CAPITULO 8

Microbiologia do Solo

Maria Laura Turino Mattos

1. INTRODUCAO

A microbiologia do solo é o estudo de organismos que vivem no solo, sendo o principal foco suas
atividades metabdlicas e tarefas no fluxo de energia e ciclagem de nutrientes associadas a produtividades primarias.
Adicionalmente, a disciplina aborda impactos ambientais positivos e negativos dos organismos do solo e os processos
mediados pelos mesmos. Com o tempo, o escopo da microbiologia do solo foi gradualmente expandido de
preocupacgdes primarias com nitrogénio e matéria organica para areas como enzimas do solo, microflora da rizosfera,
microrganismos participando na formacgao estrutura do solo, degradagéo de agrotoxicos e outros produtos recalcitrantes,
ecologia microbiana, transformagéo de metais e impactos microbianos sobre o meio ambiente. Além disso, a
diversidade microbiana do solo, explorada por meio de técnicas tradicionais e avangadas, tem sido o foco para a busca

de solucdes tecnoldgicas a problemas no ambito urbano e rural.
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ApbOs o isolamento por Beijerinck em 1888 de bactérias fixadoras de nitrogénio conhecidas como
Rhizobium e o estabelecimento dos principios de nitrificagdo e do modo de vida autotréfico pelo Winogradsky em 1890,
caracterizando o inicio da bioquimica do solo, um numero de novos fatores que influenciam a bioquimica e a
microbiologia do solo sé&o elucidados no segundo século. Entre esses, destacamos a influéncia da engenharia genética,
0 conhecimento que processos bioldégicos sdo afetados pelos principais problemas ambientais e a necessidade de
desenvolvimento de uma agricultura e sistemas de manejo florestais altamente eficientes. Para tal, ha necessidade de
envolver a bioquimica e a microbiologia do solo com a biotecnologia, visando realizar a aplicacéo tecnologica da

capacidade dos microrganismos (PAUL; CLARK, 1988).

Neste capitulo, inseriu-se uma reflexdo suscinta da microbiologia do solo, abordando-se no texto
microrganismos presentes e o seu envolvimento com rea¢des quimicas. Estudos de caso foram introduzidos com a
cultura do arroz irrigado, visando a compreensdo do papel dos microrganismos do solo no comportamento ambiental
dos agrotoxicos. Foi enfocado o entendimento sobre as interacdes entre 0os microrganismos e os poluentes no
ambiente; a biodegradacéo de agrotdxicos, bem como os efeitos que os pardmetros ambientais e agrotdxicos e sua

estrutura tém sobre as reacdes de biodegradacao.

Por fim, espera-se que este texto possa sensibilizar o leitor sobre a importancia dos microrganismos do

solo para varios processos fundamentais da agricultura que envolve a multidisciplinaridade e a transdisciplinaridade.

2. MICRORGANISMOS PRESENTES NO SOLO

Microrganismos do solo, em conjunto com a biota total e, especialmente, com a vegetacdo superior,
constituem um dos cinco fatores que interagem na formagéo do solo; os outros quatros sao clima, topografia, material
parental e tempo. Os processos fisicos e quimicos de desagregacé@o das rochas para finas particulas com grandes
areas de superficie e, acompanhado da perda de nutrientes das plantas, iniciam o processo de formagéo do solo. Os
dois principais nutrientes que séo deficientes nos estagios iniciais desse processo sdo carbono e nitrogénio. Por isso,
os colonizadores iniciais do material parental do solo sdo usualmente organismos capazes de fotossintezar e fixar
nitrogénio. Esses sao predominantemente as cianobactérias, também conhecidas como algas azuis esverdeadas. Apos
o estabelecimento da vegetacao superior, processos continuos do solo produzem a mistura dindmica de vida e morte
das células, matéria organica do solo, e particulas minerais em pequenos tamanhos suficientemente para permitir

intimas interagdes coloidais caracteristicas do solo (PAUL; CLARK, 1988).
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Em termos de diversidade genética, o solo € o local de inumeras e variadas popula¢des de todos os tipos
de microrganismos, sendo o reservatorio final da maioria deles (CARDOSO, 1992). Além disso, contém bilhdes de
organismos, os quais tém funcdes e nichos ecoldgicos especificos, e cada um contribui para varias atividades bioticas
no ambiente. Os maiores grupos de organismos do solo incluem virus, bactérias, fungos, algas e macro fauna como
artropodes e protozoarios. Esses organismos tém especificos nichos ecolégicos e fungbes, e cada um contribui para
varias atividades do ambiente. As bactérias e fungos séo importantes nas transformacdes bioquimicas, principalmente
de agrotoxicos. Populacdes destes organismos contém grupos diversos que podem mediar um numero infinito de
transformacdes bioquimicas. A importancia da microflora do solo € demonstrada pelos seus numeros e biomassa

(Tabela 1) (PEPPER; JOSEPHSON, 1996 citados por PEPPER et al., 1996).

Tabela 1.
Estimativa da abundancia de microrganismos do solo no ambiente.

Microrganismo Numero / g solo"! Biomassa dentro da Zona Raizes / kg ha!
Bactérias 108 500

Actinomicetos 107 500

Fungos 106 1500

Fonte: Pepper e Josephson (1996).

Em se tratando da diversidade de microrganismos no solo, cerca de 160.000 espécies sdo conhecidas e
descritas na literatura. A cada ano, uma média de 1.700 e 120 novas espécies de fungos e bactérias, respectivamente,
sdo descritas na literatura. Estimativas, consideradas por alguns como conservadoras apontam para um total em torno
de 1,8 milhdes de espécies (HAWKSWORTH, 1992 citado por COUTINHO et al., 2001). Contudo, talvez menos de 0,1 a
10% das espécies microbianas, dependendo do habitat estudado, tenham sido descobertas e nomeadas até o presente

(TRUPER, 1992 citado por COUTINHO et al., 2001).

A populacdo microbiana do solo existe em equilibrio dinamico formado pelas interacbes dos fatores

bidticos e abidticos que podem ser alterados pelas modificagbes do meio ambiente. As bactérias sdo os organismos

mais abundantes e os mais versateis degradadores de agrotdxicos, com uma populagdo que varia de 106 a 109
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organismos g solo. Os fungos ocorrem em menor nimero, 104 a 106 g-! solo. O numero total de actinomicetos no solo

é cerca de 107 g'' solo (HEAD et al., 1990).

A dominancia e participagdo de bactérias em processos do solo baseadas em literaturas (CLARK; PAUL,
1988; PEPPER et al., 1996) podem ser tendenciosas pela facilidade de isolamento de espécies ou facilidade de seu
cultivo in vitro. Esses autores citam que, no solo, ha dominancia dos géneros de bactérias Arhrobacter, Streptomyces,
Pseudomonas e Bacillus; de fungos Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Rhizoctonia, Alternaria e Rhizopus e, de

actinomicetos (tecnicamente classificados como bactérias) Streptomyces.

Em relacdo as ferramentas para classificagcdo de microrganismos, existem avanc¢os no desenvolvimento
de novas técnicas. Azevedo (1998) destaca técnicas, ndo s6 como auxiliares na taxonomia microbiana como também na
deteccéo de novos microrganismos como: eletroforese para isozimas, hibridizacbes DNA-DNa, técnicas de andlise
direta do DNA conhecidas por siglas como RFLP, PCR, RAPD, além do uso de eletroforese em campo pulsado para

separar e determinar tamanho e niUmero de cromossomos de microrganismos.

Ainda com relacéo as técnicas, Fungaro e Vieira (1998) ressaltam o uso da técnica de PCR (Reacgéo de
Polimerase em Cadeia) na detecc¢éo e identificacdo de microrganismos em ambientes naturais. Os autores apresentam
metodologias que permitem detectar microrganismos em amostras obtidas de ambientes naturais, sem a necessidade
de cultiva-los em laboratério, incluindo: microrganismos engenheirados liberados no ambiente, microrganismos

selvagens no ambiente, microrganismos viaveis, mas nao-cultivaveis.

No entanto, cabe salientar que, atualmente, menos de 1% da diversidade das espécies de
microrganismos do solo sdo consideradas cultivaveis por técnicas tradicionais, sendo um problema que pode ser
contornado por abordagens metagendmicas. Considerando que o nivel da diversidade do solo é maior do que
estimativas baseadas em métodos de extracdo de DNA, esforgos sdo necessarios para acessar um metagenéma total
para estudos imparciais de ecologia microbiana (DELMONT et al., 2011). Porém, essas abordagens geram um numero
exorbitante de informacdes, sendo necessarios avangos em bioinformatica diante da adaptacédo a enorme quantidade

de dados de seqlienciamento gerados (PESSOA FILHO, 2010).
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3. MICRORGANISMOS DO SOLO ENVOLVIDOS EM PROCESSOS DE

DEGRADACAO

Os microrganismos sdo capazes de degradar uma grande variedade de compostos, desde simples
polissacarideos, aminoacidos, proteinas, lipidios, aos materiais mais complexos, como residuos de plantas, ceras e
borrachas (latex). Também séo capazes de degradar compostos quimicos sintetizados pelo homem (TORSTENSSON,
1980). A introdugéo no solo de um composto contendo C, N ou P pode servir de nutriente e ser assim degradado por

catabolismo ou, ainda ser degradado por co-metabolismo (MONTEIRO, 2001).

A perda da diversidade microbiana dos solos é prejudicial a conservacdao do ambiente, pois o0s
microrganismos, além da capacidade de mineralizar compostos organoclorados, se constituem num recurso genético
que pode ser usado para biorremediacdo ou biorrecuperacdo de solos contaminados por agrotoxicos. Inicialmente,
testes de bancada em laboratério, com solos ou aguas contaminadas, podem determinar a presenca ou a auséncia de
microrganismos degradadores; certos testes podem também revelar fatores ambientais que limitam a biodegradacéo do

agrotoxico, como pH extremamente baixo ou alto.

A capacidade para metabolizar compostos aromaticos e usa-los como fonte de carbono e energia para o
crescimento é exibida por muitos microrganismos, sendo alguns mais ou menos versateis do que outros, nas opgdes de
enzimas e rotas bioquimicas que possuem a sua disposicdo. O metabolismo desses compostos é raramente restrito a
uma simples espécie de microrganismo (LEE et al., 1984) e em condi¢cbes de campo, nos solos, a interacdo de

consorcios microbianos desempenha tarefa vital nas transformagdes de muitos agrotéxicos (SLATER eLOVATT, 1982).

A ocorréncia e abundancia de microrganismos em um ambiente sdo determinadas pela disponibilidade de
nutrientes, bem como por varios fatores fisico-quimicos como pH, potencial redox, temperatura, textura e umidade do
solo. Uma limitagcéo imposta por alguns destes fatores pode inibir a biodegradacédo e, consequentemente, causar a

persisténcia de um agrotéxico no ambiente.

A disponibilidade de oxigénio, conteudo de matéria organica, disponibilidade de nitrogénio e
biodisponibilidade sdo fatores particularmente significantes no controle da biodegradacdo de agrotdxicos. Em
ecossistemas terrestres, existem trés locais principais onde a contaminagédo pode ocorrer: superficie dos solos, zona

ndo saturada (movimento da agua nao espontdneo), e zona saturada (movimento da agua espontaneo). A
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disponibilidade de oxigénio e matéria organica varia nestas zonas, diminuindo com a profundidade; assim como a

atividade de biodegradacao.

A demonstracdo direta da biodegradagcdo de um agrotéxico é realizada pelo isolamento de
microrganismos do solo que possuam a capacidade de degradar os agrotoxicos em culturas puras ou consoércios

microbianos.

A cinética de degradacdo de um agrotoxico por uma cultura pura ou consércio microbiano, no qual o
agrotoxico é a Unica fonte de carbono (C) e energia no meio, € estabelecida por: (1) uma fase inicial (fase lag) de
adaptacéo dos microrganismos ao novo substrato; (2) uma fase de crescimento acelerado (fase log), em que ha um
grande consumo de energia; (3) uma fase estacionaria, em que a multiplicagcdo dos microrganismos é desacelerada
pela diminuicdo da fonte de C (agrotdxico); e (4) uma fase de declinio ou morte, na qual ha o esgotamento da fonte de

carbono.

A biodegradacdo pode também ser acelerada como consequéncia de processos naturais de adaptacao
metabolica, afetando adversamente o controle de pragas, mas € um dos maiores mecanismos para a degradacao e
detoxificacdo no controle da poluicdo. As condigcbes fisicas e quimicas do solo favoraveis a atividade microbiana

poderéao resultar no aparecimento da biodegradacéo acelerada (SILVA, 2001).

4. MICRORGANISMOS DO SOLO ENVOLVIDOS EM PROCESSOS DE DEGRADAGAO

DE AGROTOXICOS

Em diversos paises, os principais géneros de bactérias isolados de areas cultivadas com arroz séo:
Arthrobacter, Baccillus, Clostridium, Flavobacterium, Micrococcus, Mycobacterium e Pseudomonas (ROGER; BHUIYAN,
1995, citados por PINGALI; ROGER (1995) (Tabela 2). Em um PLANOSSOLO HIDROMORFICO Eutréfico Tipico
(EMBRAPA, 1999) cultivado com arroz irrigado por inundagéo na Estacdo Experimental Terras Baixas (ETB) da
Embrapa Clima Temperado, Mattos e Thomas (1996) identificaram uma bactéria degradadora do herbicida clomazona:
Pseudomonas fluorencens (Figura 1). Também na ETB, fungos isolados de amostras de palha de arroz irrigado por
inundacgéo, coletadas de parcelas dessecadas com o herbicida glifosato, foram identificados como degradadores de
glifosato: Nigrospora sphaerica, Cochliobolus heterostrophus, Fusarium anthophilum e Micelia sterilia (Figura 2)

(MATTOS, 2001).
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Figura 1. Plagueamento de bactéria degradadora do herbicida clomazona: Pseudomonas fluorencens.

FOTO: Maria Laura Turino Mattos

Figura 2. Plagueamento de fungos degradadores do herbicida glifosato: Nigrospora sphaerica (A), Cochliobolus
heterostrophus (B), Fusarium anthophilum (C) e Micelia sterilia (D).

FOTO: Maria Laura Turino Mattos

Em condi¢bes de terras altas, bactérias e fungos s&o considerados os principais responsaveis pelas

transformagbes dos agrotoxicos nos solos. Em solos alagados, os fungos estdo envolvidos, mas sdo provavelmente os
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menos importantes que as microalgas que tém uma tarefa significante (RAO; SETHUNATHAN, 1974, citados por

PINGALI; ROGER, 1995).

Na Colecao de Microrganismos Multifuncionais de Clima Temperado (CMMCT), podem ser encontradas
43 acessos (Tabela 3) que mostram eficacia na degradacéo de residuos de seis herbicidas (clomazona, glifosato,
quincloraque e pirazolsufuron-etil) e dois inseticidas (carbofurano e carbosulfano) (MATTOS et al., 2000), usados com
frequéncia na cultura do arroz irrigado por inundagéo. Estes microrganismos podem ser usados para remediar solos e
recursos hidricos contaminados por residuos de agrotdxicos, bem como para indicar a presencga de residuos-tracos em

matrizes ambientais e a sustentabilidade dos sistemas agricolas.

Em estudos realizados por Mattos et al. (2003), visando conhecer a diversidade microbiana de solos
hidromorficos de ecossistemas de terras baixas, foram identificadas 17 cepas bacterianas degradadoras de herbicidas
e inseticidas, que encontram-se depositadas na CMMCT, Assim, em PLANOSSOLO HIDROMORFICO Eutrofico Tipico
e GLEYSSOLO HAPLICO Ta Eutréfico foram identificadas bactérias degradadoras de clomazona: uma espécie da
Familia Enterobacteriaceae e duas linhagens de Bacillus megaterium, de glifosato: duas espécies de Pseudomonas e
uma espécie de Sinorhizobium ainda néo descritas na literatura, de pirazolsufuorn-etil: seis espécies de Pseudomonas e
uma de Raoultella planticola e cinco espécies de Pseudomonas degradadoras de carbofurano. Os resultados
demonstraram uma rica diversidade de espécies bacterianas degradadoras de agrotdxicos, com predominancia do

género Pseudomonas em solos hidromorficos.

A diversidade microbiana, presente nos solos de lavouras de arroz irrigado, contribui efetivamente para
que este sistema de producdo ndo contamine os recursos solo e agua. Na rizosfera das plantas de arroz irrigado,
existem microrganismos (bactérias, fungos e actinomicetos) que, por meio de seus exsudatos, formam biofilmes que
funcionam como um filtro onde os residuos de agrotdxicos sdo degradados. Esta condigéo, associada com a flora e a
fauna aquéticas estabelecidas neste ecossistema, reduz os impactos ambientais decorrentes do uso de agrotdxicos

nestas lavouras.

E constatado que, na rizosfera, os processos degradativos microbiolégicos operam mais rapidamente do
que os quimicos. Desse modo, a degradacdo é modelada na zona das raizes, primariamente como um processo
biolégico. Na zona subterrénea, ou na superficie do solo, as rotas de degradagdo quimica sdo mais importantes

(TORSTENSSON, 1980).
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Tabela 2.
Microrganismos degradadores de agrotoxicos isolados de campos de arroz.

Agrotéxico Microrganismo Referéncia
Hexacloro benzeno Clostridium sp. Sethunathan et al., 1969
Carbaril Pseudomonas cepacia Venkateswarlu et al., 1980
Carbofurano Arthrobacter sp. Rajagopal et al., 1984
Bacillus sp. Rajagopal et al., 1984
Micrococus sp. Rajagopal et al., 1984
Diazinon Arthrobacter sp. Sethunathan & Pathak, 1971
Arthrobacter sp. Sethunathan; Adhya; Raghu, 1982

Yoshida, 1975

Flavobacterium Sethunathan, 1972
Flavobacterium sp. Sethunathan & MacRae, 1969
Steptomyces sp.
Paration Bacillus sp. Siddaramappa et al., 1973
Flavobacterium sp. Sethunathan & Yoshida, 1973
Pseudomonas sp. Siddaramappa et al., 1973
Pentaclorofenol Mycobacterium sp. Suzuki, 1983
Pseudomonas sp. Watanabe, 1973

Fonte: Roger e Bhuiyan (1995)

Tabela 3.
Acessos de bactérias degradadoras de agrotdxicos isoladas de solos sob diferentes sistemas de manejo.
Agrotoxicos Acessos Sistemas de Manejo do Solo
Clomazona 13 cultivo minimo?, mata nativa4, campo nativo
Glifosato 3 cultivo minimo?
Quincloraque 6 cultivo minimo?
Pirazolsufuron-etil 7 pré-germinado?
Carbofurano 6 convencionald
Carbosulfano 8 convencional3

1semeadura direta em solo previamente preparado

2semeadura de sementes pré-germinadas em solo alagado preparado com aracdes, gradagens, aplainamento e alisamento

3 semeadura em solo envolvendo o preparo inicial com operagdes mais profundas e, o secundéario com operagdes mais superficiais
Fonte: Mattos et al. (2000).
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Em estudo com solos inundados sem plantas, menos do que 5,5% do “C de paration marcado foi
liberado como #CO2, em duas semanas, enquanto que 22,5% foi liberado em solos plantados (RAJASEKHAR,;
SETHUNATHAN, 1983, citados por PINGALI; ROGER, 1995). Estes autores verificaram também que o efeito rizosférico
sobre a decomposi¢céo de agrotdxicos néo € devido somente a atividade microbiolégica. A mineralizagéo de paration na
rizosfera de arroz foi mais pronunciada no estagio de ‘seedling’ do que nos estadios de maxima floracéo e iniciacao da
panicula; o grau do efeito rizosférico depende da cultivar de arroz e foi relacionado a atividade da enzima oxidase nas

raizes de arroz, ndo dependendo, necessariamente, da biomassa da planta (RAJASEKHAR; SETHUNATHAN, 1983).

Quando é estabelecida uma comparagéo entre a estabilidade de agrotoxicos em solos inundados com
solos nao-inundados, observa-se uma maior persisténcia em solos nao-inundados do que em inundados (WATANABE,
1973; SETHUNATHAN; SIDDARAMAPPA, 1978, citados por PINGALI; ROGER, 1995). Este comportamento é devido a

relacdo entre o potencial redox do solo (Eh) e a degradagéo do agrotoxico.

Estudo sobre a relacdo entre o Eh e a taxa de degradacao de trifluralina, usando um sistema para o
controle do potencial redox de solos em suspenséao, constatou que a excluséo de Oz pela inundagéo do solo iniciou uma
rapida degradagéo de trifluralina somente quando o Eh diminuiu para ventre +150 e +50 mV (WILLIS; WANDE;

SOUTHWICK, 1974, citados por PINGALI; ROGER, 1995).

O Eh é a medida da tendéncia de um ambiente para oxidar ou reduzir um substrato. Assim, diferentes
aceptores finais de elétrons que sdo necesséarios para organismos especificos estardo disponiveis nestas condicdes
para organismos. A Tabela 4 ilustra o potencial redox nos quais varios substratos séo reduzidos, e a atividade de

diferentes grupos de microrganismos em um solo.

Tabela 4.

Potencial redox (Eh) nos quais os substratos sdo reduzidos no solo.
Potencial Redox / mV Reacao Grupo de Microrganismo
+800 02 = H20 Aerbbios
+740 NOs = N2, N2O Anaerobios Facultativos
-220 SO4 - S Anaerobios
-300 CO2 = CH4 Anaerobios

Fonte: Pepper e Josephson (1996)
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Na revisdo sobre degradacdo microbiana apresentada por ALEXANDER (1969), citada por BROWN

(1978), 15 herbicidas estao tabulados com 0s nomes dos microrganismos identificados como seus degradadores.

A revisdo de KAUFMAN; KEARNEY (1970) lista 42 espécies de bactérias e fungos degradadores de
simazina (6-cloro-N,N'-dietil-1,3,5-triazina-2,4-diamina), atrazina [6-cloro-N-etil-N'-(1-metiletil)-1,3,5-triazina-2,4-diamina]
e outros dez herbicidas. Espécies de 16 géneros de bactérias, dois de actinomicetos e oito de fungos podem ser

tabuladas pela sua capacidade de degradar 20 dos herbicidas mais comumente usados (BROWN, 1978) (Tabela 5).

Tabela 5.
Microrganismos do solo que degradam herbicidas de estrutura molecular simples.

Microrganismos

BACTERIAS

Achromobacter spp.
Agrobacterium sp.
Alcaligenes sp.

Arthrobacter globiformis

Arthrobacter spp.
Azotobacter sp.
Brevibacterium sp.
Crynebacterium sp.
Flavobacterium spp.
Micrococcus sp.
Mycoplana sp.
Pseudomonas putida
P. dehalogenans

P. cruciviae
Pseudomonas spp

Sporocytophaga congregata

ACTINOMICETOS

Nocardia spp.
Streptomyces spp.

FUNGOS

Aspergillus niger
Aspergillus sp.
Cephaloasca fragrans
Fusarium sp.
Geotrichum sp.
Penicillium spp.
Trichoderma viride
Trichoderma spp.

Herbicidas

MCPA-2,4,D-2,4,5T -

Dalapon — TCA

Dalapon

2,4,D

MCPA-2,4D-Dalapon-TCA- Endothall
Allyl Alcohol

2,45T

MCPA - 2,4,D - PCP

MCPA - 2,4,D — Dalapon

Dalapon

MCPA-2,4,D -2,45T

Allyl Alcohol

Dalapon - TCA -
2,4,D-2,45T-PCP
MCPA-2,4,D-Dalapon-TCA-. PCP
2,4,D

2,4D-MCPB-Dapalon-TCA- Allyl Alcohol
2,4,D — Dalapon

MCPA - 2,4,D - MCPB
Dalapon

PCP

Dichlobenil

Dichlobenil

Dalapon - PCP- Dichlobenil
Dalapon — TCA

PCP - Dichlobenil - Allyl Alcohol

Fonte: Brown (1978)
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Os agrotoxicos 2,4-D, parationa e carbofurano tém sido extensivamente estudados com respeito a
degradacao por microrganismos. Acessos bacterianos degradadoras desses agrotoxicos tém sido isoladas, bem como
0s genes responsaveis tém sido clonados e sequenciados. O acesso degradador mais estudada para 2,4-D é
Alcaligenes eutrophus JMP134; para paration, sdo Flavobacterium sp. ATCC 27551 e Pseudomonas diminuta MG, e,
para carbofurano, Pseudomonas spp., Bacillus sp., Artrobacter spp., Micrococcus sp., Azospirullum lipoferum e
Streptomyces spp. (Head et al., 1990). O autor destaca que Flavobacterium sp. acesso MS2d, isolada do solo, também

exibiu capacidade para degradar o inseticida carbofurano.

Uma comunidade microbiana (Pseudomonas sp., Alcaligenes sp., Flavobacterium sp., e Acinetoabacter
calcoaceticus) isolada do sistema radicular do trigo, quando exposta repetidas vezes ao herbicida mecoprop [2-(2-
metil-4-clorofenoxi)acido propidnico], foi capaz de diminuir a fase de adaptacdo de 30 dias para menos de 24 horas,
com uma taxa de crescimento especifico de 0,087 h-' (LAPPIN et al., 1985). Por sua vez, um consoércio composto de
sete acessos de Pseudomonas spp., isolado de um solo tratado com alaclor [2-cloro-N-(2,6-dietil-fenil)-N-(metoximetil)
acetamida], ap6s um periodo de 84 dias de enriquecimento, foi capaz de transformar alaclor até a concentragéo de 50 g

mL- (SUN et al., 1990).

Em outro estudo Oh e Tuovinen (1991) isolaram um consércio bacteriano de um solo com histérico prévio
de tratamento com os herbicidas fenoxi 2,4-diclorofenoxi acido acético (2,4-D) e 2-(2-metil-4-clorofenoxi)acido
propiénico (MCPP). Em cultivos com pH ajustado, o 2,4-D foi degradado pelo consércio, enquanto que somente cerca

de 40% do 2,4-D foi utilizado quando nao foi feito o ajuste de pH (3,5-3,7).

Ja foi demonstrado que Pseudomonas sp. cepa CLZGH1, isolada da rizosfera do arroz cultivado em
sistema de inundagéo, apresenta alta taxa de crescimento especifico () e tempo de geragdo (Tg) , na presencga de 200
mg L' de formulagdo contendo clomazona como Unica fonte de carbono (MATTOS; THOMAS , 1996). Os

pesquisadores verificaram que isso se refletiu em maior nimero de células na fase de crescimento exponencial.

A versatilidade bioquimica observada em espécies do género Pseudomonas é ampliada pela presenca de

plasmideos degradadores, os quais sdo elementos extracromossdémicos que codificam enzimas necessarias ao

catabolismo desses compostos.

Bactérias do género Pseudomonas tém a capacidade de utilizar um grande numero de compostos

organicos complexos e raros como fonte de carbono e energia. Além disso, Pseudomonas sao capazes de desenvolver

261




rapidamente novas atividades metabdlicas em resposta a mudancas nas condicdes ambientais (BARBIERI, 1990).
Como exemplo, espécies de Pseudomonas degradadoras de carbofurano acumulam polihidroxibutirato (PHB) a partir da

utilizagcao de sacarose como substrato (CROCHEMORE et al., 2012).

Em trabalho realizado por Mattos e Thomas (1997), no qual foi avaliada a interagédo da populacao
microbiana de um Planossolo cultivado com arroz irrigado, com o herbicida clomazona, os dados caracterizaram a
deteccéo de duas populagbes de microrganismos, uma sensivel e outra resistente a doses superiores e inferiores a 200

mg L' de uma formulagc&o comercial contendo clomazona.

Os resultados da investigacdo de Mervosh et al. (1995) sugerem que a mineralizagdo do clomazona
(formulagéo CE) pela cepa CLZG1 (MATTOS et al., 1997), tenha ocorrido ap6s 28 dias de cultivo em fermentador, com
uma temperatura de 30 °C, quando se verificou uma reducéo de 64,60% no valor da area do pico de clomazona, sendo

estes resultados similares aos obtidos no trabalho destes autores.

A obtengéo de bactérias degradadoras dos herbicidas clomazona (formulagéo 360 CS) e quincloraque,
em solo cultivado com arroz irrigado, no RS, foi objeto de um estudo realizado por Mattos et al. (1999). Os autores
constataram a existéncia de bactérias degradadoras desses herbicidas em sistema de producédo de arroz irrigado no

qual houve uso frequente destes.

A degradacéo do herbicida clomazona por uma espécie de Pseudomonas pode, inicialmente, indicar que
outros componentes da populagdo microbiana também possam degradar este herbicida. Esta abordagem ressalta a
importéncia da manutencdo da diversidade microbiana nos solos, como forma de preservar este recurso natural,

permitindo a exploracdo de uma agricultura sustentavel econémica e ambientalmente.

Em estudo de avaliagcdo da degradacéo do herbicida diuron utilizando extracdo em fase soélida, linhagens
de Acinetobacter baumanni apresentaram, em cultura pura, capacidade de degradacdo desse ingrediente ativo

(ROQUE et al., 1998).

O herbicida atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) € usado extensivamente em
muitas partes do mundo para o controle de varias plantas daninhas, principalmente em sistemas de producéo de milho.
No RS, o manejo do arroz-vermelho tem sido realizado por meio de rotagéo de culturas e do uso de herbicidas, entre os
quais se destaca a utilizagcao de atrazina. Existem algumas evidéncias de que a atrazina possa ser um quimico agressor

do sistema endécrino animal (MOORE; WARING, 1998). Niveis-tracos de residuos de atrazina sdo frequentemente
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detectados em amostras de aguas superficiais e pogos artesianos (GOODRICH et al., 1991). Uma vez em aquiferos, a
atrazina é persistente (WIDMER; SPALDING, 1995). Por essa razédo, existe um grande interesse em desenvolver
sistemas agricolas que utilizem praticas de manejo as quais minimizem o potencial de poluicdo das fontes de aguas

superficiais e subterraneas, pela atrazina (TOPP et al., 2000).

Existem varios relatos da rapida mineralizacdo de atrazina em solos agricolas (BARRIUSO et al., 1996;
GAN et al., 1996; TOPP et al., 1996; VANDERHEYDEN et al., 1997, citados por TOPP et al., 2000), e uma grande
variedade de bactérias mineralizadoras de atrazina, incluindo membros do género Pseudomonas, Acinetobacter e
Agrobacterium, tém sido isoladas de solos com uso frequente desse herbicida (ASSAF; TURCO, 1994); MANDELBAUM
et al.,, 1995; MIRGAIN et al., 1993; RADOSEVICH et al., 1995; STRUTHERS et al., 1998; YANZE-KONTCHOU,;
GSCHWIND, 1994, citados por TOPP et al., 2000). Nocardioides sp., isolada de solos tratados com atrazina, degrada

uma série de herbicidas s-triazinas por meio de uma nova hidrolase s-triazina (TOPP et al., 2000).

Algumas bactérias isoladas capazes de degradar atrazina tém sido classificadas como anaerdbias
facultativas (JESSEE et al., 1983) que podem reduzir nitrato. A taxa de degradagéo de atrazina é mais lenta sob
condicoes de baixa oxigenacdo do que sob condi¢cdes aerdbias em sedimentos de estuarios e de areas alagadas

(CHUNG et al., 1995; RO; CHUNG, 1995, citados por PAPIERNIK; SPALDING, 1998).

Com relagao ao espectro de microrganismos, nao € exagero afirmar que a maioria dos xenobiéticos pode
ser metabolizada — embora, em diferentes graus — sob condi¢bes apropriadas desde que, naturalmente, o composto
néo seja toxico letalmente. No entanto, compostos normalmente téxicos como monéxido de carbono, cyanida, tolueno e

fluoroacetato podem ser metabolizados por bactérias (NEILSON, 1994).

5. REACOES QUIMICAS ENVOLVENDO OS MICRORGANISMOS

Do ponto de vista quimico, microrganismos poderiam ser vistos simplesmente como catalisadores de
reatores quimicos. Porém, microrganismos cada vez mais sdo utilizados como catalisadores de reagcbes quimicas
especificas, visto as dificuldades de instabilidade ou esterilidade dos substratos ou produtos, ndo podem ser realizadas
economicamente por meios estritamente quimicos. Procedimentos de imobilizacao de microbios ou enzimas produzidas
por microrganismos ja tornou possivel o desenvolvimento de processos de fluxo continuo com baixo custo. Também o

uso de microrganismos para os seguintes tipos de processos podem ser considerados (CRUEGER; CRUEGER, 1982):
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Producao de biomassa microbina

Producao de metabdlitos primarios e secundarios

Biotransformacgéo de quimicos

Producao de substancias ndo microbianas por organismos geneticamente modificados

As transformacgoes sofridas pelos contaminantes organicos no solo, mediada pelos microrganismos, vao
de simples remocéao de atomos a completa mineralizagéo, como resultado de reag¢des bioquimicas (enzimas) diversas
do tipo oxidativas, redutivas e hidroliticas, dos seguintes modos: (a) diretamente no metabolismo celular central para
moléculas com massa molar menor que 600, pelo qual os microrganismos obtém energia e carbono para o crescimento
(catabolismo); (b) transformacgéo catalisada por enzimas extracelulares que geram metabdlitos com estrutura quimica
mais simples e facilmente metabolizada e, (c) por meio de transformagdes incidentes de processos metabdlitos
periféricos chamados “co-metabolismos”. Neste caso, a transformagao € feita por um Unico microrganismo que nao

ganha energia ou nenhum beneficio dessa transformacao para o crescimento (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000).

As transformacgdes microbianas envolvem a oxidagcdo de compostos organicos pela introdu¢cdo de um
grupo carboxilico derivado do oxigénio molecular, sendo reacdes catalizadas por enzimas n&o especificas
monooxigenase e dioxigenase que inserem um ou ambos os atomos de oxigénio molecular no substrato. Como
exemplo, enzimas oxigenases podem catalizar a remocéo de ampla variedade de substituintes como caboxil, nitro,
cloro, éter e fragdes sulfénicas. As hidrolases microbianas, certas como esterases, fosfatases e lipases podem ser
usadas para detoxificar ou solubilizar uma variedade de contaminantes. A dehalogenacao redutiva, onde o halogénio é
substituido por um hidrogénio, sob condigbes sulfogénicas e metanogénicas, é catalizada por uma variedade de
sistemas microbianos anaeroébios. Por sua vez, muitos microrganismos sintetizam enzimas que catalizam a reducgéo de
grupos nitro para o nivel amino. Como exemplo, dinitrotolueno para diaminotolueno. Essa reducdo pode ocorrer sob
condicbes aerbbias e anaerdbias e, frequentemente, produzem metabdlitos resistentes para futura degradacéo

(ANDERSON, 1995).

Com relagéo a degradacao aerdbia de compostos aromaticos pelos microrganismos, a capacidade para
metaboliza-los e usa-los como fonte de carbono e energia para o crescimento é exibida por muitos, sendo alguns mais
ou menos versateis do que outros nas opg¢des de enzimas e rotas bioquimicas que possuem a sua disposicdo. Essa

geracao de energia durante o metabolismo reflete a variedade de rea¢des quimicas realizadas pelos microrganismos na

264




transformacédo das moléculas e elementos quimicos para sintetizar compostos e acoplar reacdes que permitem a

construcdo das estruturas celulares, catalisadas por enzimas.

Enzimas necessarias para o metabolismo de um substrato podem ser induzidas pelo crescimento sobre
compostos estruturalmente ndo relatados. Como exemplo, € a degradacao de tricloroetileno por diferentes cepas de

Pseudomonas sp., que crescem na presenca de fenol ou com tolueno (NEILSON, 1994).

Os processos de humificagdo e mineralizagdo dos restos organicos também ocorrem sob a agéo de
enzimas especificas que sdo encontradas no solo, liberadas por animais, raizes de plantas e microrganismos ou ainda,
estdo presentes nas células mortas de restos orgénicos, sendo denominadas de exoenzimas. Por sua vez, as

endoenzimas agem nas células microbianas em proliferacdo (CERRI et al., 1992).

No solo, os grupos enzimaticos mais importantes s&o: asparaginase, celulase, deamidase,
desidrogenase, glicosidade, lipase, nucleotidase, fenoloxidase, fosfatase, fitase, protease, pirofosfatase e urease. Essas
enzimas sao aprisionadas nos coldides inorganicos e organicos do solo. Por essa razdo, o solo tem um grande

reservatério de enzimas extracelulares nao diretamente associadas com a biomassa microbiana (PAUL; CLARK, 1988).

Compostos organicos de origem vegetal caracterizam-se pela natureza variada e complexa, sendo
dominados pelos carboidratos, principalmente celulose e lignina, pelos compostos nitrogenados, como proteinas e
aminoacidos, além de outros constituintes menores, que sofrem transformagfes bioquimicas diversas, mediadas pelos

microrganismos e suas enzimas (SIQUEIRA; FRANCO, 1988), por exemplo, a ciclagem de nutrientes em solos.

As atividades das enzimas associadas ao ciclo do carbono (glucosidase), do fosforo (fosfatase acida)
e do enxofre (arilsulfatase) séo indicadores biologicos sensiveis para identificar alteragdes no solo de acordo com os
diferentes sistemas de uso da terra (MATSUOKA et al., 2003), bem como para a ciclagem de nutrientes. Com relagéo as
enzimas do ciclo do nitrogénio, como nitrato redutase, nitrogenase e glutamina sintetase, essas podem auxiliar
programas de selec@o genética de plantas visando maior eficiéncia na utilizagéo do nitrogénio (N). Como exemplo, a
determinac@o da atividade da enzima glutamina sintetase utilizada como paradmetro na selecdo genética de milho

(MACHADO et al., 2002).

Microrganismos ou suas enzimas sao ainda aplicaveis no ambito industrial em processos biotecnolégicos.
Destacamos particularmente os termorfilos, alcalofilos, acidéfilos, haléfilos, baréfilos e psicrofilos, embora outros grupos

de microrganismos de “ambientes extremos” como cepas resistentes a radiacdo e metais pesados também possuem
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tarefas potencialmente significantes na biotecnologia. No grupo de enzimas destacamos as proteases, celulases,
amilases, B-galactosidases, ciclodextrin glicosiltransferase, glucose isomerase, alcool dehidrogenase, hidrogenases,
endonucleases restritivas, L-asparagina, pectinases, xilanases, nucleases e malato dehidrogenase, que sao exploradas

comercialmente em varios processos industriais e ambientais (HEBERT; COLD, 1986).

De acordo com a classificacdo internacional, as enzimas sdo agrupadas em seis grandes classes (Tabela

6) baseadas no tipo de reacdo que é catalisada (PELCZAR et al., 1980):

Tabela 6.
Principais classes de enzimas e suas reac¢des quimicas catalisadas.

Classes Reacoes Catalisadas

Oxido-redutase (exemplo: desidrogenase alcodlica) reacoes de transferéncia de elétrons
Transferase (exemplo: transcetolase) transferéncia de grupos funcionais
Hidrolase (exemplo: galactosidade) reacGes de hidrélise

Liase (exemplo: aconitato-hidratase) adicao a ligagbes simples

Isomerase (exemplo: triose-fosfato isomerase) reacdes de isomerizagao

Ligase (exemplo: acetilcoenzima A carboxilase) (sintetase) formacao de ligagbes com clivagem de ATP

Fonte: Pelczar et al., 1980

Essas enzimas responsaveis pela catélise das reacdes associadas com o processo vital sdo afetadas
pelas condicbes fisicas e quimicas do meio, do substrato e outros fatores que influenciam o crescimento dos
microrganismos. Assim como ha um pH e uma temperatura 6timos para haver crescimento, estes séo os 6timos de pH e

temperatura para a atividade de cada enzima e para o total de enzimas que a célula produzira (PELCZAR et al., 1980).

Em estudo de Alexandrino et al. (2007), foram utilizados residuos de laranja como substrato para a
obtengdo de enzimas hidroliticas e oxidativas envolvidas na degradagdo de materiais lignocelulosicos, tais como:
lacase, manganés peroxidase, xilanase e endo-1,4-glucanase, por Pleurotus ostreatus. Além do desenvolvimento do
fungo no residuo, esse meio proporcionou a obtengéo de elevadas atividades de enzimas com grande potencial de uso

industrial, especialmente lacase e manganés peroxidase.
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A selecao de enzimas e microrganismos para aplicacdes em processos industriais a partir de residuos
agricolas, por ser economicamente viavel e de grande interesse, tem sido investigado por varios autores (MELO et. al.,

1996; SETTE; DURAN, 1996; AOKI; DURAN, 1996).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os microrganismos do solo, em funcéo de suas importantes funcionalidades, cada vez mais seréo
prospectados para aplicagbes na agricultura e industria, e com grande potencial de expanséao para outros setores,
devido as novas tendéncias de produgédo que buscam a redugéo de custos, a seguranca dos alimentos e do ambiente.
As exigéncias da sociedade impulsionam os estudos para a busca de solugdes tecnoldgicas de forma sustentavel, onde
0 uso de microrganismos para a realizacao de reagbes quimicas pode ser explorado como uma ferramenta moderna e
versatil nas investigagcbes quimicas. Em especial, podem ser usados para a degradacéo de compostos organicos e
recuperacdo de recursos hidricos, edaficos contaminados por quimicos. Finalmente, acredita-se que somente com a
conservacdo dos solos é que a diversidade desse recurso genético podera ser conhecida e explorada em sua

magnitude, promovendo o aumento do desenvolvimento de processos tecnologicos.
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