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RESUMO

O setor agricola é um dos principais responsdveis pela poluicdo do meio ambiente,
devido as aplicacbes de agroquimicos. Dentre eles, o Diuron [3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetilurea], herbicida ndo-ionizavel, pertencente ao grupo dos organoclorados, de amplo
espectro no controle das plantas daninhas. Apresenta baixa solubilidade em agua, elevada
persisténcia e bioacumulacdo no ambiente. A a¢do dos microrganismos do solo € um dos
mecanismos de maior importancia na degradacdo dos agroquimicos, que na maioria dos casos,
contribui efetivamente para a dissipacdo da molécula no ambiente. Uma alternativa para a
remediacdo de areas contaminadas com agrotdxicos é a biorremediacdo, que consiste na
utilizacdo de microrganismos ou suas enzimas para remover compostos quimicos persistentes.
Com isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a biorremediacdo de diuron por nanoemulsdes
contendo biossurfactantes de bactérias rizosféricas. Os resultados obtidos demonstraram que
das vinte e quatro cepas bacterianas rizosféricas isoladas inicialmente, somente quatro
apresentaram melhores resultados para produtoras de biossurfactantes. As nanoemulsées, das
cepas bacterianas 1A4 e 2A2 apresentaram maior indice de degradagéo do Diuron a 50 pg mL"
Las outras duas, 1A1 e 2B3 apresentaram atividade metabélica menor. Dessa forma, é possivel
utilizar essas bactérias selecionadas para dar continuidade ao estudo de processo de
biorremediacdo do Diuron através da sua agdo biossurfactante na forma de nanoemulséo.

Palavras-chave: 1. Rizobactérias; 2. Diuron; 3. Nanoemulsoes.



ABSTRACT

The agricultural sector is one of the main responsible for the pollution of the environment, due
to agrochemical applications. Among them, Diuron [3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea],
a non-ionizable herbicide, belonging to the group of organochlorines, with a broad spectrum in
the control of weeds. It has low water solubility, high persistence and bioaccumulation in the
environment. The action of soil microorganisms is one of the most important mechanisms in
the degradation of agrochemicals, which in most cases effectively contributes to the dissipation
of the molecule in the environment. An alternative for the remediation of areas contaminated
with pesticides is bioremediation, which consists of the use of microorganisms or their enzymes
to remove persistent chemical compounds. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
diuron bioremediation by nanoemulsions containing biosurfactants from rhizospheric bacteria.
The results obtained showed that of the twenty-four rhizospheric bacterial strains initially
isolated, only four presented better results for biosurfactant producers. The nanoemulsions of
bacterial strains 1A4 and 2A2 showed a higher rate of Diuron degradation at 50 ug mL-1, the
other two, 1A1 and 2B3, showed lower metabolic activity. Thus, it is possible to use these
selected bacteria to continue the study of Diuron bioremediation process through its

biosurfactant action in the form of nanoemulsion.

Keywords: 1. Rhizobacteria; 2. Diuron; 3. Nanoemulsions.
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1. INTRODUCAO

Podendo ser definido como uma porgao de corpos naturais, o solo € composto por partes
solidas, liquidas e gasosas, tridimensionais, dindmicos, formados por materiais minerais que
incluem minerais inorganicos e particulas de areia, silte e argila e matérias organicas que
derivam da agao da biota do solo, composta de minhocas, insetos, bactérias, fungos, algas e
nematoides e gases como COz CO; N, contém matéria vivae podem ser
vegetados na natureza e, eventualmente, terem sido modificados por agdes do homem
(SANTOS et al., 2018).

Os solos sdo submetidos a inimeros sistemas de cultivo, o que modifica a microbiota do solo
e tendem a um novo estado de equilibrio, apresentando diferentes manifestacbes de seus
atributos, as quais podem ser desfavoraveis a conservacao da capacidade produtiva dos mesmos
ou favoraveis variando de acordo com a contribuicdo da cultura com o solo. Logo, a relacéo
entre 0 manejo e a qualidade dos solos pode ser avaliada pelos seus atributos fisicos, quimicos
e microbioldgicos (FARIAS, 2018).

Na agricultura moderna, o0s agrotoxicos ocupam uma posicdo de destaque,
com a funcdo aumentar a produtividade agricola e melhorar a relacdo custo-beneficio. No
entanto, a aplicacdo indiscriminada por longos periodos pode levar a disposi¢do, contaminacao
e acumulo desses poluentes tdxicos no meio ambiente, resultando em graves efeitos

indesejaveis ao ecossistema e a satde publica (NIE et al., 2019).

A persisténcia dos herbicidas no solo varia com sorc¢do, lixiviacdo e degradacdo ou
transformacé&o bioldgica, visto que esses fatores regulam a concentragéo, o fluxo e o tempo de
permanéncia destas moléculas na solugdo do solo. A exemplo temos o Diuron, [3-(3,4-
diclorofenil) -1,1-dimetilurea], um contaminante potencial do meio ambiente quando usado em
desacordo com as doses recomendadas por se tratar de um herbicida ndo-ionizavel, pertencente
ao grupo dos organoclorados, de amplo espectro no controle das plantas daninhas. Apresenta
baixa solubilidade em agua, elevada persisténcia e bioacumulacdo no ambiente (ANVISA,
2020).

A biorremediacao utiliza o metabolismo de organismos vivos, para a eliminacéo rapida dos
poluentes, com o objetivo de reduzir a niveis aceitaveis de seguranca desejavel, no ponto de
vista ambiental e agricola. Neste método, os microrganismos secretam enzimas, que ao
entrarem em contato com as moléculas, desencadeiam uma série de reaces quimicas (oxidacéao,

reducdo, hidrolise, dealquilacdo, descarboxilacdo, hidroxilacdo, metilacdo, etc), que tem a
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finalidade de degradacdo como fonte de carbono, energia e nutrientes, necessarios a
manutencdo fisioldgica dos microrganismos (DANGI et al., 2019).

As principais técnicas convencionais para remediacdo de areas contaminadas com
agroquimicos, envolvem processos de adsorcdo, precipitacdo ou degradacdo quimica que na
grande maioria sdo caros, ineficientes e dificeis de serem executados, em condi¢fes ambientais.
As alternativas mais promissoras disponiveis atualmente, derivam do estudo de tecnologias
biotecnologicas empregando microrganismos produtores de biossurfactantes, capazes de
promover a degradacéo dos poluentes a compostos inocuos (WANG et al., 2016).

Os biossurfactantes podem ser preparados utilizando alguns microrganismos, por serem
biomoléculas que apresentam caracteristicas diferenciadas comparadas aos surfactantes
quimicos, seu uso € proposto em diversos setores. Pois possuem indices de maior
biodegradabilidade, capacidade de formar agregados moleculares e atividade bioldgica, como
antimicrobiana e antitumoral, e além disso possuem menor toxicidade e por serem moléculas
formadoras de emulsdes em misturas de 6leo e agua, suas propriedades sédo influenciadas pela
natureza das fontes de carbono, nitrogénio e elementos minerais, que determinam a sua
composicao quimica e estrutural (DANGE et al., 2020).

As emulsdes sdo definidas como um sistema heterogéneo no qual um liquido encontra-se
imiscivel em outro em forma de goticulas, esse sistema é composto de duas fases, sendo uma
denominada interna ou dispersa e outra, externa ou dispersante, sendo que a segunda envolve a
primeira. Emulsdes simples s@o classificadas de acordo com suas fases interna e externa.
Existem emulsdes agua em dleo (A/O) e 6leo em &gua (O/A) (GORE; PICARD; SAVARY .,
2018).

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Microbiologia do Solo
O solo ¢ o equilibrio do ecossistema terrestre, pois interage com a atmosfera, biosfera,
litosfera e hidrosfera. E conhecido como litosfera, mais precisamente uma porgdo superior do
regolito, € constituido de rochas alterada e inimeras outras substancias combinadas com fatores
ambientais, resultando em diversos tipos de solos, que comportam uma série de organismos
vivos variados de acordo com os tipos de solo, regido, fauna e flora (XAVIER, 2021).
Segundo (FORTES, 2018) diversos autores relatam que o solo € o habitat de mais de
um quarto de todas as espécies que vivem na terra, ¢ possivel que em aproximadamente 5
gramas de substrato de um jardim contenha milhares de espécies e milhdes de microrganismos.

A interacao entre organismos vivos no solo € variavel entre os taxos e a interagao pode ocorre
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entre si, ou entre os organismos e o solo, a depender também das alteracdes ambientais ou
interferéncias humanas.

No estudo publicado por (XAVIER, 2021) o solo estd organizado em secdes paralelas e
distintas entre si e com caracteristicas peculiares, estas se¢des sdo determinadas a partir do
proprio processo de formacao do solo, onde estdo presentes todas as informagdes do substrato,
que sdo fundamentais para o desenvolvimento cientifico, além de definir a¢des de uso e manejo
correto do solo. Visto que os solos sdo submetidos a inumeros sistemas de cultivo, o que
modifica a microbiota do solo e tendem a um novo estado de equilibrio, apresentando-se e
diferentes manifestagdes de seus atributos, as quais podem ser desfavoraveis a conservagao da
capacidade produtiva dos mesmos ou favoraveis variando de acordo com a contribuicdo da
cultura com o solo. Logo, a relacdo entre o manejo e a qualidade dos solos pode ser avaliada
pelos seus atributos fisicos, quimicos e microbioldgicos (FARIAS, 2018).

A principal fungdo do solo ¢ a ciclagem de nutrientes, que depende exclusivamente da
populacdo microbiana indicadores da variabilidade de concentragdo de nutrientes e
propriedades do solo, que por sua vez € o suporte para esses organismos vivos. A partir dos
processos abidticos e bioldgicos que se ddo os processos que influenciam a formagao dos
agregados no solo, a matéria organica ¢ um dos principais agentes na formacao e na estabilidade
de agregados. A qualidade de um solo ¢ definida por sua capacidade de absorver, armazenar e
reciclar sustentavelmente os recursos como agua e nutrientes minerais, que dependem
diretamente dos seus fatores de formagao e das interferéncias humanas relacionadas ao uso e
manejo do solo (FORTES, 2018).

Os microrganismos presentes no solo influenciam diretamente em suas caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas, que sdo fatores essenciais para o desenvolvimento dos vegetais
e impactam nas produgdes agricolas principalmente quando o ambiente € propicio para seu
desenvolvimento. (KRELING et al., 2022) afirmam que “os microrganismos sao o0s
responsaveis diretos pelo funcionamento do solo, atuando, principalmente, nos processos de
génese, decomposicao de residuos organicos e ciclagem de nutrientes e representando a parte
viva da matéria organica do solo”.

Os microrganismos sao0 os principais responsaveis pela agregagdo de particulas do solo
que sao fundamentais para evitar perdas de nutrientes e manter o controle da biodiversidade,
tendo as coberturas vegetais como protetoras da biota do solo. Ao manter o controle ambiental
para o desenvolvimento dos microrganismos no solo, o controle de pragas e doengas torna-se

mais eficientes reduzindo o impacto nas produgdes das lavouras e a redugdo de intensivos

agricolas (KRELING et al., 2022).
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A microbiota do solo ¢ a principal responsavel pela decomposi¢ao dos
residuos organicos, pela ciclagem de nutrientes e pelo fluxo de energia
no solo, podendo ter influéncia tanto na transformacdo da matéria
organica, quanto na estocagem do carbono e nutrientes minerais.
Entretanto, somente a quantificacdo da biomassa nao fornece
indicacgdes sobre os niveis de atividade das populagdes microbianas do
solo, sendo importante também avaliar pardmetros que estimem a
atividade microbiana, como a respiragdo microbiana e atividade
enzimatica, para verificar o estado metabdlico das comunidades de
microrganismos do solo (FERREIRA, STONE, MARTIN-DIDONET,
2017).

Os atributos microbianos do solo incluem sua diversidade, atividades enzimaticas, taxas
de respiracdo e a biomassa microbiana, os quais sdo indicadores sensiveis que possibilita o
monitoramento e as alteragdes ambientais ocorridas no solo decorrente das intervencoes
agricultas e culturas. Na avalia¢ao qualitativa do solo, os indicadores biologicos de carbono da
massa microbiana, respiracdo e quociente metabolico, sdo frequentemente sugeridos como os
mais sensiveis aos impactos causados ao solo nos manejos de plantio de culturas no solo, isso
porque o sistema influencia diretamente os sistemas metabdlicos dos microrganismos
(FARIAS, 2018).

A biomassa microbiana, ¢ o componente vivo da matéria organica e sua avaliacao ¢ tutil
para obter informagdes rapidas sobre mudangas nas propriedades organicas do solo, detectar
variacoes causadas por cultivos ou por devastacao de florestas, medir a regeneracao dos solos
apods a remocao da camada superficial e avaliar os efeitos de poluentes como metais pesados e
pesticidas. Os compostos de carbono, nitrogénio e fésforo na massa microbiana ¢ de grande
importancia para o fluxo de nutrientes no ecossistema, a respiracdo basal do solo reflete na
maior producdo de CO2 no solo advinda dos protozodrios, nematoides, insetos, anelideos e
raizes do solo. Esta por sua vez, ¢ um indicador sensivel e revela rapidamente alteragdes nas
condicdes ambientais que por ventura afetem a atividade microbiana, que necessita de
monitoramento para que haja recuperagao ambiental da area (SARTORE, 2021).

A matéria organica influencia os atributos fisicos, quimicos e bioldgicos que
estabelecem a funcionalidade do solo. O manejo do solo obedecendo aos principios de

conservagdo pode manter a capacidade produtiva da terra e evita desencadear o processo de
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degradacdo, a estabilidade dos agregados, dentre outros fatores, e influenciada pela matéria
organica do solo, que age como um cimento unindo as particulas de areia, silte e argila
(XAVIER, 2021).
2.2 Agroquimicos na Agricultura

Os agroquimicos sdo substancias quimicas, que tem por finalidade, direta ou indireta,
prevenir, repelir ou acabar, com agentes infecciosos, nocivos e prejudiciais aos cultivos e
criagdes, sdo classificados pelo Ministério do Meio Ambiente de acordo com o grau de
contaminacao e setor utilizado. Atualmente o Brasil ¢ um dos maiores produtores de alimentos
no mundo e, também, um dos paises que mais consomem agrotoxicos nos processos de
producdo agricola em larga escala, segundo (MORAES, 2019) o crescimento do uso de
intensivos agricolas teve seu inicio na década de 90, e trouxe para o Brasil ganhos de
produtividade.

Na agricultura moderna, o0s agrotoxicos ocupam uma posicdo de destaque,
com a funcdo aumentar a produtividade agricola e melhorar a relacdo custo-beneficio. No
entanto, a aplicacdo indiscriminada por longos periodos pode levar a disposi¢do, contaminacao
e acumulo desses poluentes toxicos no meio ambiente, resultando em graves efeitos
indesejaveis ao ecossistema e a salde publica (NIE et al., 2019). Na medida em que o0 consumo
de agroquimicos aumenta no Brasil, cresce o interesse, por parte dos produtores rurais e dos
fabricantes de pesticidas, em evitar que seu uso se torne mais restrito, o que pode trazer serias
consequéncias futuras.

Os agrotdxicos quando usados na agricultura podem gerar uma série de
impactos negativos que refletem na perda de agrobiodiversidade,
podendo afetar a saide do solo, como também a saude humana. O
processo de degradacdo do solo provocado pelos agrotoxicos inicia-se
com a esterilizagdo — eliminagao de flora e fauna —, que, associada aos
processos erosivos, pode levar a maior demanda por aplicacdo de
produtos quimicos. Isso direciona o agricultor a entrar em um ciclo
vicioso de dependéncia de insumos quimicos, que consequentemente
passa a depender das grandes multinacionais detentoras da produgdo
dos agrotéxicos, dessa forma retirando toda a sua autonomia
(MIRANDA; MELO; ARAUJO, 2017).
Os agrotoxicos sao divididos em diferentes classes de acordo com a finalidade, podendo
ser: herbicidas, fungicidas, algicidas e inseticidas, podem também ser classificados em fungao

da DL50 (dose letalmediana), que ¢ expressa em miligramas de principio ativo por quilogramas
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de peso vivo (mg kg'!) que constitui a quantidade de cada determinada substincia que possa
provocar a mortalidade de 50% de espécies utilizadas em testes experimentais, contudo a
classificacao toxicoldgica dos agrotoxicos € realizada de acordo com as exigéncias da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria, érgdo de controle do Ministério da Satde, se dividindo em

quatro classes de perigo para a saide humana (WHO, 2018).

Tabela 01. Classificagdo toxicoldgica dos agrotoxicos

Classe Toxidade Cor

| Extremamente toxico Vermelho
I Altamente toxico Amarelo
Il Moderadamente toxico Azul

v Pouco toxico Verde

Fonte: ANVISA (2018).

Os problemas provenientes de contaminagdes por agrotoxicos podem acontecer em
pequenas ou grandes concentracdes, por muito deles possuirem alto potencial de toxicidade
ambiental, sendo necessario, antes do uso, o conhecimento adequado sobre as caracteristicas
quimicas desses agroquimicos (WHO, 2018).

As praticas agricolas destinadas a alimentagdo ou producdo de matéria prima para
industrias, apresentam altos riscos de intoxica¢do do solo por agrotoxicos, essas praticas
contaminam e causam infertilidade do solo, contaminag@o dos reservatorios aquaticos, entre
outros, tornando mais improdutivo ao longo do tempo e aumentando o custo da manutencao,
limitando assim o uso dos recursos e potencial para a produtividade agricola (CARVALHO;
NODARI; NODARI, 2017).

De acordo com a Lei de numero 6.938 de 1981 da Politica Nacional de Meio Ambiente
o conceito de poluicdo ¢ dado como a deteriorardo da qualidade ambiental resultante de
atividades que direta ou indiretamente prejudiquem a satde, seguranca ¢ bem-estar da
populagdo e afetem desfavoravelmente da biota, os recursos ambientais, a atmosfera, as 4guas
interiores, superficiais e subterrdneas, os estuarios, o mar territorial, o solo, o subsolo ¢ os
elementos que constituem a biosfera, o que ¢ ferido pelo uso intensivo de agrotoxicos
(MORAES, 2019).

O solo sofre alteracdes fisicas continuas devido as atividades agricolas, como gradagem,
queimadas, e as erosdes, impermeabilizacdo quimica como fertilizagao artificial, salinizagao,
aplicagdo de pesticidas, disposi¢ao de residuos solidos e liquidos, porém os principais objetivos

no uso desses agroquimicos ¢ a disponibilizagdo e o aumento do suprimento de nutrientes e
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corre¢do do pH do solo e, a protegdo das lavouras pelo controle de pragas e doencas (MORAES,
2019).
2.3 Diuron

O Diuron [3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea], pertence ao grupo quimico das ureias
substituidas, é comercializado na forma de suspensdo concentrada (500 g L), granulado
dispersivel (900 g kg™!) e granulos dispersiveis em agua (800 g kg-1), como também na forma
de mistura com outros herbicidas (hexazinone, paraquat e o bromacil) em varias combinagdes
de concentragdes distintas. E utilizado na produgio agricola em todo o mundo, pois atua
combatendo tanto espécies daninhas monocotiledoneas quanto dicotiledoneas, ¢ recomendado
para aplicacdo nas culturas do algodao, café, cana-de-acucar, citros, alfafa, abacaxi, alho, cha,
pimenta-do-reino, banana e videira (AGROFIT, 2018). A figura 1 abaixo mostra a estrutura
molecular do Diuron.

Figura 01 Estrutura Molecular do Diuron
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Fonte: ChemSpider, 2015.

O Diuron ¢ um herbicida pouco lixiviavel por apresentar baixa solubilidade em agua
(42 mg L") e por ter alto indice de adsorgdo, principalmente para solos com alto teor de matéria
organica e argila. Sua dose letal para 50% dos ratos testados (DL50) é da ordem de 1,02 g kg
de peso vivo do animal (SIMOES et al., 2017). Sua solubilidade em agua é de 42 mg L' a 25
°C, o coeficiente de particdo octanol/agua de 589, o mecanismo de acdo deste herbicida ocorre
no fotossistema II, com ligacao das moléculas do diuron a proteina D1, no sitio de acoplamento
da proteina “Qb”, apds a ligacdo do herbicida a proteina, o fluxo de elétrons do fotossistema II
para o I ¢ interrompido, promovendo a formacgdo de espécies reativas de oxigénio que
peroxidam as membranas celulares (BOSCOLO et al., 2018).

Classificado como herbicida ndo-ionico (pKa = 0), ndo troca prétons com a solugdo do
solo, por sua polaridade intermediaria, o comportamento do Diuron na solugdo do solo pode ser
influenciado pelo pH do meio, contetdo de matéria organica e tipos de argilominerais.

Apresenta log KOW igual a 2,87, indicando mais afinidade da molécula pela fase apolar do
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sistema solo/dgua, direcionando-o para ser retido preferencialmente pela parte organica ou
mineral do solo (CEDERLUND; BORJESSON; STENSTROM, 2017).

A persisténcia dos herbicidas no solo varia com sor¢do, lixiviagdo e degradagdao ou
transformagao biologica, visto que esses fatores regulam a concentragao, o fluxo e o tempo de
permanéncia destas moléculas na solucdo do solo. A exemplo disso € o uso elevado do Diuron,
pois este herbicida € um contaminante potencial do meio ambiente quando usado em desacordo
com as doses recomendadas, porém sdo poucos os estudos que mostram os efeitos de sua
interacdo com o ambiente, isso devido o comportamento no solo ser varidvel mudando
dependendo das suas caracteristicas fisico-quimicas (CHAGAS, 2017).

A degradacdo desse herbicida ¢ prioritariamente pela agdo da populacdo microbiana
presente no solo (VILLA VERDE et al., 2017). No entanto, quando o Diuron sofre uma
degradacdo natural o principal produto produzido ¢ a 3,4 dicloroanilina (3,4 DCA), mas caso
essa degradagdo ocorra em meio neutro a 3,4 DC sera o unico produto formado. A 3,4 DCA ¢
uma substancia que possui uma toxicidade maior que a do proprio Diuron e que também ¢
persistente no solo e na 4dgua, podendo causar danos ainda maiores, em outras palavras, a
degradacao natural do Diuron nao ¢ uma boa opg¢ao para o meio ambiente (LACERDA, 2016).

O Diuron ¢ uma substancia que causa grandes impactos ao meio ambiente. Portanto, o
total conhecimento sobre os danos causados por ele, tanto a saide humana quanto a natureza, ¢
de extrema importancia para se avaliar quais as melhores alternativas de tratamento ou
degradacdo dessa substancia (LACERDA, 2016).

2.4 Biodegradaciao de Agroquimicos

O uso de herbicidas facilita o controle das plantas daninhas, por possuir maior eficiéncia
de controle em relacdo aos demais métodos, além de sua praticidade sdo os principais motivos
pelos quais ele ¢ utilizado com intensidade, porém podem trazer sérios impactos ambientais,
por esta razao muitos cientistas buscam entender mais sobre os herbicidas e as suas relagdes
com o ambiente e desenvolver novas técnicas que minimizem os impactos ambientais causados
por eles (CHAGAS, 2017).

O uso continuo de herbicidas causa varios problemas por sua persisténcia na agua, no
solo e sua toxicidade ao homem. A degradagao de poluentes organicos no solo pode levar anos,
e uma alternativa para acelerar esse processo ¢ a utilizacdo de microrganismos no processo de
degradacdo desses agroquimicos. Atualmente existem diversas técnicas que vém sendo
estudadas e aplicadas na remog¢do ou degradacao de contaminantes organicos da agua e do solo,
mais utilizadas sdo baseadas em processos fisicos e biologicos, por exemplo, adsorcao,

coagulacdo, filtracdo e biorremediagdo (OLIVEIRA et al., 2017).
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As principais técnicas convencionais para remediacdo de areas contaminadas com
agroquimicos, envolvem processos de adsorcao, precipitagdo ou degradacdo quimica que na
grande maioria séo caros, ineficientes e dificeis de serem executados, em condi¢des ambientais.
As alternativas mais promissoras disponiveis atualmente, derivam do estudo de tecnologias
biotecnoldgicas empregando microrganismos produtores de biossurfactantes, capazes de
promover a degradacéo dos poluentes a compostos inocuos (WANG et al., 2016).

A biodegradacdo ¢ um processo natural de degradacdo de um xenobidtico por um
organismo, constitui estratégia de sobrevivéncia, pois prov€é carbono e energia para o
crescimento e reproducao dos microrganismos, quando a biodegradagao ¢ de um determinado
contaminante depende da disponibilidade do produto para os organismos que promoverao a
degradacao, contudo somente agrotoxicos presentes na solugdo do solo estdo disponiveis para
a acao microbiana (SANTOS et al., 2019).

Assim, a biodegradagdo ¢ capaz de remover substancias toxicas do meio ambiente e ¢
uma alternativa econdmica e sustentavel. Em estudos realizados por (DELGADO-MORENO;
NOGALES; ROMERO, 2017), os sistemas biologicos também conhecidos por biobeds, nos
quais predomina o processo de biodegradagdo, implementados com residuos orgéanicos da
agroindustria do azeite, foram capazes de remover os agrotoxicos dimetoato, imidacloprido,
tebuconazol, diuron e oxifluorfen.

A Dbiodegradacdo dos herbicidas sofre influéncia das
propriedades quantitativas e qualitativas da comunidade microbiana do
solo, a qual definird maior ou menor cota de degradacdo, além da
disponibilidade do composto para os microrganismos, a agao de
microrganismos sobre os herbicidas constitui mecanismo da maior
importancia, pois a degradacdo microbioldgica, na maioria dos casos,
contribui para a dissipacao da molécula no ambiente. A degradagao
biologica da molécula do contaminante em produtos menos toxicos
representa uma das formas de proteger o ambiente e de recuperar locais
j& contaminados. Nesse processo, denominado de biorremediacdo, a
molécula degrada-se completamente a moléculas inorganicas de
ocorréncia universal, como CO,, CO, H>O, NH3, H,S e HCL (COSTA,
2018).

Os microrganismos transformam as substincias através de processos metabdlicos ou
enzimaticos baseados no crescimento € no cometabolismo. No crescimento, eles utilizam as

substancias como fonte de carbono e energia, resultando em completa degradagdo. A microbiota
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do solo exposto a pesticidas pode desenvolver a habilidade para degradé-los, as bactérias do
solo tendem a ser mais efetivas para degradar contaminantes, devido a necessidade de adaptagao
por fontes de alimentagdo e constantes mudangas das caracteristicas do solo a que devem se
adaptar. No solo e no ambiente aquatico, a degradagdo de pesticidas pode ocorrer através de
hidrélise ou acdo microbiana e envolve fatores quimicos, microbioldgicos e influéncia de
fatores bidticos e abioticos, como valores de pH, presenca de matéria organica, microrganismos
presentes e temperatura, além do acimulo dos produtos de degradagdo do préprio agrotoxico
(PINTO, 2017).

Os microrganismos decompositores precisam de muita energia e as reagoes requerem
consumo de O; e a liberacao de CO», exceto em casos dos anaerdbios e quimiotréficos. A
evolucao de CO; ¢ complicada pela solubilidade em solugdes, além do que essas medidas
representam a respiracao total da comunidade, ndo distinguindo a contribui¢do individual de
plantas ou dos microrganismos. A velocidade de decomposi¢@o de diferentes substratos varia
de acordo com a atividade enzimatica sendo, 84% de acido benzodico foi decomposto apos 28
semanas; 81% de 4cido pirtivico apds 12 semanas; 26% de catecol apds 28 semanas e 69% de
acido fenodilico também apos 28 semanas (COSTA, 2018).

2.5 Biossurfactantes

Atualmente com a preocupagdo em amenizar os impactos ambientais e sociais, as
atengdes estao voltadas para o desenvolvimento técnicas que ndo sejam agressivas ao ambiente
€ que possuam baixo custo. Para atenuar a poluicdo, buscam-se o tratamento de residuos e a
eliminacdo ou diminui¢cdo do consumo de produtos industriais nocivos ao ambiente, levando
assim ao investimento de diferentes bioprodutos (SANTOS et al., 2021).

Biomoléculas produzidas a partir de diferentes microrganismos, os biossurfactantes
desenvolvem caracteristicas diferenciadas quando comparados aos surfactantes quimicos, eles
se destacam por apresentarem uma toxicidade mais baixa, além da maior capacidade de formar
agregados moleculares e atividade bioldgica que contribuem para uma maior degrabilidade e
permita que os BSs possam ser utilizados em vdrios setores, além disso, sdo moléculas
formadoras de emulsdes em misturas de 6leo e 4gua, suas propriedades sdo influenciadas pela
natureza das fontes de carbono, nitrogénio e elementos minerais, que determinam a sua
composi¢ao quimica e estrutural (DANGE et al., 2020).

As bactérias sdo produtoras de biossurfactantes através do metabolismo celular e
presenca de nutrientes como fonte de carbono e nitrogénio, no sistema ocorre a formagao de
moléculas tensoativas e micelas que se agregam no meio aquoso em uma determinada

concentracdo. As funcdes da assimilagdo e degradacdo de compostos hidrofoébicos com
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producao de surfactantes que podem ocorrer em ambas as fases de crescimento exponenciais e
estaciondrias do micro-organismo, embora ainda estejam sendo elucidada a fisiologia desse
mecanismo celular de produgao (DANGE et al., 2020).

As principais propriedades dos biossurfactantes sdo bioemulsificagdo, redugdo na
viscosidade de liquidos, redugdo na tensdo superficial e interfacial, baixa concentragdo micelar
critica, forca idnica solubilizante e estabilizante. A exploracao do uso de biossurfactantes pode
ser util na melhoria da qualidade e produtividade agricola, como rastreamento das populagdes
microbianas na biosfera de solo, afim de investigar seu potencial em ambientes isolados e
utiliza-las nas areas agricolas (SANTOS et al., 2018).

Os biossurfactantes sdo moléculas com caracteristicas tensoativas, isto €, tem o
potencial de baixar a tensdo superficial de liquidos, sendo indicados em diversas areas de
aplicacdo industrial e recuperagdo de derramamento de 6leos em areas afetadas. Através de
atividades metabdlicas, as bactérias e fungos sintetizam estes compostos anfipaticos na fase
exponencial de crescimento microbiano, liberando moléculas com propriedades especificas de
acordo com o tipo de substrato (ADETUJI; OLANIRAN, 2020).

Os surfactantes sdo substancias bioativas constituidos por uma cadeia de hidrocarboneto
e outra porcao podendo ser aniOnica, catidnica, nao i6nica e anfotera, quando produzidos
naturalmente possuem vantagens na inclusao seletividade, biodegrabilidade e a facilidade de
serem sintetizados a partir de compostos renovaveis, porém os surfactantes disponiveis
comercialmente sdo derivados do petrdleo e podem assim causar danos ao meio ambiente
(ADETUIJI; OLANIRAN, 2020).

Produzidos através das células microbianas, os biossurfactantes, apresentam diferentes
tamanhos de moléculas e propriedades quimicas. As estruturas quimicas sao formadas por uma
porc¢ao lipofilica, cadeia hidrocarbonica de um ou mais acidos graxos, ligados a uma porg¢ao
hidrofilica. Dentre os biossurfactantes mais comuns encontra-se os glicolipidios, lipopeptidios,
fosfolipidios, complexos de proteinas e polissacarideos, acidos graxos, lipidios neutros,
surfactantes poliméricos e surfactantes particulados (ADETUIJI; OLANIRAN, 2020).

Dessa forma, os biossurfactantes sdo classificados conforme a polaridade da parte
hidrofilica, podendo ser: anidnicos, ndo-idnicos, catidnicos e anfoteros. Anidnicos sao agentes
com um ou mais grupamentos funcionais e um radical com carga negativa, quando se ionizam
em solu¢do aquosa liberam ions orgénicos carregados. Os ndo idnicos sdo agentes anfifilicos
obtidos a partir de alcoois de cadeia longa ou fendis alquilados. Nao possui cargas
aparentemente influentes no meio, de modo que as solucdes aquosas ndo se ionizam e

apresentam uma reagao neutra (LIMA et al., 2020).
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Os catidnicos sdo formados por um ou mais grupamentos funcionais com carga positiva.
Em meio aquoso liberam ions organicos carregados positivamente e formam emulsdes estaveis
a partir de substratos renovaveis. Anfoteros sdo agentes que apresentam caracteristicas
anionicas ou catidnicas e sdo estaveis em meio neutro, interagem em solugdes aquosas de
acordo com as condi¢des de pH (LIMA et al., 2020).

No processo de produgdo dos biossurfactantes, para a obtencdo de um melhor
rendimento e diminui¢do dos custos, as fontes de carbono e nitrogénio sdo de fundamental
importancia. Sendo assim, o tipo de substrato utilizado na produgdo dos biossurfactantes e a
sua concentragdo podem tanto alterar as quantidades produzidas quanto modifica-los
estruturalmente, e por isso sdo determinantes na sintese de biossurfactantes (DANGE et al.,
2020).

2.6 Nanoemulsoes

As emulsdes sdo definidas como um sistema heterogéneo no qual um liquido encontra-
se imiscivel em outro em forma de goticulas, esse sistema € composto de duas fases, sendo uma
denominada interna ou dispersa e outra, externa ou dispersante, sendo que a segunda envolve a
primeira. Emulsdes simples sdo classificadas de acordo com suas fases interna e externa.
Existem emulsdes agua em o6leo (A/O) e 6leo em agua (O/A) (GORE; PICARD; SAVARY.,
2018).

As emulsdes de origem natural sdo geradas espontaneamente, encontramos esse tipo de
emulsdes como resultado de processos de digestdo de comida, lactagdo, entre outros. Por outro
lado, as emulsdes sintéticas, formuladas e geradas em laboratdrio, sdo produzidas através de
processos mecanicos de cisalhamento, escoamento submetido a extensdo, entre outros
mecanismos. O surfactante pode ser adicionado a formula¢do da emulsdo ou estar presente
naturalmente como no caso da formag¢ao de emulsdes durante o escoamento imiscivel de 6leo
e agua nos processos de exploracdo de petrdleo. As emulsdes sintéticas sdo encontradas em
muitas areas industriais incluindo cosméticos, formulacdo de alimentos e bebidas, pinturas e
impressoes ou combustivel para foguetes, bem como produtos farmacéuticos e agricolas
(GORE; PICARD; SAVARY ., 2018).

Desse modo, as nanoemulsdes sdo definidas como sistemas coloidais com capacidade
de proteger, encapsular e liberar ativos lipofilicos. Também se caracterizam por serem
dispersdes obtidas a partir de dois liquidos imisciveis, onde as goticulas da fase dispersa podem
ser encontradas dentro de uma faixa de 20-200 nm. Elas possuem uma capacidade mais ampla

de solubilizagdo quando comparada a simples dispersdes micelares, maior estabilidade cinética
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do que emulsdes grosseiras e encontraram uso na industria cosmética e de pesticidas como base
aquosa para produtos organicos (SINGH et al., 2017).

Os componentes desse tipo de sistema sdo 6leo, agua, surfactante e cosurfactante e suas
principais vantagens estdo relacionadas a alta superficie de contato devido ao tamanho reduzido
das goticulas, toxicidade reduzida e liberagao controlada. Essas caracteristicas tornam esse tipo
de formulagdo muito util para a distribui¢ao de substancias no local de agdo bem como para
aumentar a absor¢ao de moléculas lipofilicas (DESAIL; THAKKAR, 2019).

Os agentes emulsionantes, também chamados de emulsificantes ou tensoativos,
possuem papel fundamental na composi¢ao de uma nanoemulsdo, apresentam como fungao a
reducdo da tensdo interfacial, além de evitar a coalescéncia das goticulas no sistema, isso por
que formam um filme ao redor das goticulas dispersas, reduzindo assim a tensdao entre os
liquidos. Os componentes presentes em uma nanoemulsdo dependem principalmente das
substancias selecionadas para compor a formulagdo desejada e das propriedades apresentadas
por elas. Dentre os principais elementos que compdem uma nanoemulsdo tem-se os agentes
emulsionantes, os conservantes e os antioxidantes, além disso, outros componentes podem ser
utilizados nesta formulacao (SINGH et al., 2017).

Os emulsionantes sao divididos em quatro tipos, anidnicos, que formam ions carregados
negativamente durante a emulsificagdo. Os Catidnicos, que dissociam-se dando origem a ions
positivos, responsaveis por suas propriedades emulsionantes, os nao i16nicos, que apresentam
um balango entre as por¢des hidrofébicas e hidrofilicas da molécula e, os anfoteros, que
apresentam grupamentos carregados positiva e negativamente, dependendo do pH do meio em
que se encontram (KIM et al., 2019).

A selecdo do 6leo utilizado na nanoemulsdo ¢ de grande importancia, pois em um
sistema de Oleo disperso em agua, o composto ativo devera estar solubilizado nele, e o tipo de
6leo escolhido pode determinar a fragao biodisponivel do constituinte ativo. Em nanoemulsoes,
o termo estabilidade refere-se a capacidade de uma emulsdo de resistir a alteragdes em suas
propriedades ao longo do tempo, podendo-se afirmar que quanto mais estavel a emulsdo, mais
duradouras sdo as suas propriedades (SINGH et al., 2017).

Uma emulsdo pode se tornar instavel devido a tipos diferentes de processos fisicos e
quimicos, a instabilidade fisica produz uma alteragcdo na distribui¢do espacial ou organizacao
estrutural das moléculas, enquanto a instabilidade quimica traz como consequéncia uma
alteracdo no tipo de moléculas presentes (KIM et al., 2019).

A produgdo de nanoemulsdes utilizando métodos de baixa energia tem mostrado

algumas vantagens para aplicacdes especificas, por exemplo, baixo custo de equipamentos,
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simplicidade de operagdo com capacidade de produzir tamanhos de goticulas muito pequenos.
Um desses métodos ¢ a emulsificagdo espontanea, nele ocorre a titulagdo de uma mistura de
6leo e surfactante soluvel em dgua em uma fase aquosa com agitagdao. Goticulas de dleo sao
formadas de forma espontanea na interface 6leo-dgua a medida que as moléculas do surfactante
se movem da fase oleosa para a fase aquosa (KIM et al., 2019).
3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

e Avaliar a biorremediacdo de Diuron por nanoemulsdes contendo biossurfactantes de

bactérias rizosféricas.

3.2 Objetivos Especificos

e Selecionar e caracterizar bactérias rizosféricas produtoras de biosurfactantes.
e Preparar e caracterizar as nanoemulsdes contendo biossurfactantes bacterianos.

e Estudar a biodegradacao de Diuron por nanoemulsdes com biossurfactantes.
4. METODOLOGIA

4.1 Coleta das amostras de solos rizosféricos

As amostras de solos foram coletadas em areas agricolas nas proximidades do municipio de
Séo Jodo do Paraiso - MA, com histdrico de aplicacdo do agroquimico Diuron. Em cada area
foram coletadas 12 subamostras, com auxilio de trado holandés na profundidade de 0 a 20 cm,
com os pontos arranjados em dois circulos concéntricos ao redor de um dnico mondlito, com
tamanho de 3 a6 m de raio, a partir do monolito. Cada conjunto de 12 subamostras foi misturado
para formar uma amostra composta de aproximadamente 500 g (MOREIRA et al., 2010). Ap6s
a coleta, os solos foram peneirados (malha de 2 mm), acondicionados em sacos plasticos e
mantidos a temperatura de 4 + 0,1 °C, até 0 momento das analises. As amostras de solos foram
submetidas a andlises fisico-quimicas de acordo com a metodologia proposta pela (EMBRAPA,
2017).

4.2 Selecdo de bactérias possiveis produtoras de biossurfactantes (Atividade hemolitica)

As 24 cepas bacterianas foram cultivadas em Agar para contagem em placa (PCA) e, para
selecionar as bactérias possiveis produtoras de biossurfactantes, foram inoculadas em meio
nutriente liquido, composto por meat extract 1 g/L, extrato de levedura 2 g/L, peptone water 5
g/L e cloreto de sddio 5 g/L, por 7 dias a 22 °C, ap06s este periodo foram semeadas em placa de

Petri contendo meio agar sangue, composto por blood agar base e sangue desfibrinado a 5%, e
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acondicionadas a 22 °C.

Apo6s um periodo de 48 horas verificou-se a formacdo de um halo claro ao redor da colénia
indicando a acdo hemolitica de moléculas de biossurfactantes (KREISCHER; SILVA, 2017).

4.3 Determinacédo da presenca de biossurfactante

Para a determinacdo da presenca de biossurfactantes, as cepas bacterianas selecionadas
foram submetidas as analises de presenca de atividade emulsificante, indice de emulsificacao,

teste de colapso de gota, microcosmo e preparo de nanoemulsdes.
4.3.1 Atividade emulsificante e indice de emulsificacédo (%)

Cada colbnia foi inoculada em tubos de ensaio de 15 mL, contendo 3 mL de meio
nutriente liquido, e armazenadas em estufa de crescimento bacteriol6gico durante 72 horas a 22
°C. Apos o periodo de crescimento as culturas sofreram centrifugacdo por 6 minutos a 6000
rpm. Foi transferido para um novo tubo de ensaio, de 15 mL, 2 mL do sobrenadante recuperado

em cada coldnia e adicionou-se 2 mL de 6leo de milho comercial.

Em seguida, agitou-se as misturas em agitador Vortex por 2 minutos deixando-as em
repouso por 24 horas conforme o0 método descrito por (KREISCHER; SILVA, 2017). O liquido
em cada tubo de ensaio atingiu 3 cm e o indice de emulsificagdo (E24) foi calculado como

porcentagem.

A atividade emulsificante foi determinada a partir da adicdo de 2 mL de 6leo de milho
comercial em tubos de ensaio de 15 mL contendo 2 mL do sobrenadante recuperado em cada
colonia. Em seguida as misturas foram agitadas por 2 minutos e deixadas em repouso por 24
horas conforme o método descrito por (KREISCHER; SILVA, 2017). A altura total do liquido
em cada tubo de ensaio atingiu 3 cm. Foram realizadas amostragens do sobrenadante no tempo
inicial e apds 24 h para verificar a estabilidade da emulsdo. E entdo o indice de emulsificacdo
(E24) foi calculado como porcentagem de acordo com a formula: E24= (altura da camada de
emulsdo/altura total) x100 (IQBAL, KHALLD e MALIK, 1995).

4.3.2 Colapso da gota

As colbnias bacterianas que apresentaram resultado satisfatorio no teste de
emulsificacdo, foram selecionadas para o teste de colapso da gota seguindo os passos da
metodologia realizada por (KREISCHER; SILVA, 2017). Para isso, as col6nias foram
inoculadas em tubos de ensaio de 15 mL, contendo 3 mL de meio nutriente liquido e

acondicionadas em estufa a 22 °C por 7 dias. Para o teste, foram adicionado 35 mL de &gua e



29

100 uL de 6leo de milho no Becker de 50 mL para cada linhagem bacteriana, no qual formou-
se uma gota visivel do dleo na superficie da dgua. Logo ap06s, adicionou-se 10 uL do indculo
bacteriano na superficie do 6leo. Aproximadamente dois minutos depois, foi observado o
formato de uma gota na superficie do 6leo. Conforme (KREISCHER; SILVA, 2017), o
resultado foi considerando positivo quando houve o espalhamento total ou parcial da gota, e
negativo quando a gota continuou inalterada. O controle negativo, ou branco, foi realizado

adicionando 10 uL de meio nutriente liquido estéril sem prévio crescimento.
4.4 Producao de biossurfactantes

As bactérias com melhores resultados nos testes de possiveis biorremediadoras foram
selecionadas para a producdo de biossurfactantes de acordo com a metodologia proposta por
(ALMEIDA; VIEIRA NETA,; et al., 2020). A producdo do in6culo para os ensaios de producao
de biossurfactantes foi realizada em tubos de ensaio contendo 9 mL de solucéo salina (0,9%),
apos trés dias verificou-se a absorbancia em espectrofotdmetro através da turbidez observada

em um comprimento de onda de 550 nm.

O meio de cultura utilizado para a producdo de biossurfactante, de acordo com (ALMEIDA,;
VIEIRA NETA,; et al., 2020) foi composto por: extrato de levedura (0,2 g/L), peptona (1 g/L),
glicose (5 g/L), NaNO3 (5 g/L), K2HPO4 (1 g/L), MgS0O4 (0,5 g/L), FeS04.7H20 (0,01 g/L),
KCI (0,03 g/L), CaCl2 (0,02 g/L), KH2PO4 (0,8 g/L) e 1 % de 6leo de milho comercial. O meio
foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 min. em frascos erlenmeyers de 250 mL e entdo
foram realizadas as fermentacBes contendo 49 mL do meio de cultura e 1 mL do inéculo
bacteriano em cada frasco. Apos a inoculagéo, os frascos foram incubados a 30 °C e agitados a
200 rpm, durante 7 dias.

Uma parte das amostras do meio de cultura utilizadas para a producdo de biossurfactantes,
apos a fermentacdo, foram transferidas para tubos de ensaio e centrifugadas a 4000 rpm por 20
min a 20 °C, para remocéo das células bacterianas. O sobrenadante foi coletado e utilizado no

preparo das nanoemulsdes.
4.5 Producéo das nanoemulsdes

As emulsdes foram formuladas pelo método de emulsificacdo de inversdo das fases
(EIF) por aquecimento e método a frio (FERNANDEZ et al, 2004). Para o preparo, foi utilizado
5 mL do sobrenadante do meio utilizado no preparo do biossurfactante mais 5 mL de tensoativo
ndo ibnico (tween 80) e 90 mL de &gua destilada. A emuls&o foi preparada pela adi¢do de agua
a fase organica contendo tween 80 e surfactante, ambos previamente aquecidos a 80 °C, usando
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um agitador magnético, convertendo a emulsao grossa em nanoemulsdo. A caracterizacéo das

nanoemulsdes foi realizada e a estabilidade da emulséo foi investigada.
4.5.1 Caracterizacdo das nanoemulsdes

Para comprovar sua estabilidade, a nanoemulsdo foi testada pelos métodos de
(SUGUMAR et al, 2014). Os métodos consistiram em centrifugacédo, no qual as hanoemulsées
formuladas foram centrifugadas a 3000 rpm por 30 min e observadas quanto a separacao de
fases, se houver e o ciclo de aquecimento-arrefecimento, que foi realizado mantendo a
nanoemulsdo a 40°C e 4°C, alternando as duas temperaturas por 48 h. Isso foi feito para

verificar a estabilidade da nanoemulséo em temperatura variavel.
4.6 Curva de crescimento bacteriano na presenca de Diuron

A cinética de crescimento bacteriano foi realizada em meio liquido composto por 9 mL
de solu¢do de Diuron 100 pg mL™* mais 1 mL de indculo bacteriano cultivado em caldo
lactosado, e em placas de petri contendo meio de cultura PCA suplementado com Diuron a 100
ng mL?, incubagdo a 30 + 0,1 "C e medicdo da absorbancia no comprimento de onda de 560

nm (espectrofotdmetro Femto 800 XI) durante 3 dias segundo Bergey (2005).
4.7 Biomassa Seca

Ao final dos ensaios de producéo, foram centrifugados 15 mL da cultura (4000 rpm, 20
min a 20° C), o precipitado formado foi retirado, colocado em placas de Petri (previamente

pesadas), levadas para estufa a 105° C e pesadas ap0s 24 h.
4.8 Coloracgéo de gram

A classificacdo das bactérias pela coloracdo de Gram foi realizada de acordo com
método descrito por (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Um esfregaco fixado pelo calor é
recoberto com um corante basico purpura, geralmente o cristal violeta. Apds um curto periodo
de tempo, o corante purpura é lavado, e o esfregaco € recoberto com iodo, um mordente.
Quando o iodo é lavado, ambas as bactérias gram-positivas e gram-negativas aparecem em cor
violeta escuro ou puarpura. A seguir, a lamina é lavada com alcool ou uma solugéo de alcool-
acetona, essa solucdo é um agente descolorante, que remove o parpura das células de algumas
espécies, mas ndo de outras. O alcool é lavado, e a Idmina é entdo corada com safranina, um
corante basico vermelho. O esfregaco é lavado novamente, seco com papel e examinado

microscopicamente.
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4.9 Microcosmos

Os microcosmos (SILVA et al., 2004b; PENA et al., 2005; MARTINS et al., 2011)
foram montados em potes de vidro de 600 mL com tampas. Em cada pote foi adicionado 100 g
de solo estéril suplementado com 10 mL de solugdo aquosa de Diuron a 50 ug mL™%; 1 mL de
cada uma das nanoemulsdes das bactérias potencialmente degradadoras e 4gua destilada estéril
para manter a umidade. Um béquer de 50 mL foi depositado no centro dos microcosmos (Figura
02) e dentro dele foi colocado 40 mL de solucéo de NaOH 0,50 mol Lt

Depois de montados, os microcosmos foram fechados e incubados a 30 °C por um
periodo total de 15 dias. Ao longo deste periodo, foram realizadas quatro titulacdes, sendo a
primeira realizada ap6s 24 horas, a segunda apds cinco dias, a terceira apds 10 dias e a quarta
apos 15 dias. Para as titulagdes, os microcosmos foram abertos, em capela de fluxo laminar,
retirados 10 mL da solucdo de NaOH 0,50 mol L™, colocados em erlenmeyers de 125 mL e
acrescentada duas gotas de indicador Fenolftaleina 1%. A solucdo foi titulada com HCI 0,50
mol L ! até o desaparecimento da cor rosa, e a quantidade de HCI 0,50 mol L™ gasto na titulagéo

foi anotado.

Figura 02. Aparato utilizado para simular o processo de biorremediagdo em microcosmo.

Fonte: Autora 2022

A partir das titulacdes foi possivel calcular a respiragdo microbiana através da equacéo
4 e relacionar os resultados por meio das curvas de crescimento microbiano.
Equacéo 4: (BARTHA, 1965).
mg de CO, = (VB—VA)xCxfx22xFA
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Onde:

VB = volume de HCI gasto na titulagdo do branco;

VA = volume de HCI gasto na titulacdo da amostra;

C = concentragéo de HCI

f = fator de correcdo da concentragdo do &cido;

22 = equivalente — gama do CO

FA = fator de correc¢do da aliquota usada na titulacdo (volume de NaOH) usado como armadilha
de COz/volume de aliquota de NaOH utilizado na titulag&o.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Teste de atividade hemolitica

O teste de atividade hemolitica foi realizado com as 24 cepas bacterianas rizosféricas
isoladas das amostras de solos coletados com historico de uso de agrotoxico. 18 delas
apresentaram um halo claro em volta da col6nia (Figura 03 e Tabela 02) que, de acordo com
(KREISCHER; SILVA, 2017), é o resultado positivo para atividade hemolitica. Os resultados

mostraram que das 24 col6nias testadas, apenas 6 ndo apresentaram atividade hemolitica.

Figura 03 Teste de hemdlise dos isolados bacterianos. (a) placa positiva (b) placa

negativa e () placa testemunha ou branco.

(4) (B) ©)

Fonte: Autora 2022
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Tabela 02 Estudo da atividade hemolitica dos isolados bacterianos.

Cadigo Atividade Cadigo Atividade
Hemolitica Hemolitica
1Al + 2B2 +
1A2 + 2B3 +
1A3 + 2 B4 -
1A4 + 3Al +
1B1 + 3A2 +
1B2 - 3 A3 -
1B3 + 3A4 +
1B4 + 3B1 -
2A1 + 3B2 +
2A2 + 3B3 +
2A3 - 3B4 -
2 A4 + Branco -
2B1 +

Segundo (BICCA et al. 1999), o teste hemolitico pode ajudar a selecionar o0s
microrganismos produtores de biossurfactantes. Portanto, os resultados do teste realizado
permitiram selecionar 18 (dezoito) bactérias rizosféricas com formag&o de halo claro em volta
da col6nia bacteriana, indicando hemdlise em meio agar sangue, como mostram a tabela 02 e

figura 03.

O teste de atividade hemolitica é significativo por levar em consideracdo o crescimento
da bactéria usando a hemoglobina como fonte de ferro (SCHULTZ, 2010) além de ser
considerado um teste primério para triagem de microrganismos produtores de biossurfactantes
(KHOPADE et al., 2012).

5.2 Indice de emulsificacio

As bactérias que testaram positivo para a atividade hemolitica foram selecionadas para

0 teste de atividade emulsificante e em seguida foi calculado o indice de emulsificacdo através
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da formula E24= (altura da camada de emulsao/altura total) x100 (IQBAL; KHALLD; MALIK,
1995).

O teste do indice de emulsificacdo é utilizado para determinar a capacidade que as
colbnias apresentam de emulsificar dleo em &gua, sugerindo assim se estes sdo capazes de
produzir biossurfactantes (KREISCHER; SILVA, 2017).

Dos isolados analisados, apenas quatro colonias (1B3, 1B4, 3A1 e 3A4) ndo mostraram
nenhum indice de emulsificacdo, enquanto 9 colbnias apresentaram indice abaixo de 40%, 3
coldnias apresentaram indice entre 40 e 60%, e as duas linhagens com maiores indices foram

1A4 e 2A2 com 70 e 60% respectivamente. Como pode-se observar na tabela abaixo:

Tabela 03 indice de emulsificagio em porcentagem (%).

Codigo Indice de Cadigo Indice de
emulsificagéo emulsificagéo

1Al 56,6% 2 A4 23,3%
1A2 26,6% 2B1 23,3%
1A3 20% 2 B2 46,6%
1A4 70% 2 B3 53,3%
1B1 23,3% 3Al 0%

1B3 0% 3 A2 36,6%
1B4 0% 3 A4 0%

2A1 16,6% 3B2 23,3%
2 A2 60% 3B3 16,6%

A partir do teste de emulsificacéo (E24) foi possivel selecionar 4 (quatro) bactérias com
melhores resultados, (Figura 04). Sendo elas: 1A1, 1A4, 2A2 e 2B3.

Figura 04 indice de emulsificacdo. a) Tubos de ensaio durante o teste de indice de

Emulsificacdo; b) Camadas de emulsdes estaveis no tubo de ensaio 24 horas apds o teste.
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(A) (B)

Fonte: Autora 2022

Como o interesse em utilizar biossurfactantes esta relacionado com sua capacidade de
emulsionar liquidos ndo misciveis e formar emulsdes estaveis, de acordo com a literatura, 0s
isolados que apresentam indice de emulsificacéo a partir de 40% séo promissores para producao
de biossurfactantes (ALMEIDA; VIEIRA, 2020).

5.3 Colapso de gota

A técnica de Colapso de gota propicia um resultado rapido para a visualizacdo do efeito
do biossurfactante sobre o 6leo. Embora apresente um resultado qualitativo, contribui para
melhor a avaliacdo da ac&o do biossurfactante de cada cepa bacteriana estudada, pois, se houver
a presenca de surfactantes na gota do in6culo, a tensdo interfacial entre a gota e a superficie
hidrofobica, nesse caso o 6leo comercial, é reduzida, o que resulta no espalhamento da gota do
indculo bacteriano sobre a superficie hidrofébica e isso ocorre porque, em geral, os surfactantes
que atuam como emulsificantes sdo agentes que auxiliam na dispersdo de um liquido em outro,
como 0Oleo em &gua. Esses compostos quimicos atuam nas tensdes superficiais e interfaciais e
sdo capazes de formarem micro emulsdes, onde hidrocarbonetos podem se solubilizar em &gua
e vice-versa, facilitando a degradacdo (KREISCHER; SILVA, 2017).

As quatro bactérias selecionadas pelo teste de emulsificacdo foram avaliadas quanto ao
colapso de gota, constatando que todas as linhagens bacterianas selecionadas sdo capazes de
produzir biossurfactantes. Foi possivel observar que todas as cepas apresentaram
deslocamentos superiores ao do branco, como mostra a Tabela 03.
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Tabela 04 Teste de colapso da gota dos isolados bacterianos.

Cadigo Tempo (mim.)
1A1 03:46
1A4 03:38
2A2 03:32
2B3 03:18

Branco 02:03

5.4 Produgéo de biossurfactantes

Um grande numero de espécies bacterianas de diferentes géneros produz
biossurfactantes. Esta propriedade é particularmente comum entre microrganismos que
degradam compostos hidrofébicos insoltiveis em agua (KREISCHER; SILVA, 2017).

As bactérias produzem biossurfactantes através do metabolismo celular e presenca de
nutrientes como fonte de carbono e nitrogénio, assim, as vantagens em desenvolver surfactantes
microbianos permanecem na capacidade estrutural das moléculas tensoativas com possibilidade
de resistirem as maiores tolerancias para variaces de temperaturas e pH (SANTOS, SILVA e
COSTA, 2016).

Os biossurfactantes além de serem moléculas formadoras de emulsdes em misturas de
6leo e &gua, promoverem a reducdo de tensdes superficiais e interfaciais, facilitando a
biodegradacao, pois estes aumentam a interagdo superficial &gua/dleo, e dessa forma, aceleram
a degradacéo de varios 6leos por microrganismos (KREISCHER; SILVA, 2017). A presenca

dos biossurfactantes, portanto, confirma a capacidade degradativa das bactérias isoladas.

Figura 05 Producéo de biossurfactantes.

Fonte: Autora 202
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Os dados obtidos no estudo comprovam que todas as quatro linhagens de bactérias
selecionadas apresentaram producdo de biossurfactantes, como j& havia sido previamente

confirmado pelo indice de emulsificacao e teste de colapso de gota.
5.5 Producgéo e caracterizagdo das nanoemulsées

As nanoemulsdes podem ser preparadas usando métodos de alta energia como
homogeneizador de alta presséo, ultra-som e microfluidizacdo e métodos de baixa energia,
como emulsificacdo espontanea, temperatura de inversdo de fases e composicdo de inversao de
fases (KWASIGROCH et al, 2016).

O método de baixa energia mais empregado € a emulsificacdo espontanea, na qual a
adicdo lentamente de &gua em uma solucgéo de surfactante e 6leo resulta na formagdo espontanea
de goticulas de nanoemulsdo devido ao movimento de componente miscivel em agua (agua-
tensoativo sollvel) da faze orgénica para a fase aquosa (KATHIK; EZHILARASI,
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2017). Portanto, as nanoemulsdes sdo formadas quando a
fase oleosa € dispersa em uma fase aquosa e € estabilizada devido a presenca de tensoativo que
forma uma camada na interface da gota, separando assim o 6leo da fase aquosa devido a
estabilidade da emulséo (SUGUMAR et al, 2014).

Quanto aos métodos de perturbacdo para verificar se as nanoemulsfes eram estaveis,
apos a centrifugacao, no qual as nanoemulsdes formuladas foram centrifugadas a 3000rpm por
30min e observadas, ndo houve a separacdo de fases, indicando a estabilidade das mesmas,
assim como para o ciclo de aquecimento-arrefecimento, que foi realizado mantendo as
nanoemulsdes a 40°C e 4°C, alternando as duas temperaturas por 48h constatando a estabilidade

das nanoemulsdes em temperatura variavel.

Figura 06 Nanoemulsdes bacterianas estaveis.

Fonte: Autora 2022
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5.6 Curva de crescimento bacteriano na presenca de Diuron

Como qualquer outro microrganismo, as bactérias requerem nutrientes especificos para
seu crescimento e desenvolvimento, podendo se reproduzir por diferentes métodos, como
brotamento, fissdo binéria, fragmentacAo, etc. E importante lembrar que, quando falamos em
crescimento microbiano, estamos nos referindo ao aumento do numero de células microbianas
viaveis, ou unidades formadoras de colénia (UFC), e ndo ao seu tamanho (RODRIGUES,
2016).

Quando o crescimento bacteriano é medido em func¢do do tempo e em paralelo com as
condicBes ambientais encontradas leva ao desenvolvimento do que chamamos de Curva de
Crescimento, que pode ser obtida graficamente quando a contagem da populacdo de bactérias
é feita em diferentes intervalos de tempo (RODRIGUES, 2016).

Os resultados obtidos permitiram construir graficos para a curva de crescimento das

quatro linhagens bacterianas selecionas.

Gréfico 01 Curva de crescimento da linhagem bacteriana 1A 1 na presenga de Diuron a 100 pg

mL* por 3 dias.
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Gréfico 02 Curva de crescimento da linhagem bacteriana 1A4 na presenga de Diuron a 100 pg

mL* por 3 dias.
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Gréfico 03 Curva de crescimento da linhagem bacteriana 2A2 na presenca de Diuron a 100 pg

mL"! por 3 dias.
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Gréfico 04 Curva de crescimento da linhagem bacteriana 2B3 na presenga de Diuron a 100 pg

mL* por 3 dias.

Medicdes

A partir dos resultados obtidos foi possivel perceber que houve a fase Lag, que é o
intervalo de tempo entre a inoculagdo de uma cultura bacteriana e o inicio da sua taxa de
crescimento, a fase Log, também chamada de fase exponencial, que € o periodo celular de maior
atividade metabdlica, a fase estacionaria, que € quando os nutrientes do meio comecam a se
esgotar e os residuos toxicos provenientes da atividade metabdlica das células comegcam a se
depositar no meio. Estes fatores fazem com que a velocidade de multiplicacdo reduza e,
consequentemente, o nimero de células novas diminui, a0 mesmo tempo em que 0 himero de
celulas mortas aumenta (TORTORA; CASE; FUNKE, 2016).

5.7 Biomassa Seca

Ao final dos ensaios de producéo, foram centrifugados 15 mL da cultura (4000 rpm, 20
min a 20° C), o precipitado formado foi retirado, colocado em placas de Petri (previamente
pesadas), levadas para estufa a 105° C e pesadas apds 24 horas. A tabela 04 mostra a quantidade

de biomassa produzida por cada bactéria.
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Tabela 05 Biomassa seca dos isolados bacterianos.

Cadigo Massa em mg/L
1A1 1,2878
1A4 1,1894
2 A2 1,1716
2 B3 1,2254

5.8 Coloragéo de gram

Segundo (FREITAS; PICOLI, 2017) a coloracdo de Gram € uma técnica especifica
muito utilizada na bacteriologia, com a finalidade de classificar microrganismos quanto a suas

bases tintoriais, tamanho, forma e arranjo celular.

As bactérias coradas nessa técnica sdo divididas em dois grupos: bactérias Gram
positivas que coram em roxo pelo cristal violeta, pois possuem véarias camadas de
peptideoglicano e outros componentes ndo sollveis em alcool; e bactérias Gram negativas se
descoram com o &lcool, que atua dissolvendo lipidios, o que contribui para permeabilidade da

parede celular e posterior coloracdo em rosa pela fucsina (REINE et al, 2021).

Utilizando a técnica de coloracdo de Gram foi possivel observar que as bactérias
produtoras de biossurfactantes selecionadas nos testes anteriores foram todas classificadas

como Gram negativas.

Na Tabela 05, temos a classificacdo das bactérias quanto a coloracdo de Gram e
morfologia em: 1Al Diplococos (-), 1A4 Cocos (-), 2A2 Cocos (-) e 2B3 Estreptococos (-). E
na figura 09 temos as imagens microscopicas da coloracdo de Gram das bactérias selecionadas

como produtoras de biossurfactantes.

Figura 07 Coloracdo de Gram das bactérias produtoras de biossurfactantes. (a) 1AL,
(b) 1A4; (c) 2A2; d) 2B3.
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(c) (d) 4

Fonte: Autora 2022

Tabela 06 Identificacdo bacteriana por coloracdo de Gram.

Cadigo Teste de Gram
1A1 Diplococos (-)
1A4 Cocos (-)
2A2 Cocos (-)
2B2 Estreptococos(-)

Como pode ser observado na Tabela 05, todas as bactérias selecionadas sdo Gram-
negativas, resultado satisfatorio para serem utilizadas na biodegradacao de agroquimicos, pois,
de acordo com (TORTORA,; CASE; FUNKE, 2016), as bactérias Gram negativas tém paredes
celulares diferente, com duas membranas de protecdo, fazendo com que a camada de

peptideglicano ndo retenha o primeiro corante (cristal-violeta), evidenciando a resisténcia aos

agrotoxicos.
5.9 Microcosmo

Para confirmar a eficacia de degradacdo das bactérias, foram realizados ensaios em

microcosmos, que sao experimentos realizados em laboratorio para reproduzir as condicdes
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reais encontradas na natureza, e servem para representar uma biorremediacdo, constatando a

capacidade mineralizadora dos microrganismos por meio da liberagdo de COo.

A atividade respiratoria bacteriana foi avaliada a partir da respiracdo aerdbia,
utilizando o método respirométrico de Bartha. A metodologia é padronizada pela norma
brasileira NBR 14283 (ABNT, 1999) e ¢ aplicada no Brasil para precisar a respiracao
microbiana e indiretamente, a biodegradacdo de poluentes e residuos no solo através da analise
do consumo de oxigénio ou a producdo de CO> por unidade de volume e de tempo originario
da atividade metabolica dos microrganismos (BERNARDES; SOARES, 2005).

O experimento ocorreu em esquema fatorial com quatro linhagens bacterianas
associado ao herbicida Diuron na concentragdo de (50 pg mL™?), o teste foi realizado em

triplicata, resultando em 12 unidades experimentais.

As curvas de crescimento microbiano apresentam o CO; produzido pelas linhagens
bacterianas ap6s 5, 10 e 15 dias. Utilizou-se a equacéo 4 para calcular a respiragdo microbiana
e relacionar os resultados a partir das curvas de crescimento microbiano por meio de realizadas
3 titulacOes realizadas apos 5, 10 e 15. Com os resultados dos célculos da respiracdo foi possivel
construir curvas que indicaram a liberacdo de CO> resultante da atividade metabdlica das
bactérias.

Gréfico 05 mg de CO; produzido pelas nanoemulsGes bacterianas 1A1, 1A2, 2A2 e 2B3 em

microcosmos com solo suplementado com 50 pg mL* de Diuron apés 5, 10 e 15 dias.

A1
0.7 9 B A4
0.6 [ 2A2
[ ]2B3

0,5

0,4

0,3 1

Concentragao de CO, (Mol/mL)

10
Dias

Fonte: Autora, 202
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A partir dos resultados obtidos podemos constatar que as bactérias apresentam uma alta
atividade metabolica. Isso foi observado em todas as linhagens do quinto ao décimo dia, porém,
para as linhagens 1A4 e 2A2 houve um declinio a partir do décimo dia que indica a morte do
microrganismo. Essa fase continua até que a populacdo tenha diminuido para uma pequena
fracdo do numero de células da fase anterior, ou até que tenha desaparecido totalmente, pois
ndo ha mais herbicida como fonte de carbono (BRAVIM, 2019). Portanto, a maior taxa de
biodegradacdo foi obtida para a nanoemulséo contendo a bacteria 1A4 e 2A2 utilizando 50 pg

mL de diuron.
6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, concluir-se que, dentre as vinte e quatro
cepas bacterianas rizosféricas isoladas inicialmente, foram selecionadas apenas quatro com
melhores resultados nos testes de possiveis produtoras de biossurfactantes, somente essas
quatro foram submetidas a producdo dos biosssurfactantes e, logo depois, ao preparo e
caracterizacdo das nanoemulsdes. Nos ensaios de biodegradacdo em Microcosmos, duas
linhagens bacterianas apresentaram melhores resultados, com um declinio na emissdo de CO2
do décimo ao décimo quinto dia, sugestivo de que a bactéria degradou mais rapidamente o
Diuron e a populacédo tenha diminuido devido a auséncia do herbicida como fonte de carbono
para continuacéo da atividade metabdlica. A vista disso, pode-se concluir que é possivel utilizar
essas bactérias selecionadas para dar continuidade ao estudo de processo de biorremediacéo do

Diuron atraves da sua acdo biossurfactante na forma de nanoemulséo.
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