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Biodegradacao de glifosato por bactérias isoladas de solos cultivados
com macieira com diferentes historicos de aplicacio deste herbicida.’
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Co-orientador: Dr. Gilmar Ribeiro Nachtigall

RESUMO

O uso de herbicidas na agricultura para controle de plantas daninhas pode
causar efeitos nocivos sobre processos biol6gicos do solo e organismos nao-
alvo. O glifosato € um herbicida sistémico, pds-emergente, nao-seletivo do
grupo dos organofosforados, sendo amplamente usado em diversas culturas
agricolas e em areas nao cultivadas, podendo causar consequéncias negativas
para microrganismos benéficos do solo. O objetivo desse trabalho foi analizar o
impacto causado a microbiota pela adicao de glifosato aos solos cultivados
com macieira e isolar, selecionar e identificar bactérias destes solos
historicamente expostos ao glifosato, com capacidade de biodegradar o
herbicida. A biodegradacgéo do glifosato foi avaliada monitorando a liberagéo de
CO, pelos microrganismos durante 32 dias. Foram quantificados residuos de
glifosato e seu metabdlito &cido aminometilfosfénico (AMPA) no inicio e no final
do periodo através de extragdo seguida de analise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Foram avaliadas a atividade microbiana e a quantidade
de bactérias ao longo deste periodo. As bactérias isoladas foram selecionadas
e submetidas a avaliacdo da biodegradagdo em biorreatores. Identificagdo das
cepas selecionadas foi feita através da amplificacdo do gene 16S rDNA. Os
resultados mostraram que o glifosato foi degradado pelos microrganismos do
solo durante o periodo avaliado com formacao do metabdlito AMPA. O glifosato
diminuiu o numero de bactérias e aumentou a atividade microbiana. As
bactérias selecionadas que apresentaram capacidade de degradar até 99,9%
deste herbicida foram identificadas como Microbacterium sp., Pseudomonas
sp., Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp. e Arthrobacter sp.

1. Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Instituto de
Ciéncias Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil. (96 p.). Agosto, 2011.
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Glyphosate biodegradation by bacteria isolated from soil cultivated with
apple with different herbicide application histories.
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ABSTRACT

The use of herbicides in agriculture to control weeds can cause harmful effects
on soil biological processes and non-target organisms. Glyphosate is a
systemic herbicide, post-emergent, non-selective group of organophosphate,
widely used in various agricultural crops and uncultivated areas, it may cause
negative consequences for beneficial soil microorganisms. The aim of this study
was to analyze the impact of the microbiota by the addition of glyphosate to
soils planted with apple and isolate, select and identify bacteria of soils
historically exposed to glyphosate, with the ability to biodegrade the herbicide.
Glyphosate biodegradation was evaluated by monitoring the release of CO, by
microorganisms for 32 days. We quantified residues of glyphosate and its
metabolite aminomethylphosphonic acid (AMPA) at the beginning and end of
the period by extraction followed by analysis by high performance liquid
chromatography (HPLC). We evaluated the microbial activity and the amount of
bacteria over this period. Bacterial isolates were selected and subjected to
assessment of biodegradation in bioreactors. Identification of selected strains
was performed by amplification of 16S rDNA. The results showed that
glyphosate was degraded by soil microorganisms during the study period with
the formation of AMPA. Glyphosate reduced the number of bacteria and
increased microbial activity. The bacteria selected that showed ability to
degrade this herbicide to 99,9 % were identified as Microbacterium sp.,
Pseudomonas sp., Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp. and Arthrobacter sp.

1. Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brazil. (96 p.). August, 2011.
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1. INTRODUCAO

O solo é composto por inimeras associagdes microbianas sendo
considerado um sistema vivo, dindmico, heterogéneo e em transformacéao.
Estas associacdes sdo sensiveis a modificacdes quimicas e fisicas como
adicbes de pesticidas ou de substancias biologicamente ativas que podem
afetar o equilibrio microbiano.

A cada ano tem sido verificado o aumento da producéo,
comercializagdo e aplicacdo de pesticidas em todo mundo. Os pesticidas sao
trazidos ao ambiente com a intencao de apresentar efeitos téxicos sobre um ou
mais organismos considerados indesejados, sendo utilizados com o propésito
de erradicar vetores de doencas, ervas daninhas e pragas, aumentar a
qualidade e a produtividade dos produtos agricolas, diminuir perdas de
alimentos armazenados e reduzir custos com mao-de-obra. Os herbicidas tem
sido os pesticidas mais utilizados mundialmente, visto que inovagoes
tecnolégicas como os alimentos transgénicos, nao impedem o crescimento de
plantas daninhas, além de ser uma tecnologia de baixo custo.

Nos ultimos anos tem aumentado a preocupacdo em conhecer o
comportamento e o destino dos pesticidas no meio ambiente em fungcédo do uso

intensivo destes produtos na agricultura e pela formacdo de grandes



quantidades de residuos. Por possuir uma grande area agricultavel, o Brasil
atualmente é considerado o maior consumidor de pesticidas do mundo, sendo
que a categoria dos herbicidas € a mais utilizada.

O controle de plantas daninhas em pomares de maca € realizado
quase que exclusivamente por meio de herbicidas devido a alta eficiéncia, a
facilidade de aplicacdo e ao custo relativamente baixo. O glifosato € um
herbicida sistémico, po6s-emergente, nao-seletivo, pertencente ao grupo
quimico dos organofosforados e das glicinas substituidas que visa o controle
de ervas daninhas em areas agricolas e também nao cultivadas. O glifosato
pode ter consequéncias negativas para muitos microrganismos benéficos do
solo.

A introducdo de pesticidas no solo pode exercer uma pressao de
selecdo nos organismos, alterar a dindmica bioquimica acarretando mudancas
na fungao do ecossistema, e na biomassa microbiana.

Microrganismos como bactérias e fungos conseguem utilizar as
moléculas dos pesticidas como fonte de carbono, nitrogénio, fésforo e energia
sendo por este motivo considerados o0s principais degradadores destes
produtos no ambiente terrestre e aquatico. A acao dos microrganismos do solo
sobre herbicidas constitui-se num sistema de grande importancia, pois a
degradagdo microbioldgica contribui para a dissipagdo da molécula no
ambiente.

O termo biodegradacao se refere a degradagcdo microbioldgica de
um composto organico no solo através de transformacdes deste em composto

menos toxico, pela sua inativacdo ou pela completa mineralizacao até CO, e



agua entre outros, sendo considerada a principal forma de descontaminagéao do
solo. A biodegradagado de pesticidas tem despertado interesse cientifico pela
necessidade em reduzir o impacto ambiental.

Muitos estudos que tratam da utilizagdo de microrganismos para
degradacao de compostos quimicos tém sido descritos na literatura nos ultimos
anos e apresentam bons resultados. Porém, muito ainda tem que se descobrir

sobre estes processos objetivando sua otimizacao.

O cultivo da macieira € uma atividade relativamente recente no
Brasil. No inicio da década de 70 a producdo de magéa era pequena, mas com
incentivos fiscais e apoio a pesquisa, o Sul do pais aumentou a produgcdo em
quantidade e qualidade. Com isso, a economia do municipio de Vacaria/RS
baseia-se na fruticultura, sendo o maior produtor do estado e o segundo do
pais. Visando aumento da produtividade, grande quantidade de pesticidas é
utilizada. Porém, nao existem informacbes regionais disponiveis sobre o0s
efeitos do uso prolongado do glifosato, ou sobre os efeitos potenciais deste nos
microrganismos do solo da regido. Neste contexto o presente trabalho teve
como objetivo geral avaliar a biodegradagéo de glifosato por bactérias isoladas
de solos cultivados com macieira com diferentes histéricos de aplicagdo do
herbicida. Os objetivos especificos foram avaliar a biodegradagao do glifosato
através da liberacdo de gas carbbénico (CO,), da atividade microbiana, da
quantificacdo da biomassa e de residuos de glifosato e seu principal metabdlito
acido aminometilfosfénico (AMPA) no inicio e no final da incubagdo do solo.
Isolar, selecionar e identificar bactérias destes solos que apresentaram

capacidade de crescer em meios de cultivo contendo este pesticida.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Interacoes da microbiota do solo com pesticidas

O solo &€ um componente complexo, vivo, dindmico e em
transformacdo. E um sistema heterogéneo, descontinuo e estruturado, formado
por micro-habitats com diferentes caracteristicas quimicas, fisicas e
comunidades biologicas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Muitos produtos quimicos que ndo ocorrem na natureza chamados
de xenobidticos sdo langados no solo. Estes produtos antropogénicos tém
diversas aplicagbes, sendo utilizados na agricultura como pesticidas e adubos
e, podem modificar o ambiente do solo.

Os pesticidas sdo compostos quimicos ou bioldgicos destinados ao
uso na producdo, estocagem e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de floretas e outros ecossistemas, bem como de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, tendo como finalidade o controle ou a
erradicacao de insetos, microrganismos e ervas daninhas, entre outros agentes
que causam prejuizos ao homem (BRASIL, 1989).

Uma vasta proporcao da aplicacao de pesticidas atinge o solo onde
interage com constituintes organicos e minerais deste e sofre transformacoes

quimicas e bioldgicas. A degradacao microbiana € o processo chave que afeta



a dinamica do residuo do pesticida no ambiente, incluindo sua persisténcia no
solo e a susceptibilidade de lixiviagdo (TEJADA, 2009).

O wuso intensivo de herbicidas tornou-se uma questdo de
preocupagcdo ambiental por causa dos efeitos perigosos destes produtos
quimicos sobre processos biolégicos do solo e organismos n&o-alvo
(ZABALOY et al., 2008).

A persisténcia dos residuos de herbicidas no solo e seu movimento
no sistema agua-solo é um aspecto chave no seu comportamento no ambiente.
Os herbicidas sado primeiramente transladados do solo as aguas superficiais
pelas aguas da chuva. As quantidades perdidas no solo e transportadas a
aguas superficiais dependem de varios fatores, incluindo as caracteristicas do
solo, topografia, climatologia, praticas agricolas e as propriedades quimicas e
ambientais de cada herbicida. As reacdes quimicas e o deslocamento fisico
influem na persisténcia destes quimicos no solo, mas com diferentes
implicacdes ambientais (SANCHEZ et al., 2005).

Experimentos em laboratério tém sido utilizados para investigar
efeitos de pesticidas sobre microrganismos do solo, frequentemente
preocupados com efeitos de aplicacdo de um unico composto. Porém, em
condicdes de campo, 0 que se observa é a aplicacao repetida de um ou mais
pesticidas no mesmo solo durante muitos anos, deixando metabdlitos e
residuos e podendo causar efeitos danosos a microbiota do solo (HART &
BROOKES, 1996).

Muitas enzimas podem ser usadas como um potente indicador da

qualidade do solo porque elas sdo sensiveis ao estresse ecoldgico e a praticas



de manejo da terra. Enzimas podem reagir a mudangas no manejo do solo
mais rapidamente do que outras variaveis e, portanto, podem ser Uteis como
indicadores precoces de mudangas bioldgicas. Fosfatases, por exemplo, séo
enzimas envolvidas na hidrélise de fésforo organico em diferentes formas de
fésforo inorgénico, processo que acontece na degradacdo de glifosato por
microrganismos (TEJADA, 2009). Cada vez mais estudos consideram os
microrganismos como uma fonte de enzimas de degradacao de xenobidticos
(SUTHERLAND et. al., 2000). Bactérias e fungos edéficos tém sido relatados
como os principais degradadores de pesticidas (MONTEIRO, 2001).

Os microrganismos tém papel fundamental na manutencdo da
fertilidade do solo e decomposicdo da matéria organica (ARAUJO, 2002). A
maior atividade biolégica do solo situa-se na camada superficial de 0 a 20 cm
de profundidade, pois ai ocorre o acumulo da matéria organica do solo pela
deposicao de material vegetal e pelo efeito das raizes. Herbicidas aplicados
nas folhas das plantas podem entram no solo através da translocacdo e
exsudacdo das raizes em sua forma original ou transformada (MONTEIRO,
1996; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Desidrogenases existem como uma parte integrante de células
intactas e representam atividades oxidativas da microbiota do solo, enquanto a
hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA) pode ser catalizada por lipases
intra e extracelulares, esterases e proteases produzidas por microrganismos
(ZABALOY et al., 2008).

Reacgdes enzimaticas oxidativas, redutivas e hidroliticas resultam na

transformacao bioquimica dos xenobibticos, envolvendo mecanismos como o



catabolismo em que o substrato absorvido pelo microrganismo é quebrado em
moléculas menores gerando energia, consequentemente, a biomassa
microbiana aumenta as custas do substrato que diminui consideravelmente; e o
cometabolismo, microrganismos transformam o composto sem dele retirar
energia para seu crescimento, necessitando de outro composto biodegradavel
como fonte de carbono e energia (ALEXANDER, 1981). Neste ultimo, a
transformacéao é feita por um Unico microrganismo que ndo ganha energia ou
nenhum beneficio para seu crescimento, ao contrario do catabolismo
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A adicdo de materiais organicos reduzidos e prontamente
disponiveis no solo tende a contribuir com o aumento da atividade microbiana e
consequentemente, com o aumento da degradacdo de pesticidas,
principalmente por cometabolismo (PRATA, 2002).

A presenca de microrganismos no solo pode ser facilmente
influenciada por inumeros fatores, como propriedades fisico-quimicas, matéria
organica, umidade, temperatura, pH, sistemas de manejo e outros. Portanto,
variacbes em populagdes especificas de microrganismos sao esperadas
sempre que se introduz alguma pratica agricola que altere significativamente os
fatores citados (MONSATO, 2011)

A duragdo da disponibilidade de pesticidas no solo pode ser
influenciada por uma série de processos bibticos e abitticos, a maioria dos
quais interagem de forma tdo extensa que a contribuicdo de qualquer uma
destas variaveis se torna dificil de identificar. A capacidade degradativa da

comunidade microbiana do solo é o fator determinante mais significativo da



estabilidade do residuo no solo. A capacidade degradadora de muitos solos
tem aumentado significativamente devido a aplicagdes repetidas de pesticidas,
sendo que muitas vezes esta atividade pode ser induzida por apenas uma
aplicacao da dose recomendada do pesticida. O isolamento de microrganismos
que degradam e utilizam pesticidas como Unica fonte de carbono pode indicar
as cepas envolvidas na aceleracdo da degradacdo, com bactérias gram-
negativas e actinomicetos isolados mais comumente (SUETT et al., 1996).

A degradacdo de pesticidas é conhecida como a transformacéao
desses produtos em outros menos toxicos como CO,, agua, compostos
inorganicos e organicos de ocorréncia comum no ambiente (MONTEIRO,
1996). Pode ocorrer por via quimica ou bioldgica no solo, ou pela combinagéo
das duas, sendo que a degradagdo microbiana € a via mais importante
(FOMSGAAD, 1997). O unico processo que obtém uma completa remogao de
residuos de pesticidas do ambiente € conhecido como mineralizagdo, sendo
faciltada pela acdo de microrganismos (SORENSEN et al., 2006).
Microrganismos do solo podem realizar degradacdo de pesticidas e podem
utilizar o xenobi6tico como uma fonte de carbono, energia e outros nutrientes
que promovem o crescimento microbiano. Diferentes mecanismos de
biodegradacao, juntamente com causas abiodticas de alteragdes contribuem
para reducdo de efeitos tdxicos e determinam a persisténcia do pesticida
(GOMEZ et al., 2008). Ocasionalmente, esta degradacdo pode resultar em
componentes mais toxicos do que a molécula original do pesticida

(LAVORENTI, 1996).



Quando aplicados em quantidades recomendadas, os pesticidas ndo
tém efeitos adversos na microbiota nativa do solo, podendo ocorrer um
aumento desta populacdo pela disponibilidade do nutriente aos
microrganismos, o que implica na degradacdo destes compostos (ARAUJO,
2002).

Gomez et al. (2008) avaliaram o tamanho da microbiota do solo
através do carbono da biomassa microbiana e atividade metabdlica através da
respiragdo e avaliagdo da atividade da enzima desidrogenase em solo com
longo histérico de aplicacao de glifosato e observaram diminuicao no carbono
da biomassa microbiana com aumento das doses aplicadas de glifosato,
sugerindo um efeito inibitério do herbicida nos microrganismos edaficos.
Contrariando os resultados da biomassa microbiana, a taxa de respiragdo néao
teve mudancas significativas.

Embora o uso intensivo de herbicidas pode causar efeitos adversos
na microbiota do solo, em geral, os microrganismos exibem uma boa
adaptabilidade em resposta ao impacto causado por xenobidticos, o que é
evidenciado pelo restabelecimento da atividade metabdlica. Os mecanismos
pelos quais este pode acontecer envolvem substituicbes de espécies sensiveis
por outras tolerantes, ou rapida re-colonizacdo do ambiente depois do

tratamento biocida.

2.2 Glifosato
Glifosato (N-fosfonometil-glicina) € um herbicida sistémico, poés-

emergente, nao-seletivo, solivel em agua, insolivel em solventes orgéanicos
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comuns, pertencente ao grupo quimico dos organofosforados e das glicinas
substituidas. Apresenta férmula molecular C3HgNOsP (Figura 1) e uma ligagcéao
estavel entre carbono e fosfato o que oferece certa resisténcia quimica,
térmica, fotolitica e enzimatica a molécula (MOORE et al., 1983, PIPKE &
AMRHEIN, 1988, HAYES et al., 2000; OBOJSKA et al., 2002). A degradacgao
microbiana ocorre pela clivagem desta ligacao liberando fosfato inorganico
produzindo sarcosina ou acido aminometilfosfénico (AMPA). Considerado
estavel na presenca de luz e em temperaturas elevadas (60°C) (DICK &
QUINN, 1995, TAROUCO, 2009; TEJADA, 2009; ZHAO et al., 2009). As
constantes que indicam o grau de dissociagao (pK) do herbicida em funcéo do
pH encontrados na literatura sdo: pK 1 = 0,8; pK 2 = 2,16; pK 3 = 5,46; pK 4 =

10,14 (AMARANTE, 2002).

Figura 1: Formula estrutural do herbicida glifosato. Fonte: ANVISA (2011).

Apresenta largo espectro de agédo, o que possibilita um excelente

controle de plantas daninhas anuais ou perenes, tanto de folhas largas como
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estreitas (MONSANTO, 2011). O glifosato € absorvido pelas folhas e tecidos
verdes das plantas e transportado via floema para raizes e rizomas (ARAUJO,
2002). O modo de acdo do glifosato é a inibicAdo da enzima 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) na via do &cido chiquimico
blogueando a sintese de aminoacidos aromaticos essenciais como fenilalanina,
triptofano e tirosina e, precursores de outros compostos aromaticos criticos
incluindo reguladores de crescimento das plantas e fitoalexinas (MOORE et al.,
1983; SHINABARGER & BRAYMER, 1986; FITZGIBBON & BRAYMER, 1988;
LIU et al, 1991;DE ANDREA et al., 2003; KREMER & MEANS, 2009;
TAROUCO, 2009; TIAN et al., 2010).

A parte do produto que é retida nos tecidos vegetais contribui para
reduzir sua disponibilidade no ambiente, e este produto somente ird atingir o
solo quando a matéria seca dessas plantas daninhas for decomposta pelos
organismos heterotréficos do solo e na maior parte das vezes nao mais como
glifosato (MONSANTO, 2011).

A propriedade herbicida dessa molécula foi descoberta pela
Monsanto em 1970 e a primeira formulacdo comercial foi lancada nos Estados
Unidos em 1974, com o nome comercial de Roundup®. Atualmente € o mais
utilizado no mundo, responsavel por cerca de 10% do total de defensivos
agricolas consumidos, sendo rotineiramente aplicado para controle de ervas
daninhas em areas cultivadas e ndo-cultivadas (GIMSING et al., 2004; PESCE
et al., 2009), residenciais, industriais, florestais e em um grande numero de

culturas como café, maca, soja, algodao, entre outros (MONSANTO, 2011).
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Frequentemente € descrito apresentando pouca ou nenhuma
atividade no solo devido ao rapido potencial de adsorcdo em particulas
organicas e inorganicas do solo. E um composto organico dipolar e, por isso,
apresenta rapida e alta taxa de adsor¢do aos oxidos e hidréxidos de ferro e
aluminio e a matéria organica do solo. Por estes motivos é considerado
ambientalmente seguro (GROSSBARD & HARRIS, 1979; PRATA, 2002;
GIMSING et al., 2004; KREMER & MEANS, 2009), com alta biodegradabilidade
e um risco baixo de lixiviagdo (ARAUJO, 2002; SGRENSEN et al., 2006). A
quantidade adsorvida pelas particulas do solo como argila e humus, depende
do teor de matéria organica, textura e nivel de fésforo (ARAUJO, 2002).

A inativacado do glifosato no solo € rapida devido a fatores que néo
podem ser controlados no ambiente como: atividade microbiana, que acarreta
aceleracdo da degradacdo do glifosato; altas concentracbes de cations
metdlicos; instabilidade da umidade do solo e grande variagdo da temperatura
do solo (PRATA, 2002).

O ¢lifosato é rapidamente degradado por microrganismos do solo,
sendo que sua meia-vida média (tempo médio necessario para que metade da
quantidade aplicada do produto seja degradada) € de 32 dias (GIESY et al.,
2000; MONSANTO, 2011). Glifosato quando aplicado no solo, exibe baixa
atividade herbicida devido a sua degradacao microbiana e em maior grau pela
sua adsor¢cdo aos constituintes do solo. Glifosato compete com fosfato
inorganico por sitios de sor¢ao no solo (MORILLO et al., 1999).

Segundo Zobiole et al. (2010), o glifosato pode ter consequéncias

negativas para muitos microrganismos benéficos do solo. As Pseudomonas
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spp. sdo importantes bactérias multifuncionais do solo por serem capazes de
produzir numerosos metabdlitos secundarios incluindo sideroforos, cianeto de
hidrogénio, enzimas extracelulares e muitos antibidticos que aumentam a
disponibilidade de nutrientes neste ambiente e suprimem a competicdo dos
grupos microbianos. Em seus trabalhos concluiram que o glifosato alterou
microrganismos selecionados da rizosfera quando aplicado na primeira € na
segunda geracao de soja transgénica resistente ao referido herbicida em varios
estagios de crescimento. Demonstraram que glifosato aplicado em soja
transgénica, independentemente do nivel de tolerdncia para o herbicida,
impacta a complexa interagdo dos grupos microbianos do solo, atividade
bioquimica e crescimento das raizes levando a subsequentes efeitos no
crescimento, saude e produtividade das plantas.

Castro Junior (2006) concluiu que os microrganismos habitantes da
rizosfera como o fungo do género Fusarium podem metabolizar glifosato nos
exsudatos radiculares como uma fonte de fésforo, carbono e energia.

No ambiente agricola, o glifosato ndo causa impacto significativo
sobre as populagbes microbianas em fungdo da grande diversidade dos
microrganismos, da composicao fisico-quimica dos solos e da dose efetiva
para exercer alguma acao sobre eles.

De acordo com a EPA (Environmental Protection Agency) o glifosato
ndo possui propriedades carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas ou que
causem qualquer problema reprodutivo. Afirmam que este herbicida tem baixa
toxicidade e baixo risco para a vida selvagem na exposicao direta ao glifosato e

suas formulagbes. Nao apresenta efeito neurotéxico crbénico, sendo
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considerado ineficaz contra o homem e animais (FORLANI et al., 1999). A
classificagdo quanto ao potencial de periculosidade ambiental do glifosato € IV,
que significa pouco ou muito pouco perigoso, sendo também pouco tdxico.
Portanto, quando utilizado de acordo com as recomendacOes da bula, o
produto em questdao nao representa risco ao meio ambiente (MONSANTO,
2011).

Segundo Amarante & Santos (2002) apesar de o herbicida ser citado
como pouco toéxico, ha evidéncias de efeitos deletérios em seres humanos
devido a toxicidade ambiental, causando danos indiretos e também levando a
resisténcia de algumas espécies de ervas que se adaptam apds o0 uso
prolongado do herbicida.

O herbicida glifosato foi o principal responsavel pela adogdo mundial
de praticas agricolas como o plantio direto e também possibilitou um grande
avango na producdo mundial de alimentos com a introducdo de culturas

geneticamente modificadas, tolerantes ao glifosato (MONSANTO, 2011).

2.3 Impacto Ambiental de pesticidas no ambiente

Impacto ambiental pode ser considerado como qualquer alteracao
das propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do meio ambiente, causado por
qualquer forma de matéria ou energia resultante das atividades humanas que
direta ou indiretamente, afetam a saude, a segurangca e o bem estar da
populacdo; as atividades sociais e econbmicas; a biota e a qualidade dos

recursos ambientais (FRIGHETTO, 1997; SPADOTTO, 2002).
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Segundo Chaim (2004), o uso incorreto de pesticidas acaba
causando sérios impactos ambientais como intoxicagdes ou doengas no
homem, resisténcia da praga ao produto, contaminagdes de solo e agua, morte
de inimigos naturais e organismos n&o-alvo, entre outros.

A introducdo de pesticidas no ambiente agricola pode provocar
efeitos indesejaveis por exercer uma pressao de selecdo nos organismos,
alterar a dinamica bioquimica, acarretando mudancas na funcdo do
ecossistema, e a biomassa microbiana. Como os microrganismos tém atuacao
fundamental na transformacédo e liberacdo de nutrientes para as plantas, a
disponibilidade de nutrientes pode ser alterada e a fertilidade do solo
comprometida (SPADOTTO, et al., 2004; SPADOTTO, 2006).

Os efeitos ambientais de um pesticida dependem intrinsecamente
da sua ecotoxicidade a organismos terrestres e aquaticos e também da sua
toxicidade ao ser humano. Além disso, dependem diretamente das
concentracbes atingidas nos diferentes compartimentos ambientais que
dependem do modo e das condigcdes de aplicagcdo, da quantidade ou dose
usada e do comportamento e destino do pesticida no meio ambiente.
(SPADOTTO et al., 2004).

Devido a natureza, heterogeneidade, dinamica e respostas
adaptativas da comunidade microbiana, torna-se dificil determinar com
exatidao os impactos causados pelo uso destes produtos na microbiota e nos
processos biolégicos do solo. Os efeitos negativos dos pesticidas devem ser
avaliados por indicadores especificos, como a utilizacdo de fontes de carbono e

a medida da atividade enzimatica da comunidade microbiana do solo na
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avaliacdo dos impactos de poluentes no solo (FORTES NETO, 2007;
ZABALOY et al., 2008).

A principal parcela de vendas de todos os pesticidas no sistema de
produgdo agricola de alta escala comercial no mundo industrializado é
constituida pelos herbicidas (TAROUCO, 2009).

O uso de herbicidas pode causar impactos diretos e indiretos; locais,
regionais ou globais; imediatos, de médio ou longo prazo; temporarios, ciclicos
ou permanentes; reversiveis ou irreversiveis. Em areas agricolas, podem ainda
ser de fonte difusa, causados pela contaminagcdo proveniente da aplicacdo
regular, ou pontual, por derramamento durante o transporte e manuseio dos
herbicidas. Os impactos podem ocorrer nos meios abidtico, bidtico e sécio-
econdmico, portanto a avaliagdo de impactos ambientais dos herbicidas deve
contemplar os aspectos ecoldgicos, sociais e econémicos mantendo relagao
com o conceito de sustentabilidade agricola. Os impactos ambientais
provocados pelo uso de herbicidas podem ainda ser intrinsecos, residuos no
solo, e extrinsecos, contaminagao de aguas superficiais e subterraneas usadas
para abastecimento de populagdes urbanas (SPADOTTO, 2002).

Em uma avaliacdo de impacto ecoldgico de produtos quimicos no
meio ambiente, devido a complexidade dos fatores envolvidos, a principal
responsabilidade € saber selecionar quais os parametros mais sensitivos para
se estimar os possiveis efeitos de um produto sobre o ecossistema em estudo

(GUIMARAES, 1987).
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2.4 Biodegradacao de glifosato

O termo biodegradacéo refere-se a degradagéo microbioldgica direta
ou indireta de um composto organico, sendo considerada a principal via de
desaparecimento desses produtos no solo (MONTEIRO, 1996; PRATA, 2002;
MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Os microrganismos utilizam este composto
como substrato pela acdo de suas enzimas e podem ainda, transforma-lo em
nutrientes e energia para sua sobrevivéncia (MAIER, 2000). A biodegradacao é
fundamental para a reciclagem de produtos quimicos naturais e industriais no
ambiente (WACKETT et al., 1999).

A completa biodegradagédo ou mineralizagdo envolve a oxidacao dos
compostos intermedidrios - que podem ser mais ou menos téxicos que o
composto inicial - em moléculas mais simples, como agua, CO, entre outras
(SPADOTTO et al., 2004). Embora parte desse processo seja ocasionada por
reacoes quimicas, como a hidrélise, a fotolise e a volatilizagdo, o catabolismo e
o0 cometabolismo microbianos sdo os principais meios de mineralizacao
(SPADOTTO et al.,, 2004; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; ZABALQY et al.,
2008; TAROUCO, 2009). O tipo e as condicbées do solo, bem como as
propriedades da microbiota, podem influenciar a taxa de biodegradacao e
mineralizacdo do produto além da disponibilidade do composto aos
microrganismos (MAIER, 2000).

A transformagéo de pesticidas é constituida por processos distintos
e complexos, os quais sao influenciados por uma infinidade de fatores fazendo
com que este processo seja especifico para cada molécula

(SOMASUNDARAM & COATS, 1990).
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Fatores do ambiente tais como temperatura, umidade, vento e luz
solar podem afetar a transformagdo dos herbicidas no solo (MONTEIRO,
1996). As propriedades do solo como pH, textura, quantidade de argila e de
matéria organica, entre outras, podem influenciar diretamente na degradacéo
de herbicidas (TEJADA, 2009). O pH desempenha importante papel na
adsorcao de glifosato em solos argilosos (ZHAO et al., 2009). O ph baixo que
favorece a adsorcdao ao solo, reduz a biodisponibilidade do glifosato aos
heterotréficos (OBOJSKA et al., 2002). A biodegradacdo em biorreatores
proporciona um controle maior das caracteristicas fisicas do processo como,
por exemplo, o pH, a temperatura, e a aeragado, permitindo a otimizacao e
reducao do tempo de degradagédo da molécula herbicida (TAROUCO, 2009).

A acdo dos herbicidas no ambiente é influenciada pelas condi¢des
climaticas e condi¢des do solo, que passam a agir de forma combinada. Assim,
a necessidade de se estudarem as diversas formas de interacdo desses
produtos com o solo vem tornando-se imprescindivel a compreensdo dos
diferentes caminhos tomados por esses produtos no meio (ARAUJO, 2002).

O tamanho, a forma, a estrutura quimica, os grupos funcionais e a
carga da molécula, sdo as principais caracteristicas quimicas do herbicida em
relacdo & degradacdo. Estas determinam o grau de toxicidade, a rota
metabdlica, o comportamento no solo e a absor¢cao pelos microrganismos. A
existéncia de genes apropriados e expressos na comunidade microbiana é a
condi¢cao essencial para que ocorra biodegradagdo (MOREIRA & SIQUEIRA,

2006).
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Na maioria dos casos, a transformacdo da molécula durante sua
exposicdo a um microrganismo, ou a toda microbiota do solo, ndo ocorre
apenas por um unico mecanismo. A molécula pode ser metabolizada por véarios
caminhos no ambiente resultando diferentes produtos oriundos da mesma
molécula (SOUZA, 1998 in ARAUJO, 2002).

O herbicida glifosato pertence ao grupo quimico dos
organofosforados que contém uma ligacao estavel entre carbono e fésforo (C-
P), sendo altamente resistente a decomposi¢cdo quimica e sua degradacao &,
portanto, um processo bioldgico que envolve a atividade da enzima liase na
quebra da referida ligacdo (MOORE et al., 1983; GIMSING et al., 2004; KOOLS
et al., 2004).

O (¢lifosato pode estimular ou inibir o crescimento dos
microrganismos do solo, dependendo do tipo de solo e da concentragdo de
herbicida utilizada (GOMEZ et al, 2008). O destino do glifosato no solo é a
completa degradacdo por microrganismos edaficos (SHINABARGER &
BRAYMER, 1986).

A degradacao do glifosato no solo € muito rapida (podendo variar
bastante em funcao das condicées ambientais) (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006)
e é realizada por grande variedade de microrganismos que usam o produto
como fonte de energia, carbono, fésforo e nitrogénio, por meio de duas rotas

catabdlicas (DICK & QUINN, 1995) (Figura 2).
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Figura 2. Rotas de degradacao do herbicida glifosato. Fonte: AMARANTE &

SANTOS (2002).

Em uma delas ocorre clivagem direta da ligacao C-P da molécula de
glifosato; resultado da atividade da enzima liase C-P, produzindo sarcosina
como metabdlito intermediario (LIU et al., 1991; TEJADA, 2009), que pode ser
degradada a amino&cido glicina e entdo a carbono que é incorporado em

alguns aminoacidos como serina, cisteina, metionina e histidina e nas purinas
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(PIPKE et al., 1987). Entre os microrganismos que realizam a degradagéao do
herbicida por esta rota estdo Pseudomonas sp., Arthrobacter sp.,
Agrobacterium radiobacter, Rhizobium meliloti WACKETT et al., 1987; LIU et
al., 1991).

A outra rota envolve a conversdao de (lifosato a &cido
aminometilfosfénico (AMPA) como principal metabdlito, pela acdo de enzimas
como as oxidorredutases e transaminases e do acido glioxilico que clivam a
molécula do glifosato em ligacdes diferentes daquela existente entre carbono e
fésforo, assim esta ligacdo é conservada (OBOJSKA, et al., 2002; TEJADA,
2009). Uma lenta degradacdo de AMPA em relacdo ao glifosato tem sido
relatada, possivelmente por causa da forte ligagdo que este metabdlito tem
com o solo. Eventualmente, ocorre decomposi¢cdao do AMPA em &gua, dioxido
de carbono, aménia e fosfato (FORLANI et al., 1999; ARAUJO, 2002; GOMEZ
et al., 2008). Pode ocorrer ainda, a desfosforilagdo do AMPA através da acéo
da enzima C-P liase originando metilamina e formaldeido (LERSB et al., 1990).
Arthrobacter atrocyaneus, Achromobacter sp. e Flavobacterium sp. sao alguns
microrganismos que realizam a degradacao de glifosato formando AMPA
(BALTHAZOR & HALLAS, 1986; PIPKE & AMRHEIN, 1988; FORLANI et al.,
1999; OBOJSKA, et al., 2002).

A capacidade de degradar glifosato esta difundida entre as bactérias
do solo, e muitas cepas de Escherichia, Klebsiella, Shigella, Enterobacter,
Serratia, Pseudomonas, Rhizobium, Agrobacterium, Bacillus e Arthrobacter sao
capazes de crescer com fosfatos como Unica fonte de fésforo, nitrogénio e

carbono (KRZYSKO & LUPICKA, 1997).
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Muitas espécies de bactérias e fungos vém sendo isoladas por sua
capacidade de degradar glifosato, a maioria dos estudos se refere ao principio
ativo glifosato, desconsiderando o efeito dos adjuvantes das formulagées
comerciais sobre o desenvolvimento dos microrganismos (KARPOUZAS &
SINGH, 2006).

Eberbach (1998) estabeleceu que o estagio inicial da degradacao do
glifosato ocorre quase exclusivamente na fase nao adsorvida do solo entdo
carbono, nitrogénio e fésforo da molécula de glifosato podem ser rapidamente
disponibilizados para microrganismos.

A dindmica e a heterogeneidade dos microrganismos do solo séo
dependentes de fatores tdo diversos como caracteristicas do solo, variagdes
climaticas, praticas agricolas e ainda a taxa e a frequéncia de aplicacao do
pesticida influenciam significativamente na biodegradacao do glifosato (SUETT
et al., 1996).

A populagao e a atividade dos microrganismos do solo séo alteradas
com a presenga de herbicidas, devido ao aumento da fonte de carbono e
outros nutrientes que favorecem o crescimento microbiano (ARAUJO, 2002).

A atividade microbiana € de suma importancia nos processos de
eliminacdo de produtos quimicos do ambiente (MONTEIRO, 1997; SANTOS et
al., 2009). A formulagao dos pesticidas pode influenciar a degradacao, como é
o caso de formulagdes granulares que sdo mais persistentes do que os
concentrados emulsiondveis e ainda afetar a mobilidade dos ingredientes
ativos no solo, modificando a quantidade de pesticidas disponiveis para

degradacao (MONTEIRO, 1997).
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Embora o glifosato seja uma molécula simples, potencialmente facil
de ser degradada, com meia-vida variando de dias (parte ndo-adsorvida as
particulas do solo) a anos (fracdo adsorvida ao solo), é adsorvida ao complexo
organo-mineral do solo (CARLISLE & TREVORS, 1988; EBERBACH, 1998;
GOMEZ et al.,, 2008). A fracao de glifosato que entra no solo pode ser
fortemente adsorvida, principalmente em solos com alto teor de argila e matéria
organica (GOMEZ et al., 2008). Forte adsorcao por sélidos, tais como éxidos
de aluminio e ferro podem de fato proteger compostos organicos como
glifosato contra degradacdo microbiana, e processos de adsorcao/dessorcao
podem controlar taxas de degradagdo. No solo a adsor¢cdo do glifosato é
também influenciada pelo fosfato, porque estes competem por sitios de
adsorcao, entédo a aplicagdo de fosfato pode melhorar a biodisponibilidade e a
mineralizagdo do glifosato. (GIMSING et al., 2004). Apds adsorgcdo, a
mineralizagdo procede sem nenhuma fase lag, e parece ser um processo
cometabdlico que ocorre em ambas as condicdes aerdbia e anaerdbia
(FORLANI et al., 1999). A adsorcdao restringe ao longo do tempo a
disponibilidade do glifosato para degradagdo (EBERBACH, 1998).

Glifosato é considerado um herbicida inofensivo devido a sua rapida
biodegradacao e forte adsorcéo no solo e assim ter uma baixa propensao para
mobilidade e contaminacdo de aguas subterraneas. Produtos quimicos com
alta afinidade pela matriz do solo sdo susceptiveis a lixiviagdo, e baixas
concentragbes de glifosato tém sido encontradas em aquiferos superficiais,
contrariando a idéia que o herbicida possui mobilidade limitada no solo (ZHAO

et al., 2009).
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A taxa de mineralizagdo de glifosato é dada pela analise da
biomassa e atividade microbiana e determina a persisténcia deste no solo
(GOMEZ et al., 2008). A persisténcia do herbicida no solo € resultado de
processos de transformacgéo (degradacgéo, formagdo de metabdlitos) e remocéao
(volatilizagao, escorrimento superficial, etc) (PERNIN-GARNIER et al., 1995).
Dentre os processos bioldgicos que determinam a persisténcia dos herbicidas
no solo, a degradag@o microbiana constitui 0 de maior importancia (RUEPPEL
et al.,, 1977). Os fatores que influenciam a persisténcia e comportamento do
herbicida no solo estéo interrelacionados com a adsorcao do pesticida e com a
disponibilidade do mesmo para biodegradacdo (ARAUJO, 2002). Conforme
Zabaloy et al. (2008), glifosato tem uma persisténcia moderada no solo. Os
complexos mais persistentes sdo resultantes de ligagdes covalentes do
pesticida ao material quimico do solo sendo conhecidos como residuos ligados
(MONTEIRO, 1996).

Aplicacbes repetidas de glifosato podem ter um impacto maior na
comunidade microbiana do solo do que uma simples aplicagdo (LANCASTER
et al., 2009).

O fenbmeno da biodegradacao acelerada € observado depois de
repetidas aplicacdes de pesticidas no solo e resulta num processo natural de
adaptacao metabdlica da comunidade microbiana. A biodegradacao acelerada
aumenta a populacdo microbiana especifica e sua atividade degradadora
(MONTEIRO, 1996; ARAUJO, 2002; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). A
adaptacao da populagdo microbiana a compostos quimicos no ambiente pode

ser explicada pelo ajustamento de um componente especifico da populacéo,
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que resulta em uma atividade competitiva e numa proliferacdo da mesma. Este
fendbmeno pode ser explicado pelo resultado da interacdo entre substancias
quimicas, microrganismos e condigdes ambientais (SOMASUNDARAM &
COATS, 1990). Pode acelerar o desaparecimento do produto, promovendo a
destoxificacdo e evitando seu acumulo no solo, porém, pode reduzir a eficacia
do produto aplicado sobre os organismos-alvo (patégeno ou praga) (MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006). Quanto mais tempo a molécula do pesticida permanecer
no solo depois de sua aplicacdo, mais resistente se torna a degradacao
(MONTEIRO, 1996).

Devido ao fato de a biodegradacao acelerada decorrer de processos
catabdlicos, a biomassa e/ou a atividade microbiana de microrganismos
degradadores pode ser aumentada em solos com sucessivas aplicagbes de um
determinado pesticida (PRATA, 2002). Microrganismos isolados de solos
adaptados ao pesticida sdo capazes de crescer usando a molécula do pesticida
como unica fonte de carbono e energia e, além disso, induz rapida degradacgao
do pesticida quando inoculado em solo ndo adaptado (SUETT et al., 1996).

Nesta degradacdao ocorre o aumento do crescimento de bactérias
degradadoras conforme ha desaparecimento do produto no solo. Outro aspecto
interessante é a capacidade de adaptacao dos microrganismos a esse produto,
que é rapidamente biodegradado, diminuindo sua exposicdo ambiental e,
consequentemente, os riscos. Estudos em solos brasileiros mostram que
mesmo depois de anos de aplicagdo, ndo ha acumulo significativo de glifosato
e que este ndo oferece impacto em bactérias, fungos e na atividade

heterotréfica do solo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
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Robertson & Alexander (1994) realizaram um estudo com intuito de
avaliar a degradacdo acelerada de alguns herbicidas e observaram que o
glifosato foi rapidamente e extensivamente mineralizado apds a sua primeira

aplicagéo.

2.5 Analise de glifosato e AMPA
Em decorréncia da ampla utilizacdo do glifosato, muitos estudiosos

desenvolveram métodos de extracao e andlise deste composto que permitem a
sua deteccado e quantificacdo em amostras ambientais. Devido a complexa
interacdo do glifosato com componentes do solo, a sua solubilidade em agua e
insolubilidade em solventes organicos, os métodos de extracdo também sao
complexos e dependentes do tipo e das caracteristicas do solo (SPRANKLE et
al., 1975; ARAUJO, 2002; TAROUCO, 2009). Melhores recuperagdes sdo
observadas para solos orgénicos do que para solos argilosos e minerais, pois
nestes existe competicdo pelos sitios ibnicos do solo comprometendo a
extracdo (AMARARANTE & SANTOS, 2002).

O glifosato possui alta polaridade e tendéncia em formar espécies
ibnicas e, por este motivo, a maioria das técnicas de extragdo do herbicida é
realizada por meio de reacdes acido-base, onde o composto que esté ligado a
particulas i6nicas do solo através do grupo fosfato, passa a interagir com ions
da solucdo. Nos processos de extracdo sdo utilizadas bases fortes como
hidroxido de potassio e hidroxido de sddio; sais dessas bases, bases fracas ou
acidos fracos e, apds, etapas de eluigcdo/retencao em resinas de troca idnica

(AMARANTE & SANTOS, 2002).
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Muitos dos métodos relatados na literatura para determinacdo e
separacao de glifosato sdo cromatograficos. No método da cromatografia
liquida, deteccdo de UV visivel e de fluorescéncia sédo utilizadas para os
derivados de glifosato. Os derivados de glifosato mostram alta sensibilidade e
seletividade na determinacdo por cromatografia gasosa e liquida, mas os
procedimentos de derivatizagcao sdo muito complicados e ainda geram produtos
instaveis. Cromatografia idnica e eletroforese capilar também sdo usados na
determinacao de glifosato em diferentes amostras (JAN et al., 2009).

Resto et al. (2006) afirmaram ser a cromatografia ibnica um método
cromatografico eficiente na deteccdo de substancias solluveis em agua e
iGnicas.

Técnicas como a polarografia, a espectrofotometria, eletroforese
capilar e a ressonancia magnética nuclear, tém sido aplicadas na analise do
herbicida mostrando que técnicas menos convencionais podem ser
adequadamente aplicadas como alternativas de andlise do composto em
amostras ambientais (AMARANTE & SANTOS, 2002).

A técnica mais utilizada para a determinacdo de glifosato é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), porém, pela auséncia de
cromatéforos, é necessaria a derivacdo do composto para producdo de
compostos que interajam com radiagdo eletromagnética, aplicando-se radiagao
colorimétrica por UV ou detecgéo fluorimétrica (MORLIER & TOMKINS, 1996).
Apresenta vantagens importantes como pequenos coeficientes de variagéo,
recuperacoes e limites de deteccdo adequados (AMARANTE & SANTOS,

2002).
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A segunda técnica mais descrita para determinagéo de glifosato é a
cromatografia gasosa, realizada apds derivagdo de glifosato para converté-lo
em derivados volateis e termicamente estaveis e tem como vantagem possuir
alta sensibilidade (KATAOKA, 1991; TSUNODA, 1993; JAN et al., 2009).

Sanchez et al. (2005) utilizaram a técnica da cromatografia ibnica
para determinar a presenca de glifosato em aguas do Rio Catatumbo,
concluindo que esta técnica é eficaz para a determinacdo do herbicida em
amostras de agua ambientais, ao observarem que 99+6% do glifosato foi
recuperado. Zhu et al. (1999) descreveram um método sensivel de
determinacdo de glifosato em amostras de agua ambiental por cromatografia
idnica.

Jan et al. (2009) desenvolveram um método espectrofotométrico
simples de deteccao de glifosato em amostras ambientais e bioldgicas. O grupo
amina do glifosato foi convertido em acido ditiocarbamico reagindo com disulfito
de carbono, em cloroférmio. O grupo ditiocarbamico posteriormente reagiu com
ion metalico cobre, na presenca de aménia e um complexo ditiocarbamato de
cor amarela de cobre foi formado. A absorbancia do complexo amarelado
resultante foi lida a 435 nm. Este método foi aplicado com éxito em amostras
ambientais. Os valores de recuperacdo em amostras de solo e de agua foram
de 80 a 87% e 85 a 92% respectivamente.

Milles & Moye (1988) desenvolveram um método de extracdo de
glifosato para diferentes tipos de solo. Para solos argilosos e com alto teor de

matéria organica, a solugcdo usada foi KOH 0,2 mol.L". A solugdo de KH,PO,
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0,1 mol.L™" foi utilizada para solos com baixos niveis de argila e matéria

organica. Obtiveram recuperacao de 35% e 100% do herbicida aplicado.

Borjesson & Tortensson (2000) realizaram a determinacdo de
glifosato e AMPA em solo e em &agua, utilizando hidroxido de sodio para
extracdo e obtiveram recuperacdo média de 78% e 75% em solo e 103% e

96% em agua para glifosato e AMPA, respectivamente.



3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nas unidades da EMBRAPA
UVA e VINHO nas cidades de Bento Gongalves-RS e Vacaria-RS e no
Laboratério de Biotecnologia do ICTA da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul (UFRGS) no ano de 2010 e 2011.

3.1. Coleta de solos

As amostras de solo foram coletadas no municipio de Vacaria/RS
em pomares de maca de trés propriedades particulares e na Estacao
Experimental de Fruticultura Temperada da EMBRAPA Uva e Vinho. Na
propriedade 1 foi realizada coleta em area com histérico de 1 ano de aplicagao
do glifosato, que corresponde ao solo 1. Na area 2 a coleta foi feita de solo com
historico de 7 anos de uso do herbicida (solo 2). Na terceira propriedade, duas
coletas foram realizadas de areas diferentes com os seguintes histéricos, 15
anos (solo 3) e 23 anos (solo 4) de aplicacao do herbicida. Na estacdo, as
amostras foram coletadas em duas areas uma com histérico de 29 anos de uso
de glifosato (solo 5) e a outra de um pomar organico sem aplicacdo do
herbicida (solo 6) (controle). O histérico de aplicacao do glifosato nas diferentes

areas pode ser verificado na Tabela 1.
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Tabela 1. Histérico de aplicacao do glifosato nos solos estudados.

Propriedade  Histérico de aplicacdo  Quantidade aplicada Aplicacbes

1 1 ano 6 L/ ha jan/10
2 7 anos 6 L/ ha jan/10
3 15 anos 6 L/ ha jan/10
3 23 anos 6 L/ ha jan/10
4 29 anos 6 L/ ha jan/10
4 isento - -

Foram coletadas, de cada area, amostras de solos da linha dos
pomares, ou seja, préximo as raizes, inteiramente ao acaso, em 10 pontos
diferentes numa profundidade de 0-10 cm e que formaram a amostra de
trabalho. As amostras dos solos foram mantidas a temperatura ambiente,
sendo em seguida peneiradas em malhas de 2 mm, e entdo o peso seco foi
determinado. O restante das amostras foi acondicionado em sacos plasticos
fechados frouxamente com barbante (para possibilitar a respiragdo das
bactérias) e mantido a temperatura de 4°C para analises posteriores.

Os dados das analises fisico-quimicas das amostras de solo,
realizadas pelo Laboratério de Analises de Solo da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Composicao fisico-quimica das amostras de solos coletadas.

Identificacdo (tempo de uso de glifosato)

Determinagao 1(1) 2(7) 3 (15) 4 (23) 5(29)  6(zero)’
Argila (%) 46 34 48 39 53 56
pH em HO (1:1) 6,3 5,8 5,8 6,4 4,9 6,0
indice SMP 6,8 6,0 6,0 6,7 6,0 6,3
P (mg/dm3) 55 15 12 18 13 57
K (mg/dm?) 256 249 284 321 171 218
S (mg/dms3) 22 13 18 13 25 14
Zn (mg/dm3) 23 9,1 26 35 8,0 12
Cu (mg/dm3) 13 8,2 19 28 24 17
B (mg/dm?) 3,5 3,0 2,2 2,5 1,4 2,9
Mn (mg/dm?) 13 28 41 30 136 27
M.O. (%) 4,6 4,1 5,0 5,2 4,7 5,5
Aliroc. (cmole/dms3) 0,0 0,0 0,0 0,0 1,3 0.0
Catroc. (CMolc/dm3) 17,4 8,8 10,6 18,4 4,5 14,2
Mgiroc. (Cmole/dm?) 8,2 3,8 2,9 3,4 1,8 4,0
Al+H (cmol/dm?) 1,7 4.4 4.4 2,0 4.4 3,1

CTC (cmoly/dm?) 28,0 17,6 18,7 24,6 11,3 21,9

' Pomar organico Embrapa.

3.2. Determinacao do peso seco e capacidade de campo

Amostras de 10 g de solo foram secas em estufa a temperatura de
1052C por 24 horas, em trés repeticdes (ARAUJO, 2002). A umidade foi
determinada, em porcentagem, pelas diferencas dos pesos dos solos antes e

apos a secagem em estufa (Tabela 3).
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Tabela 3. Umidade de campo dos solos analisados.

Solo Umidade de campo (%)

1 21,2
12,9
24,0
22,4
20,0
23,0

OOk WN

O valor da capacidade de campo, utilizado para correcdo da
umidade do solo no experimento de biodegradacao, para os solos da regiao de
Vacaria-RS, foi de 0,43 cm3 agua/cm?® de solo (CONCEICAO et al., 2010)
sendo o tipo de solo Latossolo Bruno Distréfico Tipico (EMBRAPA, 1999). A

textura deste solo é argilosa que favorece maior capacidade de campo.

3.3. Glifosato

O herbicida utilizado foi o glifosato em sua férmula comercial
(Roundup WG®) na dose recomendada para a cultura da maga (3,5 Kg. ha™).
Em cada quilograma do produto 720 g correspondem a quantidade de
ingrediente ativo (molécula de glifosato). Entdo, em 3,5 Kg de Roundup WG®
tem-se 2.520 g de ingrediente ativo. Esta quantidade de produto é dissolvida
em 100 L de agua, sendo que em cada litro 35 g do Roundup WG® sio
dissolvidas tendo 25,2 g i.a. A quantidade aplicada foi calculada utilizando 25,2
gi.a./ ha solo. A dose final aplicada nas amostras de solo foi de 2,52 mg i.a./Kg

de solo.
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3.4. Biodegradacao de glifosato no solo

A metodologia utilizada foi a descrita por Bartha & Pramer (1965),
que quantifica o diéxido de carbono (CO,) desprendido na respiracao
microbiana do solo.

O herbicida glifosato foi aplicado na dose de 2,52 mg i.a./ Kg"' de
solo, uniformemente nas amostras de solos contidas em sacos plasticos que
foram agitados para homogeneizacdo (ARAUJO, 2002). Sendo utilizados 200 g
(peso seco) de cada amostra de solo que foram acondicionados em frascos de
fechamento hermético. A umidade do solo foi ajustada para 70% da
capacidade de campo. Ap6s adicdo do solo contaminado com o herbicida,
copinhos plasticos (50 mL) foram colocados nos frascos contendo 20 mL de
NaOH 0,5M e incubados por 48 horas a 28°C. Decorridas 48 horas os copinhos
foram retirados dos frascos e acrescidos de 3 mL de BaCl, 30%, 3 a 4 gotas de
fenolftaleina sendo o NaOH restante titulado com HCI 0,5M. Frascos contendo
solo ndo contaminado serviram como testemunha. O mesmo procedimento foi
utiizado para frascos sem adicdo de solo (branco), para determinar a
quantidade de CO, desprendido devido a atividade microbiana.

A quantificagdo do CO, desprendido foi realizada nos periodos 2, 4,
8, 16, 24 e 32 dias apds a incubagao do solo, sendo calculado pela seguinte
férmula (IBAMA, 1990):
ug C-CO; = [(mL HCL gasto branco) — (mL HCL gasto tratamento)] x N x 22
onde:

N: normalidade do HCL, determinada a cada coletaportitulagdo com NaOH 0,5N.
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3.5. Quantificacao de bactérias do solo

Na determinagdo da comunidade bacteriana do solo foi utilizada a
técnica de contagem de viaveis. Foi pesada 1 g de cada amostra de solo e
adicionados em Erlenmeyer (50 mL) contendo 9 mL de agua estéril e
submetidas a agitacdo de 200 g por 30 minutos a temperatura ambiente. Uma
aliqguota de 1 mL foi retirada da suspensdo bacteriana de cada amostra e
colocada em tubos de ensaio e a esta, adicionados 9 mL de solu¢do salina
0,9%. Este procedimento foi repetido até a obtenc&o das diluicées 10°a 107 e
plagueadas em meio agar nutriente (AN) (5 g de peptona, 3 g de extrato de
carne, 15 g de agar dissolvidos em um litro de agua destilada) em triplicata. Em
seguida, as placas foram vedadas com Parafilm™ e incubadas durante 48
horas a 28°C. ApGs este periodo foram feitas observacdes da presenca de
unidades formadoras de col6nia (UFC). O numero de bactérias foi avaliado no

inicio (zero), aos 16 dias e ao final da incubacao do solo (32 dias).

3.6. Atividade microbiana do solo

A atividade microbiana foi avaliada de acordo com a técnica de
hidrélise de diacetato de fluoresceina (FDA) onde este substrato € clivado
principalmente por esterases, lipases e desidrogenases (SCHNURER &
ROSSWALL, 1982).

Amostras de 1 g de solo foram acondicionadas em tubos de
centrifuga e a estes adicionados 20 mL de tampao fosfato de s6dio 60 mM, em
triplicata. Estes tubos foram incubados sob agitacdo a 180 g e a temperatura

de 28°C durante 15 minutos. Apos esse periodo, 100 pL de solugéo estoque de
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FDA foram adicionados a todos os frascos com excecdo dos controles e
incubados novamente por 105 minutos a 28°C e 180 g. Em seguida, a reacao
enzimatica foi paralisada com a adi¢cao de 20 mL de acetona p.a.. As amostras
foram centrifugas por 5 minutos a 6000 g, e o sobrenadante filtrado em papel
de filtro Whatman n® 4. As solugdes resultantes da filtracao foram avaliadas em
espectrofotdmetro (comprimento de onda a 490 nm). A atividade microbiana foi
determinada pela quantidade de FDA hidrolisado, com auxilio das curvas-
padrdo obtidas de cada amostra. Para a determina¢ao da curva-padrédo, foram
utilizadas as seguintes concentragdes de fluoresceina: 0,25; 0,75; 2,0; 3,74 e
7,48 pg/mL.

A atividade microbiana foi avaliada nos tempos 0, 17 e 31 dias de

incubacao do solo.

3.7. Selecao de bactérias resistentes ao glifosato

Com intuito de encontrar bactérias nativas (autéctonas) do solo com
capacidade para biodegradar o glifosato, 10 g (peso seco) de cada amostra de
solo foram colocadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL" de meio
mineral (MM1) e adicdo de 100 pg.mL"' de glifosato. Foram incubadas em
incubadora horizontal sob agitacdo de 200 g a temperatura de 28°C durante
cinco dias. Ao término deste periodo, aliquotas de 10 mL™ foram retiradas dos
frascos e transferidas a outros frascos contendo 50 mL™" de MM1 e 200 ug.mL"
de glifosato que foram incubados nas mesmas condi¢des. Nova transferéncia
foi realizada destes frascos para outros contendo 300 pg.mL de glifosato. Para

as trés concentragdes de glifosato, no quinto dia, uma aliquota de 1 mL™ foi
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retirada de cada frasco e entdo diluicbes seriadas foram feitas até a obtencao
das diluicdes 102, 10*, 10°, 10® e 107 que foram plagqueadas em AN e AN
contendo 100 pug.mL™, 200 ug.mL™ e 300 pg.mL™" do herbicida, dependendo do
frasco do qual foram retiradas as aliquotas, sendo incubadas por 48 horas a
28°C e apods, as colénias foram contabilizadas. Aquelas que suportaram a
maior concentracdo do herbicida no meio formando colénias foram
caracterizadas morfologicamente através da observagédo da forma, coloragao,
borda, brilho e consisténcia. A coloragdo de Gram foi realizada para maior
detalhamento das col6nias, sendo que as observagbes foram feitas no
microscépio 6ptico no aumento da imagem de 1000 vezes. Frascos contendo
MM1 sem adigao de glifosato serviram como controle. Os experimentos foram
realizados em duplicata.

Apenas as cepas que conseguiram se multiplicar em meio contendo
300 ug.mL™ de glifosato foram purificadas e armazenadas para identificagdo
por amplificagcdo do gene 16S rDNA e para os experimentos de biodegradagéao

de glifosato em biorreatores.

3.7.1. Manutencao das cepas

A manutencao das culturas foi realizada periodicamente, os repiques
foram feitos a cada 60 dias e foram acompanhados de controle por microscopia
para garantir a pureza das culturas. O meio de cultura utilizado para o estoque
foi AN com adicdo de glifosato na concentracido de 100 pg.mL™.
Adicionalmente, as culturas foram cultivadas em caldo Luria Bertani - LB (g.L™":

glicose, 20; peptona, 10; extrato de levedura, 5; NaCl, 5) sem adi¢cdo de
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glifosato por 12 horas a 30°C e 120 rpm e entdo retiradas aliquotas e
homogeneizadas com glicerol na propor¢céo 80% de cultura e 20% de glicerol e

acondicionadas a -18°C.

3.7.2. Identificacao das cepas bacterianas selecionadas por
amplificacao do gene 16S rDNA

As bactérias que apresentaram capacidade de biodegradar o
glifosato foram identificadas através da técnica de 16S rDNA, onde a sequéncia
do 16S rDNA foi obtida apds extracdo do DNA gendmico, PCR, amplificagéo e
sequenciamento (TAROUCO, 2009).

Cada cultura foi inoculada em caldo LB durante 24 horas a 30°C e
200 g, em duplicata. Para a extragcdo do DNA o kit de extracdo utilizado foi
PureLink™ Genomic DNA (Invitrogen) e o Kit utilizado para purificacdo foi
PureLink™ PCR Purification (Invitrogen).

O DNA foi amplificado por desnaturacao a 94°C (2 min), 36 ciclos de
94°C (1 min), 59°C (1 min) e 72°C (1 min), e um passo final de extensdo de
72°C (5 min).

O marcador molecular utilizado no PCR foi 1 Kb plus DNA Ladder da
Invitrogen.

Os primers utilizados foram: 16S R (ATTACCGCGGCTGCTGG) e
16S F (CCTACGGGAGGCAGCAG). O sequenciamento das amostras foi
realizado na ACTGene Analises Moleculares (Centro de Biotecnologia,
UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o seqlenciador automatico ABI-PRISM

3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero POP6
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(Applied Biosystems). O algoritmo BLAST foi utilizado para a busca por

sequéncias homélogas ao GenBank.

3.8. Biodegradacao de glifosato, em biorreatores, por consorcio
bacteriano

Com o intuito de verificar o perfil de biodegradagcdo de glifosato,
formou-se um consércio bacteriano apenas com as bactérias isoladas dos
solos coletados que sofreram pressdo seletiva, suportando 300 pg.mL' do
herbicida.

O inéculo foi preparado a partir das cepas bacterianas isoladas,
sendo estas inoculadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL do
meio LB adicionado de 100 pg.mL™" de glifosato comercial e foram incubadas a
28°C e 2009 por aproximadamente 24 horas.

O inéculo foi padronizado utilizando a DO igual 1 (600um) de modo
que cada isolado do consoércio fosse inoculado com a mesma concentragao
celular (10° UFC.mL™).

Os ensaios foram realizados em biorreatores (Biostat B Braun) de
cultivo submerso com capacidade para 2L contendo 1,8 L de meio MM1 e 300
ug.mL™" de glifosato comercial e 200 mL de pré-inéculo por um periodo de 108
horas dias a 28°C. Duas diferentes situacdes de agitacdo e aeragdo foram
avaliadas: 1) 300 rpm e 2,5 vvm; 2) 200 rpm e 0 vvm.

Aliquotas de 12 mL retiradas de 4 em cada 4 horas nas primeiras 12
h de cultivo e apbs esse periodo a cada 12 h durante cinco dias (108 horas),

foram centrifugadas por 15 min, a 4°C e 2500g. Foram feitas medi¢des de pH,
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o sobrenadante coletado foi congelado para posterior analise cromatografica e
a biomassa colocada em estufa a 75°C para analise do peso seco. A partir das
amostras, foram realizadas diluicdes seriadas e estas plaqueadas em AN, para
avaliar o nimero de unidades formadoras de colénias (UFC.mL™) ao longo do

cultivo, como medida de multiplicagc&o celular.

3.9. Determinacao da degradacao de glifosato por fatores
abidticos

Para avaliar a existéncia da influéncia de fatores abi6ticos como
exposicao a luz e evaporacao na avaliacao da biodegradacao de xenobibticos
nos experimentos realizados neste trabalho, ensaios controle foram conduzidos
sem a adicao de inéculo celular.

Os ensaios foram realizados em biorreator conforme procedimento

descrito no item 3.8.

3.10. Extracao e analise de glifosato e AMPA do solo

As concentragbes de glifosato e AMPA nos experimentos de
degradacéao foram avaliadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
pelo Laboratério de Residuos e Contaminantes da EMBRAPA MEIO

AMBIENTE, Jaguariuna-SP.

3.10.1. Preparacao e condicionamento de coluna de troca

cationica
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3.10.1.1. Extracao

Amostras de solo retiradas do experimento de incubacao aos 0 e 32
dias (3 repeticdes), foram secas a 40°C por 48 horas e trituradas. Apos, 20 g
foram colocadas em tubos de centrifuga de 250 mL e acrescentados 80 mL de
solugédo 0,25M de NHiOH e 0,1M de KH:PO4. Os frascos foram agitados
deitados em shaker durante 90 min a 65 rpm. Apos, foram centrifugados por 20
min a 3000g. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de centrifuga
sendo efetuada uma segunda extragdo do residuo sélido com 80 mL da
solugdo 0,25M de NH4,OH e 0,1M de KH.PO4. O pH do sobrenadante foi
ajustado para 2 com acido cloridrico 6N, o peso dos frascos foi ajustado
utilizando HCL 0,01M, sendo centrifugados novamente por 10 min a 25009. O
sobrenadante foi transferido para um baldo de fundo redondo de 500 mL com
auxilio de um funil analitico contendo |a de vidro. O procedimento acima foi
repetido para o sobrenadante da segunda extracdo no tubo de centrifuga. O
volume foi reduzido aproximadamente 5 mL sob vacuo numa temperatura de

60°C.
O extrato reduzido foi transferido para um tubo de centrifuga de 50
mL com lavagens de HCL 0,01M. O pH do extrato do solo foi ajustado para 1,8-
2,0 com NH4OH concentrado e centrifugado a 4000 rpm durante 10 min. O
sobrenadante foi passado para um tubo graduado e o volume ajustado para
aproximadamente 10 mL com HCL 0,01M. O volume obtido foi anotado para os

devidos calculos.
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3.10.1.2. Limpeza do extrato por cromatografia em resina AG
50-W

Foi introduzida na coluna uma pasta preparada com 50g de resina
AG 50-W e HCL 0,01M, sem deixar secar. A coluna foi condicionada com mais
200 mL de HCL 0,01M a um fluxo de 2,5 mL/min".

Para evitar perda de glifosato por saturacdo da coluna, foram
transferidos 5 mL do extrato de solo para a coluna. Em todas as etapas o fluxo
utilizado foi de 2,5 mL/min™". A coluna foi lavada com porgdes de 5 mL de HCL
0,01M totalizando um volume de 45 mL, desprezando o eluido. A amostra
eluida foi recolhida em um baldo de fundo redondo de 500 mL e adicionadas 5
porgoes de 55 mL de HCL 0,01M (total 275 mL).

Apés, foi evaporada a secura em evaporador rotatério a vacuo com
banho mantido a 60°C. O residuo de glifosato e AMPA foi redissolvido em fase
mével (0,006M de KH.PO,, 4% metanol, pH ajustado para 2,1 com &cido
fosférico) e transferido para um tubo concentrador de 5 mL. A solucédo foi
filtrada em membrana Milipore de 0,45 um e analisada por HPLC com detector

de fluorescéncia.

3.11. Sistema cromatografico

3.11.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

O equipamento consiste num modelo Merck Hitachi (L-7485) com
colunas analiticas para glifosato (300 mm x 4,6 mm d.i. e 150 mm x 4,6 mm

d.i.,, resina ibnica, forma K*, suporte poliestirenodivinilbenzeno) mantida a
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temperatura de 50°C. A taxa de fluxo da fase mével foi de 0,7 mL.min". O

volume injetado da amostra foi de 100pL.

3.11.2. Determinacao de glifosato e AMPA e reacao pos-coluna

Para determinacdo do glifosato foi necessaria uma reagao pés-
coluna para glicina a 38°C, seguida de derivatizagdo com o-ftalaldialdeido e
mercaptoetanol (OPA-MERC) num espiral de ago inoxidavel (2m x 0,2 mm de
didmetro interno). Hipoclorito de célcio contendo 0,02 g de Ca(CIO),, 1,36 g de
KH.PO4, 11,6 g de NaCl e 0,4 g de NaOH dissolvido em 1 L de agua
deionizada foi o reagente oxidante.

O reagente OPA-MERC consistiu de 800 mg de o-ftalaldialdeido
dissolvidos em 10 mL de metanol, 2 mL de 2-mercaptoetanol e 25 g de acido
bérico dissolvido em 1 L de agua deionizada.

Duas bombas peristalticas foram usadas para obtencdo de um fluxo

de 0,2 mL/min para a solugéao oxidante e 0,5 mL/min para solu¢cao de OPA.

3.11.3. Deteccao

Detector de fluorescéncia com comprimento de onda de excitagdo
de 350 nm e de emissao de 440 nm foi utilizado para a detec¢éo de glifosato e
AMPA e um integrador.

Uma curva de calibracdo foi construida para determinacdo de
glifosato com solugdes em concentragdes que variaram de 0,01 ug.mL™ a 0,80
ug.mL™ para amostras de biorreator com 2,5 vwvm e 0,02 pg.mL" a 0,04 pg.mL°

' para biorreator em condicdo de 0 vvm, respectivamente (Figuras 3 e 4).
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300000 7 _ 350,06x + 1,65
250000 - R = 0,9998
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Resposta em altura

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Concentragdo pg mL™

Figura 3. Curva de calibracdo de solugcbes de glifosato padrdao com
concentracdes entre 0,01 pg,mL™" e 0,80 pg,mL™" para amostras de biorreatores
com 2,5 vvm.
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Concentragdo pg mL™

Figura 4. Curva de calibragdo de solugbes de glifosato padrdo com
concentracées entre 0,02 pg,mL™" e 0,40 pg,mL™" para amostras de biorreatores
com 0 vvm.

Uma curva de calibracéao foi feita com solu¢des padrao de AMPA em
concentracdes que variaram de 0,01 ug.mL™ a 0,80 pg.mL" para amostras de

biorreator com 2,5 vwm e 0,02 pg.mL" a 0,3 pg.mL' para biorreator em

condi¢ao de 0 vvm, respectivamente (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Curva de calibracdo de solucbes de AMPA padrdao com
concentracdes entre 0,01 pg,mL™" e 0,80 pg,mL™" para amostras de biorreatores
com 2,5 vvm.
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Figura 6. Curva de calibracdo de solucbes de AMPA padrdao com
concentragdes entre 0,02 pg,mL™ e 0,40 ug,mL™" para amostras de biorreatores
com 0 vvm.

3.12. Analise de Glifosato e AMPA em amostras liquidas

As concentragbes de glifosato e AMPA nos experimentos de

biodegradagcdo em biorreatores, também foram analisadas por cromatografia
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liguida de alta eficiéncia (CLAE) realizada pelo Laboratério de residuos e

contaminantes da Embrapa Meio Ambiente.

A analise seguiu os procedimentos utilizados para as analises de
amostras de solo, porém, nas amostras liquidas, ndo foi preciso realizar

extracao.

3.13. Anadlise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (p<0,05).
Em caso de significancia, os fatores avaliados foram analisados através de
comparacao de médias pelo teste de Tukey (p<0,05) e teste t (p<0,05) (fatores

qualitativos) e regressao (p<0,05) (fatores quantitativos).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Biodegradacao de glifosato no solo

Na anadlise dos resultados da biodegradacdo do glifosato, obtidos
através da liberacdo de CO. pelos microrganismos do solo, no periodo de 32
dias ap6s a aplicacao observou-se que nos tratamentos em que foi aplicado o
glifosato a quantidade maxima de CO; foi de 3,48; 2,60; 3,10; 2,70; 1,75 e 3,45
Hg/g de solo, para os solos 1, 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente (Figura 7). Estes
resultados ndo foram estatisticamnete superiores aos encontrados para 0s
tratamentos sem aplicagdo do produto, que apresentaram quantidades de CO;
liberado, no mesmo periodo, de 3,20; 2,28; 2,44; 1,34; 1,23 e 2,27 ug/g de solo,
respectivamente, para os solos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 (Figura 8).

Os resultados sugerem que a microbiota do solo pode utilizar o
glifosato como fonte de carbono para seu metabolismo, porém sem ocasionar
incremento na respiracao microbiana, medida pelo desprendimento de CO, dos
solos analisados. A liberacao de CO, do solo tem sido utilizada como indice do
metabolismo do carbono labil do solo, de atividade microbiana e da biomassa
ativa (SOUZA et al.,, 1999). De acordo com Grossbard & Atkinson (1985),
dependendo da concentracdo usada, o glifosato pode causar inibicdo ou

estimulacao da capacidade respiratoria do solo. Entretanto, a producao de CO;
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esta diretamente relacionada com a decomposicdo do herbicida no solo

(WARDLE & PARKINSON, 1990).
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Figura 7. Liberacdo de CO, acumulado nas amostras dos solos com adi¢céo de
2,52 mg i. a./Kg™" solo de glifosato ao longo de 32 dias de incubacéo, a 28°C
(x2), no escuro.
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Figura 8. Liberacdo de CO, acumulado nas amostras de solo sem adicao de
glifosato ao longo do periodo de incubagao de 32 dias, a 28°C (+2), no escuro.



49

Através da andlise dos resultados da respiragdo microbiana, pela
liberacdo de dioxido de carbono pelos microrganismos do solo, verificou-se
rapida degradacao do glifosato aplicado nos solos na fase inicial de incubacéo,
seguida por uma estabilizagdo na quantidade de CO, desprendida pelos
microrganismos (Tabela 4). Em geral, pode-se observar que a maior
degradacéao de glifosato ocorreu até o 16° dia com dados variando de 50 a 77%
(Figuras 7 e 8 e Tabela 4) indicando que a atividade microbiana € alterada em
funcado do tempo de uso do herbicida no solo.

A relacao entre a aplicacdo e nao aplicacao de glifosato aos 32 dias
apds a incubacdo, na concentragdo de 2,52 mg.Kg' de solo, foi de 8 e 50%
superiores para os solos 1 e 4 que recebereram aplicagdo, respectivamente
(Figuras 7 e 8 e Tabela 4). Estes dados podem decorrer da elevada afinidade
das bactérias pelo glifosato nos solos onde o histérico de aplicacao de glifosato
€ maior. Em solos com maior histérico de aplicagdo de glifosato, os
microrganismos presentes podem apresentar maior afinidade com o substrato
(molécula herbicida) proporcionando maior degradacéao do mesmo.

Sprankle (1975) e Souza (1994) verificaram que o glifosato sofre
rapida decomposicao inicial e que cerca de 8 a 10 dias apo6s a incubacao do
solo ha uma estabilizagdo na respiragdo microbiana sugerindo que a partir
desse periodo a degradacdo do mesmo é baixa, porém continua. Sendo o
glifosato fortemente adsorvido pelos constituintes do solo, sua degradacéao é
mais rapida logo apds sua aplicagdo, pois 0s microrganismos edaficos
conseguem usufruir somente a fracdo do herbicida que esta disponivel para

degradacdo. Passado este periodo, o produto fica indisponivel, conforme
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observado pela reducéo da agdo microbiana com o passar do tempo indicando

reducéo na disponibilidade do produto a ser decomposto.

Tabela 4. Diéxido de carbono (ug.g™' solo) liberado por microrganismos do solo
devido a biodegradacao do glifosato.

Solos Tempo (dias)

2 4 8 16 24 32
1 0,46' 0,77 0,78 0,72 0,56 0,27
2 0,18 0,44 0,66 0,41 0,36 0,33
3 0,49 0,79 0,46 0,52 0,55 0,66
4 0,29 0,64 0,88 1,10 1,33 1,37
5 0,10 0,10 0,23 0,42 0,36 0,52
6 0,36 0,67 0,99 1,12 1,1 1,09

" Média de trés repeticdes.

Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por Araujo
(2002) que observou quantidades de CO, liberados por solos com aplicacao de
glifosato variando de 15 a 30% superiores do que nos solos controle. Resultado
semelhante foi descrito por Robertson & Alexander (1994) que verificaram em
seus estudos 50% de mineralizacdo do herbicida aplicado em dez dias e que,
apos segunda aplicagao, 60% do composto foi convertido a diéxido de carbono.

Lancaster et al. (2009) observaram que a taxa constante de
mineralizacdo é maior para uma aplicagcdo do que para cinco aplicacdes de
glifosato, indicando que a mineralizagdo mais lenta de glifosato ocorreu quando
mais glifosato foi aplicado. O montante total de '*C mineralizado no 14° dia
depois da aplicacado final de glifosato, para cada tratamento foi reduzido
quando glifosato foi aplicado quatro ou cinco vezes em comparagdo do
montante cumulativo de '*C mineralizado seguindo uma, duas ou trés

aplicacoes.
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Os resultados do trabalho realizado por Tejada (2009) mostraram
que a degradacédo do glifosato ocorre em um curto periodo de tempo e que o
alto teor de argila aumenta o periodo de degradagdo do glifosato,
possivelmente devido ao processo de adsorcado desta molécula organica com
ions metélicos.

Gomez et al. (2008) obtiveram como resultado das andlises da taxa
diaria de respiracdao microbiana do solo diferencas significativas ao longo do
tempo, porém nenhuma diferenca foi encontrada entre as diferentes doses de

glifosato utilizadas no experimento.

4.2. Quantificacao de bactérias do solo

De forma geral, notou-se que nos solos que receberam aplicagéo do
herbicida, a quantidade de bactérias diminuiu no decorrer do periodo de
incubacao (Tabela 5). Por possuirem histérico de aplicacdo do produto e por
acreditar-se que as bactérias presentes estavam adaptadas ao herbicida,
esperava-se que a quantidade de bactérias nos solos aumentasse. Porém, o
Unico solo que manteve a quantidade de bactérias constante foi o solo com
histérico de 29 anos de aplicacdo do herbicida. A maioria dos resultados
obtidos mostraram que o glifosato pode exercer efeito negativo as bactérias do
solo.

Aravjo (2002) n&o observou efeitos adversos na quantidade de
bactérias em solos com histérico de aplicacao durante o periodo de incubacao
dos solos. Nos resultados de Castro Junior et al. (2006), a adicdo de glifosato

no solo ndo exerceu efeito negativo na populacao de bactérias.
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De acordo com Anderson (1978), herbicidas ndo causam efeitos
negativos nos microrganismos do solo se utilizados nas doses recomendadas.
Wardle & Parkinson (1990) observaram um incremento no nimero de bactérias

quando glifosato foi aplicado no solo.

Tabela 5. NUmero de UFC nas amostras dos solos avaliados em diferentes
periodos de incubacdo. Média de trés repeticdes.

Solos (UFC/ g solo)

2 dias 16 dias 32 dias

1 2,2x102 1,1 x 102 3,5x 101
Controle 5,0 x 101 5,8 x 101 1,9 x 101
2 1,0 x 102 3,4 x 101 3,6 x 101
Controle 5,3x 101 7,0x 101 2,6 x 101
3 1,0x 102 4,7 x 10" 3,7 x 101
Controle 8,2 x 101 1,9 x 10! 2,0 x 101
4 3,4x102 2,1 x102 3,5x 101
Controle 1,0x 102 4,3 x 10! 2,6 x 101
5 6,6 x 101 3,4 x 101 4,1 x101
Controle 49 x 10! 4.4 x 10° 2,8 x 101
6 2,2 x 102 9,3 x 101 6,9 x 101
Controle 1,7 x 102 6,2 x 101 7,8 x 101

4.3. Atividade microbiana do solo

Observando os resultados das amostras analisadas no decorrer do
periodo de incubagdo nota-se que ocorreu aumento significativo da atividade
microbiana para a maioria dos solos analisados (Figura 9). Os solos que
receberam aplicacao de glifosato antes da incubagdo mostraram atividade
microbiana maior do que os solos sem aplicacao. A partir desses resultados
acredita-se que o glifosato pode ter sido utilizado pelos microrganismos do solo

como fonte de nutrientes.
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O unico solo em que a atividade microbiana decresceu ao longo de
32 dias de incubacdo foi aquele que nao recebe aplicacdo do herbicida
glifosato e que nao foi contaminado com o herbicida antes da incubagéo, sendo
considerado pomar organico de macga (Figura 9). Este solo é rico em matéria
organica devido a grande quantidade de cobertura vegetal presente e que, ao
completar seu ciclo, libera nutrientes para o solo, consequentemente, serve de
fonte de nutrientes para os microrganismos, o que pode explicar a alta
atividade no inicio do periodo de incubagédo. Os microrganismos deste solo nao
utilizam a molécula de imediato, e passam a utiliza-la ao longo do experimento,
por falta de nutrientes como carbono na matéria orgénica. Estes resultados
corroboram com os dados obtidos no experimento de biodegradacdo de
glifosato onde a liberagdo de CO; foi superior nos solos com maior historico de
uso do mesmo e com aplicagdo do produto antes do periodo de incubacao,
quando comparado com solo sem aplicagdo. Os solos com tempo maior de uso
mostraram diferenca na liberacdo de CO. nos solos com aplicagdo do
herbicida, demonstrando que a atividade microbiana também é estimulada
(maior) nestes solos do que naqueles com menor tempo de uso do glifosato.

A atividade microbiana dos solos utilizados nos ensaios de
biodegradagdo foi analisada pela técnica da hidrélise do diacetato de
fluoresceina (FDA) que pode ser aplicada em estudos comparativos de
atividade microbiana em ambientes naturais e que tem como vantagem ser

simples, sensivel e rapida (SCHNUNRER & ROSSWALL, 1982).
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Figura 9. Atividade microbiana das amostras de solos estudadas ao longo de
32 dias de incubacao. CG = com aplicacéo de glifosato; SG = sem aplicagdo de
glifosato.

Os solos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 com aplicacdo do herbicida antes da
incubacdo apresentaram valores de 5,86, 8,17, 8,31, 4,40, 6,20 e 4,50 mg"
FDA/Kg™" de solo, respectivamente, que foram superiores estatisticamente para
a maioria dos solos, aos valores encontrados em seus controles, 5,83, 0,78,
4,79, 4,39, 4,83 e 1,82 mg” FDA/Kg™" de solo ao final de 31 dias de incubacéo
(Figura 9).

Os resultados de atividade microbiana avaliada pela liberacdo de
CO, podem ser correlacionados com a atividade microbiana avaliada pela
hidrélise do diacetato de fluoresceina, apresentadas pelos solos avaliados. Em
geral, observa-se que 0s solos que apresentaram atividades microbianas
maiores, também apresentaram uma maior quantidade de CO, desprendido

durante o periodo de incubacao.
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Atividades enziméticas microbianas s&o consideradas parametros
sensiveis a mudangas no ambiente causadas por fatores naturais ou induzidos
pelo homem. Desidrogenases sdo associadas com células viaveis e podem
fornecer informagcbes sobre o estado fisiolégico dos microrganismos. A
atividade da desidrogenase aumenta como um resultado da aplicacao de
glifosato no solo no inicio da incubacao, independentemente das doses de
glifosato (GOMEZ et al., 2008).

Segundo Heinonen-Tanski (1989), solos com alta atividade
microbiana favorecem a rapida degradacao e em solos com baixa atividade, o
glifosato permanece por mais tempo intacto.

A atividade microbiana influencia o comportamento do herbicida no
solo. Para Haney et al. (2002), a aplicagdo de glifosato no solo aumenta a
biomassa microbiana e a atividade enzimatica do solo.

Zabaloy et al. (2008) observaram um aumento temporario na
atividade enzimatica (FDA) da comunidade bacteriana do solo, duas semanas
depois da adicdo do glifosato. Os referidos autores mostraram minima
mudanca na diversidade metabdlica da cultura bacteriana e nenhum efeito
sobre substrato, devido a aplicagdes de glifosato a longo prazo. Como
resultado de exposicao prévia da comunidade microbiana nestes solos pode
ser capaz de se adaptar rapidamente a taxas de entrada do herbicida.
Concluiram que todos os resultados obtidos no estudo mostram claramente
que os herbicidas exercem poucos efeitos na microbiota do solo, em doses dez

vezes maiores que a recomendada para campo.
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Aratjo et al. (2003) observaram efeitos positivos a curto e longo
prazo do glifosato (2.16 mg Kg™) sobre a atividade microbiana pelo aumento
da atividade FDA nos solos. Muitos estudos mostraram que a atividade da
desidrogenase aumenta no solo quando o conteudo de AMPA aumenta
(TEJADA, 2009). De Andréa (2003) utilizou a formulagdo comercial e relatou
que apos repetidas aplicacdes de glifosato (Nortox®), a biomineralizacao deste

diminuiu, indicando um decréscimo na atividade microbiana.

4.4 Selecao de bactérias resistentes ao glifosato

Pressdo seletiva foi realizada com o objetivo de selecionar as
bactérias que suportaram alta concentracdo de glifosato sendo capazes de
utiliza-lo como fonte de energia e carbono.

Observou-se que houve incremento no numero de UFC da menor
concentragao do herbicida para a maior, em todos os solos estudados (Tabelas
6 e 7). Na concentracdo de 300 ug.mL™, os solos 2 e 3 apresentaram nimero
maior de bactérias em relacdo aos demais solos e nao diferiram entre si
estatisticamente. Os resultados obtidos sugerem que as bactérias que
resistiram a concentracdo mais alta de herbicida testada no trabalho, séo
capazes de utiliza-lo como fonte de carbono e energia para seu crescimento e
como uma quantidade maior do produto estava disponivel apresentaram
grande multiplicagdo. Entretanto, houve pouca variedade de cepas que se

multiplicaram na ultima concentragéo utilizada em todos os solos (Tabela 8).
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Tabela 6. Quantificacdo de bactérias de todos os solos analisados em
diferentes doses de glifosato. Média de trés repeticdes.

Solo (UFC/ g-1 solo)
100 (pgi.a/mL-1) 200 (ugi.a./mL-1) 300 (ugi.a./mL-1)
1 1,0 x10? 2,0 x 10° 3,2 x 10
Controle 1,2x 10° 1,5 x 10? 1,9 x 10?
2 1,6 x 107 1,4 x 10? 4,1 x 10°
Controle 1,8 x 10° 1,8 x 107 1,6 x 102
3 1,6 x10? 1,6 x 107 3,9 x 10°
Controle 2,4 x 10° 2,2 x 10 1,8 x 10°
4 2,4 x 107 1,3 x 107 3,0 x 10?
Controle 2,1 x 10 1,1 x10? 2,7 x 10
5 1,5 x 10° 2,3 x 10° 2,7 x102
Controle 2,8 x 10° 2,1 x 10 2,2 x 10
6 2,7 x 10 2,0 x 102 2,9 x 10
Controle 3,8 x 10° 2,1 x102 2,1 x 10

Tabela 7. Numero de cepas morfologicamente diferentes isoladas dos solos
estudados e que cresceram em trés concentracdes de glifosato. Vacaria, 2010.

Solos (UFC/ g solo)
100 (ugi.a./mL") 200 (ugi.a/mL") 300 (ugi.a./mL™)
1 5 3 2
2 4 3 2
3 3 3 2
4 3 3 3
5 3 3 3
6 5 3 3

De acordo com os resultados do numero de cepas morfologicamente
distintas, observa-se que, em geral, houve uma pressao seletiva das bactérias
ao longo do experimento, pois 0 numero e a variedade de cepas foram
reduzindo e se mantendo com o aumento da concentragdo do herbicida

(Tabelas 7 e 8).
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Na concentracdo de 100 pg.mL™", obteve-se 23 isolados de todos os
solos sendo que 12 diferiram quanto a morfologia. O total de isolados na
concentragdo de 200 ug.mL™ foi de 18 sendo 8 os tipos morfologicos e na
Gltima concentracdo, 300 pg.mL™", 15 isolados ao total e dentre estes apenas 6
apresentaram diferencas morfologicas. Estas seis cepas tinham o formato de
bastonetes e a maioria era gram-negativa (Tabela 8).

Segundo Lancaster et al. (2009), o aparente aumento em bactérias
gram-negativas € significante, pois muitas bactérias capazes de degradar
glifosato sdo espécies gram-negativas, entretanto, algumas bactérias gram-
positivas também sao capazes de degrada-lo.

Tabela 8. Resultado da coloracdo de Gram das cepas provenientes da
concentragdo de 300 pg.mL™" de glifosato.

Frequéncia (%)

Solos Gram + Gram -
1 50 50
2 50 50
3 50 50
4 33,3 66,6
5 33,3 66,6
6 33,3 66,6

Tarouco (2009) reportou que a maioria das bactérias isoladas de
solos contaminados com glifosato eram gram-negativas e apresentavam
formato de bastonete estando em conformidade com os resultados obtidos no
presente trabalho.

As seis cepas que resistiram a concentracdo maxima de glifosato e
que diferiram morfologicamente formaram o consoércio que foi submetido aos

ensaios de biodegradagdo em biorreatores e que foram identificadas por
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amplificagcdo do gene 16S rDNA como sendo as bactérias com capacidade

para biodegradar o glifosato.

4.5 Identificacao das cepas bacterianas selecionadas por

amplificacao do gene 16S rDNA

As seis cepas que demonstraram resisténcia ao glifosato foram
identificadas pela técnica de amplificagdo do gene 16S [rDNA e
sequenciamento. Os produtos de PCR foram sequenciados e as sequéncias
obtidas submetidas a alinhamento por BLASTn contra os bancos de dados do

National Center for Biotechnology Information (NBCI).

Altos escores de alinhamento foram produzidos pelas sequéncias
que identificaram as bactérias como Microbacterium sp., Pseudomonas sp.,

duas cepas como Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp. € Arthrobacter sp.

Em muitos trabalhos sobre a biodegradacao de glifosato, cepas de
Pseudomonas sao citadas. Dick & Quinn (1995) testaram a capacidade de
Pseudomonas sp. 4ASW em metabolizar o glifosato na presenca de uma fonte
de fosfato inorganico. O metabolismo do glifosato foi reprimido na presenca de
fosfato inorgénico. Niveis de absor¢do do herbicida nas células submetidas ao
jejum prolongado de fosforo foram até 20 vezes maiores do que em células em
crescimento ativo sobre o glifosato. Uma cepa de Pseudomonas sp. (PG2982)
foi isolada de uma cultura de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e se
mostrou capaz para utilizar glifosato como fonte de foésforo (MOORE et al.,
1983). Esta mesma cepa foi submetida a estudo sobre o catabolismo do

glifosato observando-se que deste processo resulta a utilizagdo da glicina
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oriunda da clivagem da sarcosina na formacao de proteinas e bases purinas
(SHINABARGER & BRAYMER, 1986). Pipke & Amrhein (1988) isolaram e
caracterizaram um mutante de Arthrobacter sp. a cepa GLP-1 que conseguiu

utilizar o herbicida como unica fonte de fosforo e nitrogénio.

Schultz et al. (1985) verificaram o crescimento de algumas bactérias
em meio com adicdo de 5 mM de glifosato e a bactéria Serratia marcescens

W225 apresentou 6timo crescimento em relagdo as demais espécies.

4.6 . Perfil da biodegradacao de glifosato, em biorreatores, por

consorcio bacteriano

Com intuito de avaliar os resultados obtidos da biodegradagdo e
otimizar o processo, duas condi¢gdes de cultivo que diferiram na aeracao e
agitacdo foram utilizadas. Os seis isolados inoculados juntos e na mesma

concentracgéao celular inicial formaram o consoércio usado nestes ensaios.

O consorcio bacteriano na condicdo de cultivo 1 (aeragdo: 2,5 vvm e
agitacado: 300 rpm) propiciou melhores resultados em termos de quantificacéo
de bactérias e degradacao de glifosato quando comparado com os resultados
obtidos na condicdo de cultivo 2 (aeragédo: 0,0 vwm e agitacdo: 200 rpm)
(Figuras 10 e 11). As bactérias que formaram o consoércio bacteriano,
provavelmente sdo aerobias, visto que foram isoladas de solos e, portanto,
apresentam melhor desempenho na presenca de oxigénio, o que se observou

nos resultados do trabalho.
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Figura 10. Perfil de detecgdo de glifosato (A) e AMPA (B) e da multiplicacao
bacteriana durante o cultivo do consércio bacteriano em biorreator na seguinte
condicao: aeracgdo 2,5 vwvm e agitagcao de 300 rpm. (- A-) concentragéo celular
no meio de cultura com adicdo de glifosato (300 pg. mL™"), (-o-) concentracéo
de glifosato e AMPA em meio com ino6culo celular, (-m-) concentragdo de
glifosato e AMPA em meio sem inoculo celular.

Os melhores resultados de degradagdo e multiplicacdo celular
obtidos foram os apresentados pelo consoércio bacteriano em biorreator com a
presenca de oxigénio e alta agitacdo, sendo capaz de degradar 504,33 mg.L"

de glifosato, o que representa 99,9 % do total de herbicida neste cultivo.
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Tarouco (2009) verificou 31% do glifosato degradado em condigbes
semelhantes as usadas neste trabalho. Ao passo que, a quantidade de AMPA
aumentou a medida que glifosato foi degradado (Figura 10). A condicdo 2
(agitagé@o: 200 rpm e aeracao: 0 vvm) apresentou menor formagao de biomassa

e também uma menor eficiéncia de degradagao.

O consorcio sob a condigédo 2 (agitagdo: 200 rpm e aeragao: 0 vvm)
apresentou menor quantidade de bactérias e também menor eficiéncia de
degradagcdo de glifosato, consequentemente, menor produgdo de AMPA.
Indicando que, possivelmente, a auséncia de oxigénio ndo € a condi¢ado ideal
para as bactérias que degradam glifosato representado pela estabilidade na

multiplicacdo das mesmas em funcéao do tempo (Figura 11).
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Figura 11. Perfil de deteccéo de glifosato (A) e AMPA (B) e do crescimento de
bactérias durante o cultivo do consoércio bacteriano em biorreator na condigao:
aeracao 0 vvm e agitacdo de 200 rpm. (- A-) concentracao celular no meio de
cultura com adicdo de glifosato (300 pg. mL™), (-o-) concentragdo de glifosato e
AMPA em meio com inéculo celular, (-m-) concentracdo de glifosato e AMPA
em meio sem inoculo celular.

SEHNEM (2009) estudou a biodegradacado de tebuconazole em
biorreatores testando duas condi¢cdes de cultivo que variaram na concentracao
de glicose (1 g.L" e 10 g.L'") e na temperatura (30°C e 37°C). O inéculo foi

formado com as cepas Enterobacter sakazakii e Serratia marcescens. Verificou
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em seus resultados que no cultivo contendo 1 g.L™! de glicose a 30°C houve

39% de degradacéao de tebuconazole.

4.7. Andlise de glifosato e AMPA no solo

Os resultados encontrados apés o periodo de incubacéao de 32 dias
mostram que a quantidade de glifosato diminuiu no solo. No solo 1 98,5% do
glifosato foi degradado pelos microrganismos e o0 solo 5 apresentou a menor
quantidade de glifosato degradada, 51,8% (Tabela 9).

O metabdlito AMPA foi encontrado nas amostras de solo ao término
da incubacdo em quantidades de 221,27; 531,28; 276,97; 337,71; 310,16 e
321,55 mg.kg', mostrando ser o principal produto da degradacédo de glifosato
(Tabela 10). A maior concentracdo de AMPA, apds 32 dias de incubagéao, foi
encontrada no solo 2 (52 vezes maior do que no inicio da incubacéo) e a menor
no solo 6 (1 vez maior). Estes resultados estdo em conformidade com aqueles
obtidos nos experimentos de biodegradacao de glifosato por avaliacdo da
liberacao de CO,, atividade microbiana e quantificacdo de bactérias, nos quais
se observou a diminuicdo do glifosato ao longo de 32 dias de incubacéo,
mostrando que as bactérias presentes nestes solos sdo capazes de degradar o

herbicida.
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Tabela 9. Quantidade de glifosato (mg.Kg”) nas amostras de solos analisados
no inicio e no final do periodo de incubagdo e porcentual de glifosato
degradado pelos microrganismos do solo.

Periodos
Solos 0 dias 32 dias Degracgao (%)
1 1940,9 28,9 98,5
Controle 0,07 —2 —
2 2382,3 127,3 94,7
Controle 0,07 — —
3 1875,6 86,7 95,4
Controle 0,24 — —
4 1075,3 174,4 83,8
Controle 0,05 — —
5 1783,7 859,1 51,8
Controle 0,6 — —
6 1451,1 1145 92,1
Controle 'nd — —
'nd = ndo detectado; 2— = andlise nao realizada.

Tabela. 10. Quantidade de AMPA (mg.Kg™') nas amostras de solos analisados
no inicio e no final do periodo de incubacao e incremento de AMPA devido a
biodegradacao de glifosato.

Periodos
Solos 0 dias 32 dias Incremento®
1 71,2 221,27 2,1
Controle 0,21 1 —
2 10,04 531,28 52,0
Controle 0,42 — —
3 23,91 276,97 10,6
Controle 0,61 — —
4 163,51 337,71 1,1
Controle 0,29 — —
5 56,75 310,16 45
Controle 1,27 — —
6 157,81 321,55 1,0
Controle 0,07 — —

1 analise nao realizada.

*

vezes que a quantidade de AMPA aumentou no final da incubacao.



66

Miles & Moye (1988) estudaram a extracao alcalina do glifosato com
hidréxido de potéssio de dois solos argilosos com filtragdo do sobrenadante e
concentragao do filtrado por evaporagéo rotativa. A determinacao de residuos
do herbicida foi realizada pela derivatizagdo de extratos do solo e analises por
HPLC com deteccao fluorimétrica onde os autores obtiveram recuperacdes de
119% + 18,1% e 108% = 13,9% para glifosato e AMPA. Araujo (2002) analisou
glifosato em dois tipos de solos brasileiros, ambos argilosos, por HPLC e
encontrou recuperacoes entre 71% a 110%. Entretanto, Spann & Hargreaves
(1994) encontraram recuperacoes de glifosato que variaram de 80% a 90% em
solos com teores diferentes de argila, utilizando extra¢do alcalina (0,1M KOH)
e limpeza do extrato com coluna de troca catidnica.

Para Spann & Hargreaves (1994), condi¢Ges alcalinas fazem com
que a eficiéncia da extracdo do glifosato do solo aumente, visto que este
também possui cargas negativas nesta condigao.

A presenca de pequenas concentracdes de glifosato e AMPA foi
detectada nas amostras de solo controle (Tabela 10). Provavelmente, o
surgimento dessas concentracdes de glifosato e seu metabdlito AMPA ocorra
devido as constantes aplicacdes do herbicida nesses solos. No solo 6 a
presenca de glifosato ndo foi detectada, por ser cultivado com pomar organico
de macga, o qual ndo recebe aplicagdes do herbicida. Porém, uma insignificante
concentragdo de 0,07 mg.kg' de AMPA foi detectada. Acredita-se que este
solo ja tenha recebido aplicagées do herbicida por apresentar residuos de seu
principal metabdlito AMPA no local, mesmo que aplicado a muito tempo.

Analisando os resultados encontrados ap6s o periodo de 32 dias de incubacgao,
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acredita-se que o glifosato foi degradado para o seu principal metabdlito AMPA
e que o método de extracao e analise utilizados tornou possivel sua deteccéao
no extrato.

A andlise do herbicida pode ser prejudicada pelos varios
interferentes que o solo possui, devendo estes serem removidos por um
cleanup eficiente das amostras (ARAUJO, 2002), e para tanto, a coluna de
troca catidnica torna-se importante. E necessario o ajuste do pH do extrato
para 2 antes de passar pela coluna, pois neste valor de pH o glifosato
apresenta carga positiva facilitando sua interagcdo com componentes da resina
trocadora de cations (SPANN & HARGREAVES, 1994). Segundo Miles &
Moye (1988), o éxito na determinacao de glifosato requer uma extragao eficaz
seguida por etapa de limpeza da amostra.

No presente trabalho, o limite de deteccao de glifosato e AMPA foi
de 0,01 pg.Kg" de solo, e o limite de quantificacdo foi de 0,05 mg.Kg™ para
amostras de solo. As equacbes de regressdo demonstram que tanto para
glifosato quanto AMPA no tempo zero e 32 dias houve incremento com o

aumento da concentragdo, a excessao de AMPA aos 32 dias (Tabela 11).

Tabela 11. Equacdes de calibracao de glifosato e AMPA para determinacdes
cromatograficas no inicio e no final do periodo de incubacao do solo.

Composto Tempo (dias) Equacao r2

Glifosato 0 y =278,62x + 1,39 0,9997
AMPA 0 y =312,24x + 0,95 0,9996

Glifosato 32 y = 315,66x + 0,30 0,9982
AMPA 32 y = 351,33x — 0,52 0,9982

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com

reacao de derivatizacao pods-coluna, que é especifica para aminas primarias, foi
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usada para analise de glifosato e AMPA. O glifosato é oxidado com hipoclorito
de calcio e a glicina (produto da reacado) e AMPA sao misturados com OPA
juntamente com mercaptoetanol fornecendo fluoréforos quantificados por CLAE
com detector de fluorescéncia (Figura 12). Através da cromatografia pode-se
observar que a presenca do glifosato e de AMPA foram detectados aos 14,54 e

26,57 minutos apds a reagao, respectivamente na concentragdo de 0,30 pg.mL"

1 .
(Figura 12).
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Figura 12. Cromatograma do padrédo de glifosato e AMPA na concentragao de
0,30 ug.mL™. Condicdo mével: 0,005M KHzPO4 a 0,7 mL.min™.

A degradagcdo do glifosato pelos microrganismos presentes nos
solos estudados produz o metabdlito AMPA, observado pelos resultados
obtidos neste trabalho onde a quantificagdo de glifosato no momento da
aplicacao e apo6s 32 dias da mesma, para todos os solos avaliados, reduziu
significativamente. Por outro lado, nestes mesmos periodos de avaliacao

ocorreu incremento do metabdlito AMPA, demonstrando que a degradacao do
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glifosato resulta em AMPA. Resultados semelhantes foram observados por
Veiga et al. (2001) e Araujo (2002) onde a concentragao de glifosato diminuia
ao mesmo tempo que a do AMPA aumentava com o passar do tempo apés a
aplicacédo do glifosato. Acredita-se que se o tempo de incubagdo do solo
tivesse sido maior do que o utilizado neste trabalho, a concentragcdo do

metabdlito seria reduzida, conforme observado por Veiga et al. (2001).

4.8. Analise de Glifosato e AMPA das amostras liquidas
provenientes dos biorreatores

A técnica da CLAE também foi utilizada para andlise de glifosato e
AMPA das amostras provenientes dos biorreatores, visto que € a técnica
padréao da Agéncia de Protegdo Ambiental Americana (EPA, 1990).

Para amostras liquidas, a deteccao de glifosato e AMPA ocorreu aos

12,69 min. e 24,92 min., respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma do padréao de glifosato e AMPA na concentracao de
0,80 pug.mL™. Condicdao Mével: 0,005M KH,PO4 a 0,7 mL.min™.

Os resultados das analises de CLAE obtidos neste trabalho foram

eficientes na deteccao de glifosato e AMPA em amostras liquidas.

Em geral, pode-se observar que independente do sistema de
producdo adotado e tempo de uso de glifosato € possivel a detecgdo do
mesmo nos solos 0 que indica que, mesmo percorrido longos peridos entre a
aplicacdo e a determinacao/quantificacdo é possivel encontrar residuos do

herbicida.

Diante dos resultados pode-se observar que os métodos utilizados
para determinacdo e quantificagdo de glifosato e AMPA foram eficientes,

independente do meio em que se encontram.



5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se
concluir que o herbicida glifosato foi degradado pelas bactérias isoladas dos
solos analisados.

O herbicida glifosato apresenta efeitos negativos na multiplicacao de
bactérias dos solos contaminados, porém a aplicacdo do glifosato nos solos
estimula a atividade microbiana dos solos analisados mostrando que o glifosato
foi utilizado como fonte de nutrientes por estas bactérias

As cepas Microbacterium sp., Pseudomonas sp., Pseudomonas
aeruginosa, Serratia sp. e Arthrobacter sp. apresentaram capacidade para
degradar o herbicida glifosato.

O consércio formado pelas cepas bacterianas Microbacterium sp.,
Pseudomonas sp., Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp. e Arthrobacter sp.
cultivado em biorreator com condi¢do de aeragéo de 2,5 vvm e agitacao de 300
g degrada 99,9 % do total de glifosato utilizado.

As bactérias presentes nos solos com maior tempo de aplicagdo do
herbicida glifosato apresentam maior capacidade de degradacao do que

aquelas existentes nos solos com um periodo menor de aplicagéao.



6. PERSPECTIVAS

Devido a indisponibilidade de tempo durante o periodo de mestrado
e, considerando-se que este trabalho € o inicio do estudo da biodegradacao do
glifosato em solos cultivados com maca no Sul do pais, trabalhos futuros
projetam-se no sentido de avaliar o desaparecimento de AMPA, deixando solo
incubado por mais tempo, otimizar as cinéticas de biorreatores para
degradacéao de glifosato e AMPA com perspectiva de aplicacdo em sistemas de
tratamentos de residuos contaminados com o herbicida glifosato e estudar a

capacidade de mineralizacao total de glifosato pelas bactérias isoladas.
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APENDICE 1

Cromatogramas das amostras de solo analisadas aos 0 e 32 dias de

incubacgéao, além do controle e dos padrdes de glifosato e AMPA.
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dias (b), padrao de 0,3 ug.mL'1 (c) e controle (d). Condicao: fase mével € 0,005
M KH-PO4 a 0,7 mL.min™".
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APENDICE 2

Composicao dos meios de cultivo e solucoes usados no

trabalho.

Meio de cultivo soélido (g.L™)
AN - Agar nutriente: agar, 15; peptona bacteriolégica, 5; extrato de

carne, 3; cloreto de sddio, 10.

Meios de cultura liquidos (g.L™)

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

MM1 — Meio Mineral: Macronutrientes: cloreto de potéssio, 0,7;
fosfato de potdssio monobasico, 2; fosfato dissodico, 3; nitrato de aménio, 1.
Micronutrientes: sulfato de magnésio, 4; sulfato de ferro Il, 0,2; cloreto de

manganés Il, 0,2; cloreto de calcio, 0,2.

Solucoes para Hidrdlise do FDA

FDA 4,8 mM - 1g de FDA; 500 mL de acetona.

Solucao estoque de fluoresceina — 0,5 g de fluoresceina; 500 mL
de agua destilada.

Solucao de trabalho de fluoresceina — 5 mL da solugdo estoque

de fluoresceina, 45 mL de acetona.
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APENDICE 3

Resultados da medicao do pH nos biorreatores.

Valores de pH ao longo de 108 horas de cultivo do biorreator nas condi¢des:
aeracao de 2,5 vvm e agitacdo de 300 rpm.

Biorreator Tempo em horas

0 4 8 12 24 36 48 60 72 84 96 108

A 6,21 6,28 6,21 6,27 6,2 6,2 6,17 6,25 6,14 6,16 6,17 6,08
A’ 6,25 6,26 6,26 6,27 6,19 6,19 6,19 6,26 6,16 6,17 6,19 6,09
B 6,21 6,25 6,08 5,74 536 5,41 53 5,42 534 5,37 5,37 5,27
B' 6,28 6,32 6,07 5,74 5,38 5,37 529 5,39 537 5,34 54 5,32
Controle 6,16 6,12 6,12 6,16 6,05 6,03 6,09 6,09 6,06 6,01 6,01 5,95
Controle ' 6,07 6,12 6,12 6,13 6,09 6,08 6,09 6,13 6,07 6,03 6,03 5,92

Valores de pH ao longo de 108 horas de cultivo do biorreator nas condicoes:
aeracao de 0 vvm e agitacdo de 200 rpm.

Biorreator Tempo em horas

0 4 8 12 24 36 48 60 72 84 96 108

A 6.01 6,01 6,03 6,06 6,15 6,67 6,21 6,11 6,15 6,15 6,32 6,23
A’ 6 6 6,02 6,04 6,14 6,7 6,12 6,05 6,06 6,2 6,23 6,19
B 6,02 6,02 6,04 6,07 6,18 6,88 6,7 6,69 6,69 6,74 6,82 6,79
B' 6,01 6,01 6,03 6,05 6,17 6,9 6,66 6,67 6,64 6,73 6,84 6,79
Controle 5,8 5,81 582 585 59 6 543 543 544 545 5,61 5,59
Controle' 5,79 5,8 5,81 5,84 587 599 5,34 544 5,33 5,49 5,61 5,57
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APENDICE 4

Reagentes utilizados nas analises cromatograficas
Todos os reagentes utilizados estdo citados abaixo e s&o padrdes

analiticos (PA).

Padrao analitico de glifosato (99% de pureza), resina de troca
catibnica AG50-W, 100-200 Mesh, forma hidrogénio (Aldrich™), &agua
deionizada, &cido cloridrico concentrado (Merck™), dihidrogénio fosfato de
potassio (Aldrich™, grau HPLC), fosfato de potassio monobasico, metanol,
acido fosférico (85% de pureza), hipoclorito de calcio (65% de caélcio
disponivel), cloreto de calcio (grau analitico), 2-Mercaptoetanol, hidréxido de
amodnio 25% (grau analitico), hidroxido de potassio, hidroxido de sédio, 1,2-

dicarboxaldeido ftalico, acido boérico.





