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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo comparar o efeito do fenol sobre a comunidade bacteriana de solo proveniente
de lavoura e de mato, da area rural do municipio de Sdo Luiz Gonzaga, regido noroeste do Estado do Rio
Grande do Sul (RS). Nesta regido existe uma lavoura intensiva onde o tridngulo soja-milho-trigo representa a
principal matriz econdmica, determinando o uso indiscriminado e excessivo de herbicidas, inseticidas e
fungicidas, dentre os quais 0 2,4-D continua a ser empregado. Varios destes compostos determinam na sua rota
metabdlica no ambiente o fenol, um xenobidtico, lesivo ao ambiente e cujo controle ndo tem sido realizado
devido ao alto custo desta atividade. Ao mesmo tempo nenhum conhecimento regional existe sobre como a
comunidade bacteriana se comporta neste solo, latossolo vermelho, ap6s tantos anos com emprego destes
compostos. Os dados demonstraram que as bactérias presentes no solo de mata tém maior capacidade de
aclimatacdo ao fenol, propiciando um crescimento maior no ndmero de UFC/mL quando relacionadas as
bactérias de lavoura. A exposicdo permanente aos xenobidticos, aparentemente, prejudicou a aclimatacdo das
bactérias de lavoura ao fenol. Recomenda-se ensaios futuros com maior tempo de observacdo e monitoramento
da concentracdo de fenol para avaliar as constantes de degradagdo envolvidas nestas situacdes. Este
experimento serve de indicativo de um futuro uso das bactérias de mata em biorremediacdo de solos
degradados.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias,aclimatacdo, biodegradacao, fenol, solo.

ABSTRACT

This work aimed to compare the effect of phenol on the soil bacterial community from farming and rural area of
the municipality of S8o Luiz Gonzaga, the northwest part of the State of Rio Grande do Sul (RS). In this region
there is an intensive crop where the soy-corn-wheat triangle represents the main economic matrix, determining
the indiscriminate and excessive of herbicides, insecticides and fungicides, among which the 2.4-D continues to
be employed. Several of these compounds are in their metabolic route on the phenol, a xenobiotic harmful to
the environment, and whose control has not been carried out due to the high cost of this activity. While no
regional knowledge exists about how bacterial community behaves in this soil, red latosol, after so many years
with employment of these compounds. The data demonstrated that the bacteria present in the soil of kills have
greater ability to acclimation to phenol, providing a larger growth in the number of CFU/mL when bacteria-
related fields. The permanent exposure to Xenobiotics, apparently hurt the acclimatization of bacteria of crops
to phenol. It is recommended that future tests with longer observation and monitoring the concentration of
phenol to evaluate the degradation involved in these situations. This experiment is indicative of a future use of
bacteria in bioremediation of degraded soils.
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INTRODUCAO

O municipio de Sdo Luiz Gonzaga, localizado na Regido noroeste, denominada Regido Missioneira do Estado
do Rio Grande do Sul, se caracteriza por ser uma area essencialmente agricola onde este tipo de atividade se
desenvolve, em toda a regi&o, como a principal fonte de subsisténcia da maior parte da populagio. E conhecido
que os impactos ambientais causados pela atividade agricola determina graves agressdes ao meio ambiente,
principalmente pelo desmatamento causado através da expansdo das lavouras, e pelo uso de agrotoxicos e
fertilizantes que contaminam o solo e corpos d’agua, causando danos a biodiversidade regional.

Segundo a EMBRAPA (2011), a agricultura pode ser incluida entre as atividades que mais dependem dos
recursos naturais, sobretudo, solo e agua, e que, se mal conduzida e explorada, pode impactar negativamente o
ambiente. Entre os efeitos da exploracdo desordenada da atividade agricola podem ser citados o assoreamento e
a contaminacdo dos mananciais, as mudangas de fauna e flora nativas com redugdo da biodiversidade, a
compactacdo e a contaminacdo do solo, entre outros temas que estdo sendo cada vez mais pesquisados.

Nas ultimas décadas, a expansdo das areas agricolas e a grande intensidade do uso de agrotdxicos nas lavouras
determinaram uma grande preocupagdo com o efeito dos seus residuos no ambiente (SILVA et al. , 2009). O
fenol é o principal metabdlito de varios herbicidas, dentre eles o 2,4-D, um dos mais utilizados na regido e que
tem grande potencial toxico sobre 0 meio ambiente.

Fenol e seus derivados fazem parte do grupo dos xenobidticos considerados de dificil degradacéo,
biotransformagdo e assimilacdo no ambiente (MELO; AZEVEDO, 1997). Ainda, segundo Pinheiro et. al.
(2010), é possivel classifica-los como compostos acidos, bactericidas, com efeitos carcinogénicos e
mutagénicos, sendo que sua presenca pode causar sérios danos ao Homem e a natureza.

Compostos fenélicos contaminam o ambiente por serem alguns dos principais poluentes gerados por indUstrias ,
tais como herbicidas, fertilizantes, papel e celulose, téxtil, madeira, plasticos, corantes, produtos farmacéuticos,
curtumes, tintas, borracha sintética, , ago, petréleo, refinarias entre outros (AJAZ et al., 2004; ASSALIN et al.,
2006; LOPES et al.,2004; NANDISH, 2005; PASSOS et al., 2009). O fenol é considerado t6xico mesmo em
baixas concentacGes, e sua toxicidade para 0s microrganismos assim como para a sadde humana tem sido
investigada por vérios autores (AGARRY et al., 2008).

Estudos sobre fenol e seus derivados demonstram que estes sdo recalcitrantes e persistentes no solo (LOPES et
al., 2004), contaminando os ecossistemas e atuando também como um agente antimicrobiano, ja que muitos dos
microrganismos sdo sensiveis a este composto (NANDISH, 2005). Considerando este potencial toxico é
necessario remové-lo do ambiente e, segundo Agarry et al. (2008) existem varios processos fisico-quimicos
para a remoc¢do deste composto j& estudados, no entanto esses processos e outras tecnologias de tratamento
tornam-se caras e nem sempre muito eficientes. Desta forma, o foco estd no desenvolvimento de técnicas de
desintoxicacdo e degradacdo do poluente, sendo a técnica de remocdo ou tratamento bioldgico
(biorremediagdo) uma alternativa favoravel, gerando produtos finais ndo toxicos e com baixo custo de aplicagdo
(LEONEL et al., 2010).

A maior parte da microbiota do solo representa uma fonte importante na degradagdo dos compostos fendlicos
(BERGAUER et al., 2005; GUIMARAES, 1987), pois uma série de microrganismos sdo resistentes a eles,
tendo a capacidade de degrada-los mesmo estando em concentracfes diferentes daquelas encontradas na
natureza. Um grande ndmero de microrganismos esta envolvido na degradacdo destes compostos, incluindo
bactérias, fungos e actinomicetos (GUIMARAES, 1987). As bactérias do solo comp&em o grupo com maior
abundancia e diversidade de espécies em relacdo aos demais grupos, apresentam grande taxa de crescimento
populacional e importante papel na degradacdo de matéria orgénica e ciclagem de nutrientes
(ALBUQUERQUE, 2000). As bactérias gram-negativas estdo, especialmente, envolvidas no processo de
degradacdo de fenol, incluindo, por exemplo, os géneros Acinetobacter, Klebsiella, Agrobacterium entre
outras. No entanto, encontram-se mais relatos sobre o uso de Pseudomonas sp, que possuem grande
capacidade de degradacdo deste poluente (ARIAS; IBARRA, 2009).

Os grupos flngicos também se mostram eficientes no processo de biodegradacdo de compostos fendlicos,
contudo, esses microrganismos sofrem inibicdo de crescimento em substratos com maior concentragao de fenol
(NAIR et. al., 2008). Segundo Albuquerque (2000) a sobrevivéncia dos microrganismos no solo depende de
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varios fatores que podem inativa-los, como o grau de predagdo, a competi¢do, as condi¢des do solo, 0 método
de aplicacdo de residuos, entre outros. Em relagéo ao fenol, a intensidade da biodegradacéo é influenciada por
varios fatores que envolvem a populagéo de microrganismos do local, disponibilidade de nutrientes, bem como
a quantidade do contaminante no ambiente.

Segundo Souza et al. (1996), a degradacdo microbiana pode ser considerada o fator de maior importancia na
persisténcia de algum herbicida ou outro composto téxico no solo. No entanto, hd uma grande variabilidade nos
resultados devido a composicao quimica dos compostos em relagdo aos microrganismos, havendo exigéncias
nutricionais e nos sistemas enzimaticos de cada um.

A acdo das bactérias no processo de degradacdo envolve enzimas que podem levar a formagdo de moléculas
menores como CO, e H,O, 0 que ocorre no processo de mineralizagdo, onde o composto é absorvido,
quebrado e hd metabolizacdo dessas moléculas por reagcBes que geram energia. Em consequéncia disso, a
biomassa da populacdo aumenta as custas do substrato, que é reduzido, consideravelmente. Também pode
haver degradagdo pelo processo de cometabolismo, mas nesse caso ha a necessidade de introduzir um substrato
secundario como fonte de carbono e energia e, neste processo ndo ha nenhum dispéndio de energia (MELO;
AZEVEDO, 1997).

A velocidade de degradacdo do poluente pode ser influenciada pela pré-exposi¢do do solo a este composto,
considerando que ha indugdo de enzimas especificas dos microrganismos presentes através do processo de
adaptacdo e o aumento da populagdo degradadora (SILVA; MONTEIRO, 2000). Essa adaptacdo refere-se a
mudancas na comunidade microbiana, que incrementam a taxa de transformagdo do composto como resultado
de uma exposicdo prévia a ele (MELO; AZEVEDO, 1997).

Segundo Albuquerque (2000), a fase de adaptacdo € um momento importante no processo de biodegradacao de
um composto quimico, podendo durar varias horas, semanas ou meses. Isso depende tanto da quantidade e
qualidade do in6culo, como da persisténcia do composto. Na fase de adaptagdo hd uma pequena degradacéo e
ocorre, principalmente, o desenvolvimento das enzimas essenciais para degradar o composto. Apoés essa fase, a
populacdo bacteriana aumenta, acelerando o processo de degradacdo do substrato (SOUZA et al., 1996).

Considerando a intensa atividade agricola da regido, a consequente utilizagdo de herbicidas e a importancia dos
microrganismos na degradacdo de compostos toxicos, este trabalho teve como objetivo estudar a
biodegradacdo de fenol por bactérias presentes no solo do municipio de Sdo Luiz Gonzaga.

METODOLOGIA

Foram coletadas amostras de dois locais: solo agricola onde se cultiva soja, rotineiramente, e solo de mata, no
interior do municipio de S8o Luiz Gonzaga/RS. Houve coleta de duas amostras em cada local, com 3
momentos distintos. Cada amostra correspondente a, aproximadamente, 5 kg de solo, da primeira fragdo de 10
cm de profundidade. Apds foi realizado o destorramento das amostras e secagem, a temperatura ambiente,
durante mais ou menos uma semana.

As amostras de solo foram passadas por uma peneira de 2,5 mm até obter-se duas porcfes de 150g de terra
peneirada. De cada ponto de coleta, uma das amostras serviu como solo controle e outra foi enriquecida com
solugdo de fenol a 1%. Armazenou-se 0 solo em béquer, sendo que em cada um procedeu-se a recuperagao da
umidade com adicao de 21,9 ml de agua deionizada ao solo controle e 20 ml de agua deionizada mais 1,9ml de
solucédo de fenol a 1% no solo a ser enriquecido. Os solos foram incubados a 25°C por uma semana.

Para verificar o crescimento e capacidade de degradacdo de fenol por bactérias do solo logo ap6s o
enriquecimento, houveram diluices seriadas e colocacdo em placa em um seletivo meio de Agar eosina- azul
de metileno (EMB) fenol (Neilson et al., 1994), procedendo-se entdo ao isolamento das bactérias com
capacidade de degradacdo do produto. O plaqueamento foi realizado em duplicata. As analises desenvolveram-
se no Laboratério de Aguas e Saneamento Ambiental e Laboratdrio de Microbiologia da URI, Campus Santo
Angelo, RS. Foram efetuadas contagens das colonias e célculo de Contagem Padrdo em Placa (CPP) para obter
a média de UFC (Unidades Formadoras de Colénias) presentes em cada placa durante uma e duas semanas de
incubagdo. Este método possibilitou verificar a evolucdo das bactérias neste meio poluente. Placas com
formacé&o de coldnias a partir de 200 foram consideradas incontaveis.
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A cada periodo houve a retirada de 10g de solo da amostra inicial e incubacdo para avaliagdo do
desenvolvimento das bactérias.

O trabalho foi separado em periodos, cada periodo correspondendo a uma semana, em um total de 5 semanas
de acompanhamento da evolucdo do comportamento das bactérias, desde a coleta do solo e enriquecimento
com fenol, até a preparacdo das dilui¢cbes e inoculagdo no meio de cultura. A partir da média das coldnias
determinadas em cada placa foi quantificada as UFC/ ml presentes, considerando-se a diluicdo 10™, 102 e 102

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas as mudancas ocorridas no caldo de inoculacdo onde houve o espalhamento de fenol, que tem
cor verde como caracteristica, podendo haver mudanca de coloracdo com o decorrer do tempo. Apo6s
inoculacdo dos diferentes tipos de solo e duas semanas de incubacdo do caldo, observaram-se as seguintes
caracteristicas:

Solo de Lavoura — permanéncia da coloragdo verde.

Solo de Lavoura com Fenol — permanéncia da coloracéo verde.

Solo de Mata — mudanga de coloracdo de verde para amarelo.

Solo de Mata com Fenol - mudanca de coloragéo de verde para amarelo.

Segundo Neilson et al. (1994) uma mudanca de coloragdo de verde para amarelo na solucdo indica que esta
ocorrendo degradacdo de fenol e que os organismos degradadores estdo presentes. Assim, nesta técnica, as
amostras de solo de mata, tanto controle como enriquecida com fenol, apresentaram a mudanca de coloragéo
indicada e consequente degradagdo de fenol pelos microrganismos presentes. No entanto nos solos de lavoura
ndo houve mudanca nenhuma, mostrando que neste meio seletivo as bactérias presentes na amostra, mesmo
aparentemente ja expostas ao fenol no solo enriquecido, pela degradacdo de varios herbicidas colocados na
lavoura, que tem este metabdlito como produto de seu processo de decomposicdo ambiental, ndo
demonstraram grande capacidade adaptativa, tendo seu desenvolvimento inibido neste meio.

Comparando-se 0s solos enriquecidos com fenol e solo controle de cada ponto de coleta, plaqueados no
segundo periodo, observou-se que houve um pequeno crescimento inicial dos microrganismos em quase todas
as diluicbes na primeira semana. A partir da segunda semana de incubacdo, as colbnias tiveram aumento
consideravel chegando a apresentar placas com nimero incontavel nos dois tipos de solo. As placas do terceiro
periodo tiveram um crescimento bastante expressivo no nimero de col6nias j& na primeira semana.

A figuras 1 ilustra a média do nimero de UFC/ml obtida em cada periodo na primeira semana de incubacéo.
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Figura 1 — Média do niimero de UFC/ml presentes na diluicdo 10 - Primeira semana de incubagao.

Analisando-se a figura 1 observa-se que a maior diferenga no nimero de coldnias ocorre no solo enriquecido
com fenol e, inclusive, no solo de lavoura controle. No caso dos solos enriquecidos, apesar de ocorrer 0 mesmo
tempo de exposi¢do ao produto no meio de cultura, considera-se ainda 0 maior tempo em que as bactérias do
3° periodo estiveram expostas ao reagente na amostra de solo enriquecida, em relacdo as do 2° periodo. Isto
pode ser compreendido considerando-se a fase lag onde os microrganismos sofrem adaptagdo aos compostos,
como o fenol, determinando alteracdes genéticas na comunidade microbiana e incremento nas taxas de
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degradacdo destes xenobidticos (GUIMARAES, 1987; MELO; AZEVEDO, 1997; MAIER; PEPPER;
GERBA, 20009).

Assim, como as bactérias do 3° periodo estiveram em exposi¢do ao fenol por 2 semanas no solo enriquecido,
este contato mais longo com o produto possibilitou maior adaptacgéo, agilizando o processo de degradacdo no
meio de cultura. Esta adaptacdo implica que os microrganismos, notadamente, no solo com fenol, lavoura ou
mata, passaram a utilizar este composto como fonte de carbono, aumentando seu crescimento, um substrato
adequado apo6s a aclimatacdo. Percebe-se ainda, com nitidez, 0 maior crescimento das bactérias de mata em
relacdo as de lavoura, na presenca de fenol, o que indica a sua maior capacidade de adaptacdo. Este fato,
provavelmente, seja indicativo da sua robustez em relacdo as de lavoura ja impactadas por inimeros tipos de
xenobidticos.

Essa mesma conclusdo em relacdo ao maior tempo de exposi¢do ao produto no solo enriquecido, ndo cabe a
elevagdo no nimero de UFC observada no solo de lavoura controle, pois a amostra ndo foi submetida a adicdo
de fenol em laboratdrio. Contudo, pela evolucdo no crescimento das coldnias e adaptacdo das bactérias ao
reagente, pode-se, também, inferir que as bactérias possam ja ter tido contato com fenol no seu ambiente
natural.

A partir da segunda semana de incubagdo o nimero de UFC aumentou, consideravelmente, nos dois periodos
seguintes, sendo que estas foram incontaveis em 33% das placas do segundo periodo (25% no solo de lavoura e
8% no solo de mata), e 50% nas placas do terceiro periodo (25% no solo de lavoura e 25% no solo de mata), o
que mostra uma taxa elevada no desenvolvimento da comunidade bacteriana com o passar do tempo, o0 que
confirma a réapida adaptacdo. Segundo Melo e Azevedo (1997), assim como Guimardes (1987), apds a fase de
adaptagdo os microrganismos multiplicam-se utilizando o substrato como fonte de carbono, promovendo entdo
0 processo de biodegradacéo

A figura 2 mostra a média da contagem do ndmero de col6nias por placa ao final da segunda semana.
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Figura 2 — NGimero de UFC/ml nas placas de diluicdo 10 — Segunda semana de incubagao.

Analisando-se as diferengas no crescimento das col6nias no solo de lavoura e solo de mata, sem fenol, percebe-
se que a amostra do solo de lavoura possui bactérias com forte capacidade de desenvolvimento no solo
controle, maior do que as bactérias de mata. J4, considerando a presenca de fenol, as bactérias da mata
apresentaram um flagrante crescimento em relacdo a&s de lavoura, demostrando maior capacidade de
aclimatacdo que as de lavoura. Mesmo no solo controle de lavoura observou-se um alto crescimento de
colbnias. A presenca de muitas bactérias de coloragdo escura o que, segundo Neilson et al., (1994), revela estar
havendo degradacdo de fenol pelas bactérias presentes.

A amostra de solo de mata enriquecida com fenol obteve um grande desenvolvimento de colbnias entre a
primeira e a segunda semana de incubagdo, nos dois periodos realizados, mantendo um elevado nivel de
crescimento principalmente nas coldnias do 3° periodo. A maior parte das col6nias apresentou-se escura
também nesta amostra, demonstrando intensa atividade de degradacdo. Ressalta-se que neste mesmo meio
houve grande crescimento de fungos em algumas placas, chegando a inviabilizar a contagem das col6nias. Com
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isso, percebe-se que mesmo neste meio seletivo enriquecido com fenol alguns fungos sdo capazes de se
desenvolver. De acordo com Albuquerque (2000) a fase de adaptacdo de um microrganismo a um composto
nunca antes submetido, pode durar varias horas, semanas ou meses, dependendo da persisténcia do composto,
da quantidade e da qualidade do in6culo.

O solo de mata controle apresentou poucas colénias durante as duas primeiras semanas de incubagdo. De
acordo com os autores Pelczar et al. (1996) e Tortora et al. (2000) as fases lag, exponencial ou log,
estacionaria e de declinio sdo consideradas como fases de crescimento bacteriano em um sistema fechado
contendo meio de cultura, e dentre elas, a fase lag € o periodo inicial, caracterizado por ndao haver aumento da
populacdo microbiana. Este € um momento de adaptacdo metabdlica ao novo ambiente, onde o metabolismo
celular é voltado a sintese de enzimas necessarias para o crescimento nas novas condi¢cdes ambientais.

A Figura 3 mostra uma situag&o curiosa ocorrida na segunda semana, na diluicdo 10* em que as bactérias de
lavoura apresentaram uma reducdo no seu crescimento, tanto no solo controle como no solo enriquecido. As
bactérias da mata tiveram um expressivo crescimento sendo que no solo com fenol o crescimento correspondeu
aos valores do solo inicial, segundo periodo, das bactérias de lavoura. Nesta diluicdo a atividade das bactérias
da mata se mostraram, realmente, mais promissora quando se pensa em biorremediacao.
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Figura 3 — NGmero de UFC/ml nas placas de diluicio 10* — Segunda semana de incubagéo.

Considerando o tempo de adaptacdo das bactérias presentes na amostra do solo de mata, e o baixo
desenvolvimento de coldnias em relagdo as demais amostras durante as duas semanas de incubacdo, acredita-se
que esses microrganismos ndo estejam em contato com fenol em seu ambiente natural, sendo a mata ainda um
ambiente preservado.

Fazendo-se um comparativo entre o solo de mata controle e o solo enriquecido, observa-se que a pré-exposicao
das bactérias ao fenol acionou seus mecanismos de degradacéo, possibilitando o seu desenvolvimento mesmo
em condicGes adversas causadas pela adicdo do produto toxico. Também foi possivel observar pela diferenca
obtidas entre a primeira e a segunda semana, que as bactérias do solo de mata com adicdo de fenol tiveram um
desenvolvimento superior ao de solo de lavoura com fenol, podendo-se inferir que estas sejam bactérias com
maior capacidade de adaptacéo.

E importante realizar um nGmero maior de ensaios, com maior tempo de exposicao propiciando conhecimento
das taxas de crescimento destes microrganismos nestes ambientes. Considerando que este trabalho foi um
trabalho precursor de avaliacdo de biodegradacdo em solo da regido missioneira avalia-se essencial que 0s
préximos trabalhos aliem a este tipo de avaliagdo o processo de identificacdo das concentragdes de fenol em
cada periodo de incubacdo, fazendo uma correlacdo de dados e propiciando a anélise de como o fendmeno de
biodegradacédo est4 ocorrendo neste solo, especialmente, por ser esta regido agricola, com dominio do triangulo
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soja-milho-trigo, usudrios permanentes de insumos, com herbicidas, fungicidas e inseticidas aplicados de modo
indiscriminado e com cargas excessivas como demonstram alguns trabalhos realizados na area (HAMERSKI;
SANTOS, 2009; GRAVE; SANTOS, 2010).

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Constatou-se que a exposicdo prévia das bactérias ao fenol potencializou o processo de biodegradacéo do fenol
em ambos os tipos de solo. No entanto, 0s microrganismos presentes no solo de mata, com menor
probabilidade de contato com fenol no ambiente natural, demonstraram maior capacidade de degradacdo e
adaptacdo ao meio seletivo quando pré-expostas ao produto, tornando a biodegradacdo mais eficiente.
Considera-se que estas bactérias estdo aptas a degradacdo do fenol, podendo ser consideradas de grande
potencial para o emprego em processos de biorremediacdo de solos contaminados.

Como este trabalho forneceu uma visdo preliminar do comportamento das bactérias quanto a biodegradacéo no
solo desta cidade, sugere-se a realizacdo de novas analises que contemplem um tempo maior de avaliacdo e
aumento de nimero dos ensaios para permitir a avaliagdo das constantes envolvidas nesta biodegradacdo. Ao
mesmo tempo se aponta a necessidade de monitorar durante o ensaio a concentracdo de fenol para conhecer as
constantes de degradag8o deste composto nestes ambientes diferenciados. Estes ensaios poderdo propiciar uma
visdo mais completa do comportamento das bactérias neste solo de um modo mais abrangente, servindo de
indicador para a regido, considerando-se o desconhecimento de dados deste tipo no solo regional.
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