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1.INTRODUÇÃO 

 

A agricultura brasileira encontra-se em desenvolvimento considerando que a 

produção de alimentos no país é feita em mais de 280 milhões de hectares de terra 

distribuídos em culturas anuais e perenes. Assim, com o aumento da população, está 

ocorrendo também aumento de áreas cultivadas e a utilização de produtos como 

agrotóxicos, incluindo herbicidas e pesticidas que garantem desenvolvimento e sucesso 

do plantio.  

          Os agrotóxicos são produtos que têm o objetivo de destruir pragas e eliminar 

doenças que podem atacar as plantações. São classificados como pesticidas, fungicidas 

e herbicidas. Tais produtos quando utilizados de forma exagerada, indiscriminada, 

produzem impacto ambiental, não somente em relação à contaminação dos alimentos 

consumidos pela população, como também contaminação do solo, ar e água dos rios e 

subterrâneas (Sanches, 2003). 

Além da contaminação ambiental, os herbicidas podem atuar no surgimento de 

ervas daninhas resistentes, causar morte de larvas e animais aquáticos e ser tóxico ao 

homem provocando doenças respiratórias, dermatites e até mesmo mutações celulares 

resultando em câncer (Rank, 2003) e alterações endócrinas (Romano et al., 2009). Os 

agrotóxicos também podem influenciar na reciclagem da matéria orgânica realizada por 

microrganismos presentes no solo, se destacando os fungos como os principais 

decompositores. 

Dos herbicidas mais utilizados no Brasil e no mundo se destaca o Glifosato, um 

agrotóxico patenteado pela Monsanto e vendido como Round-up, possuindo 

apresentação no estado líquido e sólido granulado. Apresenta fórmula molecular 

C3H8NO5P (m.m. = 169,1 g/mol), em condições ambientais, é sólido cristalino, muito 

solúveis em água (12 g/L a 25°C ) e quase insolúvel em solventes orgânicos comuns, 

tais como acetona e etanol. Apresenta ponto de fusão de 200°C, possui densidade 

aparente de 0,5 g/cm
3
 e se apresenta bastante estável em presença de luz, inclusive em 

temperaturas superiores a 60°C (Galli, 2005). 

De acordo com Prata (2000), quanto menor a solubilidade em água de uma 

molécula, maior é a capacidade de sorção desta no solo. O glifosato se comporta de 

modo contrário, ou seja, é uma molécula altamente solúvel em água e extremamente 

sorvida. Esta sorção no solo explica-se pelas forças de van der Waals, ligações de 
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hidrogênio com a matéria orgânica do solo e ligação covalente com átomos metálicos 

dos óxidos do solo. 

        O herbicida Glifosato é utilizado em lavouras por meio de pulverização com o 

objetivo de destruir ervas daninhas invasoras, as quais podem ameaçar o 

desenvolvimento das plantações.  

        O Glifosato é o único herbicida do qual o mecanismo de ação resume-se na 

inibição da enzima 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS), a qual catalisa a 

condensação do ácido shiquímico e do fosfato piruvato, evitando, assim, a síntese de 

três aminoácidos essenciais: triptofano, fenilalanina e tirosina. Estes três aminoácidos 

são utilizados pela planta para produção de proteínas e também na síntese de 

metabólitos secundários. São afetadas nas plantas a síntese de AIA e de outros 

hormônios vegetais, a síntese de clorofila, a síntese de fitoalexina e de lignina, a 

fotossíntese, a respiração, a transpiração e a permeabilidade de membrana celular 

(Amarantes, 2002). Das características externas das ervas daninhas após o contato com 

glifosato, é notável o amarelamento, necrose e morte dos tecidos vegetais                 

(Toni et al., 2006). 

           O herbicida é degradado pelos microrganismos do solo, principalmente pelos 

fungos que produzem enzimas como a C-P liase responsável pela clivagem da ligação 

carbono-fosforo do glifosato. Com a degradação do glifosato, elementos como fósforo, 

carbono e nitrogênio servem de substrato para serem utilizados pelos microrganismos. 

Além disso, com a degradação do herbicida são formados metabólitos: AMPA (ácido 

amino metil fosfônico) e Sarcosina (Galli, 2005). 

             Dos degradadores ambientais mais eficazes de pesticidas e herbicidas,  

detacam-se os fungos, microrganismos eucariontes, geralmente multicelulares, 

heterotróficos presentes no ar, água e principalmente no solo, decompondo matéria 

orgânica e participando de ciclagens de nutrientes no ambiente. Dos estudos envolvendo 

herbicidas como o glifosato e fungos degradadores de herbicidas no solo, foram 

encontradas espécies de fungos que além de sobreviverem na presença de glifosato, 

utilizam-no como fonte de nutrientes, carbono, nitrogênio ou fósforo. Destacam-se 

Nigrospora sphaerica, Cochiliobolus heterostrophus, Fusarium anthophilum, 

Penicillium sp e Aspergilus niger (Mattos, 2002). 

          O solo da Floresta Amazônica por ser rico em matéria orgânica em sua parte 

superficial, no chamado horizonte O (orgânico), matéria orgânica vinda da 

decomposição de folhas das grandes e exuberantes árvores da floresta, possui uma 
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grande potencial biotecnológico pela grande diversidade de microrganismos. Tais 

microrganismos, em especial os fungos podem ser capazes de realizar a biodegradação 

de contaminantes como herbicidas tanto do próprio solo, como também da água que por 

ventura poderão estar contaminados por herbicidas como o glifosato.  

         Atualmente apesar de haver muitos estudos envolvendo a Amazônia pela sua 

importância mundial, ainda não existem estudos aprofundados relacionando a 

biorremediação e a biodegradação de herbiciadas por fungos isolados do solo da 

Floresta Amazônica. 

          Portanto, o estudo em questão visou encontrar fungos do solo da Floresta 

Amazônica capazes de degradar o herbicida Glifosato (Round-up),  de grande utilização 

mundial, de modo a contribuir com pesquisas futuras que promova a biorremediação do 

solo, descontaminando-o e fazendo com que o herbicida não provoque ações 

indesejáveis como toxicidade e morte de organismos aquáticos e terrestres.           
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2.REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1.Microrganismos do Solo degradadores de Glifosato: 

          

        O herbicida glifosato pode influenciar no ciclo de vida de microrganismos 

causando aumento da população, servindo como alimento a estes microrganismos e por 

outro lado, o herbicida pode reduzir a população de microrganismos e animais 

superiores pela sua ação.  

        Segundo Cox (1995), o herbicida Glifosato reduz a atividade de bactérias que 

fixam nitrogênio. Estas bactérias transformam o nitrogênio, nutriente essencial para as 

plantas, em uma forma que a planta utiliza. Além disso, também aumenta a 

suscetibilidade de plantas a doenças. 

         Aproximadamente 50% da molécula de glifosato original pode ser metabolizada 

em 28 dias chegando a 90% em 90 dias. Por essa razão, os metabólitos ou produtos da 

degradação do herbicida têm sido identificados (Rodrigues e Almeida, 1995). 

         Para  Pepper et al, 1996, os fungos filamentosos são os envolvidos na degradação 

de substratos orgânicos e, por sua vez, no comportamento e mitigação de poluição. Com 

uma diversidade de sistemas enzimáticos, são importantes biodegradadores de 

agrotóxicos. No solo, a população de fungos, medida pela contagem em placas, está na 

ordem de 10
6
 g

-1
. 

          O metabolismo do glifosato pelos microrganismos é a maior rota de degradação 

no solo, ocorrendo tanto em condições aeróbicas como anaeróbicas no perfil do solo     

(Franz et al., 1997). 

           Segundo Thorn (2000), em muitos solos, a biomassa dos fungos pode exceder a 

de outros organismos juntos (excluindo as raízes de plantas) por um fator de 10:1. 

Evidenciando sua importância no processo de decomposição de matéria orgânica. 

         Giesy et al., 2000, verificaram que o glifosato quando utilizado nas doses 

recomendadas não causa alterações sobre a microbiologia do solo. 

          Veiga et al., 2001, falam que horizontes superficiais do solo rico em matéria 

orgânica apresentam atividade biológica mais ativa, promovendo a decomposição rápida 

do herbicida glifosato, enquanto que em horizontes mais profundos a degradação da 

molécula é mais lenta em função da menor atividade microbiológica nas camadas mais 

profundas do solo. 
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          Os microrganismos são os principais responsáveis pela degradação do glifosato 

(Mattos et  al., 2002).  

          Quando o glifosato é aplicado, parte do produto é diretamente absorvida, ficando 

nas plantas daninhas, e parte é encaminhada para o solo. Quando presente nos tecidos 

vegetais, contribui para reduzir sua disponibilidade no ambiente. Quando no solo, é 

biodegradado por organismos heterotróficos (Andréa et al., 2004).  

          A presença do herbicida nos solos florestais pode favorecer a microbiota, que 

consegue degradar o glifosato ou AMPA e, por outro lado, suprimir outros 

microrganismos, inclusive os benéficos, alterando assim o equilíbrio da microfauna 

desses ambientes (Santos et al., 2005). 

          Arantes et al.(2007) constataram que o glifosato reduziu a atividade microbiana 

em dois tipos de solo avaliados (Neossolo quartzarênico e Latossolo vermelho), 

independente ou não do uso de calagem. 

          Como resultado da pesquisa de Mattos em 2002, os fungos Nigrospora sphaerica, 

Cochliobolus heterostrophus e Fusarium anthophilum  degradaram o glifosato e 

exibiram diferentes sensibilidades ao herbicida. Cochliobolus heterostrophus e 

Fusarium anthophilum apresentam maior potencial para degradar o glifosato e 

biorremediar solos contaminados por este herbicida. Segundo Mattos et al., 2002 , dos 

organismos do solo, os fungos são os organotróficos primariamente responsáveis pela 

decomposição de resíduos orgânicos (celulose, hemicelulose, lignina e quitina). Em 

termos de processos e biomassa, os fungos são também os organismos dominantes no 

solo. 

         Estudos recentes, realizados por Zobiole et al (2010), demostraram  que  o 

glifosato reduz os microrganismos presentes em solo cultivado com soja   

geneticamente resistente ao herbicida, refletindo consequentemente na produtividade   

da cultura.   

 

2.2.Biodegradação do Glifosato no solo e Metabólitos formados:   

 

         A biodegradação do glifosato pode variar de acordo com o tipo de solo, presença 

de matéria orgânica e principalmente presença de microrganismos capazes de promover 

tal degradação. Dos metabólitos produzidos da degradação do glifosato se destaca o 

AMPA e a Sarcosina. 
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          Wauchope et al., 1992, relatam que a meia-vida do glifosato pode chegar a 174 

dias. A degradação do glifosato no solo é muito rápida e realizada por grande variedade 

de microrganismos que utilizam o produto como fonte de energia, fósforo, nitrogênio e 

carbono, por meio de duas rotas catabólicas, produzindo o AMPA como o principal 

metabólito, e Sarcosina como metabólito intermediário na rota alternativa               

(Dick e Quinn, 1995). 

         O glifosato é fortemente adsorvido pela maioria dos solos, ocorrendo rapidamente, 

nas  primeiras  quatro   horas   após   a   aplicação   (Franz   et   al.,1997). 

         Giesy et al (2000) relatam que a meia-vida do glifosato em solo varia de dois a 

197 dias e AMPA, um dos seus metabólitos, 76 a 240 dias. 

        Em outro estudo do destino do glifosato nos solos, demonstrou uma dissipação 

rápida, na qual  era   quase   total  um   mês    depois   da aplicação (Veiga et al., 2001). 

        A sorção do glifosato no solo ocorre em duas fases, sendo a primeira delas 

praticamente instantânea, contribuindo com a retenção de mais de 90% do total 

aplicado, e a segunda um pouco mais lenta. Todavia, a fase lenta foi quantificada por 

Prata (2002) em aproximadamente 10 minutos, tanto no solo sob  plantio   direto   como 

sob plantio convencional. 

        Araujo et al (2003), avaliaram a  biodegradação de Glifosato em amostras   de   

dois   solos   brasileiros, ambos com e sem histórico de uso prévio do herbicida. Os 

resultados mostraram que o Glifosato foi degradado  pelos   microrganismos   do solo,    

com   formação de seu  metabólito     ácido  aminometilfosfônico (AMPA). A 

degradação mostrou-se ligeiramente superior  em   Argissolo   que   em  Latossolo. 

         O glifosato, na maioria dos solos, é essencialmente imóvel, mas a mobilidade 

varia conforme o pH do solo. O AMPA se decompõe rapidamente, e resulta  na  

lixiviação    de  quantidades mínimas nos   solos (Solomon e Thompson, 2003). 

        O glifosato tem sido metabolizado por plantas via duas rotas semelhantes e 

presentes em microrganismos. Uma destas rotas envolve a divisão oxidativa da união 

carbono-nitrogênio (C-N) para produção de AMPA e a outra, quebra a união do (C-P) 

por uma  C-P liase para gerar Sarcosina (Reddy et al., 2004). 

          Quando um herbicida é utilizado, se espera que apresente um tempo determinado 

de ação, após o qual deverá desaparecer rápido do ambiente (Gebler e Spadotto, 2004). 

          O AMPA é o produto da biodegradação do glifosato em sistemas naturais antes 

da mineralização final e a quebra do produto em complexos fosfonados                   

(Barja e Afonso, 2005). 
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          Devido as suas propriedades físico-químicas  específicas,  o   glifosato   é   

imóvel   ou ligeiramente   móvel   no   solo   (Many   e  Barriuso, 2005).    

          O glifosato sofrendo adsorção, reduz a concentração do herbicida na fração 

solubilizada do solo, removendo parte de sua ação potencial. O resultado é observado 

pelo decréscimo da disponibilidade biológica, na aceleração da velocidade de 

degradação química ou, simplesmente, devido ao retardamento do movimento de 

lixiviação. A meia-vida do glifosato no solo varia de menos de uma semana até alguns 

meses, dependendo dos teores de argila e matéria orgânica e do nível de atividade 

microbiana (Toni et al., 2006).    

          A sorção de glifosato no solo é um fator chave, contribuindo para a 

vulnerabilidade deste durante a degradação e o transporte (Locke et al., 2008). O 

glifosato é um importante herbicida por apresentar grande capacidade de translocação 

na planta (Shaner, 2009).    

          A sorção de herbicidas no solo é um processo importante, uma vez que determina 

quanto do herbicida ficará retido no solo e quanto estará disponível na solução do solo 

(Kraemer   et   al.,   2009). Para estes autores, esta proporção vem afetar a sorção pelas 

plantas, a degradação microbiana, fotólise, lixiviação e transporte. 

    

2.3. Impacto ambiental e Toxicidade do Glifosato: 

 

         A toxicidade do herbicida glifosato está em estudo, pelo grau de sua importância 

em causar prejuízo, não somente aos microrganismos (bactérias e fungos) e 

macrorganismos (artrópodes e anelídeos) presentes no solo e plantas, mas 

principalmente, a toxicidade relacionada ao dano á saúde humana de quem manipula tal 

herbicida ou está presente em áreas de sua utilização. 

        Gomez e Sagardoy, 1985, observaram que a aplicação de glifosato no dobro da 

dose recomendada, não apresentou nenhum efeito direto nos  microartrópodos do solo. 

Porém, as composições e as densidades das espécies de plantas daninhas foram 

diretamente afetadas pelo glifosato, enquanto os microartrópodes tiveram efeitos 

indiretos.  

          De acordo com os estudos de Rank et al. (1993),  a exposição humana ao 

glifosato pode causar a degradação das  células do fígado, mutações genéticas e  

alterações estruturais nos cromossomos. 
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          O AMPA é considerado um produto de toxicidade menor que o glifosato (Giesy 

et al., 2000). Para Busse et al., 2001, grande parte dos organismos vivos, excluindo as 

plantas, não apresentam a rota do ácido shiquímico e estes não são afetados diretamente 

pelo glifosato.    

          De acordo com Amarante Júnior et al., 2002, o herbicida apresenta efetivo 

controle contra ervas daninhas, rápida inativação no solo, baixa toxicidade a  animais e  

a  quem manipula o produto.  

          Os agrotóxicos são compostos biologicamente ativos, sua persistência no solo 

pode afetar a viabilidade da microbiota, estimulando ou inibindo seu  crescimento  de   

algumas espécies. Em seus estudos, Andréa et al., 2004, verificaram que a presença de 

minhocas no solo não influenciou na dissipação do herbicida glifosato, mas houve 

bioacumulação nas minhocas, conforme maior foi o período de permanência das 

mesmas em solo tratado. 

          Entretanto, em outro estudo com minhocas, observou-se que o glifosato não foi 

diretamente tóxico para tais anelídeos (Verrell e Van, 2004).  

          Segundo (Jackson e  Pitre, 2004),   algumas   populações   de   insetos   adultos 

como Cerotona trifurcata, Spissistilus festinus e larvas de Plathypena scabra e 

Anticarsia gemmatalis, não foram afetadas pelo uso de glifosato. Em outro estudo, foi 

verificado que a fecundidade e mortalidade de Geocoris   punctipes, exposto   ao   

glifosato   na   soja, não mostram efeito no período de 10 dias depois do tratamento 

(Jackson e Pitre, 2004). Este autores  relatam  ainda   que   alguma   redução no número  

desta  espécie, três semanas depois do tratamento, provavelmente  é consequência da 

remoção das plantas daninhas, isto é, alteração do habitat. 

          O impacto ambiental produzidos por agrotóxicos sobre o ambiente é     

amplamente discutido pela comunidade científica. O impacto sobre o microbiota do 

solo e os processos biológicos são dificilmente determinados com precisão, devido a 

natureza, heterogeneidade, dinâmica e resposta adaptativa da comunidade microbiana. 

(Fortes et al., 2007). 

          A exposição ao glifosato pode alterar os ecossistemas naturais, afetando 

diferentes componentes da comunidade microbiana do solo. Este composto inibe o 

crescimento e diminui o número de diferentes microrganismos do solo: bactérias e 

fungos (Protasova et al., 2008).   
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2.4.Metódos de detecção do Herbicida Glifosato 

 

         O herbicida glifosato pode estar presente não somente no solo contaminado-o, 

como também em águas superficiais e subterrâneas, os chamados lençóis d’água, como 

também em alimentos. O Mistério da Saúde através da portaria 518/04 estabelece o 

VMP (valor máximo permitido) de glifosato em água potável de 0,5 mg/L. 

         Em 1996, Andrade e colaboradores, determinaram a presença de glifosato e 

AMPA em maçãs, em Campinas-SP, comparando dois métodos de detecção do 

glifosato, a extração em fase sólida e a CLAE (cromatografia líquida de alta eficiência) 

com a detecção por resina realizada pela EMBRAPA, o primeiro, com tempo de análise 

de 24 minutos e extração de 1 hora, o da EMBRAPA, análise em 60 minutos e extração 

de 10 horas. O método desenvolvido para a determinação de glifosato e AMPA 

mostrou-se bastante seletivo, linear numa ampla faixa de concentração e mais rápido 

quando comparado ao método empregado na Embrapa.  

          De acordo com a Amarante Júnior et al.(2002), a molécula do glifosato apresenta 

elevada polaridade e ausência de cromóforo. Por estes motivos, a determinação do 

glifosato por cromatografia necessita de adaptações que permitam sua detecção. Tais 

adaptações incluem, basicamente, reações de derivação ou, ainda, alteração de alguma 

propriedade física que possa ser relacionada à quantidade de glifosato na amostra. 

          Das tecnologias para detecção do glifosato, se destacam as cromatografias: 

líquida de alta eficiência, a mais utilizada para este tipo de estudo, por detecção por UV, 

fluorescência e detecção colorimétrica, cromatografia por camada delgada, 

cromatografia gasosa, além da determinação do glifosato por espectrofotometria, 

espectrometria de massa e RMN (ressonância magnética nuclear). 

          Em uma pesquisa realizada por Chalom et al., 2005, ocorreu a dectecção direta do 

glifosato e AMPA em águas superficiais pelo método de cromatografia de íons, sem a 

necessidade de qualquer tipo de derivação da molécula de glifosato. 

         Marques (2008) analisou a degradação do glifosato presente em água e  solo 

através de espectrofotometria com utilização de ninidrina na derivação do glifosato, 

voltametria de onda quadrada, titulação oscilopolarográfica de corrente alternada, por 

HPLC, por cromatografia gasosa, eletroforese e eletroforese capilar e RMN
31

 P.  
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3.OBJETIVOS  

 

3.1.Objetivo Geral:    

 

        -Avaliar a degradação do glifosato (N-fosfonometil-glicina) por fungos  isolados  

de  uma amostra do solo da Floresta Amazônica. 

 

  3.2.Objetivos Específicos:   

 

        -Isolar os gêneros fúngicos de uma porção do solo amazônico contaminado com 

glifosato.   

       -Avaliar quais dos isolados promovem a maior degradação do glifosato. 

       -Investigar os metabólitos extracelulares produzidos durante a degradação do 

glifosato pelos fungos isolados.    
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4.MATERIAL E MÉTODOS  

 

 4.1.Universo de estudo: 

             -O estudo foi conduzido no Laboratório de Micologia do Instituto nacional de 

Pesquisas da Amazônia-INPA.   

             -Herbicida: Glifosato (N-fosfonometil-glicina) - fornecido por Monsanto  

Agricultural  Products, St. Louis, Missouri.    

             -Solo contaminado com o herbicida: Em 500 g  de  solo  (coletado no INPA a  8  

cm  de  profundidade) de acordo com LIU, 1991, e foram  colocados 0,1g do herbicida 

Glifosato. Esse solo foi mantido a temperatura ambiente por 7 dias e,  em seguida, foi 

submetido ao isolamento dos  fungos.   

 

4.2. Procedimentos:  

 

      4.2.1 Isolamento de fungos: 

 

            O isolamento dos fungos foi realizado pela metodologia de diluição sucessiva, 

utilizando 6 tubos de ensaio com 9 ml de água destilada cada um. No primeiro tubo foi 

colocado 1g de solo contaminado com glifosato, e deste tubo de ensaio foi retirado 1ml 

de solução que foi rediluído no próximo tubo, sucessivamente até o sexto tubo, em 

diluições respectivas de 10
-1

 g/l, 10
-2 

g/l, 10
-3

 g/l, 10
-4

 g/l, 10
-5

g/l, 10
-6

 g/l, e posterior 

plaqueamento, 100 µl de solução de cada tubo de ensaio, em placas de Petri contendo 

Meio BDA (Batata-Dextrose-Ágar) suplementado  com  2,35 g/l de    glifosato. Os 

fungos isolados foram purificados através de estrias de esgotamento em placas de Petri 

e identificados taxonomicamente por metodologia convencional (microscopia).   

           As lâminas contendo os diferentes fungos foram elaboradas através da técnica de 

microcultivo, utilizando a Técnica de Ridell (Mattos, 2002): Transferência em um bloco 

do BDA com o auxílio de uma pinça estéril para a lâmina montada sobre o suporte de 

vidro (Tubo em L ou lâmina) contido dentro de uma placa de Petri, sob condições de 

assepsia, retirou-se pequenas porções da colônia e semeou-se nos quatro lados do bloco 

de meio, cobriu o bloco com uma lamínula estéril, com cuidado, molhou-se o algodão 

com água destilada estéril (cerca de 2 ml). A placa funcionou como uma câmara úmida, 

as placas foram incubadas a temperatura ambiente até a observação do crescimento da 

cultura. Quando houve desenvolvimento, submeteu-se à ação do formol (0,5 ml durante 
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1 hora), a lamínula foi retirada do microcultivo, transferindo-a para uma nova lâmina 

contendo o corante lactofenol azul de algodão em quantidade suficiente para corar o 

material fúngico aderido na lamínula). Observou-se no microscópio óptico.  

 

4.2.2.Avaliação de isolados quanto a utilização de glifosato como fonte de fósforo.  

 

          A análise da degradação do glifosato foi realizada de forma indireta pela 

metodologia similar a de Krzysko et al.(1997). Foi avaliada a capacidade dos 

microrganismos isolados utilizarem o glifosato como fonte  de  fósforo  e  produzirem  

biomassa como resposta.    

         Todos os estudos de crescimento foram realizados em meio líquido  Czapek,  que  

consiste em: sacarose (30 g/L), MgSO4 .7 H2O (0,5 g/L), KCl (0,5 g/L), NaNO3 (3 g/L), 

FeSO4 (0,01 g/L) e KH2PO4 (1g/L). Uma mesma linhagem fúngica foi submetida ao 

crescimento no:  a)  meio  Czapek,  b)  meio  Czapek  sem  KH2PO4    e  c)  meio  

Czapec  sem  KH2PO4   e suplementado com 2,35 g/L de glifosato. O pH inicial foi 

ajustado para 6,0, pH ideal para crescimento fúngico, principalmente dos gêneros 

fúngicos esperados do isolamento e identificação da amostra do solo. Esses estudos de 

crescimento cinéticos foram realizados em Erlenmeyers  de 150 ml contendo 50 ml de 

meio de cultura Czapek. 

        As culturas foram inoculadas com uma suspensão de esporos (2 x 10
7
 esporos/mL) 

100µL e mantidas à temperatura ambiente. Após 14 dias, foi verificado o crescimento 

fúngico nos 3 diferentes meios de Czapek, as culturas foram filtradas por meio de filtros 

de papel de 15 cm de diâmetro e secas em estufa a 60ºC por 12 horas e a biomassa 

fúngica foi quantificada. 

 

4.2.3.Avaliação de isolados quanto a utilização de glifosato como fonte de carbono 

 

          As linhagens que se destacaram no ensaio anterior por utilizarem o glifosato 

como fonte de fósforo, foram submetidas a um ensaio com menor influência da sacarose 

(Krzysko et al.,1997). Os isolados fúngicos foram submetidos ao crescimento no a) 

meio czapek contendo somente 2,35 g/l de sacarose, b) meio contendo somente 2,35 g/l 

de sacarose sem KH2PO4  e c) meio czapek contendo somente 2,35 g/l de sacarose, sem 

KH2PO4   e    suplementado com 2,35 g/l de glifosato. 
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         Após 14 dias, foi verificado o crescimento fúngico nos 3 diferentes meios de 

czapek, as culturas foram filtradas por meio de filtros de papel de 15 cm de diâmetro, o 

filtrado foi analisado pelas metodologias analíticas (Espectrometria e Cromatografias) 

descritas a seguir. 

 

4.2.4.Avaliação da degradação do glifosato : Colorimetria e Cromatografias 

 

4.2.4.1. Colorimetria 

 

          Para quantificação do glifosato nos filtrados fúngicos, foi utilizada a metodologia 

descrita por Nagaraja et al.(2006), na qual utiliza a ninidrina para derivatizar o glifosato 

em um composto de cor púrpura quantificável por colorimetria.        

          Colocou-se em um tubo de ensaio, 980 µl de água destilada, mais 20 µl de 

filtrado fúngico, 1 ml de ninidrina a 5% (preparada no laboratório: 5g para 100 ml de 

água destilada), e 1 ml de Molibidato de Sódio a 5% (5g para 100 ml de água destilada), 

catalizador da reação ninidrina-glifosato. A reação química entre o glifosato e ninidrina, 

resultando em cor púrpura ocorreu em 100ºC em 10 minutos. As amostras foram 

analisadas pelo espectrofotómetro a 570 nm. 

      

 4.2.4.2.Cromatografia de Camada Delgada. 

         

         Os filtrados fúngicos, foram examinados por cromatografia em camada delgada  

utilizando-se  placas  de  CCD  de  10x10  cm  pré- revestidas com gel de sílica 60 

(Merck, Darmstadt, Alemanha).  

          Os cromatogramas foram desenvolvidos utilizando etanol /acetona / água (1:1:1) 

como solventes de arraste, de acordo com Liu et al.(1991).  

          Nas placas de sílica foram colocadas 20µl de cada solução: solução padrão de 

glifosato, solução padrão da Sarcosina e solução padrão do AMPA, ambas na 

concentração de 2,35g/l. Também foram colocadas solução controle de glifosato 

correspondente ao dia zero (2,35g/l) de glifosato, meio czapek com glifosato sem 

inóculo fúngico e as soluções dos filtrados de acordo com os isolados Aspergillus 

2B112,  Penicillium 4A21 e Penicillium 4A211. As amostras das soluções correram em 

placa de sílica em 10 minutos e posteriormente as placas receberam “banho” de solução 

de ninidrina com acetona (0,05g de ninidrina em 10 ml de acetona). As placas foram 
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colocadas em estufa a 100ºC durante 10 minutos. Nas placas ocorreram reações entre 

ninidrina e glifosato, resultando em coloração roxa, evidenciando o glifosato.  

 

4.3.Cromatografia liquida de alta eficiência: CLAE-EM. 

       

         Para análise da presença e quantificação das substâncias de interesse, Glifosato, 

AMPA e Sarcosina, foi utilizada metodologia descrita por Amarante Júnioret al., 2002. 

Foi utilizado um sistema LC-APCI-MS constituído por: um cromatógrafo modelo 

Surveyor
TM

 (LC Pump Plus, Autosample Plus) (Thermo Scientific) equipado com uma 

coluna C18 (Luna), 5 µ, tamanho 150 x 4,60 mm (Phenomenex). Utilizou-se na corrida 

cromatográfica o modo isocrático de eluição com MeOH/H2O (7:3) como fase móvel 

durante 15 min; um espectrômetro de massas TSQ
TM

 Quantum Acess
TM

 (Thermo 

Scientific) acoplado ao cromatógrafo por meio de uma fonte APCI e ajustado para os 

seguintes parâmetros de operação: corrente de descarga: 3 µA; temperatura de 

vaporização: 350 ºC; temperatura do capilar: 270 ºC; bainha a gás: 30 psi;  gás: 5 arb. 

Os padrões foram diluídos em água miliq nas concentrações de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 

mg/ml. Os resultados foram processados por meio do software Xcalibur 2.07. 

  

4.4 Análise dos resultados: 

 

           Todos os ensaios foram realizados em triplicata com a finalidade de calcular 

média e desvio padrão. A análise de variância  ONE WAY ANOVA,  suplementada  de  

teste  Tukey e teste (t),  foi  utilizada   quando  foi necessário. 
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5.RESULTADOS  

             Os resultados da presente dissertação serão apresentados na forma de artigo que 

será encaminhado a revista: 

                JOURNAL OF MICROBIOLOGY and BIOTECHNOLOGY  

    (site: http://www.springer.com/life+sciences/microbiology/journal/10061). 

_____________________________________________________________________ 

Degradação de Glifosato (n-fosfonometil-glicina) por fungos isolados de Solo da 

Floresta Amazônica. 

 

Lilian de O. Corrêa, Adriana da  F. Souza, Sheila K. Caetano, Felipe Moura A. da Silva, Diego 

Rabelo, Ana C. Cortez, João V. S. Souza, Érica S. Souza. 

RESUMO 

 

O aumento das áreas cultivadas promove o aumento sucessivo da utilização de agrotóxicos, se destacando 

os pesticidas, fungicidas e herbicidas, esses provocam impacto ambiental e males aos animais inclusive 

ao homem. Dentre os herbicidas, o Glifosato é o mais utilizado do mundo. Entendendo que a 

biorremediação é uma alternativa de controle para esse herbicida, o presente estudo teve como objetivo, 

avaliar a degradação do glifosato por meio da utilização de isolados de fungos de uma amostra do solo da 

Floresta Amazônica. Para tanto foi: a) realizado o isolamento e identificação de fungos de uma amostra 

de solo amazônico contaminado com glifosato, b) avaliada a capacidade dos isolados fúngicos de 

utilizarem o glifosato como fonte de fósforo e carbono e c) utilizados métodos analíticos (espectrometria, 

TLC e HPLC-MS) para analisar a degradação e a metabolização do glifosato pelos isolados. Como 

resultados, observou-se que os fungos isolados de uma amostra de solo da Floresta Amazônica, 

pertenciam ao Filo Ascomycota especificamente aos gêneros Penicillium (60%), Aspergillus (26%) e 

Trichoderma (8%). Os isolados que apresentaram maior biomassa e utilizaram o glifosato como possível 

fonte de fósforo, foram os isolados Aspergillus 2B112 , Penicillium 4A21, Penicillium 4A211 , 

Penicillium 6B221 e  Penicillium 6B112. O isolado que possivelmente melhor utilizou o glifosato como 

possível fonte de carbono foi Aspergillus 2B112. O método colorimétrico/espectrofotométrico 

demonstrou que os isolados Penicillium 4A211, Aspergillus 2B112 e Penicillium 4A21 degradaram o 

glifosato em 42,7%, 36,4% e 34,91%, respectivamente em 14 dias. A cromatografia de camada delgada 

(TLC) demonstrou a presença de glifosato nos filtrados das culturas e a HPLC-MS demonstrou que 

Penicillium 4A 211  produz os metabólitos AMPA e Sarcosina a partir do catabolismo do glifosato. 

 

 

Palavras chave: Herbicida, Fungos do solo, Biorremediação. 

 

 

 

http://www.springer.com/life+sciences/microbiology/journal/10061
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1.Introdução 

 

          A utilização indiscriminada de agrotóxicos, se destacando os pesticidas e 

herbicidas, não somente na agricultura como também nas áreas urbanas do Brasil e do 

mundo é atualmente um problema de grande margem.  

          Os agrotóxicos são produtos que têm o objetivo de destruir pragas e eliminar 

doenças que podem atacar as plantações. São classificados como pesticidas, fungicidas 

e herbicidas. Os herbicidas são responsáveis por eliminar vegetais que competem por 

nutrientes com os vegetais de interesse no plantio. Tais produtos quando utilizados de 

forma indiscriminada podem resultar em impacto ambiental, não somente em relação à 

contaminação dos alimentos consumidos pela população, como também contaminação 

do solo, ar e água dos rios e subterrâneas (Sanches, 2003). 

        Além da contaminação ambiental, os herbicidas podem atuar no surgimento de 

ervas daninhas resistentes, causar morte à larvas e animais aquáticos e ser tóxico ao 

homem provocando doenças respiratórias, dermatites e até mesmo mutações celulares 

resultando em câncer (Rank,1993) e alterações endócrinas.(Romano et al., 2009). 

         Dentre os herbicidas mais utilizados no Brasil e no mundo se destaca o Glifosato, 

um agrotóxico patenteado pela Empresa Monsanto e vendido com o nome de Round-up. 

Esse possui apresentação no estado líquido (1L, 5L e 20 litros) e sólido (granulado de 

coloração amarelo claro). O glifosato apresenta fórmula molecular C3H8NO5P         

(m.m. = 169,1 g/mol), em condições ambientais, é sólido cristalino, muito solúveis em 

água (12 g/L a 25°C) e quase insolúvel em solventes orgânicos comuns, tais como 

acetona e etanol, apresenta ponto de fusão de 200°C, possui densidade aparente de 0,5 

g/cm
3
 e se apresenta bastante estável em presença de luz, inclusive em temperaturas 

superiores a 60°C (Galli, 2005).                          

          O herbicida Glifosato é utilizado em mais de uma centena de culturas, como soja, 

trigo, milho, algodão, feijão e arroz. É o único herbicida, o qual, o mecanismo de ação 

resume-se na inibição da enzima 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS), a 

qual catalisa a condensação do ácido shiquímico e do fosfato piruvato, evitando, assim, 

a síntese de três aminoácidos essenciais: triptofano, fenilalanina e tirosina.               

(Toni et al., 2006). 

          Estes três aminoácidos são utilizados pela planta para produção de proteínas e 

também na síntese de metabólitos secundários. Na presença do glifosato as plantas 

deixam de realizar a síntese de AIA (hormônio Indol Acético), a síntese de clorofila, a 



28 
 

síntese de fitoalexina e de lignina. Portanto, afeta a fotossíntese, a respiração, a 

transpiração e a permeabilidade da membrana celular vegetal. Das características 

externas das ervas daninhas após o contato com glifosato, é notável o amarelamento, 

necrose e morte dos tecidos vegetais (Toni et al., 2006). 

           Os agrotóxicos também podem influenciar na reciclagem da matéria orgânica 

realizada por microrganismos presentes no solo. Os elementos químicos formadores dos 

agrotóxicos como nitrogênio, carbono e fósforo, podem servir de suplemento alimentar 

para microrganismos do solo, resultando em aumento desta população. Os fungos são os 

principais decompositores da matéria orgânica (Mattos., 2002) 

           Dos degradadores ambientais mais eficazes de pesticidas e herbicidas, destacam-

se os fungos, microrganismos eucariontes, multicelulares, heterotróficos, presentes no 

ar, água e principalmente no solo, decompondo matéria orgânica e participando de 

ciclagens de nutrientes no ambiente.  

          Dos estudos envolvendo herbicidas como o glifosato e fungos degradadores de 

herbicidas em solo, foram encontradas espécies de fungos que além de sobreviverem na 

presença de glifosato, utilizam-no como fonte de nutrientes, carbono, nitrogênio ou 

fósforo. Destacam-se Nigrosporasphaerica, Cochiliobolus heterostrophus, Fusarium 

anthophilum, Penicillium sp e Aspergilus niger (Mattos., 2002). 

           Pela importância dos fungos no processo de decomposição da matéria orgânica, 

evidenciou-se o interesse de estudar o solo da Floresta Amazônica. Atualmente apesar 

de haver muitos estudos envolvendo a Amazônia pela sua importância mundial, ainda 

não existem estudos aprofundados relacionando a biorremediação e a biodegradação de 

herbiciadas. 

          O presente trabalho teve como objetivo investigar a degradação do Glifosato  por 

meio da utilização de isolados de fungos de uma amostra do solo Amazônico.   
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2.MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1.Herbicida Glifosato 

 

       ROUNDUP WG-Glifosato (N-fosfonometil-glicina) - fornecido por Monsanto  

Agricultural  Products, St. Louis, Missouri. Sal de Amônio de Glifosato 792,5 g/kg  

(720 g/kg equivalente ácido). 

 

2.2.Padrões para estudo do metabolismo do herbicida 

  

        Os padrões utilizados para análise da concentração de glifosato e seus metabólitos, 

Sarcosina e AMPA foram: Padrão Glyphosate, Referência do Produto: 45521, 

Marca:Fluka. Outros meios de identificação: N-(Phosphonomethyl) glycine Glyphosate.  

Padrão AMINOMETHYL-PHOSPHONIC ACID-99%, Referência do Produto: 

324817, Marca: Aldrich e Padrão SARCOSINA 98%, Referência do Produto: 131776, 

Marca: Aldrich.  

 

2.3. Amostra de Solo Amazônico 

 

         A amostra de solo foi coletada no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia-

INPA, localizado na cidade de Manaus-AM. As coordenadas geográficas do local da 

coleta foram: 59º 59’ 16’’ Oeste de longitude e 3º 5’ 36’’ Sul de latitude. O solo foi 

classificado como Organossolo, por apresentar na sua superfície, matéria orgânica, 

resultantes de folhas das árvores da Floresta Amazônica. A coleta foi realizada a 8 cm 

de profundidade, parte superficial do solo correspondente ao horizonte orgânico onde se 

encontra maior quantidade de microrganismo. 

        

2.4.Isolamento e identificação de fungos tolerantes ao herbicida Glifosato: 

 

        À amostra do solo coletada (500g) foi acrescentado 0,1g (200 ppm) do herbicida 

glifosato (Round-up) cedido pela Monsanto Agricultural Products, St. Louis, Missouri. 

O solo foi mantido a temperatura ambiente por 7 dias. O isolamento dos fungos foi 

realizado pela metodologia de diluições sucessivas, plaqueamento, em placas de Petri 
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contendo Meio BDA (Batata-Dextrose-Ágar) suplementado com 2,35g/L de glifosato, 

metodologia realizada por Mattos, 2002.  

       Após 7 dias de crescimento, os fungos isolados foram purificados através de estrias 

de esgotamento longitudinal em placas de Petri contendo BDA e glifosato, 2,35g/L. Os 

fungos foram identificados por gênero, taxonomicamente por metodologia 

convencional, microscopia.  

 

2.5.Avaliação de isolados quanto a utilização de glifosato como fonte de fósforo.  

 

          A análise da utilização do glifosato como fonte de fósforo, foi realizada de forma 

indireta, correspondente a metodologia de Krzysko et al.,1997. Foi avaliada a 

capacidade dos microrganismos isolados utilizarem o glifosato como fonte de  fósforo  e  

produzirem  biomassa como resposta.    

         Todos os estudos de crescimento foram realizados em meio líquido  Czapek,  que  

consiste em: sacarose (30 g/L), MgSO4 .7 H2O (0,5 g/L), KCl (0,5 g/L), NaNO3 (3 g/L), 

FeSO4 (0,01 g/L) e KH2PO4 (1g/L). Uma mesma linhagem fúngica foi submetida ao 

crescimento no:  a)  meio  Czapek,  b)  meio  Czapek  sem  KH2PO4    e  c)  meio  

Czapec  sem  KH2PO4   e suplementado com 2,35 g/l de glifosato. Esses estudos de 

crescimento cinéticos foram realizados em Erlenmeyers  de 150 ml contendo 50 ml de 

meio de cultura Czapek. 

        As culturas foram inoculadas com uma suspensão de esporos (2 x 10
7
 esporos/mL) 

e mantidas a temperatura ambiente. Após 14 dias, foi verificado o crescimento fúngico 

nos 3 diferentes meios de Czapek, as culturas foram filtradas por meio de filtros de 

papel de 15 cm de diâmetro e secas em estufa a 60ºC por 12 horas e a biomassa fúngica 

foi quantificada. 

 

2.6.Avaliação de isolados quanto a utilização de glifosato como fonte de carbono 

 

          As linhagens que se destacaram no ensaio anterior foram submetidas a um ensaio 

com menor influência da concentração da sacarose, comumente presente no meio 

Czapek, correspondente a metodologia de Krzysko et al.(1997). Os isolados fúngicos 

foram submetidos ao crescimento no a) meio czapek contendo somente 2,35 g/l de 

sacarose, b) meio contendo somente 2,35 g/l de sacarose sem KH2PO4  e c) meio czapek 

contendo somente 2,35 g/l de sacarose, sem KH2PO4   e    suplementado com 2,35 g/l de 
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glifosato. O pH inicial foi ajustado para 6,0, pH ideal para o crescimento fúngico, 

principalmente dos gêneros fúngicos esperados do isolamento e identificação da 

amostra do solo em estudo.  

         Após 14 dias, foi verificado o crescimento fúngico nos 3 diferentes meios de 

Czapek, as culturas foram filtradas por meio de filtros de papel de 15 cm de diâmetro, o 

filtrado foi analisado pelas metodologias analíticas (Espectrometria e Cromatografias) 

descritas a seguir. 

 

2.7.Avaliação da degradação do glifosato : Colorimetria e Cromatografias 

 

2.7.1. Colorimetria 

 

          Para quantificação do glifosato nos filtrados fúngicos, foi utilizada a metodologia 

descrita por Nagaraja et al., 2006, na qual utiliza a ninidrina para derivatizar o glifosato 

em um composto de cor púrpura quantificável por colorimetria.        

          Colocou-se em um tubo de ensaio, 980 µl de água destilada, mais 20 µl de 

filtrado fúngico, 1 ml de ninidrina a 5% (preparada no laboratório: 5g para 100 ml de 

água destilada), e 1 ml de Molibidato de Sódio a 5% (5g para 100 ml de água destilada), 

catalizador da reação ninidrina-glifosato. A reação química entre o glifosato e ninidrina, 

resultando em cor púrpura ocorreu em 100ºC em 10 minutos. As amostras foram 

analisadas pelo espectrofotómetro a 570 nm. 

      

 2.7.2.Cromatografia de Camada Delgada. 

         

         Os filtrados fúngicos, foram examinados por cromatografia em camada delgada  

utilizando-se  placas  de  CCD  de  10x10  cm  pré- revestidas com gel de sílica 60 

(Merck, Darmstadt, Alemanha).  

          Os cromatogramas foram desenvolvidos utilizando etanol /acetona / água (1:1:1) 

como solventes de arraste, de acordo com Liu et al., 1991).  

          Nas placas de sílica foram colocadas 20 µl de cada solução: solução padrão de 

glifosato, solução padrão da Sarcosina e solução padrão do AMPA, ambas na 

concentração de 2,35g/L. Também foram colocadas solução controle de glifosato 

correspondente ao dia zero (2,35g/L) de glifosato, meio Czapek com glifosato sem 

inóculo fúngico e as soluções dos filtrados de acordo com os isolados Aspergillus 
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2B112,  Penicillium 4A21 e Penicillium 4A211. As amostras das soluções correram em 

placa de sílica em 10 minutos e posteriormente as placas receberam “banho” de solução 

de ninidrina com acetona (0,05g de ninidrina em 10 ml de acetona). As placas foram 

colocadas em estufa a 100ºC durante 10 minutos. Nas placas ocorreram reações entre 

ninidrina e glifosato, resultando em coloração roxa, evidenciando o glifosato.  

 

2.8.Cromatografia liquida de alta eficiência: CLAE-EM. 

       

         Para análise da presença e quantificação das substâncias de interesse, Glifosato, 

AMPA e Sarcosina. Pela metodologia de Amarantes Junior et al.,2002. foi utilizado um 

sistema LC-APCI-MS constituído por: um cromatógrafo modelo Surveyor
TM

 (LC Pump 

Plus, Autosample Plus) (Thermo Scientific) equipado com uma coluna C18 (Luna), 5 µ, 

tamanho 150 x 4,60 mm (Phenomenex). Utilizou-se na corrida cromatográfica o modo 

isocrático de eluição com MeOH/H2O (7:3) como fase móvel durante 15 min; um 

espectrômetro de massas TSQ
TM

 Quantum Acess
TM

 (Thermo Scientific) acoplado ao 

cromatógrafo por meio de uma fonte APCI e ajustado para os seguintes parâmetros de 

operação: corrente de descarga: 3 µA; temperatura de vaporização: 350 ºC; temperatura 

do capilar: 270 ºC; bainha a gás: 30 psi;  gás: 5 arb. Os padrões foram diluídos em água 

miliq nas concentrações de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mg/ml. Os resultados foram 

processados por meio do software Xcalibur 2.07. 

  
 3.RESULTADOS 

 

3.1.Isolamento e identificação de fungos tolerantes ao herbicida Glifosato. 

 

         Com o objetivo de isolar fungos tolerantes ao glifosato, foi realizado o isolamento 

de fungos de uma amostra de solo contendo 200 ppm do herbicida. Os microrganismos 

isolados pertenceram ao Filo Ascomycota especificamente aos gêneros Penicillium 

(60,0%), Aspergillus (26%) e Trichoderma (8%). Não foi possível identificar 

micromorfologicamente 6% dos isolados (Tabela 1). 

3.2.Avaliação de isolados quanto a utilização de glifosato como fonte de fósforo.  

 

         Com a finalidade de avaliar a degradação do glifosato e sua utilização como fonte 

de fósforo, os 50 isolados fúngicos foram desenvolvidos em três meios de cultivo 
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diferentes como descrito por (Krzysko-Lupica, 1997): Czapek, Czapek sem a presença 

de KH2PO4 (fonte de fósforo) e Czapek sem KH2PO4, porém, suplementado com 

glifosato (2,35 g/l). (Tabela 1).                                   

Isolados Biomassa (g/l) Isolados Biomassa (g/l) 

Meio 
CZ 

Meio CZ 
sem 
KH2PO4 

Meio CZ sem 
KH2PO4 

suplementado 

com glifosato 

Meio 
CZ 

Meio CZ 
sem 
KH2PO4 

Meio CZ sem 
KH2PO4 

suplementado 

com glifosato 
*Aspergillus 

2B112 

5,7±0,3 4,1±0,5 7,1±0,1 Penicillium 

2B21 

5,61±0,05 4,1±0,2 5,5±0,8 

*Penicillium  

4A21 

5,7±0,1 4,4±0,4 7,9±0,6  4B12 7,6±0,4 4,5±0,4 6,2±0,1 

*Penicillium  

4A211 

6,91±0,02 3,6±0,4 7,1±0,4 Penicillium  

4A212 

6,7±0,1 4,31±0,07 6,5±0,1 

*Penicillium  

6B221 

6,6±1,4 4,6±0,6 7,6±0,8 Penicillium  

4A31 

5,8±0,3 2,8±0,3 6,3±0,4 

*Penicillium  

6B112 

4,7±0,6                        4,2±0,3 5,2±0,4 Penicillium  

4C12 

6,9±0,6 3,6±1,1 6,1±0,3 

Aspergillus 

3B13 

8,3±2,3 5,3±0,2 7,5±0,3 Penicillium  

4B23 

8,2±0,4 4,3±0,1 6,3±0,2 

Penicillium 

2B311       

6,8±0,3 3,6±0,3 6,1±0,6 Penicillium  

4A213 

6,5±0,1 4,2±0,1 5,6±0,1 

Aspergillus  

2B51 

6,9±0,1 3,9±0,6 6,3±0,8 Aspergillus 

5B12 

6,6±1,1 4,8±1,1 6,1±0,8 

Aspergillus  

3B23 

4,61±0,02 3,4±0,3 4±1 Penicillium  

5B221 

6,5±0,2 4,2±0,2 6,2±0,2 

Penicillium 

2A3 

6,4±0,9 5,2±0,8 6,4±0,4 Aspergillus  

5B123 

6,3±0,3 4,2±1,4 5,9±0,5 

Trichoderma 

3C2 

7,7±0,7 5,9±0,9 6,1±1,4 Penicillium  

5A11 

6,5±0,2 4,2±1,2 6,1±1,5 

Aspergillus 

3B32 

6,6±0,3 6,3±1,4 6,4±1,4 Penicillium  

5B2 

6,9±0,4 3,3±0,6 5,55±0,05 

Trichoderma 

3C12 

6,6±0,6 4,1±0,4 5,6±0,2 Aspergillus  

5B31 

6,5±0,2 4,3±0,3 4,6±0,1 

Penicillium  

3B41 

5,8±0,3 4,6±0,6 4,9±0,4 Penicillium  

5B114 

6,6±0,1 2,9±0,5 6,3±0,3 

Penicillium  

3C11 

6,1±0,3 4,5±0,9 4,8±0,3 Aspergillus   

5B21 

6,4±0,4 4,2±0,3 6,2±0,1 

Trichoderma 

3C21 

7,3±0,8 3,3±0,7 5,7±0,5 Penicillium  

5C21 

6,5±0,3 4,4±0,1 4,9±0,3 

Aspergillus 

3B231 

6,4±1,5 2,7±0,6 5,3±0,6 Penicillium  

5C211 

8,7±2,8 6,4±1,8 6,5±0,8 

Aspergillus 

3B42 

6,2±0,2 4,8±0,1 5,6±0,1 Penicillium  

5B23 

6,1±0,4 4,2±0,2 5,2±0,2 

3C112 6,3±0,5 3,1±0,4 3,9±0,6 Penicillium  

5B112 

6,7±0,1 4,4±0,2 6,2±1,1 

Aspergillus 

3B411 

6,3±0,8 4,3±0,3 6,1±0,2 Penicillium 

2A31 

5,2±1,2 4,4±0,4 6,2±0,1 

Penicillium  

3B21 

5,6±0,4 4,3±0,5 5,4±0,2    6B11 6,6±0,1                        4,5±0,2 6,2±0,3 

Penicillium  

3C113 

6,5±0,2 3,8±0,4 4,8±1,3 Penicillium  

6C221 

8,1±0,5                        3,9±0,5 6,1±0,4 

Penicillium  

3B22 

7,4±0,5 4,2±0,2 6,1±0,1 Penicillium  

6B21 

4,9±0,3                        3,9±0,4 4,8±0,4 

Aspergillus  

3A53 

6,6±1,1 4±1 6±1 Penicillium  

6B1 

4,8±0,7                        2,8±0,4 4,3±0,2 

Penicillium 

2B41 

6,4±0,4 3±1 5,9±0,7 Trichoderma 

2B11 

6,6±0,1 4±1 6,3±0,4 

 

Tabela 1: Fungos isolados de solo contaminado com glifosato e biomassas (g/L) produzida por esses 

isolados em meios de cultura diferentes: czapek, czapek sem KH2PO4 e czapek sem KH2PO4 

suplementado com glifosato (2,35 g/l). Destaque (*) para os principais produtores de biomassa no meio 

contendo glifosato como fonte de fósforo.       
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          Todos os 50 isolados fúngicos, foram capazes de utilizar o glifosato como fonte 

de fósforo (Tabela1). Cinco isolados destacaram-se por produzirem mais  biomassa no 

meio Czapek suplementado com glifosato do que no Czapek convencional: Aspergillus 

2B112 , Penicillium 4A21, Penicillium 4A211, Penicillium 6B221 e Penicillium 6B112. 

Parte desses isolados foram utilizados nos ensaios posteriores para avaliação da 

degradação e metabolismo do glifosato. 

    

3.3.Avaliação de isolados quanto a utilização de glifosato como fonte de carbono.  

       

         Com a finalidade de avaliar a degradação do glifosato e sua possível utilização 

como fonte de carbono, foram selecionados 3 isolados fúngicos (Aspergillus 2B112,  

Penicillium 4A21 e Penicillium 4A211) que foram cultivados em três diferentes meios 

czapek: a) czapek com baixa concentração de sacarose (2,35 g/L) , b) czapek com baixa 

concentração de sacarose (2,35 g/L), sem  KH2PO4 e c) czapek com baixa concentração 

de sacarose (2,35 g/L), sem  KH2PO4 e suplementado com (2,35 g/L) de glifosato. Os 

resultados são apresentados na Figura 1.      

                                          

Figura 1: Crescimento de isolados fúngicos (Aspergillus-2B112, Penicillium-4A21 e Penicillium-4A211) 

em meios czapeks com baixa concentração de sacarose (2,35 g/l). Nos ensaios realizados com o 

mesmo isolado, as médias aritméticas de três repetições e desvio padrão, seguidas de mesma letra 

minúscula, não diferem entre si, pelo teste de Tukey (p< 0,05). 

                     

           Todos os três isolados apresentaram crescimento fúngico, no meio czapek com 

baixa concentração de sacarose, sem o KH2PO4  e  suplementado com o glifosato, sendo 

que, o isolado Aspergillus 2B112 apresentou uma produção de biomassa três vezes 

superior  nesse último do que no meio Czapek com baixa concentração de sacarose. 
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3.4.Avaliação da degradação do glifosato pelos isolados selecionados. 

 

          Com o objetivo de avaliar a degradação do glifosato pelos isolados  Aspergillus 

2B112, Penicillium 4A21 e  Penicillium 4A211, foi determinada a concentração de 

glifosato, após 14 dias no filtrado da cultura, por um método 

colorímetrico/espectrofotométrico que analisou a presença de um cromóforo formado 

pela complexação de ninidrina com glifosato. Os isolados Aspergillus 2B112, 

Penicillium 4A21 e Penicillium 4A211 promoveram redução de glifosato (%) de 

36,48±0,01; 34,91±0,02 e 42,72±0,02, respectivamente (Figura 2). 

 

                               

                   Figura 2: Degradação do glifosato por isolados fúngicos. 

 

3.5.Cromatografia em Camada Delgada. 

        

          Com a finalidade de investigar a degradação do herbicida glifosato e a produção 

de metabólitos pelos isolados, os filtrados dos ensaios dos isolados Aspergillus 2B112, 

Penicillium 4A21 e  Penicillium 4A211 foram submetidos a cromatografia de camada 

delgada utilizando fase fixa placas  de  CCD  de  10x10  cm  pré- revestidas com gel de 

sílica 60 (Merck, Darmstadt, Alemanha) e como sistema eluidor acetona/ etanol / água 

(1:1:1). Ninidrina 5% em acetona foi utilizada para revelação do glifosato. 

       Na cromatografia de camada delgada os padrões de glifosato, Sarcosina e AMPA 

apresentaram Rf de 0,5; 0,45 e 0,42, respectivamente. As amostras dos filtrados das 

culturas de Aspergillus 2B 112,  Penicillium 4A 21 e Penicillium 4A 211 apresentaram 

Rf de aproximadamente 0,5. Não foi possível fazer uma análise conclusiva sobre a 
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presença dos metabólitos Sarcosina e AMPA nas amostras oriundas das culturas 

fúngicas, devido à proximidade de Rfs das substâncias estudadas. 

 

3.6.Avaliação do Glifosato e seus metabólitos no filtrado do isolado Penicillium 

4A211- CLAE-EM: 

       

      Com a finalidade de conhecer os possíveis metabólitos produzidos pelos fungos,  

foram realizados ensaios de CLAE-MS  da solução contendo os padrões AMPA, 

Sarcosina e Glifosato (Figura 3), do meio czapek contendo o glifosato (Figura 4) e 

filtrado da cultura do isolado Penicillium 4A211, após 14 dias de exposição ao glifosato 

(Figura 5). Nesse ensaio foi possível verificar a possível presença do Glifosato, AMPA 

e Sarcosina no filtrado da cultura do fungo, de acordo com suas massas moleculares 

(Figura 5).  

 

 

Figura 3: Espectro de massa resultante de CLAE-EM do mix (solução contendo os padrões de AMPA e 

Sarcosina e Glifosato) nas concentrações de 2,5 mg/ml). A massa molecular do Glifosato é 169,1; do 

AMPA é 111; e Sarcosina 89. 

 

 

Figura 4: Espectro de massa resultante de CLAE-EM da solução inicial antes do inóculo (meio czapek 

com 2,35g/l de glifosato). 
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 Figura 5: Espectro de massa resultante de CLAE-EM do filtrado do isolado Penicillium 4A 211. O 

filtrado apresenta possíveis picos do glifosato, AMPA e Sarcosina. 

 

           Depois de elaboradas as curvas de calibração (Figuras 6, 7 e 8), foi quantificado 

o Glifosato, AMPA e Sarcosina na amostra do filtrado da cultura do isolado Penicillium 

4A211 as concentrações de 1,4; 0,33 e 0,28 mg/ml de Glifosato, AMPA e Sarcosina, 

respectivamente. Isso representou uma degradação do glifosato (40%), resultado similar 

ao apresentado pelo método espectrofotométrico (colorimétrico).  

 

                       

Figura 6: Curva de calibração do Glifosato no HPLC-MS. Em destaque em amarelo a solução de 

referência, dia zero (czapek com 2,35 mg/ml de glifosato) e em vermelho o filtrado do isolado 

Penicillium 4A211. 
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Figura 7: Curva de calibração do AMPA no CLAE-EM. Em destaque em vermelho o filtrado do isolado 

Penicillium 4A211.  

 

               

Figura 8: Curva de calibração do Sarcosina no CLAE-EM. Em destaque em vermelho o filtrado do 

isolado Penicillium 4A211. 
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4.DISCUSSÃO 

       

          O estudo em questão destaca-se pela descoberta de fungos do solo Amazônico 

capazes de degradar o herbicida Glifosato (Round-up), de modo a contribuir com 

pesquisas futuras que promovam a biorremediação dos solos contaminados por esse 

herbicida, fazendo com que, esse não provoque ações indesejáveis como toxicidade, 

morte de organismos aquáticos e terrestres, e até mesmo, mal á saúde humana.  

            O estudo realizado proporcionou a identificação de gêneros fúngicos isolados de 

uma amostra do solo amazônico contaminado com Glifosato na proporção de: 

Penicillium sp de 60,0%, Aspergillus sp de 26%, Trichoderma sp de 8% e 6% não 

foram identificados. Trabalhos de isolamento de microrganismos de solo contendo 

glifosato foram realizados anteriormente. Castro (2007), isolou do solo a 30 cm de 

profundidade bactérias e cepas de Fusarium sp. Mattos (2002), isolou do solo os fungos 

Nigrospora sphaerica, Cochliobolus heterostrophus e Fusarium anthophilum que 

degradaram o glifosato. Em 2011, Scariot e Laguna estudaram isolados bacterianos do 

solo da região sul brasileira, Caxias do Sul, as bactérias isoladas foram gram negativas e 

pertencentes ao gênero Pseudomonas. Andrighetti em 2011, estudou a biodegradação 

do glifosato por bactérias isoladas do solo cultivado com macieira com diferentes 

históricos de aplicação deste herbicida. 

          Do ensaio envolvendo meios czapeks na presença ou ausência de fonte de fósforo 

e a presença de glifosato, verificou-se que 50 isolados fúngicos apresentaram maior 

produção de biomassa no meio Czapek  contendo glifosato como única fonte de fósforo 

do que no meio czapek sem fonte de fósforo (KH2PO4). Cinco isolados fúngicos se 

destacaram por crescerem mais em meio czapek contendo glifosato, utilizando-o como 

fonte de fósforo. Os gêneros dos cinco isolados foram Aspergillus e Penicillium. Sendo 

que o Penicillium 4A21 e o Penicillium 6B 112, foram os isolados que mais se 

desenvolveram no meio czapek contendo glifosato. Esses resultados evidenciam a 

utilização do glifosato pelos isolados. Todos os isolados foram capazes de romper 

ligações químicas do glifosato (C-P) e utilizar o fósforo como substrato. Neste mesmo 

sentido, Castro (2007), testou a habilidade de cepas de Fusarium (91148,130 e 132), de 

degradar glifosato e demonstrou que Fusarium 91148  utilizou  glifosato como fonte de 

nitrogênio e fósforo. Resultados semelhantes, foram encontrados por Mattos em 2002, 

observou que Cochliobolus heterostrophus e Fusarium anthophilum apresentaram  

potencial para degradar o glifosato utilizando-o como fonte de fósforo.  
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           Do ensaio envolvendo meios czapeks com baixa concentração de sacarose e  

presença de glifosato, os três isolados testados (Aspergillus 2B112, Penicillium 4A21 e 

Penicillium 4A211) apresentaram crescimento em biomassa fúngica tanto em meio 

czapek com reduzida quantidade de sacarose (2,35 g/l), quanto em meio czapek com 

reduzida quantidade de sacarose e suplemento de glifosato (2,35g/l). Verificou-se maior 

crescimento do isolado Aspergillus 2B112 em meio czapek contendo glifosato 

comparado ao meio czapek sem glifosato. Foi possível observar que os isolados 

possivelmente utilizaram o glifosato como fonte de carbono para promoção de seu 

desenvolvimento. Resultados por meio de isolamento de bactérias foram encontrados 

por Andrighetti em 2011, ele observou que os isolados foram capazes de utilizar o 

glifosato como fonte de carbono, sem ocasionar incremento na respiração microbiana, 

mediada pelo desprendimento de CO2 dos solos analisados. Também, segundo Mattos et 

al., 2002, (cepas bacterianas MG1, MG2 e MG3, e os fungos Nigrospora sphaerica, 

Cochliobolus heterostrophus, Fusarium anthophilum foram capazes de degradar o 

herbicida Glifosato, tendo-o também, como única fonte de carbono. 

         Por meios colorimétrico/espectrofotométrico e cromatográficos (de camada 

delgada TLC e líquida de alta eficiência-CLAE-EM) foram analisados a degradação do 

glifosato e investigação da sua presença e de seus metabólitos AMPA e Sarcosina nos 

filtrados fúngicos.  

            Na realização da CCD dos padrões de glifosato, AMPA,  Sarcosina, e soluções 

dos isolados fúngicos, utilizando  o banho de ninidrina e acetona, observou-se que a 

revelação do AMPA após o contato com ninidrina ocorreu em temperatura ambiente, e 

Sarcosina a 100ºC em tempo inferior a 1 minuto,  e os outros componentes, padrão de 

glifosato e filtrados dos isolados, presentes na placa de sílica, ocorreram  a 100ºC de 5 a 

10 minutos. Tal fato fez com que otimizássemos o experimento fazendo a CCD dos 

padrões de AMPA e Sarcosina em placas diferentes para não resultarem em manchas 

difusas pela placa de sílica. O fator de retenção do glifosato e filtrados foram Rf=0,50, 

Sarcosina Rf=0,45 e AMPA Rf= 0,42. No entanto, as amostras dos filtrados das culturas 

de Aspergillus 2B 112, Penicillium 4A21 e Penicillium 4A211 apresentaram Rf de 

aproximadamente 0,5 e não foi possível uma análise conclusiva sobre a presença dos 

metabólitos Sarcosina e AMPA, devido à proximidade de Rf das substâncias estudadas. 

Resultados mais satisfatórios foram obtidos por Amarante Junior et al., 2002 que 

também realizou a  determinação de glifosato quantitativamente por cromatografia em 

camada delgada (CCD), usando placas de Fixiona 50-X8 (forma Na+), operadas a 50 ºC 
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e utilizando solução de Ba2B4O7 como fase móvel. A detecção foi realizada com 

ninhidrina. Segundo o autor, a relação entre a área da mancha e a concentração foi 

linear de 0,5 a 30 µg e 0,1 a 20 µg de glifosato e AMPA, respectivamente.  

          Em relação ao CLAE-EM, analisamos as amostras do dia zero (meio czapek com 

glifosato) e a amostra do filtrado do isolado Penicillium 4A211. Com o encaixe das 

amostras nas curvas de calibração obtivemos as concentrações de glifosato no dia zero e 

glifosato, AMPA e Sarcosina da amostra do filtrado do isolado Penicillium 4A211, 

evidenciando a degradação do glifosato e obtenção de seus metabólitos AMPA e 

Sarcosina. O isolado Penicillium 4A211 degradou o herbicida glifosato em mais de 42% 

em apenas 14 dias. Wauchope et al.,1992 verificou que a meia vida do glifosato pode ir 

até 174 dias. Rodrigues e Almeida, 1995  relatam que 50% do glifosato é degradado em 

28 dias e 90% em 90 dias. Giesy et al.,2000 relata que meia vida do glifosato é de 197 

dias e AMPA de 76 a 240 dias. Toni et al.,2006 concluiu em seus estudos que a  meia 

vida do glifosato pode variar conforme o tipo de solo, menos de 7 dias até meses. 

Amarantes, 2002 realizou um estudo com 47 diferentes tipos de solo e concluiu que a 

meia vida do glifosato é em média 32 dias.                                                                                 

        Abordando a literatura atual não foi possível encontrar artigos que mencionassem 

outros metabólitos da degradação microbiana do glifosato que não fossem o AMPA e a 

Sarcosina. Segundo Galli et al., 2005 o glifosato é degradado pelos microrganismos  

que produzem enzimas como a C-P liase responsável pela clivagem da ligação carbono-

fósforo do glifosato, resultando na metabólito Sarcosina e a enzima glifosato 

desidrogenase que rompe a ligação química entre o carbono-nitrogênio resultando em 

outro metabólito, o AMPA (ácido amino metil fosfônico). Com a degradação do 

glifosato, elementos como fósforo, carbono e nitrogênio servem de substrato.No 

presente trabalho o isolado Penicillium 4A211 demonstrou ser um provável produtor de 

ambas enzimas. 

            O estudo realizado apresenta grande importância biotecnológica por apresentar 

fungos isolados e identificados do solo Amazônico com grande potencial de degradação 

do herbicida glifosato. Assim, em pesquisas futuras, os isolados encontrados poderão 

promover a biorremediação do solo, evitando toxicidade, alteração na cadeia alimentar 

dos micro e macrorganismos do solo, consequências negativas para o ecossistema e 

recursos naturais e males a animais do solo e da água. 
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6.CONCLUSÃO 

 

             O isolamento e a identificação dos fungos de uma amostra do solo Amazônico 

resultou nos fungos do Filo Ascomycota especificamente do gênero, Aspergillus , 

Trichoderma e em sua maioria Penicillium. 

          Avaliado o potencial degradador dos isolados identificados em utilizar o 

herbicida glifosato como fonte de fósforo, se destacaram os isolados Aspergillus 2B112, 

Penicillium 4A21, Penicillium 4A211, Penicillium 6B221 e Penicillium 6B112 obtendo 

maior biomassa do que os isolados em meio czapek inalterado. Também avaliado o 

potencial degradador dos isolados identificados em utilizar o herbicida glifosato como 

fonte de carbono, se destacou o isolado Aspergillus 2B112, obtendo maior biomassa do 

que em meio czapek inalterado. 

          Os ensaios colorimétrico/espectofotométrico também foram reveladores 

apresentando a redução de glifosato ao longo dos dias de utilização como substrato. O 

isolado Penicillium 4A211, degradou 42% do herbicida glifosato em 14 dias. 

          A cromatografia de camada delgada apresentou em suas placas de sílica a 

presença dos padrões de glifosato e seus metabólitos, AMPA e Sarcosina, além da 

presença do glifosato nos filtrados fúngicos selecionados. As cromatografias de camada 

delgada realizadas não diferenciaram as manchas de glifosato e seus metabólitos por 

apresentar fatores de retenção próximos.  

         Os ensaios por meio do CLAE-EM possibilitou afirmar que Penicillium 4A211 

degrada o herbicida glifosato e promove o surgimento dos metabólitos AMPA e 

Sarcosina.  

          O estudo realizado apresenta fungos isolados de uma amostra de solo  Amazônico 

com  potencial de degradação do herbicida glifosato, podendo em pesquisas futuras, 

promover a biorremediação do solo, evitando toxicidade e prejuízos a micro e macro 

animais  e até mesmo aos humanos. 
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8.3.Avaliação da degradação de glifosato e utilização como fonte de Carbono: 
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8.4.Colorimetria para Análise do glifosato: 

                  

 

8.5.Análise Espectrofotométrica: Degradação do glifosato por isolados e utilização 

como fonte de carbono. 

 

                                              

 

8.6.Cromatografia de camada delgada dos Padrões de Glifosato, AMPA e 

Sarcosina e Filtrados dos Isolados selecionados. 
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8.7.Avaliação do Glifosato e seus metabólitos por HPLC-MS: 

 

                  

 

8.8. Instruction for/to authors da JOURNAL OF MICROBIOLOGY and 

BIOTECHNOLOGY. 
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