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COMBINACAO DE LINHAGENS DE Bacillus VISANDO AO AUMENTO DA
EFICIENCIA DE DEGRADACAO DO HERBICIDA SULFENTRAZONE
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RESUMO: O herbicida Boral 500SC, contendo o principio ativo sulfentrazone, atua
inibindo a enzima protox, importante para a formagdo da clorofila. Por ser de dificil
degradacao, ¢ altamente persistente no solo, diminuindo a produtividade em sistemas de
rotagdo de culturas. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia na
degradacdo do sulfentrazone por conjuntos de linhagens bacterianas em relagdo a
linhagens puras. Bactérias foram isoladas de solo ja tratado com Boral 500SC e, por meio
de cromatografia liquida, verificou-se que um grupo de quatro linhagens pertencentes ao
género Bacillus degradaram 50% do sulfentrazone. Contudo, apenas a linhagem B.
megaterium S35 apresentou taxa de degradacdo significativa de 20%, tendo assim a rota
inicial de degradacdo do sulfentrazone obtida por meio de espectrometria de massas,
enquanto que as taxas de degradag@o das demais linhagens ficaram abaixo de 1%. Desta
maneira, a degrada¢do de sulfentrazone por conjuntos bacterianos se mostrou mais
eficiente do que por linhagens puras, sugerindo uma cooperacdo metabdlica entre as

mesmas que pode ser explorada em processos de biorremediacdo de solos agricolas.

PALAVRAS-CHAVE: biorremediacao; adaptacao; sistema de respostas.

INTRODUCAO

O herbicida Boral 500SC, cujo principio ativo € o sulfentrazone, foi desenvolvido
para o controle de espécies variadas de plantas daninhas, principalmente em pré-
emergéncia, inibindo a enzima protoporfirinogénio oxidase (protox), intermediario
essencial na biossintese da clorofila (REDDY & LOCKE, 1998).

A persisténcia do sulfentrazone, aplicado na cultura da soja, foi determinada em
376 dias, sendo toxico para algumas culturas subsequentes e para alguns microrganismos

simbiontes importantes de plantas (BLANCO & VELINI, 2005). A biodegradacao deste
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herbicida é dificil, sendo encontrados baixas taxas, como a de 4 a 15% entre isolados de
Pseudomonas (MELO etal., 2017). O sulfentrazone tem a capacidade de produzir estresse
oxidativo em diferentes organismos (FREITAS et al., 2017), o que pode levar a um
aumento significativo de espécies reativas de oxigénio (ERO), interferindo na
metabolizacdo de herbicidas (MONQUERO et al., 2010).

Nesse contexto, foi avaliada a combinagdo de linhagens de Bacillus tolerantes ao
sulfentrazone em degradar este herbicida, em comparacdo com as linhagens

1soladamente.

MATERIAL E METODOS

Amostras de solo foram coletadas no distrito de Papagaios Novos (Palmeira/PR)
(25°24'02.3"S 50°08'58.2"W), sendo dez pontos de coleta distintos retirados de
profundidades de 5 a 10 cm, onde j4 havia sido aplicado o herbicida Boral 500SC (500 g
L' de Sulfentrazone). Foi realizado o isolamento das linhagens bacterianas em Agar Luria
— LA, e incubadas a 30 °C por 24h.

As linhagens com capacidade de tolerar o herbicida Boral 500SC foram
selecionadas para determinar a capacidade de degradar o principio ativo sulfentrazone,
sendo determinado por HPLC (Waters Alliance €2695) com detector fotodiodo. O
gradiente da fase movel foi iniciado com 70% agua (0,1% acido férmico) (A) 30%
acetonitrila (B); 30% B em 3min; 55% B em 15min; 100% B em 17min; 100% B em
18min; 30% B em 19min e 30% B em 29min. O volume de corrida foi de ImL/min’!. O
volume de injecdo das amostras foi de 50 pL.

Foi realizado a determinagdo dos metabdlitos da linhagem com capacidade de
degradar o herbicida sulfentrazone por meio de LC-MS/MS. Os pardmetros de
configuragdes utilizados para detec¢do dos ions moleculares foram 338 m/z (modo
negativo) ¢ 340 m/z (modo positivo).

As linhagens selecionadas foram identificadas por meios da amplificagdo do gene

16S rRNA utilizando primers universais FD1 e RDI.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir dos 114 isolados obtidos do solo que fora tratado com sulfentrazone,

foram montados nove conjuntos para analises de degradagdo em HPLC. Destes, apenas
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um apresentou uma taxa de degradagdo mais significativa, 47%. Os isolados desse
conjunto foram recombinados em subgrupos. Um destes, apds analises em HPLC,
apresentou uma taxa de degradacdo de 50%. Porém, analisando a capacidade de
degradacdo dos isolados B. megaterium S29, B. pumilus S32, B. megaterium S31 e B.
megaterium S35, apenas o ultimo apresentou uma taxa de degradagdo mensuravel, de
20%.

Estes resultados indicam a possibilidade de um consorcio metabdlico entre essas
4 linhagens bacterianas, cada uma contribuindo com enzimas complementares para a
degradacdo do sulfentrazone. Segundo Verma et al. (2014), consércios microbianos tem
maior capacidade de degradagdo de agroquimicos em ambientes contaminados.

O espectrograma obtido ap6s 24 h de incubacdo da linhagem B. megaterium S35
em meio contendo sulfentrazone indica a presenca, entre diversos metabdlitos
possivelmente originarios da degradagdo deste herbicida, da molécula de peso molecular
de 341,2 (Fig. 1). Baixas taxas de degrada¢do podem explicar a alta persisténcia de
sulfentrazone em solos, como descrito por Martinez et al. (2008) e Monquero et al (2010).
A degradacdo de xenobidticos feita também por meio de consoércios microbianos
indigenas tem potencial para ser uma tecnologia aplicada em biorremediagdo (VERMA

et al., 2014).
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Figura 1: A: Estrutura e peso molecular do herbicida Sulfentrazone. B: Estrutura e peso molecular do
provavel metabolito do herbicida Sulfentrazone, obtido por LC-MS/MS a partir da degradacdo da
linhagem B. megaterium S35. (Figuras: www.chemspider.com).

CONCLUSOES
As linhagens bacterianas demonstraram potencial de degradacdo do herbicida

sulfentrazone, sendo que uma estratégia avaliada neste trabalho, para ampliar a taxa de
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degradacdo deste herbicida, foi formagdo de consorcios bacterianos tolerantes. Por meio
de espectrometria de massas foi sugerida uma rota inicial de degradacdo do principio
ativo sulfentrazone pela linhagem B. megaterium S35, Ginica que conseguiu manter taxas
de degradacdo mensuraveis. A maior eficiéncia do conjunto bacteriano selecionado em
degradar o sulfentrazone e a caracterizagdo metabolitos indicam os impactos deste

trabalho no entendimento da ecologia de solos contaminados e da biorremediagao.
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