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Resumo

Os agrotdxicos sdo comumente utilizados na producdo agricola. No entanto, devido a
sua toxicidade e persisténcia, tém afetado severamente o ambiente, trazendo graves riscos a
salde e a manutencdo da qualidade de vida. Assim, o objetivo principal deste trabalho foi
isolar microrganismos envolvidos na degradacdo de carbendazim, a partir da rizosfera de
culturas de Coentro em Manaus, realizando ensaios de sensibilidade a este agrotoxico pelos
isolados, em diferentes concentrac@es. Foi feita analise de solos coletados em diferentes areas,
buscando-se detectar residuos do fungicida a ser utilizado neste estudo. Realizou-se ainda a
caracterizacdo fisico-quimica do solo rizosférico coletado para o isolamento. Trés areas
agricolas com histérico de uso intensivo de agrotoxicos, localizadas no Municipio de Manaus,
Careiro da Varzea e Manacapuru foram escolhidas para o presente trabalho. Apds analises de
amostras de solo desses municipios, os resultados mostraram que embora tenha uso intensivo
de agrotoxico nessas areas, em Manacapuru e Careiro da Varzea o limite de quantificacdo nao
foi detectado. Somente em Manaus foi possivel detectar a presenca do analito carbendazim.
Foram isolados dessa area 97 microrganismos resistentes a este fungicida, sendo 80 bactérias
e 17 fungos. Dentre estes microrganismos 53 bactérias e os 17 fungos foram tolerantes nas
cinco concentracdes testadas. Ha possibilidade destes microrganismos estarem envolvidos em
processos de biodegradacdo, o que reflete a necessidade de estudos posteriores para avaliar

este potencial.
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Introducgéo

Os agrotoxicos sdo, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores
de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecéo de florestas nativas, de culturas florestais e de outros ecossistemas e de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna,
a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento.

No estado do Amazonas a propor¢cdo de agricultores dos diferentes municipios do
Estado que cultivam frutas e legumes com uso de agrotdxico varia entre 64% e 96,7% (IBGE,
1998).

A biorremediacdo envolve o uso de microrganismos ou plantas para tratamento de
ambientes contaminados e surge como alternativa para amenizar os efeitos deletérios do largo
uso dos pesticidas (Chowdhury, 2008). Os microrganismos degradadores de agrotoxicos sao
encontrados no mundo microbiano e estes compostos podem ser mineralizados por um
conjunto de microrganismos. A biodegradacdo de um complexo de moléculas normalmente
envolve o efeito interativo das comunidades mistas de microrganismos e conta com a
versatilidade metabolica das bactérias e fungos (Alexander, 1999).

O solo rizosférico contém uma grande biomassa e alta atividade microbiana, quando
comparada com solo ndo-rizosférico. O nimero de microrganismos na rizosfera pode ser até
30 vezes maior que em solo livre de raizes (Bodelier et al.,1997). O estudo da comunidade
microbiana de solo rizosférico é de grande importancia, ndo sé por entender o papel ecolégico
destes microrganismos na interacdo com as plantas, mas também para possiveis aplicacGes
biotecnologicas.

Assim, o objetivo principal deste trabalho foi isolar microrganismos envolvidos na
degradacdo de carbendazim, a partir da rizosfera de culturas de Coentro em Manaus,
realizando ensaios de sensibilidade a este agrotoxico pelos isolados, em diferentes
concentracdes. Foi feita analise de solos coletados em diferentes areas, buscando-se detectar
residuos do fungicida a ser utilizado neste estudo. Realizou-se ainda a caracterizagéo fisico-

quimica do solo rizosférico coletado para o isolamento.

213



Materiais e Métodos

O estudo foi realizado nos Municipios de Manaus (Comunidade Nova Esperanca),
Careiro da Varzea (Comunidade S&o Francisco, Costa da Terra Nova) e em Mancapuru
(comunidade de Sdo Francisco, no ramal do Arapapd), que constituem regides agricolas onde
agrotoxicos sdo intensamente utilizados. Destas areas foram coletadas amostras de solo de
culturas de Coentro (Coriandrum sativum L.), Chicéria (Cichorium endivia) e berinjela
(Solanum melongena) em Manaus, Careiro da VVarzea e Manacapuru, respectivamente.

Para cada ponto de coleta foi usado como padrdo 0-10 cm de profundidade. No
Municipio de Manaus, foram coletadas 9 amostras de solo de culturas Coentro (Coriandrum
sativum L.). Ja no Careiro da Varzea foram coletadas 6 amostras de solo de culturas de
Chicdria (Cichorium endivia), por fim em Manacapuru foram coletadas 6 amostras de solo de
culturas berinjela (Solanum melongena). Cada amostra continha aproximadamente 250 g,
armazenada em frascos estéreis. A refrigeracdo foi feita através de gelo seco artificial e
enviado para analise no laboratério Agrosafety através do método LC/MS para os analitos
acefato, aldicarbe, carbendazim, etoprofés, imazalil, metamidofds, tiofanato-metilico,
triclorfom e GC/MS para os analitos alacloro, aldrin, aletrina, ametrina, atrazina, azinfos
etilico, azinfos metilico, azoxistrobina, bifentrina, bioaletrina, bromopropilato, captana,
carbaril, carbofenotiona, carbofurano, carbosulfano, ciflutrinas totais, cipermetrinas totais,
ciproconazol, clorfenvinfos, Clorotalonil, clorpirifés, clorpirifés metilico, deltametrina,
diazinona, dicofol, dieldrin, difenoconazol, dimetoato, dissulfotom, dodecacloro,
endossulfam, endrin, esfenvalerato, Etion, fenamifés, fenitrotiona, fenpropatrina, fentiona,
fentoato, fenvalerato, fipronil, folpete, Forato, fosfamidom, fosmete, gama-BHC,
hexaclorobenzeno, iprodiona, lambda-cialotrina, Malationa, metidationa, metoxicloro,
mevinfds, monocrotofés, ometoato, parationa, parationa metilica, permetrina,
pirazofos,pirimifos metilico, pirimifds etilico, procimidona, procloraz, profenofos, propanil,
propargite, tebuconazol, terbufos, tetradifona, triazofds, trifluralina, vinclozolina.

O solo utilizado nesta pesquisa para o isolamento dos microrganismos foi obtido do
Municipio de Manaus na Comunidade Nova Esperanca. Foram coletadas amostras da regido
rizosférica de cultura de coentro, 5 amostras a 0-10 cm e 5 amostras e 10-20cm de
profundidade e acondicionadas em sacos plasticos estéreis. As amostras de solo foram secas
em local ventilado e peneiradas em peneira de 2 milimetros. Foram realizadas as analises de
extracdo de Calcio, magnésio, aluminio trocavel, enxofre, Boro, fdésforo e fdsforo

remanescente, potassio, pH em agua, e pH cloreto de potassio (KCI), acidez potencial,
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granulometria de acordo com o manual de analises quimicas de solos, plantas e fertilizantes
(Silva 2009).

O isolamento seletivo foi realizado em meio de cultura minimo, solugédo de vitaminas,
tendo como Unica fonte de carbono o fungicida carbendazim a 250ug/mL. A incubacéo foi a
28°C por 7 dias. Apos esse periodo, 100mL do meio fermentado foi retirado e inoculado
novamente em 500mL do mesmo meio e incubado por mais 7 dias. Apds 2 repeticOes, se
procedeu a diluicdo em serie da Ultima fermentacdo e semeadura no mesmo meio de cultivo,
porém solido e contendo carbendazim. Os métodos utilizados para preservacdo dos
microrganismos foram: repiques continuos, preservacdo em 6leo mineral, agua destilada ou
método de Castellani somente para fungos e em glicerol a 50% somente para bactérias. Para a
caracterizacdo morfoldgica, foi realizada coloracdo utilizando-se a técnica de Gram e
posterior visualizacdo por microscopia optica. Os testes de sensibilidade foram realizados
através da técnica de difusdo em pocos (Pinto et al., 2003). A suspensdo continha a espécie
bacteriana crescida em caldo LB a 30°C, 125rpm por 24h na escala de McFarland a 0,5. Cada
placa de Petri com meio Lurian Bertani (LB) foi semeada com a suspensdo bacteriana. Em
seguida foram perfurados 05 pocos de 05 mm de didmetro, preenchido com 40ul de
carbendazim em 05 concentragbes decrescentes: 1000pg/mL, 500ug/mL, 250pg/mL,
125pg/mL e 62,5ug/mL. As placas foram incubadas a 30°C por 24 horas.

As amostras de solos foram coletadas em trés areas agricolas para analise de residuos

de agrotoxicos, nas coordenadas de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 Lista dos locais de coleta das amostras de solo

Local de Coleta Sequéncia das Latitude (W) Longitude (S)
amostras
1 3°00'56".5 59055'14.0"
2 3°00'56.9" 59955'13.7"
3 3°00'57.7" 59055'13.5"
4 3°00'57.7" 59055'14.2"
Manaus 5 3°00'57.3" 59955'14.1"
6 3°00'56.7" 59°55'14.1"
7 3°00'56.7" 59055'14.3"
8 3°00'57.2" 59055'14.3"
9 3°%00'57.5" 59055'14.5"
Careiro da 10 3°06'41.6" 59050'37.2"
Varzea 11 3°06'41.5" 59°50'36.7"
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12 3°06'41.7" 59050'36.7"
13 3°06'41.6" 59050'37.0"
14 3°06'59.8" 59051'29.8"
15 3°06'59.8" 59051'30.1"
16 3°17'07.6" 60°23'259"
17 3°17'08.0" 60°23'260"
18 3°17'07".0 60°23'26.2"
Manacapuru  4q 3017'08.7" 60023'25.2"
20 3°17'10.5" 60°23'26.0"
21 3°17'10.1" 60023'25.2"

Resultados e Discussao

Embora tenha uso intensivo de agrotoxico nas trés areas, em Manacapuru e Careiro da
Vérzea o limite de quantificacdo ndo foi detectado. Somente em Manaus foi possivel detectar
a presenca do analito carbendazim (0,189ug/Kg). A auséncia de residuos nas amostras pode
estar associada, segundo Chaim (2004), ao fato de 32% dos agrotoxicos pulverizados retidos
ficarem nas plantas, 19% irem pelo ar para outras areas circunvizinhas da aplicacdo e 49%,
apesar de irem para o solo, apds algum tempo, parte se evaporar, parte lixiviar para o lencol
fredtico e outra parte se degradar. Considera-se ainda o fato de ambientes de clima tropical
apresentarem taxas de degradacdo de herbicidas mais répidas, devido ao aumento de
populagdes de microrganismos e as modificagbes nas condi¢bes ambientais, como resultado
do aumento das temperaturas do solo (Laabs et al., 2002). Regides tropicais apresentam
temperaturas mais elevadas nas camadas superficiais do solo, o que resulta em maior
decomposicdo da matéria organica e uma maior atividade microbiana (Silva et al., 1998),
razdes pelas quais podem ndo ter sido detectado os residuos de agrotoxico, ja que segundo o
produtor de Manacapuru, a aplicacdo de deltametrina foi realizada trés dias antes.

Somente no solo que apresentou residuo de agrotdxico foi realizada analise fisico
quimica. As amostras foram coletadas no periodo da manh&, no dia 23 de maio de 2013,
foram obtidas conforme metodologia descritas no item 4.2.2, nas seguintes coordenadas
S03°00°57.0" W059°55°14.4", amostra 2:
S03°00756.6°'W059°55°14.5", amostra 3 S03°00°57°.0 WO059°55'14.8"; amostra 4
S03°00°57.0"W059°55°14.8"; amostras 5: S03°00"56.6"W059°55°14.97).

geograficas (amostra 1
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A andlise do solo é o instrumento que o técnico utiliza para recomendar as
necessidades de calagem e fertilizantes, melhorando as condigdes de fertilidade de um solo,
para que as plantas encontrem os nutrientes que elas precisam para responder com altas
produtividades. No entanto as analises foram realizadas para se verificar em quais condigdes

de solo, os microrganismos se encontravam quando foram isolados.

Tabela 2 Resultados da analise fisica do solo da Comunidade Nova Esperanga, Manaus-AM

PERFIL Areia Silte Argila V% (CTCereriva) Mm% M.O  P-rem

Prof.

(cm) e dag kg'? cmol dm3-----mereo- % dagkg! mglL? V%
0-10 922 73 04 38.9 2.8 0 0.5 54,3

10-20 935 59 05 97.5 3.2 0 1.1 54,3

saturacdo por bases; CTCereriva Capacidade de troca catibnica; m% Saturagdo por Aluminio;
P-rem fosforo remanescente.

O solo analisado apresentou classe textural arenosa (Tabela 2). A matéria organica
(M.O) na profundidade de 0-10 foi determinada como muito baixa (0,5dagKg™), na
profundidade 10-20 foi determinada como baixa. A saturacdo por bases (V%), nha
profundidade de 0-10, caracterizou o solo como de baixa fertilidade, ja na profundidade de
10-20, com saturacdo bem maior que 50%, a caracterizacao é de solo fértil. A capacidade de
troca catidnica efetiva foi determinada como média, o nivel de fosforo remanescente foi muito
bom, apresentando os valores de 54,28 mgL™ e 54,36mgL™* nas profundidades de 0-10 e 10-

20, respectivamente. A Saturacdo por Aluminio (m) foi classificado como muito baixa.

Tabela 3 Resultados da analise quimica do solo da Comunidade Nova Esperanca, Manaus-
AM

PERFIL pH P K Ca Mg B Al H+Al SB S0,> CTC
p Prof.

(cm) mg dm’3 cmol dm
f 0-10 75 8247 14 26 02 04 0 453 2.9 0.15 7.4
6 10-20 7.6 7455 25 25 06 05 0 0.08 3.2 0.21 3.3

s
foro; K potassio M.O matéria organica; Mg magnésio; B boro, Al Aluminio; H+Al acidez potencial; SB
soma de bases; (CTC capacidade de troca de cations.

Segundo Furtini Neto et al (2001), geralmente a acidez aumenta com a profundidade.

Os resultados mostraram que em ambas profundidades (0-10 e 10-20cm) o pH do solo ndo

apresentou diferenca significativa (Tabela 3). De acordo com a classificacdo de Ribeiro A.
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(1999) para o pH em &gua, relacdo 1:2,5 TFSA, o solo apresentou alcalinidade fraca,
apresentando valores na faixa entre 7.5 e 7.6 respectivamente. Segundo a classe de valores
utilizadas na agronomia quando o pH se encontra maior que 6,0, é classificado como muito
alto (Sobral, et al, 2007). O solo foi classificado como arenoso e o nivel de fosforo para este
tipo de solo foi muito alto para ambas profundidades. O nivel de potassio trocavel quando o
valor é menor que 30 é considerado baixo (14 - 25). O nivel do Célcio € classificado como
médio (2.6 - 2.5), 0 magnésio e o boro em profundidade de 0-10 cm apresentaram niveis
baixos e em 10-20 cm, niveis médios. O aluminio foi detectado em niveis muito baixos e a
acidez potencial (H+Al) na profundidade de 0-10 cm apresentou nivel médio e em 10-20 cm
foi detectado em nivel baixo. A soma de bases (SB) foi classificada com niveis médio, e a
capacidade de troca de cations (CTC) pH 7 na profundidade de 0-10 cm foi considerada baixa
e em 10-20, foi média.

Em geral, os solos arenosos retém pouca umidade e sdo pouco férteis, no entanto por
se tratar de uma area utilizada para cultivo de hortalicas, os agricultores realizam adubacéo
periodicamente, ocasionando niveis de nutrientes considerados suficientes para suprir as
necessidades das plantas. Segundo Oliveira (2010) em solo arenoso, plantas e microrganismos
vivem com mais dificuldade, devido a pouca umidade. Mesmo esta area sendo arenosa e
apresentando residuos de agrotoxico, foi possivel isolar 80 bactérias e 17 fungos degradadores
de carbendazim.

Na coleta de solo foram isolados 97 microrganismos, dos quais 80 sdo bactérias e 17
sdo fungos. Dessas 80 bactérias 52 (65%) sdo gram-negativas e 28 (35%) sdo gram-positivas.
A maioria sdo bacilos 65 (81%), 12 (15%) s&o cocos, 2 (3%) sdo diplococos e 1 estafilococos

(1%). Dos 17 fungos, 13 sdo filamentosos e 4 séo leveduriformes.

Figura 1 Teste de Sensibilidade (a) Halo de inibigdo
(b) Crescimento ao redor do pogo
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No teste de sensibilidade dos 97 microrganismos na presenca do fungicida
carbendazim, observou-se que 53 bactérias e 17 fungos apresentaram crescimento ao redor do
poco (Figura 1) em todas as concentracdes testadas (1(1000ug/MI), 2 (500ug/mL), 3
(250gL/mL), 4 (125ug/mL) e 5(62,5ug/mL)).

De acordo com Yarden et al. (1990) as bactérias exercem maior influéncia na
biodegradacgéo do fungicida carbendazim, quando comparado ao fungo A. alternata. Em solos
sem prévio tratamento, somente a inoculacdo bacteriana resultou em biodegradacdo acelerada
do fungicida. Tal fato sugere que enquanto o fungo contribui para a dissipacdo de
carbendazim no solo, as bactérias exercem maior influéncia na biodegradacdo desse
fungicida. Observaram ainda degradacdo mais rapida por culturas bacterianas originadas de
solos previamente tratados com carbendazim do que daquelas provenientes de solos sem
prévio tratamento. Dessa forma, nossos resultados foram bastante satisfatérios, pois dos 97
microrganismos isolados de solos tratados com carbendazim, 70 apresentaram-se resistentes
na presenca do fungicida, o que sugere a possibilidade desses microrganismos possuirem

potencial na degradacdo do referido fungicida.

Conclusoes

Os solos agricolas da regido pesquisada apesar do uso intensivo de agrotoxicos tém
retido pouco agrotoxico. Foi possivel, no entanto isolar bactérias tolerantes ao Carbendazim
em variadas concentracdes. Espera-se ainda que estes isolados apresentem potencial de
biodegradabilidade de carbendazim podendo ser utilizados como uma alternativa eficaz no
tratamento de areas contaminadas por este composto. Acredita-se que seja possivel obter
bioprodutos para remediagdo de areas impactadas com agrotdxico. Desta forma, espera-se que

a protecao dos ecossistemas, possa ter um elemento a mais na sua efetivacao.
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