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O presente trabalho visou avaliar a biodegradagao do herbicida 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D) por linhagens bacterianas isoladas de
solo do Cerrado Maranhense. Os micro-organismos selecionados
para biodegradagéao do herbicida 2,4-D em meios de cultura solidos
mostraram-se eficazes. As linhagens bacterianas oriundas do solo
de cultivo de feijao (F5 e F7) e de mandioca (M5 e M6) foram as que
melhor se adaptaram aos meios de cultura contendo o herbicida.
Quando se adicionou fonte extra de carbono e nitrogénio verificou-
se melhor crescimento dos micro-organismos na presenga de
2,4-D. Todos os micro-organismos foram eficazes na inativagcao do
herbicida, sendo a linhagem F7 a que apresentou maior percentual
de biodegradagéao do 2,4-D (92 %).
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1 INTRODUGAO

A utilizacdo de agrotéxicos tem aumentado a preocupacdo com a poluigdo ambiental,
principalmente a poluicdo do solo. Entre os agrotoxicos, os herbicidas sdo os produtos mais
comercializados no mundo em face da necessidade de controle de ervas indesejavel na agricultura
(ARAUJO, 2002). O Brasil conta com grandes extensdes agrarias e terras aptas para o cultivo,
encontrando-se entre os maiores consumidores de agrotoxicos mundiais (GALLI et al., 2006). O
aumento do uso desses produtos quimicos de forma descontrolada pode contribuir para a polui¢cao
ambiental.

O &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) destaca-se entre os herbicidas por ser um dos
mais empregados no setor agricola (MERINI et al., 2007). Esse herbicida altamente seletivo,
sistémico e pds-emergente, é bastante utilizado na regido Sul do Maranhdo em diversas culturas
agricolas. Segundo Higarashi (1999), o 2,4-D pertence a familia dos organoclorados, que sao
compostos extremamente toxicos e que apresentam longa persisténcia. Entre seus produtos de
degradagéo, o 2,4-diclorofenol (2,4-DCF) ostenta toxicidade maior que o proprio 2,4-D. Tratando-se
de um dos herbicidas de maior consumo no Brasil, o controle do seu destino no ambiente assume
fundamental importancia para a preservagéo de solos e da agua potavel (VIANEZ JUNIOR, 2007;
BERNARD et al., 2005; PRADO, 2001; PRADO e AIROLDI, 2001; WAITE et al., 2002). A elevada
toxicidade desse herbicida e de seu produto de degradacdo exige que se encontrem formas de
elimina-lo sem causar e/ou minimizar seus danos ao ambiente.

A degradagéo bioldgica da molécula do contaminante (herbicida) em produtos menos
téxicos representa uma das formas de proteger o ambiente e de recuperar locais ja contaminados.
Nesse processo, denominado de biorremediagdo, a molécula degrada-se completamente a
moléculas inorganicas de ocorréncia universal, como CO,, CO, H,0, NH,, H,S e HCL (MELO e
AZEVEDO, 2008). A biorremediacao constitui solugéo eficaz e tem despertado o interesse de
varios pesquisadores (DOELMAN e BREEDVELK, 1999; FREIRE et al. 2000; BRITO, 2004; CELIS,
ELEFSINIOTIS e SINGHAL, 2008; BAELUM, JACOBSEN e HOLBEN, 2010; GONZALEZ et al.,
2012).

O processo de biorremediagdo de herbicidas no solo € mediado por micro-organismos,
dentre os quais as bactérias, podendo variar de apenas dias até anos para que ocorra o completo
desaparecimento da molécula (GAYLARD, BELLINASO e MANFIO, 2005). Nesse sentido, a
inoculagdo de micro-organismos previamente selecionados para aumentar a velocidade de
degradagéo vem sendo apontada como alternativa de recuperagédo de ambientes poluidos (FRANCO
et al., 1992). A utilizagdo de micro-organismos na biorremediagéo tem se mostrado eficiente para
biodegradar moléculas xenobidticas (estranhas ao ambiente natural) e recalcitrantes (de dificil
degradagéao), devido sua capacidade para reciclar varias moléculas da biosfera, participando de
diversos ciclos dos elementos quimicos (GAYLARD, BELLINASO e MANFIO, 2005).

A biodegradacdo dos herbicidas sofre influéncia das propriedades quantitativas e
qualitativas da comunidade microbiana do solo, a qual definira maior ou menor cota de degradagéo,
além da disponibilidade do composto para os micro-organismos. Segundo Araujo (2002), a
acao de micro-organismos sobre os herbicidas constitui mecanismo da maior importancia, pois
a degradagao microbiolégica, na maioria dos casos, contribui para a dissipagdo da molécula no
ambiente.

A maioria dos estudos consultados sobre os efeitos de agrotdxicos em micro-organismos
do solo envolve experimentos de laboratdrio voltados para a aplicagdo de determinado composto.
No campo, um ou mais agrotoxicos podem ser repetidamente aplicados no mesmo solo por varios
anos e deixar residuos com efeitos danosos sobre a biomassa microbiana.

O presente trabalho visou avaliar a degradacgao biolégica do herbicida 2,4-D por linhagens
bacterianas, isoladas de solo do Cerrado Maranhense.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS DE SOLOS

As amostras de solos, oriundas de cultivo de feijao e mandioca, foram coletadas no
municipio de Imperatriz (MA), situado no Cerrado Maranhense. As coletas ocorreram em diferentes
pontos de areas com e sem histoérico de aplicacdo do herbicida 2,4-D, nas profundidades de 0 a 5
e 5 a 20 cm (horizonte A), retirando-se a cobertura vegetal. Os solos foram peneirados em peneira
malha de 2 mm, acondicionados em sacos plasticos e mantidos a temperatura de 4 °C em geladeira
até o momento das analises, realizadas no Laboratério de Microbiologia Ambiental do Centro de
Estudos Superiores de Imperatriz (CESI/UEMA).

2.2 HERBICIDA

Utilizou-se o herbicida 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) mais associag¢des, aplicando
a sua formulagao técnica nas dosagens recomendadas para condi¢gdes de campo (WHOLTING e
HANCE, 1991).

2.3 SELECAO DE BACTERIAS APTAS A DEGRADACAO DO
HERBICIDA 2,4-D

2.3.1 Crescimento de linhagens bacterianas com potencial de
degradacédo de 2,4-D em meio de cultura sélido

Os isolamentos ocorreram por meio de testes de crescimento em meio mineral J.E.
sélido, segundo Jones e Edington (1968): (K,HPO, = 0,5 g; (NH,),SO, = 0,5 g; MgSO,.7H,O =
0,5 g; FeCL.1H,O0 = 10 mg; CaCl,= 10 mg; MnCl, = 0,1 mg; ZnSO, = 0,01 mg; agar = 15,0 g por
litro de agua destilada + 2,4-D (20 pg mL"). A avaliagao durou 96 horas apos a inoculagédo em meio
solido (em placa de petri).

As linhagens bacterianas que apresentaram melhor crescimento no meio com 2,4-D
como unica fonte de carbono foram selecionadas para o estudo da cinética de crescimento. As
linhagens foram submetidas a avaliagcdo de crescimento em meio mineral M9, contendo por litro:
Na,HPO, = 6,0 g; KH,PO, = 3,0 g; NaCl = 0,5 g; MgSO,.7H,0 0,1M = 10 mL; CaCl,1M = 10 mL;
agar = 15,0 g) + 2,4-D na concentragdo de 20 pyg mL™* (em placa de petri), durante 168 horas de
incubagdo a temperatura de 28 °C (SAMBROOK, FRITHSCH e MANIATIS, 1989; ROQUE e MELO,
2000).

2.4 CRESCIMENTO DAS LINHAGENS BACTERIANAS EM
MEIO DE CULTURA LIQUIDA

2.4.1 Avaliagao da cinética de crescimento de linhagens bacterianas
com potencial de degradacao de 2,4-D em meio
de cultura liquido

As linhagens selecionadas para o teste de crescimento em meio de cultura sélido foram
cultivadas em meio de cultura liquido Luria Bertani (LB), contendo (g/L): triptona = 10, extrato
de levedura = 5 e NaCl = 5 em tubos de 10 mL, durante 24 horas (SAMBROOK, FRISTHSCH e
MANIATIS, 1989). Apds esse periodo, 100 uL de cada linhagem bacteriana selecionada e cultivadas
em meio de cultura LB foram inoculados em meio mineral J.E. (JONES e EDINGTON, 1968),
acrescido de 20 yg mL"' de 2,4 -D, em intervalos de 12 e 12 horas. Ap6s o pré-cultivo, 1 mL do indculo
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de cada bactéria isolada e com potencial de degradacgao do herbicida foi adicionado em 100 mL de
meio mineral J.E. suplementado com 2,4-D (20 ug mL"). As avaliagdes da cinética de crescimento
foram realizadas pela absorbancia em espectrofotometro Femto 800 Xl (560 nm), mediante leituras
a cada 24 horas durante o periodo total de 168 horas (ANDRIGHETTI, 2011; ROQUE e MELO,
2000).

2.4.2 Crescimento de linhagens bacterianas com potencial de degradagao de 2,4-D
utilizando diferentes fontes de carbono e nitrogénio

As linhagens selecionadas foram utilizadas para verificar a influéncia da fonte de carbono
e de nitrogénio no crescimento bacteriano em meio de cultura mineral J.E. (JONES e EDINGTON,
1968), suplementado ou ndo com fonte extra de carbono (glicose), com ou sem fonte de nitrogénio
da seguinte maneira:

a) Meio mineral J.E. + 2,4-D nas concentragdes 20, 50 e 100 ug mL";
b) Meio mineral J.E. + 2,4-D (20, 50, e 100 pg mL"") + glicose (0,5 %);

c) Meio mineral J.E. + NH,NO, + 2,4-D (20, 50, 100 ug mL™") + glicose (0,5 %).

Os experimentos foram avaliados durante 168 horas em intervalos de analise de 24 horas.
A produgédo do inéculo e a montagem dos experimentos foram desenvolvidas de acordo com o
descrito no item anterior. Em cada intervalo avaliou-se o crescimento mediante leitura da absorbéancia
(560 nm) em espectrofotdbmetro Femto 800 XI (ROQUE e MELO, 2000).

2.5 BIODEGRADAGAO DO HERBICIDA 2,4-D EM LABORATORIO E
IDENTIFICAGAO DAS BACTERIAS SELECIONADAS

Realizou-se a andlise do herbicida no experimento de biodegradagdo empregando
cromatografo a gas GC17-A, equipado com injetor split/splitless e detector por captura de elétrons
(Shimadzu).

A separacgao do herbicida e do padréo interno ocorreu em coluna capilar DB-5, 0,25 mm x
30 m, espessura do filme de 0,25 ym (J & W Scientific), com programacgao de temperatura iniciando
em 180 °C (5 min) e finalizando em 255 °C, com aquecimento gradual de 25 °C/min. As temperaturas
do vaporizador e do detector foram estabelecidas em 220 e 225 °C, respectivamente. Empregou-
se nitrogénio como gas de arraste, na vazao total de 22 mL/min. Operou-se o injetor no modo split,
sendo injetado o volume de 2 pL. Os picos foram analisados em integrador Shimadzu, modelo
CRG6-A e a identificagao das bactérias efetuada pelo método de coloragdo de Gram de Hucker, de
acordo com o procedimento descrito por Murray, Doetsch e Robinow (1994).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SELECAO DE BACTERIAS APTAS A DEGRADACAO DO
HERBICIDA 2,4-D

As linhagens bacterianas foram selecionadas com base em observagdes macroscopicas
de crescimento em meio mineral J.E. € em meio mineral M9 sdlido, suplementado com o
herbicida 2,4-D em diferentes concentragdes, além das suas caracteristicas morfolégicas,
escolhendo-se col6nias diferentes e evitando purificar aquelas com crescimento lento e irregular
(Tabelas 1 e 2).
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TABELA 1 - AVALIAGAO DO CRESCIMENTO DE LINHAGENS BACTERIANAS EM MEIO J.E.
SOLIDO, SUPLEMENTADO COM 2,4-D NA CONCENTRAGAO DE 20 ug mL",
APOS 96 HORAS DE INCUBAGAO

LINHAGENS O AN LINHAGENS i
F -- M1 -
F2 + M2 .
F3 -+ M3 _+
F4 -+ M4 +
F5 o e -
F6 R Ve -
F7 ++ = .
F8 R Ve .
F9 4 Vo .

-- Pouco crescimento; -+ Crescimento razoavel; + Crescimento satisfatorio; ++ Otimo crescimento.

TABELA 2 - AVALIAGAO DO CRESCIMENTO DE LINHAGENS BACTERIANAS EM MEIO
MINERAL M9 SOLIDO, SUPLEMENTADO COM 2,4-D NA CONCENTRAGAO
DE 20 ug mL", APOS 168 HORAS DE INCUBAGAO

LINHAGENS Cﬁﬁi‘gg"&'&o LINHAGENS Cﬁii‘gg‘i’;‘qgo

F1 -+ MA1 .
F2 + M2 4
F3 -+ M3 -
F4 4 M4 +

F5 ++ M5 ++
F6 -t M6 + +
F7 rt M7 .
F8 + M8 +

F9 -+ M9 +

-- Pouco crescimento; -+ Crescimento razoavel; + Crescimento satisfatorio; ++ Otimo crescimento.

Conforme os resultados obtidos, as linhagens bacterianas isoladas do solo com cultivo de
feijao (F5, F7) e mandioca (M5 e M6) apresentaram melhor crescimento nos meios de culturas J. E.
e M9 suplementados com 2,4-D. Por esse motivo, somente os resultados dessas linhagens serao
apresentados a seguir. A eficacia de degradacdo de compostos organicos por micro-organismos,
cientificamente reconhecida, tem levado varios pesquisadores a isolar micro-organismos capazes
de degradar agrotdxicos em diversos ambientes como, solos agricolas e aguas residuais (SMEJKAL
et al., 2001; WIDEHEM et al., 2002; BENIMELI et al., 2007).
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3.2 CRESCIMENTO DAS LINHAGENS BACTERIANAS
EM MEIO DE CULTURA LIQUIDA

Na Figura 1 mostra-se o crescimento das linhagens bacterianas em meio suplementado
com o herbicida 2,4-D nas concentragdes de 20, 50 e 100 ug mL™".
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FIGURA 1 - CRESCIMENTO DAS LINHAGENS MICROBIANAS ISOLADAS DE SOLOS COM
CULTIVO DE FEIJAO (A) E MANDIOCA (B) EM MEIO MINERAL J. E. SUPLEMENTADO
COM O HERBICIDA 2,4-D EM DIFERENTES CONCENTRAGOES (20, 50 e 100 pg L")

O crescimento bacteriano representa variavel importante a ser considerada para avaliar a
degradacgéo bioldgica e o potencial dos micro-organismos em metabolizar a molécula do contaminante
(herbicida). A Figura 1 evidencia que as linhagens microbianas F5 e M5 apresentaram melhor
crescimento em meio mineral J. E. suplementado com 20 ug mL™" do herbicida 2,4-D e crescimento
maximo em 72 e 24 horas, respectivamente. Nos ensaios contendo concentracées maiores (50 e
100 ug mL™), o crescimento mostrou-se menor. Segundo Prado e Airold (2001), o herbicida 2,4 D
atua diretamente sobre os micro-organismos do solo. Inicialmente a populagao utiliza o herbicida
como fonte de nutriente e em seguida com o aumento da quantidade do herbicida aplicada ocorre
decréscimo na atividade microbiana.

Shaler e Klecka (1986) estudaram a biodegradagédo de 2,4-D empregando cultura
bacteriana capaz de utilizar o herbicida como a unica fonte de carbono. A biodegradacéo completa de
20 mg L' de 2,4-D foi realizada em 36 horas. Zipper et al. (1999) avaliaram a biodegradacéo do
herbicida 2,4-D nas concentragdes de 20 e 80 mg L™, utilizando culturas oriundas de lodo de esgoto.
Observaram que a degradacgéo iniciou apos a fase de laténcia de 125 h, sendo concluida em 35
horas.

Na Figura 2 (Ae B) nota-se que as linhagens microbianas apresentaram fase de crescimento
a partir da qual foi atingido o seu valor maximo em 48 e 96 horas para as bactérias oriundas de
solo de cultivo de feijao e de mandioca (F5, M6), respectivamente, na concentragdo de 20 ug mL"
do 2,4 D. Com a adi¢do de fonte extra de carbono (glicose) houve estimulo ao crescimento das
linhagens bacterianas em todas as concentragdes. Tal fato pode ser observado comparando-se
esses resultados com os dados da Figura 1, quando ndo houve adigdo de fonte extra de carbono.

De acordo com a Figura 2 (C e D), as linhagens bacterianas também apresentaram melhor
desenvolvimento no meio de cultura contendo fonte de nitrogénio. O estudo da cinética microbiana
evidenciou a importancia da fonte de nitrogénio e de carbono para a biodegradacdo. Os resultados
mostram que a adigéo de fonte extra de carbono (glicose) e de nitrogénio (NH,NO,) estimulou o
crescimento microbiano por meio da atividade catabdlica. A presenca do 2,4-D, com ou sem outra
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fonte de carbono ou de nitrogénio, representou o fator seletivo para a ocorréncia do crescimento das
linhagens microbianas. Essa caracteristica pode estar relacionada com a presenca de moléculas
organicas semelhantes as moléculas xenobidticas no solo. A utilizagdo intensiva de herbicidas
também pode promover a selegcdo dos micro-organismos capazes de biodegradar o composto
xenobidtico.
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FIGURA 2 - CRESCIMENTO DAS LINHAGENS MICROBIANAS ISOLADAS DE SOLOS COM
CULTIVO DE FEIJAO (A, C) E MANDIOCA (B, D) EM MEIO MINERAL J. E.
COM O HERBICIDA 2,4 D (A E B = SUPLEMENTADO COM GLICOSE;
C E D = SUPLEMENTADO COM GLICOSE E NITROGENIO)

Alguns autores mencionaram que a adigdo de minerais ou de fontes de carbono
pode ser utilizada para aumentar o grau de degradagcdo de xenobidticos, incluindo bifenilos
policlorados (BEDARD e HABERL, 1990), piretroides sintéticos (GRANT e BETTS, 2001) e o acido
2,4-diclorofenoxiacético (PAPANASTASIOU e MAIER, 1982).

Para Limbert e Betts (1994), caso o agrotdxico presente no meio n&o tenha sido suficiente
para ativar sua biodegradagéo, a degradagao pode ser melhorada com a presencga de outro substrato.
O micro-organismo pode optar pelo uso do substrato complementar como fonte de energia até a
adaptacao necessaria para a degradagéo do agrotéxico (DALTON e STIRLING, 1982; HARDER e
DIJKHUIZEN 1982).
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Varios autores relataram que a adigdo extra de carbono em solo contaminado com
xenobidticos estimula a mineralizagdo da molécula contaminante pela populagdo microbiana
indigena do local e que solos com histérico de aplicagdo de herbicidas podem apresentar maior
capacidade de mineralizagdo que solos sem histéricos de aplicagdo (OSTROFSKY et al., 2001;
SILVA et al., 2004).

Apesar dos solos com histoérico de aplicagao de agrotéxicos apresentarem maior capacidade
de degradacgéo do herbicida em produtos menos toxicos, o processo pode se estender por longo
espaco de tempo. A biodegradacdo das moléculas em periodos mais longos n&o é interessante
devido a possibilidade de contaminagdo de outros locais mediante lixiviagdo do solo (SILVA et
al., 2004; LIMA et al., 2009). Assim, varios trabalhos tém sido direcionados para o isolamento de
micro-organismos que sejam capazes de realizar a transformagéo do herbicida em produtos menos
téxicos de forma mais rapida visando acelerar o processo de descontaminagdo (MANDELBAUM,
WACKETT e ALLAN, 1993; MANDELBAUM, ALLAN e WACKETT, 1995; RADOSEVICH et al., 1995;
STRONG et al., 2002; SHAPIR et al., 2007).

3.3 BIODEGRADAGAO DO HERBICIDA 2,4-D EM LABORATORIO E IDENTIFICAGAO
DAS BACTERIAS SELECIONADAS

O experimento de biodegradacdo do herbicida 2,4-D (100 yg mL™), com inoculagdo das
linhagens microbianas F5, F7, M5 e M7 foi realizado em ftriplicata e comparado ao controle sem
células microbianas.

De acordo com a Tabela 3, todas as linhagens selecionadas apresentaram biodegradacao
acima de 80 %. A linhagem F7 mostrou maior porcentagem de inativagdo do herbicida 2,4-D
(92 %), devido melhor adaptagao e sua utilizagdo como fonte de nutriente. O produto de degradagéo
2,4-DCF néao foi detectado em nenhuma das amostras analisadas. Nesse intervalo de tempo, o
processo de biodegradagdo nas condigbes testadas foi altamente satisfatério, sendo essencial
para a producéo das enzimas responsaveis pela degradagéo e/ou para a difusdo do contaminante
através da membrana celular.

TABELA 3 - RESULTADOS DA BIODEGRADAGAO DO HERBICIDA 2,4-D APOS
96 HORAS DE INOCULAGAO

% de Biodegradacgao do Herbicida
Linhagens Microbianas 24D 2,4 DCF
F5 85 < Limite de Detecgao
F7 92 < Limite de Detecgao
M5 81 < Limite de Deteccao
M6 86 < Limite de Deteccao

De acordo com a Figura 3, as linhagens F5, F7, M5 e M6 em conformidade com a técnica
de Coloracao de Gram foram classificadas como bactérias Gram-Positivas, apresentando forma e
arranjo de estafilococos.
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FIGURA 3 - CLASSIFICAGAO DAS LINHAGENS MICROBIANAS PELO METODO DE
COLORAGAO DE GRAM: (A) F5, (B) F7, (C) M5 e (D) M6

4 CONCLUSAO

As linhagens bacterianas isoladas do solo com cultivo de feijao (F5, F7) e mandioca (M5
e M6) apresentaram melhor crescimento nos meios de culturas J. E. e M9 suplementados com
2,4-D.

Na presenga de NH,NO, e glicose como fonte de carbono houve estimulo ao crescimento
das linhagens de bactérias, sugerindo atividade catabdlica na presenca de glicose. O fator seletivo
para a ocorréncia do crescimento das linhagens microbianas foi a presenga do 2,4-D, com ou sem
outra fonte de N ou C.

Todas as linhagens bacterianas selecionadas apresentaram biodegradag&o do herbicida
2,4-D acima de 80 %. Alinhagem F7 evidenciou melhor porcentagem de inativagcdo desse herbicida
(92 %), devido maior adaptacao e sua utilizagdo como fonte de nutriente.

O produto de degradagao 2,4-DCF néo foi detectado em nenhuma das amostras analisadas.

De acordo com a técnica de coloragdo de Gram, todas as linhagens selecionadas para o
experimento de biodegradacao foram classificadas como bactérias Gram-Positivas, apresentando
forma e arranjo de estafilococos.

ABSTRACT

BIODEGRADATION OF HERBICIDE 2,4-D USING SELECTED SOIL BACTERIA FROM
MARANHAO'S CERRADO (BRAZIL)

This study aims to evaluate the biodegradation of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) by bacterial strains
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isolated from country vegetation in Maranhao, Brazil. The microorganisms selected for biodegradation of 2,4-D
in solid culture media were effective. The bacterial strains from cultivation soil of bean (F5 and F7) and cassava
(M5 and M6) were the best adapted to the culture media containing the herbicide. Microorganism growth was
greater in the presence of 2,4-D when extra source of carbon and nitrogen was added. All microorganisms were
effective in inactivating the herbicide; the stain F7 showed the greatest percentage of biodegradation of 2,4-D
(92 %).

KEY-WORDS: BIODEGRADATION; 2,4-DICHLOROPHENOXYACETIC ACID; HERBICIDES; BACTERIA.
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