTRO CPQBA 057-03 DRM

Pagina 1dell

1 - DADOS CADASTRAIS DA EMPRESA SOLICITANTE

RAZAO SOCIAL: Divisdo de Residuos - CPQBA/UNICAMP

ENDERECO: R. Alexandre Caselatto, 999

BAIRRO: Vila Betel CIDADE: Paulinia

UF: 8P| CEP: 13140-000

CNPJ/CPF 46.068.425/0001-33 | INSCRICAO ESTADUAL.: isenta

2 - DADOS DAS AMOSTRAS

IDENTIFICACAQ DO PRODUTO: Placas de Petri com crescimento bacteriano (CPQBA 057-03 DRM-1 a 4)

TOTAL DE AMOSTRAS: 04

LOCAL DE PRODUCAQ: ndo informado

LOTE: nao informado

VALIDADE: nao informado

3 — ANALISES
ANALISES REALIZADAS: Identificacio de bactérias por andlise de rDNA 16S
NUMERO DOS POP
Verificacdo de pureza Extracéio de DNA gendmico PCR rDNA 168
Clonagem Segiienciamento de DNA (ALFExpress) Anélise filogenética

4 — EXECUGAO DAS ANALISES

DIVISAC: DRM

RESPONSAVEL PELAS ANALISES: Valéria Maia de Oliveira

PERIODO REALIZACAO DAS ANALISES

DE: 12/05/2003 a 13/06/2003

CPQBA - UNICAMP, 17/06/2003.
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Identificacao de Bactérias

1. Objetivos

identificacdo molecular de linhagens bacterianas utilizando seqlenciamento e andlise
filogenética de fragmentos do gene rRNA 16S.

2. Metodologia utilizada

Amplificacao do rDNA 16S. A metodologia consistiu na amplificacgdo do DNA
ribossomal 16S pela metodologia de PCR, utilizando como molde o DNA gendmico
extraido diretamente da amostra. O par de primers (oligonucieotideos sinteticos)
utilizado para a reacéo de PCR foram p27f e p1401r, homologos as extremidades
conservadas do gene rRNA 16S de bactérias. No caso da amostra CPQBA 057-03
DRM-2 (Céd. 1-8), foi necessario empregar a clonagem de parte do gene rDNA 165
como um passo exira para o sequenciamento e subsequente identificacdo. Neste
caso, os primers 27f e 815r foram usados na reagio de PCR.

Clonagem. Cerca de 200 ng dos produtos de PCR foram utilizados diretamente,
sem purificacdo prévia, em reacdes de ligacdo empregando o vetor plasmidial pGEM-
T e a enzima T4 DNA ligase (Kit pGEM-T Vector System [, Promega). A seguirr,
procedeu-se & transformacéo de celulas competentes de Escherichia coli DHS50,
previamente preparadas utilizando-se cloreto de calcic e mantidas a -80°C. Os
transformantes positivios foram selecionados utilizando placas de meio LA (Luria agar)
contendo o antibidtico ampicilina e suplementadas com PTG e X-Gal (sistema Lac Z
de selecdo). Foram selecionadas 5 coldnias brancas (transformantes positivos) para
posterior extragdo de DNA plasmidial e digestdo enzimatica, a fim de se confirmar a
presenga de inserto.

Sequenciamento. Os fragmentos de rDNA 168 amplificados foram a seguir
purificados e submetidos diretamente ao sequenciamente em sequenciador
automatico ALFExpress Il {Amersham Biosciences). Os primers internos ao gene para
o rRNA 168 utilizados para o sequenciamento foram p10f (forward), pS30r (reverse),
p765f, p782r e p1100r.

No caso da amostra CPQBA 057-03 DRM-2, o sequenciamento dos clones foi
realizado utilizando os primers M13f e M13r, homélogos a regibes do plasmidio que
flanqueiam o DNA inserido (rDNA 16S).

Analise filogenética. As sequéncias parciais de rDNA 165 obtidas foram
montadas em um config (seqléncia unica combinando os diferentes fragmentos
obtidos) e comparadas com as sequéncias de rDNA 165 de organismos
representados nas bases de dados RDP (Ribosomal Database Project;
http://imww.cme.msu.edu/RDP/himi/index.htmi) e Genbank
(http://www.ncbi.nim nih.gov). Foram entdo selecionadas diversas seqiéncias de
organismos relacionados a sequéncia do organismo desconhecido para realizagdo
das andlises filogenéticas. As matrizes de disténcia evolutiva foram calculadas com ¢
modelo de Kimura (1980) e a construgcdo da arvore filogenética a partir das distancias
evolutivas foi feita pelo método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987).

80



ANEXOS

3. Resultados

e« As placas enviadas para analise apresentavam crescimenic distribuido pela placa
toda, sem evidéncias de contaminacao.

Amostra Dados morfolégicos

CPQBA 057-03 DRM-1 (c6d. 1-4) | Coldnia de coloracdo creme translucida. Anélise
microscopica revelou cultura pura e presenca de
cocobacilos Gram negativos.

CPQBA 057-03 DRM-2 (cod. 1-6) | Coldnia de coloracio creme amarelada. Andlise
microscopica revelou cultura pura e presenca de
cocobacilos Gram negativos.

CPQBA 057-03 DRM-3 (céd. 44} | Coldnia de coloragdo branca opaca. Andlise
microscoépica revelou cultura pura e presenga de
cocos Gram positivos.

CPQBA 057-03 DRM-4 (céd. 8-5) | Coldnia de coloragdo branca transltcida. Andlise
microscopica revelou cultura pura € presenca de
bastonetes Gram negativos.

« Fragmentos de rDNA 16S foram amplificados com sucesso a partir do DNA gendmico
extraido da amostra. O material foi purificado em mini-colunas (GFX PCR DNA and
Gel Band Funfication Kif, Amersham Biosciences) ¢ submetido ac seqienciamento
automatizado no sistema ALFExpress il.

e No caso da amostra CPQBA 057-03 DRM-2, o sequenciamento néo foi bem sucedido
guando o produto de PCR do rDNA 16S e primers intemos a este gene foram
utilizados. Foi necessario introduzir uma etapa de clonagem e confirmaciéo da
presenca de inserto por restricio enzimatica antes de se proceder ao sequenciamento
com primers dirigidos para o vetor plasmidial.

« Os dados referentes as sequéncias parciais de rDNA 18S obtidas para as linhagens
CPQBA 057-03 DRM-1, CPQBA 057-03 DRM-2, CPQBA 057-03 DRM-3 e CPQBA
057-03 DRM-4 encontram-se no Anexo 1. Os resultados de identificacdo estio
apresentados a seguir.
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Amostra Descricdc do Servigo/Amostra | Identificagao

CPQBA 057-03 DRM-1 | Placa de Petri com crescimento | Bactéria pertencente a Familia

bacteriano {c6d. 1-4) Enterobactenaceae
CPQBA 057-03 DRM-2 | Placa de Petri com crescimento | Sphingobacterium multivorum
bacteriano (céd. 1-6) (Holmes et al. 1981) Yabuuchi ef al.
1983

CPQBA 057-03 DRM-3 | Placa de Petri com crescimento | Staphylococcus capitis subsp.

bacteriano (cod. 4-4) capitis Kloos & Schleifer 1975

CPQBA 057-03 DRM-4 | Placa de Petri com crescimento | Acinefobacter sp. Brisou & Prevot

bacteriano {céd. 9-5) 1954

4.

Comentarios

Amostra CPQBA 057-03 DRM-1 (cod. 1-4): a seqiiéncia parcial do rDNA 16S desta
amostra apresentou entre 97 e 99% de similaridade com sequéncias de rDNA 16S de
linhagens de Panfoea agglomerans, “Panfoea endophytica” (ndo considerada ainda
espécie valida, segundo a base de dados DSMZ, hitp:/mwww.dsmz.de), Citrobacter
braakii, Citrobacter freundii, Citrobacter werkmanii, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter amnigenus, Enferobacfer cloacae, Enferobacter dissolvens e Klebsiella
oxytoca, enconiradas nas bases de dados consultadas. A analise filogenetica (Anexo
2) agrupou a amostra CPQBA 057-03 DRM-1 juntamente com as espécies Pantoea
agglomerans, Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca e “Pantoea endophytica”,
sugerindo uma relaco filogenética mais proxima da amostra com estas especies.

Os resultados de comparacao da seqiéncia de rDNA 165 da amostra CPQBA 057-03
DRM-1 com as bases de dados, juntamente com a andlise filogenética, indicaram
ainda que o gene para 0 RNA ribossomal 16S apresenta um alto grau de conservagdo
entre as bactérias da Familia Enterobacteriaceae, ndo permitindo a identificacdo da
amostra em nivel de género e espécie.

Amostra CPQBA 057-03 DRM-2 (cdd. 1-6): a sequéncia parcial do rDNA 16S desta
amostra apresentou 98% de similaridade com sequéncias de rDNA 1868 de linhagens
de Sphingobacterium multivorum, incluindo a linhagem tipo da espécie.

Amostra CPQBA 057-03 DRM-3 (cdd. 4-4): a sequéncia parcial do rDNA 16S desta
amostra apresentou 99% de similaridade com sequéncias de rDNA 163 de linhagens
de Staphylococcus capitis, Staphylococcus caprae e Staphylococcus epidermidis,
encontradas nas bases de dados consultadas. Apresentou também entre 97 e 98% de
similaridade com sequéncias de linhagens de Sfaphylococcus saccharolyticus,
Staphylococcus pasteuri e Staphylococcus warneri. A analise filogenética (Anexo 3)
agrupou a amostra 057-03 DRM-3 com Staphylococcus capitis subsp. capitis,
evidenciando uma relacdo evolutiva mais proxima da amostra com esta espécie.

Amostra CPQBA 057-03 DRM-4 (cdd. 9-5). a sequéncia parcial do rDNA 16S desta
amostra apresentou 98% de similaridade com sequéncias de rDNA 16S de varias
linhagens de Acinetobacter sp. encontradas nas bases de dados consultadas, e entre
95 e 96% com seqiiéncias de rDNA 16S de linhagens de Acinefobacter calcoaceticus,
Acinetobacter Iwoffi, Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter baumanii, Acinefobacter
haemolythicus, Acinetobacter junii e Acinetobacter radioresistens.
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A analise filogenética (Anexo 4) agrupou a amostra CPQBA 057-03 DRM4 com a
linhagem n&o identificada Acinetobacter sp. DSM 590. Ainda, a distancia evolutiva
observada entre a seqiéncia de rDNA 168 da amostra CPQBA 057-03 DRM4 e as
sequéncias das especies de Acinefobacter que apresentaram maior percentagem de
similaridade sugerem que esta amostra pode representar uma espécie ainda néo
descrita na literatura.

s Os dados de morfologia corroboraram os resuitados de identificacdo.
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Anexo 1. Seqléncias de rDNA 16S das amostras analisadas.

>CPQBA 057-03 DRM-1 (530r-1100r)
ACATGCARARTCGAGCGUCCAKCgVAAAGTRGCTTGCTACTTTGCCGRCGAG
CGCCGGACGEETGAGTAATGTCTGEGARMCTGCUTGAT GGAGGEGGATAA
CTACTGGARAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCARAGAGGG
GGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGEGGATTAGCTAGT
AGGTGGGETAACGGCTCACCTAGGCGALGATCCCTAGUT GG TCTGAGAGE
ATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGEGEAGGL
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGHECGUAAGCCTGATECAGCCATGCCG
CGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGETTGTAAAGTACTTTCAGCGEGGAGGAA
GGTGTTCGAGGTTAATaACCTCaAGCAATT GACGTTACCCGCAGAAGAAGT
ACCGGCTAACTCCGETGCCAGCAGCCGCEGTAATACGGAGGGETGCARGCGET
TAATCGGAATTACTGCGECETAAAGCGCACGCAGGCGGTCTETCAAGTCGE
ATGTGARAAT cCCCCEGGECTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACT GGCAGE
CTAGAGTCTTGTAGAGGGGGEGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGETGARATGCG
TAGAGATCTGGAGGAATACCEETEGGLEAAGGCGGCCCCCTGGACARAGAC
TGACGCTCAGGTGCGAAAGCET GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGE
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGECGT
GGUTTCCGGAGCTAACGCETTARGTCGACCGECCTGEEEAGTACGGCCGCA
AGGTTARAACTCAAATGAATTGACGGEGGCCCGCACAAGCGGETGGAGCAT
GTGGTTTAATTCCGATGCAACGCGARGAACCTTACCTACTCTTGACATCCA
GAGAACTTASCAGAGATGSWTTGGT GCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAG

>CPOBA 057-03 DRM-2 {M13r)
GCTCAGGATGAACGCTAGCGGCAGGCCTAATACATGCAAGTCGGACGEGA
TCCATCGGAGAGCTTGCT CGAAGATGETGAGAGTGGCGCACGGGTGCGTA
ACGCGTGAGCRACCTACCTCTATCAGGGGGATAGCCTCTCGARAAGAGAGA
TTAACACCGCATAACATCAACAGTTCGCATGTTCTGTTGATTAAATATTT
ATAGGATAGAGATGGGCTCGUETGACATTAGCTAGTTGGTAGGGTAACGG
CCTACCAAGGCGACGATGTCTAGGGGCTCTGAGAGGAGAMTCCCCCACAL
TGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTARGGAATA
TTGGTCAATGGGCGGAAGCCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGACT
GCCCTATGGGGTGTAAACTGCTTTTGTCCAGGAATAAACCTAAATACGTG
TATTTAGYTGRAATKTACTGGAAGAWT TARGGGTRGG
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>CPQBA 057-03 DRM-3 (10f-11060x)
GGCGTGCTAAKAGATGCRROKGCGAGCGAACAGACGAGGAGCTTGCTCCT
CTtGACGTTAGCGGCGEACGGETGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATA
AGACTGGGATAACTTCGGGARACCGGAGCTAATACCGGATARCATGTTGA

CCGCATGGTTCAACAGT GAAAGACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGA
TCCGCECCECATTAGCTAGT TGGTAAGGTARCGGCTTACCAAGGCARCGA
TGCGTACCGACCTGAGAGGGTGATCGGUCACACTGGAACTGAGACACGET
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGGRI TCTTCCGCAATGGEGCGAA
AGCCTGACGGAGCAACGCCECGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATCGTARA
ACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGA
CGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACKACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATT GGGCGTAAAGCGCGCGT
AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGARAGCCCACGECTCARCCATGGAGGS
TCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAAT TCCAT
GTGTAGCGGTGAAAT GCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GACTTTCTGGTCTGTAACT GACGCTGATCTGCGARAGCGTGCGGATCAAR
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCG
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGT TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGETTTAAT TCGAARGCAACGCGAAGARCCT
TACCAAATCTTGACATCCTCTGAYCCCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCTTC
GGGGACAGAGTGACAGGT

>CPQBA 057-03 DRM—4 (10f-1100r)
CAGGCTTAACACAKGCRAGT $GAGCGGGGGAGGTEGCTTCGGTAACTGAC
CTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACTTAGGAATCTGCCTATTAATGGGGE
ACAACATCTCGARAGGGATGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGARAG
CAGGGGATCACTTGTGACCTTGCGT TAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTA
GCTAGTTGGTGGGETAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCT
GAGAGGATGATCCGCCACACTGGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT GGACAATGGGGEGAACCETGATCCAGT
CATGCCGCGTGTGTGARGAAGGCCTTATGGTTGTARAGCACTTTAAGCGA
GGAGGAGECTCTTTTGETTAATACCCAAGATGAGTGGACGTTACTCGCAG
AATAGGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGETAATACAGAGGGTGS
CGAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGTGCETAGGCGGCTTTTT
AAGTCCGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAT TGCATCCGATACT
GGGAAGCTAGAGTATGGGAGAGCATGGTAGAATT CCAGGTGCTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGAT GECCAAGGCAGCCATCTGGECT
TAATACTGACGCT GAGGTACGAAAGCATGGCAGCAMCCAGGAT TAGATAC
CCTGGTAGTCCATGCCGTARACGATGTCTACTAGCCGTTGGRGTCTTTGA
GACTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATARGTAGACCGCCTEGGEACTACGG
TCGCAAGACTAAARCTCAAATGAAT TGACYGGGECCCGCACAAGCGETGE
AGCATGTGGTTTAATTCGATGUAACGCGAAGAACCTTACCTGETCTTGAC
ATAGTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT GeCTTCgGGaACTTACATAC
AgGTGCTG
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Anexo 2: Arvore filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais do rRNA 16S da amostra
CPQBA 05703 DRM 1 e de linhagens de Panfoea agglomerans, “Panfoea endophytica’,
Citrobacter braakii, Cilrobacter freundii, Cifrobacter werkmanii, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter amnigenus, Enterobacter clfoacae, Enterobacter dissolvens, Klebsiella oxyfoca e
Shigella dysenteriae (esta Ultima usada como oufgroup). ATCC: American Type Culture Collection
{Colecdo Americana de Culturas Puras, EUA); DSM: Deutsche Sammiung von Mikroorganismen
und Zellkuituren GmbH (DSMZ, Colecdo Alem& de Culturas de Microrganismos e Células,
Braunschweig, Alemanha), CDC: Cenvter for Disease Confrol (Centro para Controle de Doenga,
Atlanta, EUA); JCM: Japan Collection of Microorganisms (Colecéio de Microrganismos do Japéo,
Wako, Japao);, LMG: Collection of the Laboratorium voor Microbiologie en Microbiele Genética
{Colegdo do Laboratério de Microbiologia e Genética Microbiana, Gent, Bélgica).

i Enterobacter cloacae linhagem drh3

' Pantoea agglomerans linhagem 86350

A ;‘ Pantoea aggiomerans ATCC 27155'
|

' “Panfoea endophytica” linhagem AS

Kiebsiella oxytoca JCM 1665

CPQBA 057-03 DRM 1 (cdd. 14)

- ™ Citrobacter freundii DSM 30039’

; \— Citrobacter braaki CDC 080-58'
P

— Citrobacter werkmanii CDC 0876-58°

™ Enterobacter amnigenus JCM 1237

Enterobacter asrogenes JCM 1235'

— Enterobacter dissolvens LMG 2683'

Shigella dysenteriae ATCC 13313
0.01
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Anexo 3: Arvore filogenética baseada na analise de sequéncias parciais do rRNA 16S da
amostra CPQBA 057-03 DRM 3 e de linhagens de Sfaphylococcus capitis,
Staphylococcus caprae, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saccharolyticus,
Staphylococcus pasteur, Staphylococcus wamen, Staphyfococcus sp. e Bacillus cereus
(esta ultima usada como oufgroup). ATCC: American Type Culture Collection (Coleg¢do
Americana de Culturas Puras, EUA); |AM: Institute of Molecular and Cellular Biosciences
(Instituto de Biociéncia Molecular e Celular, Toquio, Jap&o).

T CPQBA 057-03 DRM 3 (cdd. 4-4)
Staphylococcus capitis subsp. capitis ATCC 27840’

' Staphylococcus caprae ATCC 35538

| Staphylococcus capitis subsp. ureolyticus ATCC 49326'

Staphylococcus saccharolyticus ATCC 14953'

- Staphylococcus epidermidis ATCC 14990’

Staphylococcus warneri ATCC 27836

|~ Staphylococcus pasteuri ATCC 51129

Bacillus cereus 1AM 12605
0.01

87



ANEXQOS

Anexo 4: Arvore filogenética baseada na andlise de sequéncias parciais do rRNA 16S da
amostra CPQBA 057-03 DRM 4 e de linhagens de Acinetobacter sp., Acinetobacter
calcoaceticus, Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter baumanii, Acinetobacter
haemolyticus, Acinetobacter junii, Acinetobacter lwofii, Acinetobacter radioresistens e
Pseudomonas putida (esta altima usada como outgroup). ATCC: American Type Culture
Colfection (Colecao Americana de Culturas Puras, EUA), DSM: Deufsche Sammfung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Colecio Alema@ de Culturas de
Microrganismos e Células, Braunschweig, Alemanha), IFQ: Institute for Fermentation
(Instituto para Fermentacdo, Colegdo de Culturas de Microrganismos, Osaka, Jap&o).

T CPQBA 057-03 DRM 4

—

i‘Acinel‘c&bacz‘t-)r sp. DSM 590

__ Acinetobacter calcoaceticus ATCC 23055

- Acinetobacter johnsonii DSM 6963'

— Acinetobacter baumannii DSM 30007’

. - Acinetobacter haemolyticus DSM 6962’

" Acinefobacter junii DSM 6964

"__ Acinetobacter Iwoffii DSM 2403’

m Acinetobacter radioresistenis DSM 6976’

Pseudomonas putida IFO 14164’
0.1
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2. AVALIACAO DA SOLUBILIDADE E DOS METODOS ANALITICOS
PARA DETERMINACAO DE DICLOSULAM EM MEIOS LIQUIDOS

1- Em agua

A Tabela abaixo mostra os resultados analiticos obtidos para os ensaios de
solubilidade de diclosulam em agua, sem passar pelo processo de esterilizacdo,

em diferentes tempos de agitacao em shaker rotatorio.

Resultados analificos de diclosulam, solubilizado em agua, utilizando a técnica CLAE.

Tempo Concentragao Concentragao Concentragao
(horas) esperada obtida com filtragdo obtida sem filtracado
{(ug/mL) {ug/mlL.) (Hg/mL)
0 6,0 2.0 3,1
0 25,0 2.7 6,8
60 8,0 8,7 9,3
60 25,0 12,4 15,6
84 6,0 9,0 9,4
84 25,0 12,6 14,5
108 6,0 8,5 8,9
108 25,0 13,4 13,5

Observa-se pelos resultados acima que para a concentracéo de 6,0 pg/mL
os valores se mostraram bem inferiores ao valor esperado no tempo zero,
aproximando-se do valor de referéncia apds 60 horas de agitacdo em shaker
rotatério, mantendo-se constante para os outros tempos. Para a concentracio de
25 ug/mi., a concentracdo obtida analiticamente foi abaixo do valor esperado em

todas as analises realizadas ao longo do tempo. A diferenca entre as amostras
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filradas e né&o filtradas diminuiu ao longo do tempo. Esses dados mostram que a
temperatura ambiente ndo foi possivel solubilizar mais que 15 pg/mlL de
diclosulam e que as filtracbes das amostras em membranas de 0,22 p néo
interferem nos resultados.

2- Em meio fermentativo esterilizado

A Tabela abaixo mostra os resultados analiticos dos testes de solubilidade
de diclosulam em meios de fermentacdo suplementados com glicose e extrato de

levedura, em diferentes tempos de agitacdo em shaker rotatdrio.

Resultados analiticos (utilizando a técnica CLAE) de diclosuiam solubilizade em meio de
levedura complementado com glicose e diclosulam.

Tempo Concentracao Concentragio Concentragao de Concentragido de
{horas) de glicose de diclosulam  diclosulam obtida diclosulam obtida
{ugimL) esperada com filtragao sem filtragao
(kg/mL) (ugimL) (ug/mL)
0 20 250 20,7 225
24 20 25,0 18,7 221
48 20 250 21,3 21,9
72 20 25,0 18,0 21,6
0 40 25,0 17,8 20,0
24 40 25,0 18,1 20,8
48 40 25,0 16,0 21,7
72 40 25,0 17,3 22,3
0 20 100,0 79,8 83,9
24 20 100,0 75,0 85,7
48 20 100,0 65,0 89,1
72 20 100,0 75,1 87,1
0 40 100,0 87,8 98,9
24 40 100,0 80,6 98,6
48 40 100,0 78,6 102,0

72 40 100,0 753 107.,9

90



ANEXOS

Observa-se pelos resultados acima que as diferencas entre o valor
esperado e o obtido foram pequenas quando comparado com © ensaio de
dissoluggdo em égua sem O processo de esterilizagdo. Esse fato mostra que nas
condi¢bes de preparagao de meio utilizadas nos ensaios € possivel dissolver até
100 pg/mL de diclosutam. Apesar dos ensaios mostrarem pequenas diferengas de
concentracdo entre as amostras filtradas e néo filtradas em membranas 0,22 um,
essa operacdo foi realizada com amostras contendo microrganismos, com 0
objetivo de preservar a coluna cromatografica.
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