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Introducao

O octanoato de ioxinila (1), Totril®, € um herbicida
indicado para o controle das plantas daninhas que
infestam as culturas de alho e cebola. O Totril® é
uma benzonitrila téxica, nociva a saude humana e
pode causar contaminagao ambiental.” O objetivo
deste trabalho é isolar micro-organismos de solos
impactados com o Totril® e realizar estudos quanto
a sua capacidade em biodegradar o herbicida.

Resultados e Discussao

Foram isolados 29 micro-organismos de amostras
de solos em quatro Fazendas de Cebolas na cidade
de Sao José do Rio Pardo, um dos principais
produtores de cebola do estado de Sao Paulo.
Estes micro-organismos foram isolados utilizando-
se meio de cultura seletivo (Agar nutriente acrescido
de Totril®). Como as principais vias de
biodegradacdo de benzonitrilas nos  micro-
organismos sdo os sistemas enzimaticos nitrila
hidratases (NHases)/amidases e nitrilases (Nases)
(Figura 1) foi realizado um ensaio enzimatico para a
triagem dos micro-organismos produtores de destas
enzimas.
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Figura 1. Biodegradagédo do Totril® catalisada pelas
enzimas nitrila hidratase, amidase e nitrilase.

Como a maioria dessas enzimas sao indutivas, ou
seja, sdo sintetizadas pelas células apenas na
presenca de seu substrato, realizou-se a indugéao
enzimatica com o proprio Totril®. Os micro-
organismos foram submetidos a triagem enzimatica
por analise colorimétrica em formato miniaturizado
(microplaca de 96 pogos, 200 pL de reagéo). Neste
ensaio uma suspensao microbiana em tampéao
fosfato pH 7,2 acrescida do Totril® e azul de
bromotimol como inidicador de pH foi monitorada
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visualmente quanto a formagao de acido carboxilico
(viragem do azul para amarelo) apdés a incubagéo
da microplaca (Figura 2). Para verificar as provaveis
origens da degradacdo da benzonitrila, realizou-se
ensaios paralelos adicionando-se um inibidor de
amidases (dietilaminofosforamida).

Figura 2. Triagem enzimatica oSBT seTe
de nitrila hidratases/amidases e e ee
e nitrilases utilizando-se o e r e Tes
Totril® (1). se9rsseneee
(AL EX X X B X X

Apods 7 dias de incubagao foi possivel observar a o
inicio da biodegradagédo do Totril®. Foram obtidos
12 hits positivos para micro-organismos contendo os
sistemas enzimaticos Nases e NHase/amidases
(Tabela 1).

Tabela 1. Resultados positivos da triagem enzimatica dos
29 micro-organismos isolados do solo impactado com
Totril®.

Micro- Sistema Micro- Sistema
organismo enzimatico organismo enzimatico
P2CB3 Nase P7CT5 Nase
P2CT3 Nase P8CTD3 Nase
P3CPB4 Nase P8CBC6 Nase
P5CRA4 Nase P8CB3 Nase
P5CTS5 NHase/Amidase P8CT5 Nase
P6CB5 Nase P8CT3 Nase

Os resultados acima foram confirmados por
cromatografia gasosa com detector de ionizagéo de
chama (GC-FID).

Conclusoes

Foram selecionados 12 micro-organismos
potencialmente promissores para a biodegradacao
de herbicidas do Totril®. Testes toxicolégicos com
os metabdlitos gerados estdo em andamento.
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