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RESUMO 

No Brasil, o atrazina se destaca como um dos ingredientes ativos presente nos 

herbicidas mais utilizado na agricultura. Diversos são os problemas relacionados à 

presença desse herbicida no ambiente, sejam para humanos, animais, microrganismos 

ou plantas. Os microrganismos, especialmente as bactérias, possuem potencial 

biorremediador, e propõe uma tecnologia limpa, de baixo custo, e que visa à degradação 

de micropoluentes. Desta forma, o objetivo deste estudo foi isolar, selecionar e 

caracterizar bactérias presentes no solo, com potencial na biodegradação do atrazina. 

Foram isolados bactérias de três áreas agrícolas distintas com histórico de utilização 

desse herbicida. Os isolados obtidos inicialmente foram purificados e selecionados em 

meio nutriente ágar suplementado com 1000 ppm de atrazina. Aqueles que 

desenvolveram no meio de cultura com o herbicida, foram caracterizados 

morfologicamente e bioquimicamente, e de acordo com essas informações, foram 

associados aos seus respectivos gêneros. Os testes realizados foram: morfologia das 

colônias, coloração pelo método de Gram, produção de endósporos, motilidade, teste da 

catalase, citocromo-oxidase, via metabólica da glicose, fermentação da lactose, teste do 

vermelho de metila, Voges-Proskauer, utilização do citrato, descarboxilação da 

arginina, ornitina, lisina, desaminação da fenilalanina, produção de urease, gelatinase, 

lipases, esterases, redução do nitrato, indol, sulfeto de hidrogênio e produção de 

pigmentos. Foram isoladas 75 bactérias do solo, sendo que destas apenas 17 toleraram a 

presença do atrazina. Das 17 bactérias, 15 apresentaram características do gênero 

Pseudomonas (Bacilos Gram-negativos, móveis, produtores de pigmentos fluorescentes, 

e reações positivas para arginina, catalase, oxidase e nitrato), enquanto que as outras 

duas, apresentaram características do gênero Bacillus (Bacilos Gram-positivos, 

produtores de endósporo, aeróbicos ou anaeróbicos facultativos, e reações positivas para 

catalase e oxidase). As bactérias resistentes ao atrazina que foram isoladas nesse estudo 

apresentaram morfologia e perfil bioquímico característico de Bacillus e Pseudomonas, 

fazendo-se necessário a realização de análises mais sensíveis acerca da identificação dos 

isolados e da degradação do atrazina. 

Palavras-chave: Bioprospecção, Biorremediação, Herbicidas.  

  



ABSTRACT 

 

In Brazil, atrazine stands out as one of the active ingredients present in the most used 

herbicides in agriculture. There are several problems related to the presence of this 

herbicide in the environment, whether for humans, animals, microorganisms or plants. 

Microorganisms, especially bacteria, have bioremediation potential, and propose a 

clean, low-cost technology that aims at the degradation of micropollutants. Therefore, 

the objective of this study was to isolate, select and characterize bacteria present in the 

soil, with potential for the biodegradation of atrazine. Bacteria were isolated from three 

different agricultural areas with a history of using this herbicide. The isolates obtained 

initially were purified and selected in nutrient agar medium supplemented with 1000 

ppm of atrazine. Those that developed in the culture medium with the herbicide were 

morphologically and biochemically characterized, and according to this information, 

they were associated with their respective genera. The tests performed were: colony 

morphology, Gram staining, endospore production, motility, catalase test, cytochrome 

oxidase, glucose metabolic pathway, lactose fermentation, methyl red test, Voges-

Proskauer, use of citrate, decarboxylation of arginine, ornithine, lysine, deamination of 

phenylalanine, production of urease, gelatinase, lipases, esterases, reduction of nitrate, 

indole, hydrogen sulfide and production of pigments. 75 bacteria were isolated from 

soil, of which only 17 tolerated the presence of atrazine. Of the 17 bacteria, 15 showed 

characteristics of the Pseudomonas genus (Gram-negative, mobile bacilli, producers of 

fluorescent pigments, and positive reactions for arginine, catalase, oxidase and nitrate), 

while the other two showed characteristics of the Bacillus genus (Gram-positive, 

endospore-producing, aerobic or facultative anaerobic, and positive reactions for 

catalase and oxidase). The atrazine-resistant bacteria that were isolated in this study 

showed morphology and biochemical profile characteristic of Bacillus and 

Pseudomonas, making it necessary to carry out more sensitive analyzes regarding the 

identification of the isolates and the degradation of atrazine. 

 

Keywords: Bioprospection, Bioremediation, Herbicides. 
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1 INTRODUÇÃO 

Defensivos agrícolas são compostos químicos, orgânicos ou inorgânicos, 

utilizados para o controle de pragas, doenças ou plantas invasoras em diversos 

ambientes de produção agrícola, afim de reduzir os danos e aumentar a produtividade. 

Esses compostos são utilizados em larga escala em todo o planeta, nos mais variados 

sistemas de cultivo, influenciando diretamente nas interações biológicas destes 

ambientes (CARBONERAS et al., 2017; CANEVAROLI et al., 2021; BHATT et al., 

2022).  

O atrazina (6-cloro-N²-etil-N
4
-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-diamineisopropil-

1,3,5-triazina-2,4-diamina) é uma molécula pertencente à família das S-triazinas, 

amplamente utilizada nos cultivos de sorgo, cana-de-açúcar e principalmente na cultura 

do milho, para o controle de plantas dicotiledôneas e algumas monocotiledôneas. Este 

herbicida atua na inibição do transporte de elétrons na fase luminosa da fotossíntese 

(fotossistema II) (MARIN-MORALES et al., 2013; REIS et al., 2019; ANVISA---, 

2021). 

 No Brasil, o atrazina se destaca como um dos ingredientes ativos mais vendidos 

entre os anos de 2009 a 2019 (MATIAS et al., 2021a). Devido a seu baixo custo e alta 

eficácia, ocupa a posição de segundo pesticida mais utilizado no mundo, e seu consumo 

anual é de 70.000 a 90.000 toneladas (SINGH et al., 2018). 

O comportamento do atrazina no solo varia de acordo com as suas características 

físico-químicas, uma vez que permanece adsorvido no solo, e torna-se suscetível ao 

processo de lixiviação, sendo carreada para camadas mais profundas do solo e para o 

lençol freático, sem sofrer os processos de degradação (DOUGLASS et al., 2014; 

MATIAS et al., 2021b). Uma vez introduzido nestes ecossistemas, pode apresentar 

diversos riscos para a saúde humana, animal, vegetal, aquática e para a microbiota 

(CARBONERAS et al., 2017; CANEVAROLI et al., 2021).  

Diversos são os problemas relacionados à presença do atrazina nesses ambientes, 

desde seu potencial carcinogênico a problemas endócrinos já associados à exposição ao 

herbicida, o que o levou a ser banido da união europeia desde 2004 (SZEWCZYK et al., 

2020; MATIAS et al., 2021b).  

Em ambientes agrícolas, o uso consecutivo do herbicida, tem contribuído para a 

diminuição da diversidade biológica, e para o aumento da resistência de pragas 

agrícolas (MORAES, 2019). Apesar de alguns microrganismos possuírem a capacidade 
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de degradar herbicidas, estes princípios ativos podem apresentar efeitos deletérios sobre 

a microbiota natural do solo, inibindo a atividade e reduzindo sua diversidade 

microbiana (FLOCH et al., 2011; HUANG et al., 2020). 

A biorremediação é uma técnica que utiliza organismos vivos, ou seus 

metabólitos, tais como: fungos, bactérias, plantas, biofilmes ou enzimas, afim de 

degradar, ou transformar qualquer tipo de contaminante em moléculas menos perigosas, 

como dióxido de carbono, sais inorgânicos, água ou outros subprodutos (ROSA; 

FRACETO; MOSCHINI-CARLOS, 2012).  

A biorremediação do atrazina é uma tecnologia limpa, de baixo custo e que 

utiliza a capacidade fisiológica de alguns microrganismos capazes de utilizar este 

herbicida como fonte de carbono e nitrogênio, transformando-o em compostos não 

tóxicos, se mostrando eficiente em ambientes com condições aeróbias, e menos 

eficiente em condições anaeróbicas (ZHANG et al., 2019; MATIAS et al., 2021b; 

BHATT et al., 2022). Desta forma, objetivou-se isolar, selecionar e caracterizar 

bactérias presentes em solos agrícolas, com potencial na biodegradação do atrazina. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

2.1 HERBICIDAS 

Devido o grande aumento da demanda pelo aumento da produção alimentar, a 

alternativa mais atrativa aos produtores rurais é a utilização de defensivos agrícolas. Os 

herbicidas são moléculas destinadas ao controle de plantas invasoras, são os principais 

defensivos usados em todo o mundo, seja em ambientes agrícolas ou não (BARROSO; 

MURATA, 2021). 

O solo, comumente é o destino de produtos químicos usados na agricultura, 

sejam eles destinados à aplicação direta no solo, ou aqueles aplicados sobre as plantas. 

Ao entrar em contato com o solo, ficam sujeitos aos processos físico-químicos que os 

carreiam no ambiente (MANCUSO; NEGRISOLI; PERIM, 2011). 

As moléculas que compõe os herbicidas possuem uma série específica de 

propriedades físico-químicas, que juntamente com as características do ambiente 

(edáfica, climática e presença de microrganismos), tornam-se propensos a processos de 

transporte, transformação e retenção. 

A aplicação dos herbicidas de forma irresponsável, e em elevadas doses, sobre 

diferentes culturas agrícolas, tem aumentado sua propagação no solo, nos sedimentos, 

em águas superficiais e subterrâneas (VRYZAS et al., 2009; CANEVAROLI et al., 

2021). Inevitavelmente, a contaminação por herbicidas atinge os mananciais de 

abastecimento, o que representa um potencial impacto para a saúde humana 

(BAGHAPOUR; NASSERI; DERAKHSHAN, 2013). 

 

2.1.1 ATRAZINA 

 

O atrazina (6-cloro-N²-etil-N
4
-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-diamineisopropil-

1,3,5-triazina-2,4-diamina) é um herbicida do grupo das s-triazinas, intensamente 

utilizado no Brasil, e no mundo, para o controle de plantas daninhas nas culturas de 

cana-de-açúcar, milho e sorgo (REIS et al., 2019; ANVISA, 2021).  

No Brasil é um dos herbicidas mais comercializado (AENDA, 2019). É 

utilizada, principalmente devido a sua eficácia no controle seletivo de gramíneas de 

folha larga, sem trazer prejuízos significativos as plantações (SINGH et al., 2018).  
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Sua aplicação pode ser realizada tanto na pré quanto na pós-emergência de 

plantas invasoras, atuando no sistema fotossintético, de modo a atuar no bloqueio do 

transporte de elétrons na fase luminosa, no fotossistema II, o que resulta na morte da 

planta alvo (MARIN-MORALES; VENTURA- CAMARGO; HOSHINA, 2013). 

Geralmente o tempo de meia vida no solo pode levar até 108 dias (SILVA et al., 

2020; PPDB, 2022), no entanto, já foi relatado que atrazina marcada com 14C, persistiu 

no solo por até 22 anos (JABLONOWSKI et al. 2009). Sua degradação gera metabólitos 

de maior relevância, sendo considerado como micropoluente (WHO, 2011). 

A persistência tende a aumentar o potencial poluente e geração de efeitos 

fitotóxicos às culturas subsequentes, como já relatados em culturas sensíveis cultivadas 

em sucessão como arroz, feijão, soja, girassol, algodão, pepino e cenoura 

(CARVALHO; MORETTI; SOUZA, 2010; FURLAN et al., 2016). 

O atrazina é uma molécula polar, com peso molecular de 215,69 g mol
-1

. É 

solubilizada em diferentes solventes orgânicos, tais como: acetato de etila, acetona, 

benzeno, clorofórmio, etanol e éter. A solubilização do atrazina em água é considerada 

moderada (33,0 26 mg. L
-1

), sendo uma substância suscetível a lixiviação e escoamento 

superficial (FAN; SONG, 2014).  

Em um levantamento realizado sobre a presença do atrazina em águas doces no 

Brasil, foi observado concentrações da substância variando de 0,0027 a 10,4 μg.L
−1

 em 

águas superficiais, e de 0,001 a 42,77 μg.L
−1

 em águas subterrâneas (DIAS et al., 2018; 

CANEVAROLI et al., 2021). 

O atrazina é considerado um carcinógeno, que pode afetar o sistema nervoso, 

reprodutivo, imunológico e cardiovascular (SINGH; SINGH, 2016). Seus efeitos estão 

relacionados ao linfoma não Hodgkin em humanos e alguns estudos associaram este 

herbicida a 135 alterações na atividade de locomoção em roedores (BARDULLAS; 

GIORDANO; RODRÍGUEZ, 2011). 

Devido à alta toxicidade deste herbicida em níveis baixos, o desenvolvimento de 

estratégias de biorremediação se faz necessário. 

 

2.2 BIODEGRADAÇÃO 

 

Em locais contaminados com atrazina, microrganismos nativos podem 

desenvolver a capacidade de degradar essa molécula. O atrazina pode ser utilizado 
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como fonte de carbono, e/ou nitrogênio por esses microrganismos, seja por vias 

metabólicas aeróbicas, ou anaeróbicas (ARIOLE; ABUBAKAR, 2015; ALMEIDA; 

GUIMARÃES, 2017).  

A degradação aeróbia desse herbicida ocorre nas regiões mais aeradas do solo. 

Este processo consiste no uso de um doador de elétron onde o receptor final de elétrons 

é o oxigênio, e o processo se completa com a geração de dióxido de carbono (estado 

mais oxidado do carbono) e água (MATIAS et al., 2021b). 

 A biodegradação anaeróbia apresenta desempenho inferior ao das condições 

aeróbias, todavia, esse processo não é interrompido nas camadas mais profundas de 

solo, ocorrendo através do uso de diferentes receptores de elétrons, como o dióxido de 

carbono (CO2), nitrato (NO3
-
) e sulfato (SO4

2-
) (DOUGLASS  et  al.,  2014; 

FREEMAN; THANKI, 2017). 

Apesar do alto potencial de degradação em condições aeróbias, o atrazina pode 

ser facilmente lixiviado para camadas mais profundas de solo, ficando sujeita a 

biodegradação de microrganismos anaeróbios. Os gêneros de bactérias aeróbias que se 

destacam na degradação de atrazina inclui: Azospirillum, Pseudomonas, Alcaligenes, 

Enterobacter, Proteus, Klebsiella, Serratia, Bacillus, Arthrobacter, Streptomyces, 

Nocardia Agrobacterium, Candidatus, e Micromonospora (TOMASSONI et al., 2014; 

AGUIAR, L. M. et al., 2020). 

A degradação anaeróbia da atrazina, já foi relatada em amostras de águas lóticas 

contaminada com atrazina pelos gêneros: Pseudomonas, Bacillus e Micrococcus 

(ARIOLE; ABUBAKAR, 2015). 

Muitos trabalhos já relataram diversas espécies bacterianas como indivíduos 

potenciais na recuperação de áreas contaminadas, com destaque para cepa ADP de 

Pseudomonas sp. que conseguiu mineralizar totalmente o atrazina para CO2 (BEHKI; 

KHAN, 1986; MANDELBAUM; ALLAN; WACKETT, 1995; SHARMA et al., 2019). 

 

2.3 BIOPROSPECÇÃO e BIORREMEDIAÇÃO 

 

Como alternativa para tornar mais eficiente o processo de degradação desses 

contaminantes, a técnica de bioprospecção visa à exploração de comunidades 

bacterianas em ambientes com essas moléculas, objetivando encontrar novas enzimas e 

metabólitos capazes de utilizar os poluentes como fontes nutricionais de carbono, 



15 
 

enxofre, nitrogênio e fósforo (ROJAS et al., 2001; HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 

2001; RAHMAN et al., 2009; BELO et al., 2011) 

O processo biológico para tratamento de resíduos é chamado de biorremediação, 

que utiliza organismos vivos para acelerar a degradação de poluentes e controlar a 

poluição no meio ambiente. É uma tecnologia limpa, com bom custo-benefício e 

possível de ser realizado em larga escala (ELAHI; REHMAN, 2019). 

As bactérias são uma ótima opção na produção de enzimas, devido à sua alta 

capacidade de produção, baixo custo de utilização e facilidade de serem geneticamente 

modificadas (MAMANGKEY et al., 2021) 

As bactérias, assim como outros microrganismos são extremamente 

diversificadas. A identificação à nível de espécies bacterianas é de extrema importância 

para entender a biodiversidade de nichos ecológicos, no entanto, a identificação 

presuntiva utilizando-se técnicas morfofisiológicas, possibilita a diferenciação rápida e 

de baixo custo, de espécies e/ou grupos bacterianos (PANDEY et al., 2019; GARCIA et 

al., 2021). 

 

2.4 IDENTIFICAÇÃO PRESUNTIVA DE BACTÉRIAS  

 

A diferenciação de indivíduos bacterianos é baseada principalmente na presença, 

ou na ausência de diversas enzimas codificadas pelo material genético do cromossomo 

bacteriano. Através de uma série de meios que avaliam certas características 

metabólicas dos microrganismos estudados, é possível definir um perfil bioquímico que 

pode levar à identificação do gênero e/ou espécie (PROCOP et al., 2018). 

 

2.4.1 COLORAÇÃO PELO MÉTODO DE GRAM 

 

O método de coloração de Gram é uma das técnicas mais empregadas na 

microbiologia, permitindo dividir as bactérias em dois grandes grupos, de acordo com a 

estrutura e composição da parede celular: Gram-positivas e Gram-negativas.  

As bactérias Gram-positivas possuem uma parede celular de peptídeoglicano 

mais espessa do que as bactérias Gram-negativas, além disso, as bactérias Gram-

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/sewage-treatment
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301479721003418#bib44
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negativas contêm uma camada de lipopolissacarídeos (lipídeos e polissacarídeos) como 

parte de sua parede celular (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).  

Durante a aplicação dos corantes, o cristal violeta e iodo penetram facilmente na 

parede celular das bactérias, onde se combinam, formando uma molécula denominada 

complexo cristal violeta-iodo. Esta molécula não pode ser lavada pelo álcool para fora 

da camada de peptídeoglicano intacta das células Gram-positivas, resultando na 

retenção da cor do corante cristal violeta. Nas células gram-negativas, a lavagem com 

álcool rompe a camada externa de lipopolissacarídeos, e o complexo cristal violeta-iodo 

é removido através da fina camada de peptídeoglicano. Em função disso, as células 

gram-negativas permanecem incolores até serem coradas com a safranina, quando se 

tornam avermelhadas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; PROCOP et al., 2018; 

AMORIM; REZENDE; FILHO, 2018). 

Essas reações ao corante de Gram, quando interpretadas em conjunto com a 

morfologia (cocos e bacilos) e as respostas bioquímicas dos isolados, podem ser usadas 

para fazer identificações presuntivas (PROCOP et al., 2018). 

 

2.4.2 PRODUÇÃO DE ENDÓSPOROS 

 

Endósporos são estruturas esféricas ou ovais formados dentro de algumas 

espécies de bactérias, que são produzidos em resposta à escassez de nutrientes ou 

condições adversas no ambiente (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).  

O tamanho, forma e localização dos endósporos nas células, ajudam a 

caracterizar e identificar algumas espécies de Clostridium, Bacillus e outros gêneros de 

menor importância. Em geral, os endósporos não se coram com as técnicas de coloração 

e aparecem como corpúsculos incolores (PROCOP et al., 2018). 

 

2.4.3 MOTILIDADE 

 

A motilidade bacteriana é outra característica utilizada na identificação 

presuntiva. As bactérias movimentam-se por meio de flagelos, sua quantidade e 

localização variam a depender das espécies. Os meios para estudo da motilidade têm 
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concentração de ágar igual ou menor que 0,4 % do volume total. Concentrações mais 

altas dificultam que os microrganismos se espalhem livremente (PROCOP et al., 2018).  

O acréscimo de sal de tetrazólio ao meio para estudar motilidade facilita a 

detecção visual do crescimento bacteriano. Esse reagente é incolor, mas é convertido em 

complexos insolúveis de vermelho de formazan, pelas propriedades redutoras das 

bactérias em crescimento. A formação dessa cor vermelha ajuda a acompanhar a 

dispersão das bactérias a partir da linha de inoculação (GERSHMAN; O'MEARA; 

CHUTE, 1959; PROCOP et al., 2018). 

 

2.4.4 CATALASE  

 

 No teste de catalase é detectada a presença desta enzima. O peróxido de 

hidrogênio (H2O2) é utilizado como substrato para atuação da enzima, convertendo esta 

molécula em água e gás oxigênio. Este teste é um dos mais importantes na diferenciação 

de Staphylococcus e Strepococcus (OKURA; RENDE, 2008). 

 

2.4.5 CITOCROMO-OXIDASE 

 

O teste da citocromo-oxidase é um teste-chave na diferenciação das famílias 

Pseudomonadaceae (Oxidase positiva) e Enterobacteriaceae (Oxidase negativa), sendo 

útil também, para especificação e identificação de outros gêneros de bactérias. Essa 

enzima está envolvida com a redução do oxigênio no final da cadeia de transporte de 

elétrons. Entre as bactérias que produzem citocromo-oxidase estão as espécies de 

Aeromonas, Plesiomonas e Pseudomonas (SHIELDS; CATHCART, 2010; PROCOP et 

al., 2018). 

 

2.4.6 METABOLISMO OXIDATIVO/FERMENTATIVO 

 

Grande parte das espécies bacterianas encontradas em ambientes laboratoriais 

obtém sua energia da utilização dos carboidratos por uma das várias vias metabólicas. 
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Os íons hidrogênio (elétrons) são transferidos sucessivamente aos compostos com 

potencial redox maior, o que resulta na liberação de energia na forma de trifosfato de 

adenosina (ATP). Glicose é a principal fonte de carboidrato para as bactérias, que pode 

ser metabolizado na presença ou ausência de oxigênio (TORTORA; FUNKE; CASE, 

2017; PROCOP et al., 2018). 

Algumas bactérias, não são capazes de metabolizar carboidratos, como os 

membros do gênero Moraxella, mas conseguem obter energia da decomposição de 

outros compostos orgânicos, como: aminoácidos, alcoóis e ácidos orgânicos (PROCOP 

et al., 2018) 

Algumas bactérias de vida livre, incluindo grupos fixadores de nitrogênio ou que 

conseguem oxidar enxofre ou ferro, podem obter energia de compostos químicos 

inorgânicos simples (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; PROCOP et al., 2018). 

 

2.4.7 FERMENTAÇÃO DA LACTOSE, VERMELHO DE METILA E VOGES-

PROSKAEUR 

 

A lactose é um dissacarídeo composto de glicose e galactose reunidas por uma 

ligação de oxigênio conhecida como ligação galactosídica. Com a hidrólise, essa ligação 

é desfeita e a reação ácida final resulta da decomposição da glicose. Esse processo é 

detectado pela observação de alterações da cor dos indicadores de pH (MACCONKEY, 

1905). 

Os testes do vermelho de metila (VM) e Voges-Proskaeur (VP) diferenciam 

espécies bacterianas com base nas vias metabólicas da glicose. 

Bactérias que utilizam preferencialmente a via de fermentação ácida mista, 

produzem ácidos suficientes para manter o pH abaixo de 4,4 (ponto de mudança de cor 

do indicador vermelho de metila). O teste de VP detecta bactérias que utilizam a via do 

acetilmetilcarbinol (acetoína), normalmente são cepas do grupo Klebsiella–

Enterobacter–Serratia–Hafnia. A ação do hidróxido de potássio e do oxigênio 

atmosférico converte a acetoína a diacetilo, que é convertido a um complexo vermelho 

sob a ação catalítica do α-naftol e da creatina (MCDEVITT, 2009). 

Embora a maioria das bactérias que metabolizam carboidratos seja representada 

por microrganismos anaeróbios facultativos, a utilização desses compostos nem sempre 
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ocorre em condições estritamente anaeróbias, na microbiologia esse termo é utilizado 

comumente por conveniência (PROCOP et al., 2018). 

 

2.4.8 TESTE DO CITRATO 

 

O teste do citrato diferencia bactérias que são capazes de metabolizar este 

composto das que não metabolizam. Quando o carbono utilizado provém do citrato de 

sódio, o nitrogênio também é extraído do fosfato de amônio presente no meio e há 

liberação de amônia, alcalinizando o meio de cultura, que devido o azul de bromotimol 

torna-se azul (MACWILLIAMS, 2009). 

 

2.4.9 DESCARBOXILAÇÃO DE AMINOÁCIDOS  

 

Algumas espécies de bactérias metabolizam enzimas capazes de descarboxilar 

certos aminoácidos. Essas enzimas removem uma molécula de CO2, formando aminas 

alcalinas que variam a depender do aminoácido: Lisina decompõe em cadaverina, 

Ornitina decompõe em putrescina e Arginina decompõe em citrulina. Uma coloração 

azul arroxeada após a incubação do microrganismo testado, indica a ocorrência de uma 

mudança no pH do meio para a faixa alcalina quando o teste é positivo (PROCOP et al., 

2018). 

 

2.4.10 DESAMINAÇÃO DA FENILALANINA 

 

A determinação da produção de fenilalanina-desaminase é útil na diferenciação 

inicial entre as espécies de Proteus, Morganella e Providencia de outros bacilos Gram-

negativos, pois apenas os membros desses gêneros e algumas cepas relativamente raras 

têm a enzima responsável pela desaminação oxidativa da fenilalanina (PROCOP et al., 

2018). 
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O ácido fenilpirúvico é o produto obtido dessa reação, que é detectado após a 

adição do reagente cloreto férrico, que desenvolve coloração verde caso o teste seja 

positivo (EDERER; CHU; BLAZEVIC, 1971). 

 

2.4.11 PRODUÇÃO DE UREASE, GELATINASE, LIPASES E ESTERASES 

 

Bactérias que produzem a enzima urease hidrolisam ureia, que resulta na 

liberação de amônia e alcalinização do meio, provocando uma mudança de cor do 

amarelo para o rosa no meio (EDERER; CHU; BLAZEVIC, 1971). 

A gelatina é uma proteína derivada dos tecidos conjuntivos dos vertebrados que 

é hidrolisada na presença de gelatinases. Estas enzimas são proteases secretadas 

extracelularmente por espécies bacterianas que hidrolisam gelatina (PROCOP et al., 

2018). 

Quando tubos contendo meio gelatina são inoculados com uma bactéria 

gelatinase positiva, a hidrólise da gelatina resulta na liquefação do meio. Como a 

gelatina é digerida, sendo não mais capaz de gelificar, o meio permanece líquido 

quando colocado a baixas temperaturas (PROCOP et al., 2018).  

As lipases são enzimas capazes de hidrolisar o triacilglicerol. Estas enzimas são 

produzidas por bactérias de diversos habitats, tanto aquelas que ocorrem no solo até 

algumas espécies presentes em leite cru, como nos gêneros: Pseudomonas, 

Propionibacterium, Acinetobacter, Achromobacter, Corynebacterium, Myxococcus, 

Staphylococcus, Streptococcus e Lactobacillus (SZTAJER; MALISZEWSKA; 

WIECZOREK, 1988). 

A atividade de esterases de ácidos graxos pode também ser útil na diferenciação 

de isolados de bactérias. Pseudomonas spp. comumente são produtoras de esterases que 

decompõe o tween 80 em ácido oleico e sorbitol polioxietilado (STERNISA; CARGO; 

SMOLE-MOZINA, 2019). 

 

2.4.12 REDUÇÃO DO NITRATO 

 

A redução do nitrato é um processo onde o nitrato é reduzido a nitrito e/ou 

outros compostos, que depois são convertidos em amônia para assimilação. A 
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assimilação do nitrato é muito comum entre os microrganismos e requer a enzima 

redutase de nitrato e nitrito. Determinados bacilos não fermentadores conseguem 

reduzir nitrato e/ou nitrito em nitrogênio gasoso (PROCOP et al., 2018). 

 

2.4.13 PRODUÇÃO DE INDOL E SULFETO DE HIDROGÊNIO  

 

O triptofano é um aminoácido essencial que pode sofrer oxidação pelas 

atividades enzimáticas de algumas bactérias. A enzima triptofanase consegue clivar o 

triptofano e, desse modo, formam indol, ácido pirúvico e amônia. O indol pode ser 

detectado no meio por observação do aparecimento de cor vermelha depois do 

acréscimo de uma solução contendo p-dimetilaminobenzaldeído (reativo de Kovac´s) 

(DARKOH et al., 2015). 

Outro fator importante na identificação de bactérias é a capacidade de liberar 

enxofre a partir de aminoácidos com esse elemento na forma de sulfeto de hidrogênio 

(H2S), sendo bastante útil na diferenciação entre Salmonella e Shigella. 

Em todos os sistemas de detecção do H2S, ocorre a liberação do sulfeto da 

cisteína ou do tiossulfato presente no meio por ação enzimática da bactéria, onde há 

acoplamento do sulfeto (S2
–
) ao íon hidrogênio (H1) para formar H2S. Este composto, na 

presença de metais pesados como ferro, bismuto ou chumbo, forma sulfetos insolúveis, 

que são evidenciados por um precipitado preto (PROCOP et al., 2018). 

 

2.4.14 PRODUÇÃO DE PIGMENTOS  

 

Os pigmentos produzidos pelas bactérias em meio de cultura variam de acordo 

com o gênero e espécie, desta forma alguns pigmentos auxiliam na identificação de 

algumas bactérias. Os pigmentos hidrossolúveis difusíveis incluem fluoresceína 

(pioverdina), piocianina, piorrubina, melanina e diversos outros subprodutos 

pigmentados (PROCOP et al., 2018). 

Para induzir a formação de piocianina e pioverdina existem meios que contêm 

peptonas especiais e concentração mais alta de íons magnésio e sulfato para aumentar a 

produção de pigmentos (KING; WARD; RANEY, 1954). Algumas cepas de 

Pseudomonas produzem ambos os pigmentos, enquantooutras produzem apenas um 
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deles, o que ajuda na identificação e diferenciação entre espécies de Pseudomonas 

(PROCOP et al., 2018). 

O sulfato de magnésio é um sal catiônico que amplia a produção de pigmentos, 

mas a presença de fosfato dipotássico estimula a pioverdina enquanto diminui a 

produção de piocianina. A pioverdina é um pigmento amarelo esverdeado que se 

difunde no meio ao redor das colônias, e fluoresce sob iluminação ultra violeta (254 

nm) (KING; WARD; RANEY, 1954).  

A produção de piocianina é utilizada para diferenciar a Pseudomonas 

aeruginosa das outras Pseudomonas e organismos relacionados. A adição no meio de 

cloreto de magnésio e sulfato de potássio inibe a formação de fluoresceína e estimula a 

produção de piocianina, um pigmento difusível azul, que é solubilizado na presença de 

clorofórmio (CHCl3) (PROCOP et al., 2018). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 COLETA DE SOLO 

 

 O experimento foi conduzido no laboratório de Microbiologia e Fitopatologia na 

Universidade Federal Rural do Semi-Árido (UFERSA), no município de Mossoró, RN.  

Os isolados bacterianos foram obtidos a partir de amostras de solo, coletadas em 

áreas produtoras da região com histórico de utilização do atrazina, sendo elas: Horta 

didática da UFERSA (latitude 5°12'26,122" Sul; longitude 37°19'7,979" Oeste), 

Fazenda Barrocas (latitude 5°34'57,695" Sul; longitude 37°16'37.668" Oeste) e Fazenda 

Agrícola Bom Jesus (latitude 5°0'26,54'' Sul; longitude 37° 23'  53,16'' Oeste). Foram 

coletadas dez amostras simples, em seguida as mesmas foram homogeneizadas e 

retirou-se uma amostra composta, na qual foram realizadas as análises. Esse 

procedimento foi realizado em cada uma das três localidades, tendo-se assim uma 

amostra composta de cada área. 

3.2 ISOLAMENTO DE BACTÉRIAS DO SOLO 

 

 Inicialmente pesou-se 1 g de cada amostra de solo, adicionando-se em tubo de 

ensaio contendo 9 mL de água destilada e esterilizada, homogeneizado em agitador tipo 

vórtex, e transferiu-se 1 mL para um novo tubo realizando-se uma diluição seriada 

(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017), e então foram transferidos 100 μL para placas de 

Petri contendo meio Nutriente Ágar (NA), e espalhado com alça de Drigalski. As placas 

foram mantidas em estufa incubadora do tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand), a 

30 ± 2°C, por 48 horas. 

3.3 SELEÇÃO DE BACTÉRIAS RESISTENTES A ATRAZINA 

 

Após o crescimento das colônias bacterianas, as mesmas foram repicadas para as 

placas de Petri com NA suplementado com 1000 ppm de Atrazina comercial (Herbitrin 

500 BR
®
) (BILLET et al., 2021), objetivando-se selecionar isolados tolerantes a 

presença do herbicida. Os isolados que apresentaram crescimento foram purificados em 

NA e preservados em tubos de ensaio contendo meio NA inclinado. 
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3.4 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA E BIOQUÍMICA DAS BACTÉRIAS 

 

Os isolados foram caracterizados morfologicamente e bioquimicamente, a fim 

de identificar de forma presuntiva o gênero destas bactérias.  

Os testes e provas bioquímicas utilizadas nesse processo foram: morfologia das 

colônias, coloração pelo método de Gram, produção de endósporos, motilidade, teste da 

catalase, teste da citocromo-oxidase, via metabólica da glicose O/F, fermentação da 

lactose, teste do VM, teste de VP, utilização do citrato como fonte única de carbono, 

descarboxilação da arginina (arg), descarboxilação da ornitina, descarboxilação da lisina 

(lis), desaminação da fenilalanina (fen), produção de urease, hidrólise da gelatina, 

produção de lipases, produção de esterases, redução do nitrato, produção de indol, 

produção de sulfeto de hidrogênio, produção de pioverdina e produção de piocianina 

(BENSON, 2002; PROCOP et al., 2018). 

As bactérias foram cultivadas, inicialmente, em meio NA, e mantidas em BOD a 

30 ± 2°C, por 24 horas, de onde foram repicadas para os respectivos meios de cada 

teste. 

Para avaliação morfológica, as colônias isoladas foram observadas em 

microscópio estereoscópico (Carl Zeiss do Brasil) e avaliadas de acordo com suas 

características (tipo, coloração, elevação e borda) (BENSON, 2002). 

Para a coloração de Gram, com o auxílio de uma alça bacteriológica, diluiu-se 

em lâminas de vidro, colônias isoladas de cada bactéria, onde foram fixadas pelo calor e 

coradas com cristal violeta, lugol, álcool acetonado, e safranina nos respectivos tempos 

de 1 minuto, 1 minuto, 10 segundos e 30 segundos, respectivamente. Após a secagem, 

as lâminas foram levadas ao microscópio óptico (Olympus CX31), e observadas em 

aumento de 1000x, com óleo de imersão, onde foram classificadas de acordo com a 

coloração das células em Gram-positivas (roxo), ou Gram-negativas (vermelho), e 

ausência ou presença de endósporos. 

Na avaliação de motilidade inoculou-se as bactérias até a base dos tubos 

contendo meio semi-sólido Clark-Lubz (7 g/L peptona; 5 g/L fosfato de potássio; 5 g/L 

glicose; 2 g/L ágar) e suplementado com 0,005 % de sal de tetrazólio após a 

esterilização do meio (GERSHMAN; O'MEARA; CHUTE, 1959).  
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Os tubos foram mantidos em BOD a 30 ± 2°C, por 48 horas, o resultado foi 

positivo se observado turvação vermelha ao longo do tubo, além da linha de inoculação, 

e considerado negativo se houve crescimento apenas na linha de inoculação (Figura 1). 

 

Figura 1: Teste de motilidade. Resultado positivo (A) e resultado negativo (B). 
 

Para o teste de catalase, utilizou-se uma alça bacteriológica para transferir 

colônias isoladas foram para uma lâmina de vidro, contendo uma gota de peróxido de 

hidrogênio 2 %. A formação de bolhas foi considerada resultado positivo, e a ausência 

de bolhas foi considerada resultado negativo (OKURA; RENDE, 2008) (Figura 2). 

 

Figura 2: Teste de catalase. Resultado positivo (A) e resultado negativo (B). 

 

No teste da citocromo-oxidase, colônias isoladas foram transferidas para tiras de 

oxidase (Laborclin
®
), e após dois minutos, foram classificadas como oxidase positiva 

(coloração roxa) ou oxidase negativa (sem alteração na cor) (PROCOP et al., 2018) 

(Figura 3). 

A B 

A B 
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Figura 3: Teste da citocromo-oxidase. Resultado positivo (A) e resultado negativo (B). 

 

Avaliou-se o tipo de metabolismo empregado na utilização da glicose, onde cada 

isolado bacteriano foi transferido para dois tubos de ensaio contendo meio O/F (2 g/L 

caseína; 5 g/L cloreto de sódio; 3 g/L fosfato de potássio; 0,08 g/L azul de bromotimol; 

10 g/L glicose; 10 g/L ágar). Um dos tubos foi coberto com uma camada de óleo 

mineral, e após 48 horas em BOD a 30 ± 2°C, avaliou-se a mudança de pH de acordo 

com a coloração dos tubos, de verde (neutro) para amarelo (ácido) em ambos os tubos.  

Isolados que apresentaram mudança de coloração em ambos os tubos foram 

considerados fermentadores, aqueles que apresentaram mudança de coloração apenas no 

tubo sem óleo mineral foram considerados oxidativos, e aqueles em que não houve 

mudanças de coloração em ambos os tubos, foram considerados assacarolíticos 

(PROCOP et al., 2018) (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4: Teste de O/F. Metabolismo fermentativo (A), metabolismo oxidativo (B) e 

metabolismo assacarolíticos (C). 

A B 

A C B 
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Utilizou-se o meio MacConkey (HiMedia
®
) e V8 para Lactobacillus (HiMedia

®
) 

para avaliar a capacidade das bactérias de fermentar a lactose. O resultado foi avaliado 

após 24 horas em BOD a 30 ± 2°C, e considerado positivo para as bactérias que 

apresentaram colônias de coloração rosa em Macconkey, e coloração verde com halo 

amarelo em V8. O resultado foi considerado negativo para colônias que apresentaram 

coloração bege ou incolor em Macconkey, e coloração azul ou incolor em V8 

(MACCONKEY, 1905; PROCOP et al., 2018) (Figura 5). 

 

 

Figura 5: Resultado positivo (A) e negativo (B) para fermentação da lactose em 

MacConkey. Resultado positivo (C) e negativo (D) para fermentação da lactose em V8. 

 

Para avaliação do teste de VM e VP, os isolados foram transferidos para tubos 

de ensaio contendo caldo Clark-Lubz, os tubos foram mantidos em BOD a 30 ± 2°C, 

por 48 horas, após o período de incubação, transferiu-se 3 mL de inóculo para tubos de 

ensaio em duplicata. 

Em um dos tubos foi adicionado três gotas de solução hidroalcóolica de 

vermelho de metila (0,6 g/L álcool etílico; 0,2 g/L vermelho de metila), o resultado foi 

considerado positivo quando houve o surgimento de coloração vermelha, e negativo se a 

coloração foi amarela (MCDEVITT, 2009) (Figura 6). 

Em outro tubo foi adicionado três gotas de solução de NaOH 40%, e três gotas 

de reativo de Barrit (50 g de α-naftol/L de álcool etílico), o resultado foi considerado 

positivo se em até 15 minutos houve o aparecimento de coloração vermelha, e negativo 

quando não houve mudança de coloração em até 15 minutos (MCDEVITT, 2009) 

(Figura 6). 

 

A D B C 
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Figura 6: Resultado positivo (A) e negativo (B) para teste de Vermelho de metila. 

Resultado positivo (C) e negativo (D) para teste de Voges-Proskauer. 

 

Verificou-se a capacidade dos isolados de utilizar o citrato de sódio como fonte 

única de carbono através da inoculação em tubos de ensaio contendo meio Citrato de 

Simmons (0,2 g/L sulfato de magnésio; 1 g/L fosfato de amônio monobásico; 5 g/L 

cloreto de sódio; 2 g/L citrato de sódio; 0,08 g/L azul de bromotimol; 15 g/L ágar).  

Os tubos foram mantidos em BOD a 30 ± 2°C, por 48 horas e o resultado foi 

avaliado pela mudança de coloração dos tubos de verde para azul (positivo) ou 

permanecendo verde (negativo) (MACWILLIAMS, 2009) (Figura 7). 

 

Figura 7: Teste do citrato. Resultado positivo (A) e resultado negativo (B). 

 

A descarboxilação de arginina foi verificada em tubos de ensaio contendo meio 

Arginina ágar (2 g/L extrato de carne; 2 g/L caseína; 5 g/L cloreto de sódio; 3 g/L 

fosfato de potássio; 1 g/L glicose; 10 g/L L-Arginina; 0,08 g/L púrpura de bromocresol; 

10 g/L ágar). As bactérias foram inoculadas e uma camada de óleo mineral foi 

adicionada na superfície do meio com intuito de deixar os isolados em condição de 

anaerobiose.  Os tubos foram mantidos em BOD a 30 ± 2°C, por 48 horas. 

A B 

A B C D 
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O resultado foi considerado positivo se houve mudança de coloração no meio de 

púrpura para coloração amarelada, e desta para púrpura intenso, e considerado negativo 

quando não houve mudança na coloração (PROCOP et al., 2018) (Figura 8). 

 

 

Figura 8: Teste de descarboxilação da arginina. Resultado positivo (A) e resultado 

negativo (B). 

 

Para os testes de produção de indol e descarboxilação da ornitina, utilizou-se 

tubos de ensaio contendo meio Motilidade Indol Ornitina (MIO) (3 g/L extrato de 

levedura; 10 g/L peptona; 10 g/L triptona; 5 g/L L-Ornitina; 1 g/L dextrose; 2 g/L ágar). 

Os isolados foram mantidos em BOD a 30 ± 2°C, por 48 horas. O resultado foi 

considerado positivo para descarboxilação da ornitina quando no final do período de 

incubação, o tubo mudou da coloração púrpura para amarelo, e de volta para púrpura, e 

negativo se permaneceu amarelo (PROCOP et al., 2018) (Figura 9). 

Após o período de incubação, cinco gotas do reativo de Kovac’s foram 

adicionadas na superfície do meio de cultura, e o resultado do teste foi considerado 

positivo quando houve aparecimento de coloração rósea, e negativo se não houve 

alteração na cor do reagente (DARKOH et al., 2015) (Figura 9). 

A B 
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Figura 9: Resultado positivo (A) e negativo (B) para descarboxilação da ornitina. 

Resultado positivo (C) e negativo (D) para o teste do indol. 

No teste de descarboxilação de lisina e produção de sulfeto de hidrogênio, foram 

utilizados tubos de ensaio contendo meio Lisina Ferro Ágar (LIA) (5 g/L peptona; 3 g/L 

extrato de levedura; 1 g/L dextrose; 10 g/L L-Lisina; 0,5 g/L citrato férrico amoniacal; 

0,04 g/L L-Císteina; 0,02 g/L púrpura de bromocresol; 15 g/L  ágar). As bactérias foram 

repicadas para o meio de cultura, e incubadas em BOD a 30 ± 2°C, por 48 horas.  

O resultado para descarboxilação da Lisina foi avaliado pela mudança de 

coloração do meio de cultura, sendo considerado positivo quando houve mudança de 

amarelo para roxo, e negativo quando a coloração permaneceu amarela (PROCOP et al., 

2018) (Figura 10). A presença de sulfeto de hidrogênio foi considerada positiva quando 

foi possível constatar a presença de um precipitado negro formado no interior do meio 

de cultura (PROCOP et al., 2018) (Figura 10). 

 

Figura 10: Resultado positivo (A) e negativo (B) para descarboxilação da lisina. 

Produção de sulfeto de hidrogênio em tubo (C). 

 

O teste de desaminação da fenilalanina constituiu de transferir os isolados para 

tubos contendo meio Fenilalanina ágar, (3 g/L extrato de levedura; 5 g/L cloreto de 

sódio; 1 g/L fosfato de potássio; 2 g/L L-Fenilalanina; 12 g/L ágar). Os tubos foram 

A B C D 

A C B 
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mantidos em BOD a 30 ± 2°C, por 48 horas. O resultado foi considerado positivo 

quando houve o surgimento de uma cor verde intensa, após a adição de três gotas de 

solução de cloreto férrico 12 % e negativo quando não houve alteração na coloração 

(EDERER; CHU; BLAZEVIC, 1971) (Figura 11). 

 

Figura 11: Teste de desaminação da fenilalanina. Resultado positivo (A) e resultado 

negativo (B). 

 

Para o teste de urease, as bactérias foram inoculadas em tubos de ensaio com 

meio Urease (1 g/L extrato de levedura; 1 g/L dextrose; 5 g/L cloreto de sódio; 2 g/L 

fosfato de potássio; 0,012 g/L vermelho fenol; 15 g/L ágar). Os tubos foram mantidos 

em BOD a 30 ± 2°C, por 48 horas, o resultado foi considerado positivo quando houve 

mudança no meio de amarelo para rosa, e negativo quando o meio permaneceu 

inalterado (EDERER; CHU; BLAZEVIC, 1971) (Figura 12). 

 

Figura 12: Teste da urease. Resultado positivo (A) e resultado negativo (B). 

 

A B 

A B 
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A prova de hidrólise da gelatina foi realizada, repicando-se os isolados para 

tubos contendo meio gelatina (3 g/L extrato de carne; 5 g/L peptona; 5 g/L cloreto de 

sódio; 120 g/L gelatina). Os tubos foram mantidos em BOD a 30 ± 2°C, por 48 horas e 

após o período de incubação, foram mantidos durante 30 minutos a 5°C, com o objetivo 

de solidificar a gelatina. 

O resultado foi considerado positivo, quando o meio não solidificou após o 

período em baixa temperatura, e considerado negativo quando o meio de cultura se 

tornou sólido na mesma condição já descrita (PROCOP et al., 2018) (Figura 13). 

 

Figura 13: Hidrólise da gelatina. Resultado positivo (A) e resultado negativo (B). 

 

Para a detecção de lipases, as bactérias foram transferidas para placas de Petri 

contendo meio NA, e suplementado com 2,5% (m/v) de óleo de soja e 0,001% de 

rodamina B (KOUKER; JAEGER, 1987). Para detecção de esterases, as bactérias foram 

plaqueadas em placas de Petri contendo meio de cultura composto de: 10 g/L peptona; 

5 g/L cloreto de sódio; 0,5 g/L cloreto de cálcio; 10 g/L tween 80; 20 g/L ágar 

(SIERRA, 1957).  

As placas foram mantidas em BOD a 30 ± 2°C, por 48 horas, e o resultado para 

produção de lipases foi positivo quando houve detecção de colônias com brilho laranja 

fluorescente na luz ultravioleta, e negativo quando as colônias não apresentaram esse 

brilho (Figura 14). O resultado para produção de esterases foi considerado positivo 

quando houve formação de halo turvo ao redor da colônia e negativo quando houve 

ausência desse halo (Figura 14). 

 

A B 
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Figura 14: Resultado positivo (A) e negativo (B) para teste de lipases. Resultado 

positivo (C) e negativo (D) para teste de esterases. 

 

Para verificar a capacidade dos isolados em reduzir o nitrato a nitrito, foram 

transferidas colônias isoladas para tubos de ensaio contendo caldo Nitrato (3 g/L extrato 

de carne; 5 g/L peptona; 1 g/L nitrato de potássio). Os tubos foram mantidos em BOD a 

30 ± 2°C, por 48 horas.  

O resultado foi interpretado após adicionar aos tubos, três gotas das soluções A 

(0,04 g ácído sulfanílico; 5 ml ácido acético; 10 ml água destilada) e B (0,025 g α-

naftilamina; 5 ml ácido acético; 10 ml água destilada.) de Greiss-Ilosvay. O 

desenvolvimento de coloração rósea a vermelha indicou a presença de nitrito de 

potássio, sendo considerado resultado positivo (PROCOP et al., 2018) (Figura 15). Aos 

tubos que não desenvolveram esta coloração, foi adicionada uma pitada de zinco em pó 

como contra prova, onde o surgimento de uma coloração vermelha indicou a presença 

de nitrato de potássio, sendo considerado um resultado negativo para a redução de 

nitrato. A ausência de cores indica que o nitrato foi reduzido a nitrito, e este a gás 

nitrogênio livre (azoto), sendo considerado um resultado positivo (PROCOP et al., 

2018) (Figura 15). 

 

 

Figura 15: Redução do nitrato a nitrito. Resultado positivo (A) e negativo (B). Presença 

de nitrato após adicionar zinco (C) e ausência de nitrato e nitrito indicando azoto após 

adicionar zinco (D). 

A C B D 

A C B D 
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Para verificar a capacidade dos isolados de produzirem pioverdina ou piocianina, 

os isolados foram semeados em placas de Petri contendo meio de cultura Pseudomonas 

Ágar Piocianina (20 g/L peptona; 1,4 g/L cloreto de magnésio; 10 g/L sulfato de 

potássio; 10 g/L  glicerol; 15 g/L ágar). As placas foram mantidas em BOD a 30 ± 2°C, 

por 48 horas, o resultado foi observado utilizando-se luz ultravioleta (KING; WARD; 

RANEY, 1954) (Figura 16). Para aqueles isolados que apresentaram pigmento 

fluorescente, foi adicionado 5 mL de clorofórmio afim de solubilizar e diferenciar a 

piocianina (solúvel em clorofórmio) da pioverdina (não solúvel em clorofórmio) 

(PROCOP et al., 2018).  

Considerou-se para os isolados que apresentaram pigmento azul ciano no 

clorofórmio, resultado positivo para produção de piocianina, e para os que não foram 

solubilizados em clorofórmio, considerou-se positivo para pioverdina (Figura 16). Os 

isolados que não produziram pigmentos fluorescentes em luz ultravioleta foram 

considerados resultado negativo. 

 

 

Figura 16: Produção de pigmentos fluorescentes. Ausência de pigmentos (A), 

pioverdina (B), piocianina em placa de Petri (C) e piocinanina solubilizada em 

clorofórmio (D). 

 

Após obtenção dos resultados dos testes bioquímicos os resultados foram 

comparados com aqueles descritos em chave de identificação, para identificar de forma 

presuntiva o gênero destes isolados (BERGEY, 1994). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

Inicialmente foram isolados do solo 75 bactérias das três localidades, sendo 15 

da Horta Didática da UFERSA, 28 da Fazenda Barrocas, e 32 da Fazenda Agrícola Bom 

Jesus. Após a triagem em meio NA com atrazina (1000 ppm), apenas 17 isolados 

bacterianos desenvolveram no meio de cultura (Tabela 1). 

Tabela 1: Isolados de bactérias que desenvolveram no meio NA com atrazina  

 

Locais onde foram isoladas as bactérias 

Horta Didática                

da UFERSA (HDU) 

Fazenda Barrocas 

(FB) 

Fazenda Agrícola           

Bom Jesus (ABJ) 

HDU01 

HDU02 

HDU03 

HDU04 

HDU05 

BRS01 

BRS02 

BRS03 

BRS04 

BRS05 

BRS06 

ABJ01 

ABJ02 

ABJ03 

ABJ04 

ABJ05 

ABJ06 

 

Os 17 isolados apresentaram colônias redondas, translúcidas, com bordas suaves 

e elevação convexa. 

Quanto à morfologia das células, 15 isolados (88 %) foram caracterizados como 

bacilos móveis, Gram-negativos, e não formadores de endósporo. Os outros dois 

isolados (12 %), BRS01 e BRS03 foram caracterizados como bacilos Gram-positivos, 

produtores de endósporo, sendo que o BRS01 não possui flagelos enquanto o BRS03 

possui, sendo considerado móvel. 

Todas as bactérias apresentaram respostas positivas para o teste de catalase e de 

oxidase. A maioria das bactérias apresentou metabolismo oxidativo, capazes de utilizar 

a glicose apenas em condições de aerobiose, no entanto o isolado BRS01 apresentou 

metabolismo assacarolítico para a glicose, enquanto que o BRS03 fermentativo. 

 O gênero Pseudomonas engloba diversos representantes, descritos 

principalmente como bacilos móveis, Gram-negativos e aeróbicos.  No entanto, sabe-se 

que algumas espécies como P. aeruginosa e P. denitrificans são capazes de crescer em 
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anaerobiose devido serem aceptores alternativos de elétrons (PROCOP, 2018; AL-

DHABAAN, 2019; KOLBECK, S. et al., 2021).  

O gênero Bacillus é caracterizado por bactérias Gram-positivas, com formato 

bacilo, geralmente móveis, podendo ser aeróbias, ou anaeróbicas facultativas, catalase 

positivas e oxidase variável de acordo com a espécie, estas bactérias ainda produzem 

endósporos e permanecem com as células viáveis por um longo período. (AMIN; 

RAKHISI; AHMADY, 2015; KUEBUTORNYE; ABARIKE; LU, 2019; AL-

DHABAAN, 2019; CHENG et al., 2019; ABEDINZADEH; ETESAMI; ALIKHANI, 

2019). 

No teste do citrato, apenas o isolado BRS01 não foi capaz de utilizar o citrato 

como fonte de carbono. A metabolização desse carboidrato foi observada durante a 

caracterização de isolados de Pseudomonas e Bacillus provenientes da rizosfera em 

cultivos de milho e de solos poluídos com petróleo (BERGEY, 1994; ABEDINZADEH; 

ETESAMI; ALIKHANI, 2019; CHENG et al., 2019; AL-DHABAAN, 2019). 

A maior parte das bactérias foi capaz de descarboxilar a arginina com exceção 

do BRS01. A maioria das bactérias demonstrou produção de urease, exceto os isolados 

HDU03 e ABJ03. Os isolados HDU01, HDU05, BRS05, BRS06, ABJ04, ABJ05 e 

ABJ06, demonstraram resultado positivo na hidrólise da gelatina. Resultados 

semelhantes foram observados em cepas de Psedudomonas, provenientes de solos 

agrícolas, e solos contaminados com resíduos de petróleo. Enquanto que bactérias 

pertencentes ao gênero Bacillus demonstraram resultados variáveis (BERGEY, 1994; 

ABEDINZADEH; ETESAMI; ALIKHANI, 2019; CHENG et al., 2019; AL-

DHABAAN, 2019; KOLBECK, S. et al., 2021; WANG et al., 2021). 

Os isolados HDU03, HDU04, BRS04 e BRS03 mostraram resultados negativos 

para produção de lipases. No teste de produção de esterases, os isolados HDU01, 

HDU05, BRS02, ABJ03 e BRS01 demonstraram resultado positivo.  

Em isolamentos de microrganismos de solos contaminados com óleo, observou-

se que bactérias pertencentes aos gêneros Bacillus e Pseudomonas durante a 

caracterização bioquímica, foram capazes de produzir lipases em meio de cultura 

(ILESANMI et al. 2020; KOMESLI et al. 2021). Na seleção de bactérias produtoras de 

esterases, espécies de Pseudomonas demonstraram resultado positivo nesse ensaio 

(STERNISA; CARGO; SMOLE-MOZINA, 2019). 

No teste do nitrato, os isolados BRS01 e BRS03, e BRS04, reduziram o nitrato a 

nitrito, enquanto que os isolados BRS05, BRS06, ABJ01, ABJ02, ABJ04, ABJ05 e 
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ABJ06 reduziram o nitrato a nitrito, e em seguida a gás nitrogênio. Os gêneros Bacillus 

e Pseudomonas, possuem diversos representantes com reação positiva para esse teste. 

Cepas de Pseudomonas aeruginosa são normalmente utilizadas como controle positivo 

(BERGEY, 1994; ABEDINZADEH; ETESAMI; ALIKHANI, 2019; CHENG et al., 

2019; AL-DHABAAN, 2019; KOLBEC et al., 2021). 

 Todos os isolados exceto por BRS01 e BRS03 demonstraram a produção de 

pioverdina em meio de cultura, dentre estas, os isolados BRS05, BRS06, ABJ01, 

ABJ02, ABJ04, ABJ05 e ABJ06 demonstram também a capacidade de produzir 

piocianina. 

A capacidade de produzir esses pigmentos é bastante utilizada para fins de 

classificação. A pioverdina é um pigmento amarelo esverdeado e fluorescente, com 

função de sideróforo, que são quelantes de ligação de ferro envolvidos no transporte 

desse elemento para dentro da célula (RINGEL; BRÜSER, 2018). A piocianina é uma 

fenazina azul-esverdeada produzida por Pseudomonas aeruginosa e bastante utilizada 

na diferenciação dessa espécie de outras Pseudomonas. Algumas cepas de 

Pseudomonas podem apresentar produção de ambos os pigmentos, apenas um deles ou 

nenhum (PROCOP, 2018; SILVA et al., 2021). 

Os resultados de todos os isolados para fermentação da lactose, VM, VP, 

produção de indol, sulfeto de hidrogênio, descarboxilação da lisina, ornitina e 

desaminação da fenilalanina foram negativos. Foram observados os mesmos resultados, 

em estudos que realizaram esses testes na caracterização de Pseudomonas e Bacillus. 

(BERGEY, 1994; ABEDINZADEH; ETESAMI; ALIKHANI, 2019; CHENG et al., 

2019; AL-DHABAAN, 2019, WANG et al., 2021; GUZMÁN-MORENO et al., 2022). 

Baseado na caracterização bioquímica e morfológica, os isolados obtidos no 

referido estudo foram classificados como pertencentes ao gênero Bacillus e 

Pseudomonas (Tabela 2). Esses gêneros juntamente com Actinobacteria, Arthrobacter, 

Citricoccus, Klebsiella e Rhodococcus são os mais conhecidos pela capacidade de 

biodegradação de atrazina seja in vitro ou em solo (YANG et al., 2018; JIANG et al., 

2019; ZHANG et al., 2019; BHATT et al., 2022). 
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Tabela 2: Isolados obtidos no estudo e seus respectivos gêneros 

Isolado Gênero bacteriano  Isolado Gênero bacteriano 

HDU01  

HDU02 

HDU03 

HDU04 

HDU05 

BRS01 

BRS02 

BRS03 

BRS04 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas sp. 

Bacillus sp. 

Pseudomonas sp. 

Bacillus sp. 

Pseudomonas sp. 

BRS05 

BRS06 

ABJ01 

ABJ02 

ABJ03 

ABJ04 

ABJ05 

ABJ06 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas sp. 

 

 

O perfil morfológico e bioquímico de todos os isolados pode ser visualizado na 

tabela 3.  
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Tabela 3: Caracterização morfológica e bioquímica dos isolados (+: reação positiva; -: reação negativa; O: metabolismo oxidativo; F: metabolismo 

fermentativo; A: metabolismo assacarolítico; VM: vermelho de metila; VP: Voges-Proskauer; Lis: lisina; Fen: fenilalanina; Arg: arginina; G: redução do nitrato 

à azoto). 

Código Gram Formato Endósporo Motilidade Catalase Oxidase O/F Citrato Lactose VM VP Indol Sulfeto Lis Ornitina Fen Arg Urease Lipases Tween 80 Nitrato Gelatinase Pioverdina Piocianina 

HDU01 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + + + + - + + - 

HDU02 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + + + - - - + - 

HDU03 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + - - - - - + - 

HDU04 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + + - - - - + - 

HDU05 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + + + + - + + - 

BRS01 + Bacilo + - + + A - - - - - - - - - - + + + + - - - 

BRS02 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + + + + - - + - 

BRS03 + Bacilo + + + + F + - - - - - - - - + + - - + - - - 

BRS04 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + + - - + - + - 

BRS05 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + + + - G + + + 

BRS06 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + + + - G + + + 

ABJ01 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + + + - G - + + 

ABJ02 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + + + - G - + + 

ABJ03 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + - + + - - + - 

ABJ04 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + + + - G + + + 

ABJ05 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + + + - G + + + 

ABJ06 - Bacilo - + + + O + - - - - - - - - + + + - G + + + 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Foram isoladas e caracterizadas 17 bactérias resistentes ao atrazina (1000 ppm)  

e possíveis biodegradadoras dessa molécula, nas diferentes áreas agrícolas estudadas. 

Dois isolados foram classificados como pertencentes ao gênero Bacillus, e os demais 

pertencentes ao gênero Pseudomonas.  

Faz-se necessário aprofundar os estudos, visando quantificar o atrazina 

degradado por estes isolados in vitro e in vivo, além de sequenciar o genoma destas 

bactérias. 
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