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RESUMO 

 

 

Bioprospectar microrganismos a partir de ambiente impactado por xenobiótico e expô-

los a um contaminante alvo, sob condições controladas, proporciona um estudo 

detalhado da capacidade microbiana local em se adaptar, sobreviver e remediar o 

ambiente. A proposta do presente trabalho foi isolar bactérias com potencial em 

degradar o herbicida diuron de solo com histórico de cinco anos de aplicação desse 

herbicida, sendo o meio de isolamento composto por glicose (controle) e diuron (meio 

indutor), separadamente, como fonte de carbono. Foram isoladas 400 bactérias, sendo 

68% gram-positivas e 32% gram-negativas. A maioria dos isolados mostrou potencial 

em degradar entre 10 a 30% do herbicida em cinco dias de cultivo em meio líquido, 

entretanto bactérias dos gêneros Stenotrophomonas e Bacillus foram capazes de 

degradar 87% e 68%, respectivamente. Variações no meio de cultivo mostraram a 

importância da presença de fonte de carbono mais facilmente assimilável para o 

desenvolvimento da habilidade bacteriana em degradar o diuron. Células bacterianas 

imobilizadas em alginato-Ca não apresentaram aumento relevante na taxa de 

degradação de diuron. Entretanto, técnicas de microcosmos (solo) mostraram-se 

eficientes no aumento do potencial de degradação do herbicida. Condições de consórcio 

microbiano na presença de bactérias e fungos foram os ensaios que apresentaram as 

maiores porcentagens de degradação do herbicida diuron, tanto no cultivo de células em 

meio líquido, imobilizadas e microcosmo. A degradação do herbicida diuron pelas 

bactérias isoladas permitiu o estudo da via de degradação da molécula original no 

ambiente, destacando a formação dos metabólitos DCPMU, DCPU, 3,4-DCA, 3,4-

CAC, 4-CA, 4-CAC e Anilina. O conjunto de dados obtidos neste trabalho sugere 

fortemente que as bactérias presentes em solos impactados com diuron possuem o 

potencial em degradar o herbicida, entretanto sua completa mineralização é 

proporcionada pela ação em conjunto da população microbiana local. 

 

 

Palavras-chave: Bactéria, Diuron, Biodegradação, Consórcio microbiano, Imobilização 

celular, Microcosmo. 
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Abstract 

 

 

Bioprospection of microorganisms from impacted environment by xenobiotic and 

expose them to a target contaminant, under controlled conditions, provides a detailed 

study of the local microbial ability to adapt, survive and remediate the environment. 

The purpose of this study was to isolate bacteria with potential to degrade the diuron 

herbicide from soil with a diuron historical application of five years. The isolation 

media were composed by glucose (control) and diuron (inductor means) separately as a 

carbon source. A number of 400 bacteria were isolated, and they were classified as 

68% gram-positive and 32% gram-negative. Most isolates showed potential to degrade 

diuron from 10 to 30%, into five days of cultivation in liquid medium, however bacteria 

of the genera Stenotrophomonas and Bacillus were able to degrade 87% and 68%, 

respectively. Variations in the culture medium showed the importance of the presence of 

a carbon source easily assimilated to improve the bacteria development and ability  to 

degrade diuron. Bacterial cells immobilized in Ca-alginate showed no significant 

increase in the rate of diuron degradation. However, microcosms techniques (soil) were 

effective in increasing the herbicidal degradation potential. Microbial consortium 

conditions in the presence of bacteria and fungi presented the highest herbicide diuron 

degradation percentages in liquid cultivation, cell immobilized and microcosm. The 

degradation of the herbicide diuron by bacteria allowed the degradation pathway of the 

parent molecule in the environment, highlighting the formation of metabolites DCPMU, 

DCPU, 3,4-DCA, 3,4-CAC, 4-CA, 4-CAC and aniline. The results obtained from this 

study strongly suggests that the bacteria present in soil impacted with diuron have the 

potential to degrade the herbicide, however completely mineralization is provided by 

the action of local microbial population. 

 

 

Keywords: Bacteria, Diuron, Biodegradation, Microbial consortium, immobilization 

cells, Microcosm. 
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Introdução 

 

Embora os herbicidas não sejam especificamente projetados para alterar os 

microrganismos do solo, tais compostos apresentam capacidade de causar efeitos diretos 

ou indiretos em atividades e estruturas da comunidade microbiana. De um modo geral, 

os microrganismos mostram uma relação dose-resposta à exposição de xenobióticos, 

sendo essa resposta dependente do tipo de formulação do composto (formulação 

comercial ou puro), concentração e tempo de exposição (CROUZET et al., 2010).  

O herbicida diuron é conhecido como um xenobiótico capaz de gerar impactos 

negativos sobre a viabilidade e abundância bacteriana, alterando a capacidade das 

bactérias em mineralizar matéria orgânica e realizar nitrificação (TADONLÉKÉ et al., 

2009). Por outro lado, sua presença pode proporcionar o desenvolvimento e a seleção de 

microrganismos tolerantes, tornando-os aptos a sobreviver e/ou degradar compostos 

tóxicos presentes no meio.  

Embora os microrganismos possam responder positivamente à presença do 

diuron, este, quando presente em ambientes aquáticos, causa efeitos crônicos em peixes 

e invertebrados (NEBEKER, SCHUYTEMA, 1998), sendo um dos maiores 

responsáveis pelos impactos ambientais causados por pesticidas. Devido a sua 

persistência e mobilidade moderada, o diuron tem sido encontrado em diversos 

ecossistemas, tornando-se um dos pesticidas mais encontrados em águas superficiais e 

subterrâneas (IFEN, 2002).  

Apesar de relatada sua persistência no ambiente e toxicidade a diversos tipos de 

organismos, o diuron apresenta-se, ainda, como um dos herbicidas mais utilizados na 

agricultura (RODRIGUES, ALMEIDA, 2005). Sendo assim, o presente trabalho dedica-

se a estudar e compreender a interferência do diuron na comunidade bacteriana de solo 

impactado pelo mesmo, bem como analisar metodologias de degradação utilizadas pelos 

microrganismos, a fim reduzir a concentração desse xenobiótico em solos e águas 

contaminados.  

Este estudo foi iniciado pelo isolamento de bactérias de solo na presença de dois 

meios de cultura distintos, os quais proporcionaram o isolamento de 400 cepas 

bacterianas, sendo a maioria classificadas como gram-positivas. Os seguintes 

procedimentos realizados neste trabalho estão descritos conforme fluxograma presente 

na figura 1. 
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Figura 1: Fluxograma de atividades desenvolvidas no presente trabalho. 
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1. Revisão de Literatura 

1.1. Biodegradação de compostos xenobióticos: Técnicas, Fatores e 

Agentes. 

Todo composto orgânico sintetizado quimicamente é potencialmente 

biodegradável, mesmo aqueles considerados altamente recalcitrantes. Em princípio, não 

existe composto orgânico de persistência infinita e, de acordo com o mesmo princípio, 

sempre haverá uma classe de microrganismos que apresenta o potencial metabólico, 

enzimático ou genético em degradar todo tipo de molécula (BATISSON et al., 2007). 

Entretanto, deve-se reconhecer que os microrganismos podem levar certo tempo para 

adquirir a capacidade em degradar novos produtos químicos introduzidos no ambiente 

pela tecnologia moderna.  

Compostos organoclorados são considerados de elevada recalcitrância no 

ambiente e bactérias com potencial em obter energia a partir do consumo desses 

compostos têm sido encontradas ao longo das últimas duas décadas, a partir de locais 

contaminados. A presença desses microrganismos sugere que a natureza apresentou 

condições de adaptação, a longo prazo, e evolução de sistemas enzimáticos específicos 

para compostos clorados (LOFFLER, et al., 2003). Os microrganismos, quando em 

contato com uma nova molécula em seu ambiente, podem obter novos genes catabólicos 

necessários para a degradação do referido composto a partir de outros microrganismos 

através de eventos conjugacionais ou transformacionais (CHAUDHRY, 

CHAPALAMADUGU, 1991; REINEKE, 1986; PLAZA et al., 2001).   

 Embora os microrganismos possam adaptar-se e remover substâncias tóxicas do 

ambiente, a grande variedade de xenobióticos utilizados atualmente pode interromper o 

equilíbrio do ecossistema. Contudo, considerando a diversidade microbiana e catabólica 

existente no solo, diferentes microrganismos respondem de forma distinta aos 

pesticidas, sendo necessário o estudo dos mesmos quanto suas habilidades em responder 

positivamente à degradação do xenobiótico no meio em que se encontram. 

Quando os microrganismos locais respondem de maneira positiva ao xenobiótico 

e atuam de maneira a consumi-lo, a biodegradação acontece (GIANFREDA et al., 

2006). Microrganismos, ou ainda organismos de ordem mais elevada como as plantas 

(fitorremediação) e animais, podem reduzir o potencial de toxicidade de contaminantes 

químicos por meio da transformação, degradação, e imobilização destes compostos no 
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meio ambiente (VALLERO, 2010). Esta tecnologia utiliza o desenvolvimento de 

microrganismos específicos ou consórcios microbianos nos sítios contaminados para 

realizar atividades de descontaminação (KUMAR et al., 2011) e seu sucesso depende de 

uma abordagem interdisciplinar que envolve microbiologia, engenharia, ecologia, 

geologia e química (BOOPATHY, 2000). 

Devido à biodegradação apresentada pelos microrganismos no ambiente, tal 

processo tem recebido uma atenção considerável no desenvolvimento de uma tecnologia 

eficiente, limpa e barata para o tratamento de águas residuais (LOKESHWARI, JOSHI, 

2009). A principal vantagem da biorremediação é o seu custo reduzido em comparação 

com as técnicas convencionais, tais como a incineração. Além disso, a biorremediação é 

muitas vezes uma solução permanente, fornecendo transformação completa do poluente, 

em vez de um método de recuperação de resíduos que transfere a partir de uma fase para 

outra (DHANKHAR, GURIYAN, 2011). 

Em processos de biorremediação, os microrganismos usam os contaminantes 

como nutriente ou fonte de energia. A estrutura molecular e a concentração dos 

contaminantes afetam fortemente a viabilidade da biorremediação, o tipo de 

transformação microbiana, e se o composto irá servir como um substrato primário, 

secundário ou cometabólico (BOOPATHY, 2000). 

Os organismos podem, enzimaticamente, atacar numerosos produtos químicos 

orgânicos e quebrá-los em espécies químicas menos tóxicas. Dependendo do composto 

de interesse e as espécies que fazem o ataque, os compostos resultantes, no final do 

processo, podem variar substancialmente. Os produtos de biodegradação completa, isto 

é, mineralização, são o dióxido de carbono e a água. Em qualquer processo mais curto, a 

mineralização irá produzir compostos que são geralmente mais simples que o composto 

original, como anéis clivados e remoção de halogêneos, com características físicas e 

químicas diferentes (HAPEMAN-SOMICH, 1991). 

Durante o processo de biodegradação, a taxa de transformação da molécula é 

largamente controlada pela velocidade de fornecimento de nutrientes e de oxigênio aos 

organismos (Tabela 1), o que torna difícil, exportar diretamente os resultados de 

laboratório para o ambiente. Dependendo das circunstâncias, os testes de rastreio, tais 

como contagem microbiológica, avaliação de enzimas e testes de respiração podem ser 

usados para determinar se as condições existentes são favoráveis para o crescimento 

microbiano e fornecer a confirmação de que a população microbiana é metabolicamente 
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ativa. Assim, estudos de viabilidade são essenciais e podem ter um enorme impacto 

sobre o custo do processo de remediação (BALBA et al., 1998). 
 

Tabela 1: Fatores que afetam diretamente o processo de biodegradação. 

Fatores Descrição 
pH Ambientes ácidos favorecem o desenvolvimento dos fungos e neutros 

favorecem as bactérias. O pH do ambiente pode ser corrigido por calagem 
(acréscimo de calcário). 

Temperatura A temperatura afeta o metabolismo e a taxa de crescimento dos 
microrganismos. Na maioria dos casos, o tratamento é feito em condições 
mesofílicas (20 - 40ºC), porém há casos de tratamentos em condições 
termofílicas e psicrofílicas. 

H2O A disponibilidade de água no solo é um importante fator que influencia a 
remediação por bactérias. Microrganismos, geralmente, necessitam de uma 
atividade de água (aw) de 0.9-1.0 para crescer e metabolizar. 

Nutriente Estudos mostram a necessidade da presença de compostos como nitrogênio e 
fósforo na otimização da biorremediação. 

Oxigênio A aplicação de oxigênio no local de remediação aumenta a taxa de crescimento 
e metabolismo dos microrganismos. Muitas vezes prefere-se aplicar H2O2 no 
lugar de O2, pois o peróxido mostra-se sete vezes mais solúvel em água que o 
oxigênio e a sua decomposição catalisada por enzimas tem rendimentos no 
solo de 0,5 mol de O2 por mol de peróxido de hidrogênio introduzido na zona 
contaminada. 

Fonte: COLLERAN, 1997. 

 

Todos os ambientes contêm microrganismos, entretanto nem todos apresentam 

capacidade em degradar o contaminante alvo. Caso haja número insuficiente de 

microrganismos ativos no local, técnicas de adição de cultura poderão ser aplicadas 

(KING et al., 1998). Caso o ambiente apresente organismos metabolicamente ativos 

contra o xenobiótico, entretanto em baixa atividade, uma adequação das propriedades 

físico-químicas do meio pode ser suficiente para estimular a atividade microbiana e 

acelerar o processo de transformação natural do composto. Este processo é conhecido 

como bioestimulação e é uma das técnicas de biorremediação mais utilizadas (HEAD, 

1998). 

A compreensão das condições ambientais auxilia e prepara o local para a 

resolução do problema. Uma das distinções primárias entre os ambientes impactados 

como solos superficiais, zona vadosa ou águas subterrâneas é o conteúdo de matéria 

orgânica (MO). Solos superficiais, que recebem regularmente entradas de material 

orgânico a partir de plantas, possuem um conteúdo maior de MO, a qual serve como 

depósito de carvão e de energia, bem como uma fonte de outros macronutrientes como 

nitrogênio, enxofre e fósforo. O alto teor de MO é tipicamente associada a altas 
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contagens de microrganismos e uma grande diversidade de populações microbianas. 

Solos de subsuperfície, sedimentos e águas subterrâneas têm baixos níveis de matéria 

orgânica, sendo o número da população e diversidade microbiana mais baixa do que 

solos superficiais (BOOPATHY, 2000). Em geral, a adição de matéria orgânica 

aumenta a adsorção de pesticidas e diminui sua mobilidade no perfil do solo. Além 

disso, a adição de adubo orgânico ao solo resulta normalmente em um aumento na 

atividade microbiológica, aumentando a biodegradação de pesticidas em ambientes 

poluído (WORRALL et al., 2001). Os solos de baixa permeabilidade, tais como argilas, 

são difíceis de tratar, uma vez que os líquidos (água, solutos e nutrientes) são difíceis de 

ser bombeados através desses sistemas. Normalmente, a biorremediação funciona 

melhor em solos que são relativamente arenosos, permitindo mobilidade e maior 

probabilidade de contato entre o microrganismo e o contaminante (BALBA et al., 

1998). 

Beolchini et al. (2010) investigaram os efeitos de um fornecimento contínuo de 

nutrientes inorgânico e alterações de areia sobre a cinética de crescimento microbiano e 

a biorremediação de sedimentos portuários contaminados por hidrocarbonetos alifáticos 

e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (PAHs). Os autores observaram que os 

nutrientes inorgânicos estimularam o crescimento microbiano e aumentaram a 

biodegradação dos hidrocarbonetos de baixo e alto peso molecular, enquanto que a 

alteração de areia aumentou apenas a remoção de compostos de alto peso molecular. A 

adição simultânea de nutrientes inorgânicos e areia proporcionaram uma maior 

biodegradação. Esses resultados não representam uma regra geral e específica para 

remediação de locais contaminados com hidrocarbonetos, entretanto, o manejo usado 

neste trabalho pode ser uma ferramenta de apoio relevante ao projetar estratégias de 

biorremediação em locais semelhantes ao tratado. 

Mesmo que a chance de sucesso na degradação seja baixa, é válido usar a 

biorremediação sempre que possível. Uma abordagem de biorremediação pode não ser 

adequada para todos os locais, mas quando é certa, é bastante vantajosa econômica e 

ambientalmente, somente sendo descartada caso o processo demore mais de dois meses 

e apresentar custo elevado (KING et al, 1998). 
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1.2. Herbicida diuron 

Diuron, de nome científico 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia e fórmula 

C9H10Cl2N2O (Figura 2),  é um herbicida utilizado no controle de plantas daninhas, 

sendo aplicado em várias culturas como cacau, batata, alho, cebola, cana-de-açúcar, 

algodão, abacaxi, seringueira, café, chá, entre outros (MUSUMECI et al., 1995). 

Pertence à família química das fenilamidas, subclasse das fenilureias, e à classe 

toxicológica III (medianamente tóxico), sendo facilmente absorvido através do sistema 

radicular das plantas e menos prontamente através das folhas e caules (GIACOMAZZI, 

COCHET, 2004; MONCADA, 2005).  

 

Figura 2: Fórmula estrutural do diuron. 

 
 

Diuron é um dos herbicidas que atua como inibidor do fotossistema II e sua 

atividade afeta plantas, algas e cianobactérias, inibindo o transporte de elétrons nas 

membranas fotossintéticas, competindo com a plastoquinona (QB) pelo sítio de ligação 

à proteína D1 do fotossistema II. Dessa maneira, o herbicida interrompe o fluxo normal 

dos elétrons que permite a geração do potencial de membrana e o armazenamento de 

energia química pelas células (BRUSSLAN, HASELKORN, 1989). A toxicidade do 

diuron em organismos não-alvos se dá pela semelhança entre os sítios de inibição da 

proteína D1 do fotossistema II e do complexo bc1 presente na cadeia respiratória dos 

eucariotos (RAGO, COLSON, 1988). 

Além de ser largamente utilizado na agricultura, o diuron é utilizado no controle 

de plantas em áreas urbanas e também como um produto anti-fotossintetizante em tintas 

para evitar o acúmulo de organismos marinhos nos cascos de barcos. Este herbicida é 

muitas vezes aplicado em combinação com outros herbicidas, como bromacil, 

tidiazuron, glifosato e principalmente, o hexazinona, formando o herbicida comercial 

Velpar-K®. 

O relatório da agência de proteção ambiental dos Estados Unidos (US-EPA) 

apresenta o diuron como uma molécula bastante estável à hidrólise e fotólise, sendo sua 
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degradação um processo principalmente microbiológico. Possui moderada tendência de 

adsorção, e como outras fenilureias, apresenta baixa solubilidade em água (Tabela 2) e 

maior lixiviação em solos com baixo teor de matéria orgânica (TIXIER et al., 2000; 

GIACOMAZZI & COCHET, 2004).  
 

     Tabela 2: Características fisico-químicas do herbicida diuron. 

Características 
Cor Branca 
Odor Nenhum 
Estado físico Sólido 
Ponto de fusão 158°C 
Coeficiente de partição (log Kow) 2.68 
Coeficiente de partição de Carbono Orgânico (Koc) 499,00 
Pressão de vapor 2 x 10-7

 
mmHg a 30oC 

Solubilidade em água 42 mg/L a 25o C 
     Fonte: Reregistration Eligibility Decision (RED) for Diuron, 2003. 

 

Devido a sua persistência e mobilidade moderada, o diuron tem sido encontrado 

em ambas as águas de superfície e subterrâneas. Na França, o diuron foi observado em 

38% das águas superficiais, com concentrações que variaram de 0,05 a 20,3 µg.L-1 

(IFEN, 2002), caracterizando-o como o quinto pesticida mais abundante nas águas 

superficiais e o sétimo nas águas subterrâneas neste país. Em águas costeiras como 

portos e marinas, no Reino Unido, as concentrações de diuron atingiram cerca de 6,7 

µg.L-1 (THOMAS et al., 2001), e em ambientes aquáticos japoneses, incluindo lagos, 

86% das amostras analisadas apresentaram concentração de diuron por volta de 3 µg.L-1 

(OKAMURA et al., 2003). 

O uso de diuron no controle de plantas daninhas ao longo de ferrovias foi 

restringido na Suécia em 1994 e na Alemanha em 1996, devido aos elevados níveis em 

águas subterrâneas (APVMA, 2011). O Comité Consultivo do Reino Unido sobre 

Pesticidas avaliou o uso de diuron como um produto anti-vegetativo e tomou a decisão 

de revogar o uso desse herbicida em todas as embarcações, devido à detecção de níveis 

significativos de diuron em águas e sedimentos ao longo do estuário e locais costeiros 

do Reino Unido, bem como locais de água doce (ACP 2002). 

O herbicida diuron apresenta diferentes níveis de toxicidade para os diversos 

tipos de organismos. O relatório US- EPA concluiu que o diuron é praticamente não 

tóxico ou levemente tóxico para aves e mamíferos, moderadamente tóxico para a 

maioria dos animais aquáticos (peixes e invertebrados aquáticos), mas altamente tóxico 
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para trutas e plantas terrestres e aquáticas. Cardone et al. (2008) observaram que 

lagartos machos da espécie Podarcis sicula apresentaram toxicidade reprodutiva quando 

expostos ao diuron. Ricart et al. (2009), por sua vez, observaram que a presença de 

diuron afetou a atividade de biofilme autotrófico, diminuindo sua eficiência 

fotossintética, e reduziu a abundância bacteriana após uma semana de exposição ao 

herbicida.  

Apesar de sua persistência no solo (meia-vida de dissipação de 90 a 180 dias) e 

toxicidade a diversos tipos de organismos, este herbicida apresenta-se, ainda, como um 

dos mais amplamente utilizados na agricultura (RODRIGUES, ALMEIDA, 2005), 

sendo um dos maiores responsáveis pelos impactos ambientais causados por pesticidas. 

Assim, diversos estudos dedicam-se a estudar e compreender seu comportamento no 

ambiente, bem como encontrar metodologias de degradação, a fim reduzir sua 

concentração em solos e águas contaminados com compostos aromáticos halogenados 

(HAGGBLOM, 1992). 

 

 

1.3. Via de degradação microbiana do herbicida diuron  

Compostos aromáticos clorados, como é o caso do diuron, são importantes 

poluentes ambientais por serem tóxicos e, na sua maioria, resistentes à degradação, 

acumulando-se no sedimento e na biota. Estudos revelam a capacidade de 

microrganismos de solo e aquáticos em transformar hidrocarbonetos aromáticos 

clorados tais como clorotolueno, clorobenzenos, clorobenzoatos, clorofenóis, 

cloroacetamida, 4-clorofenilacetato, clorofenoxiacetatos, entre outros (CHAUDHRY, 

CHAPALAMADUGU, 1991; HAGGBLOM 1992, HAGGBLOM, BOSSERT, 2003, ) 

Apesar da maioria dos estudos abordarem a degradação microbiana de pesticidas 

pelas bactérias (SIMONSEN et al. 2006; SORENSEN et al. 2008), os fungos também 

apresentam papel importante no processo de biotransformação (Harms et al. 2011). 

Diversos fungos são conhecidos por produzirem enzimas capazes de degradar 

herbicidas aromáticos. De acordo com Vroumsia et al. (1996), fungos dos gêneros 

Cunninghamella e Penicillium apresentaram elevado potencial na degradação do 

herbicida. Outros gêneros como Aspergillus, Beauveria e Mortierella também são 

citados na literatura com habilidade em degradar diuron (TIXIER et al., 2000; TIXIER 

et al., 2001; BADAWI et al., 2009; ELLEGAARD-JENSEN et al., 2013). Para 
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determinadas bactérias degradadoras de pesticidas tem sido demonstrado que elas são 

capazes de utilizar o composto como um fonte de carbono e nitrogênio (El-Deeb et al., 

2000), como também a degradação pode estar relacionada a processos de desintoxicação 

cometabólica.  

Rotas metabólicas diversas foram descritas para a biodegradação do herbicida 

diuron dos quais mostram diferentes vias para diferentes microrganismos. Tais vias 

mostram quanto os microrganismos são desafiados a desenvolver novos caminhos 

através da alteração da sua própria informação genética preexistente para a adaptação e 

sobrevivência à impactos gerados por moléculas xenobióticas (REINEKE, 1986). A 

cinética de degradação pode ser afetada por vários fatores, tais como mudanças nas 

propriedades físicas do ambiente, gestão e manejo do solo, e biodisponibilidade de um 

composto, podendo esta ser reduzida devido à complexação ou adsorção da molécula 

nas partículas sólidas do solo, comprometendo a capacidade dos microrganismos em 

degradar um composto.  

Diversos microrganismos são descritos como capazes de metabolizar 

parcialmente o diuron (ROQUE, MELO, 2000), entretanto a maioria dos estudos aponta 

a transformação do diuron em compostos possivelmente mais tóxicos (GIACOMAZZI,  

COCHET, 2004). De acordo com a literatura, a degradação de diuron é iniciada com a 

remoção dos grupos N-metil formando 3,4-diclorofenil-metilureia (DCPMU) e 3,4-

diclorofenilureia (DCPU) (DALTON et al., 1966; GIACOMAZZI, COCHET, 2004; 

SHARMA et al., 2010; HONGSAWAT, VANGNAI, 2011; FENOLL et al., 2012). 

Mais recentemente, Ellegaard-Jensen et al. (2013) propuseram a formação de DCPMDU 

(3,4-diclorofenil-3-metildeneuriea), um intermediário entre os metabólitos DCPMU e 

DCPU. Os metabólitos da desmetilação (Figura 3), apesar de apresentarem estrutura 

química parecida com o diuron, não possuem efeitos herbicidas (APVMA, 2011).  

A decomposição é seguida pela remoção do grupo ureia, o que resulta na 

formação de 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA), um dos principais metabólitos da 

degradação do diuron, o qual apresenta toxicidade maior em alguns organismos, como 

Vibrio fischeri, quando comparado ao diuron (TIXIER et al., 2002).  
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Figura 3: Mecanismo inicial de biotransformação do herbicida diuron. 
 

                                           
Fonte: Giacomazzi & Cochet, 2004; Tixier et al, 2001; Ellegaard-Jensen et al, 2013. 

 

A partir da formação da molécula de 3,4-DCA, a degradação pode seguir por 

diferentes rotas, dependendo da via metabólica disponíveis nos microrganismos, 

formando diferentes metabólitos. Giacomazzi e Cochet (2004), observaram a 

degradação da molécula de 3,4-DCA em diclorocatecol, sem passar pela formação do 

diclorobenzeno, fato observado por Sharma et al. (2010) que discutem a via metabólica 

da biodegradação de diclorobenzeno pela formação de um intermediário comum, o 

diclorocatecol, e, em seguida, o anel de benzeno é quebrado. Entretanto, ambos os 

autores concordam na formação posterior dos produtos 3,4-diclorohex-3-ene-1,6-diol 

(3,4-DCHD) e ácido 3-cloro-4-oxohexanedióico (3-COHDA) (Figura 4).  
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Figura 4: Biodegradação da molécula de 3,4-DCA pela formação dos metabólitos 1,2 DCB e 
diclorocatecol. 

 
Fonte: Sharma et al., 2010; Giacomazzi e Cochet, 2004 

 

A molécula de 3,4-DCA também pode ser biotransformada por reação de 

acetilação, na qual ocorre a incorporação de um grupo acetila à molécula (Figura 5).  

  
Figura 5: Grupo acetila ou etanoíla. 
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Quimicamente, aminas e hidroxilas podem ser acetiladas por vários reagentes, 

entre eles o anidrido acético, cloreto de acetila ou acido acético glacial, entretanto 

enzimas denominadas acetiltransferases (ACT) também acetilam grupamentos NH2 

(TRABULSI et al., 2004) e são principalmente encontradas em bactérias, como Bacillus 

cereus e Pseudomonas spp., que apresentam resistência a antibióticos aminoglicosídeos 

(ANDRADE, 2002; TAKENAKA et. Al., 2006; MULYONO et al., 2007). Tais 

bactérias naturalmente não apresentam resistência a antibióticos, porém, bactérias 

anaeróbicas obrigatórias, como a Listeria monocytogenes, são naturalmente resistentes 

aos aminoglicosídeos e por apresentarem esse gene de resistência, elas podem transferi-

lo para estirpes não-resistentes através de plasmídeos nas interações bacterianas no 

ambiente (TRABULSI et al., 2004). 

Apesar do processo de acetilação ser mais comumente descrito entre as 

bactérias, Tixier et al. (2002) e Ellegaard-Jensen et al. (2014) observaram o potencial 

dos fungos Aspergillus niger, Beauveria bassiana, Cunninghamella elegans e 

Mortierella isabelina em acetilar a molécula de 3,4-DCA em 3,4-dicloroacetanilida 

(3,4-CAC) (Figura 6). 
 

 
Figura 6: Formação do metabólito 3,4-CAC pela acetilação de 3,4-DCA. 

 
         Fonte: Tixier et al., 2002 

 

 

Dentre as rotas de biotransformação de 3,4-DCA mais discutidas na literatura, 

encontram-se o mecanismo de desalogenação, podendo esta ocorrer em condições 

aeróbicas e anaeróbicas. A remoção do substituinte de halogêneo é um passo 

fundamental na degradação de compostos aromáticos clorados, pois sua degradação é 

dificultada proporcionalmente pela quantidade de halogênios presentes na molécula, os 

quais dificultam o acesso de enzimas às interações moleculares (BATISSON et al., 

2007). Outros fatores como temperatura, pH, fonte de carbono suplementares, presença 
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ou ausência de H2 ou de outros doadores de elétrons e concorrentes receptores de 

elétrons também podem afetar a taxa de descloração (WIEGEL, WU, 2000).  

Os microrganismos têm desenvolvido diferentes estratégias para remover o 

substituinte de cloro e se beneficiar dos compostos clorados. As bactérias beneficiam-se 

de compostos aromáticos e alifáticos clorados usando os compostos como fonte de 

carbono e energia na presença de um aceptor de elétrons apropriado (como o oxigênio). 

Diversas bactérias, incluindo os gêneros Pseudomonas, Burkholderia, Sphingomonas, 

Alcaligenes, Micrococcus e Arthrobacter removem o átomo de cloro, durante seu 

desenvolvimento, em um ataque enzimático antes da clivagem do anél aromático. Essas 

bactérias possuem genes que codificam as desclorinases, que geram produtos com o 

anel aromático desalogenado, o qual segue para outras vias de degradação.  

O substituinte de cloro pode ser removido do anel aromático oxigenicamente, 

pelo ataque de dioxigenases, resultando em clorohidrodiois, os quais são instáveis e 

espontaneamente eliminados a HCl, formando o correspondente catecol (HAGGBLOM, 

1992). Processos de descloração também podem ocorrer por métodos hidrolíticos ou 

redutivos, sendo este último decorrente do aproveitamento de compostos clorados como 

aceptores de elétrons terminais para a oxidação do substrato (doadores de elétrons) 

(LOFFLER et al., 2003) (Tabela 3). O mecanismo de degradação aeróbica de 

compostos clorados, para algumas espécies, pode envolver todas as reações de 

descloração (oxigenolítica, redutiva e hidrolítica) antecedente a quebra do anel 

(LOFFLER et al., 2003). 

 
Tabela 3: Descrição dos tipos de descloração microbiana. 

Tipo de 
descloração 

Ambiente Mecanismo de ação Enzimas 
envolvidas 

Gêneros 
bacterianos 

Oxigenolítica Aeróbico Substituição do átomo de 
cloro por uma hidroxila 
derivada da molécula de 
O2 

Mono e 
dioxigenase 

Burkholderia, 
Pseudômonas, 
Alcaligenes 

Hidrolítica Aeróbico e 
anaeróbico 

Substituição do átomo de 
cloro por uma hidroxila 
derivada da molécula de 
H2O. 

Hidrolases Xanthobacter, 
Pseudomonas, 
Mycobacterium 

Redutiva Aeróbico e 
anaeróbico 

Substituição do átomo de 
cloro por um hidrogênio. 

Desclorinases Desulfomonile 
Desulfitobacterium 

Fonte: LOFFLER et al., 2003. 
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Diversas bactérias desalogenantes como Desulfitobacterium hafniense, 

Desulfitobacterium chlororespirans e Desulfitobacterium dehalogenans foram descritas 

com habilidade de desclorar o composto 2,3,5-tricloro-4-metoxifenol a 3,5- dicloro-4-

metoxifenol (MILLIKEN et al., 2004). Suzuki, (1983) demonstraram que a bactéria 

Mycobacterium sp. pode desclorar, por hidrólise, a molécula de pentaclorofenol em 

tetraclorohidroquinona.  

Hongsawat e Vangnai (2011) observaram a degradação do 3,4-DCA pela 

formação de 4-cloroanilina (4-CA), que por sua vez segue por duas vias de degradação, 

sendo a primeira pela formação de anilina seguida de catecol e a segunda pela formação 

de 4-amino-2-clorofenol (Figura 7).  
 

Figura 7: Biodegradação da molécula de 3,4-DCA pela formação dos metabólitos 4-amino-2-

clorofenol e 4-CA.  
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As cloroanilinas (CAs) são um grupo de aminas aromáticas cloradas originadas 

da biotransformação de herbicidas, sendo especialmente 4-cloroanilina (4-CA) e 3,4-

dicloroanilina (3,4-DCA), das quais têm sido onipresentes e acumuladas no ambiente, 

incluindo solos agrícolas e águas residuais e industriais (RADIANINGTYAS et al., 

2003; HONGSAWAT, VANGNAI, 2011). Uma vez que a resistência de biodegradação 

microbiana e toxicidade de cloroanilinas dependem principalmente do número e a 

posição dos átomos de cloro no anel aromático, existem mais relatos de bactérias com 

capacidade de degradar anilina do que as monocloroanilinas (MCA) ou dicloroanilinas 

(3,4-DCA). A molécula de anilina, por sua vez, se faz presente como metabólito da 

degradação de 3,4-DCA e por ser considerada altamente tóxica, facilmente absorvida 

pela pele, e potencialmente mortal por ingestão ou inalação, (EMTIAZI et al., 2001) 

muitos pesquisadores têm dado atenção ao seu destino no meio ambiente (DEJONGHE 

et al., 2002; ZHANG et al., 2008).  

Assim como a anilina, a molécula de catecol também é um composto 

intermediário de muitas reações de biotransformação no ambiente. Organismos 

eucarióticos produzem catecóis de anel único devido à ação de monoxigenases, e 

procariotos introduzem a molécula de oxigênio inteiro através de uma reação de 

dioxigenase formando primeiro um cis-diol. Em ambos os organismos, procariotos e 

eucariotos, o anel aromático do catecol é aberto por reação de dioxigenase por orto ou 

para clivagem. Dioxigenases e monooxigenases são duas das principais enzimas 

utilizadas por organismos aeróbios durante a transformação e mineralização de 

xenobióticos (BOOPATHY, 2000).  

Observada a vasta possibilidade de vias metabólicas apresentada pelos 

microrganismos no ambiente, a figura 8 e a tabela 4 apresentam um resumo das vias de 

transformação de 3,4-DCA e os metabólitos esperados na degradação do herbicida 

diuron citadas nesta revisão. 
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Figura 8: Vias de degradação microbiana da molécula de 3,4-DCA 

 

 

Fonte: 1: Sharma et al., 2010; 2: Giacomazzi e Cochet, 2004; 3: Giacomazzi e Cochet, 2004; 4: 
Hongsawat e Vangnai, 2011; 5: Tixier et al., 2002; Ellegaard-Jensen et al., 2014. 
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Tabela 4: Possíveis metabólitos a partir da biodegradação do herbicida diuron. 

Código Nome IUPAC 
DCPMU 3-(3,4-diclorofenil)-1-metiluréia 
DCPMDU  (1-(3,4-dichlorophenyl)-3-methylideneurea) 
DCPU 3,4-diclorofenil-uréia 
3,4-DCA 3,4-dicloroanilina 
4-CA 4-cloroanilina 
___ anilina 
DCB 1,2-diclorobenzeno 
DCC diclorocatecol 
___ 4-clorocatecol 
___ catecol 
DCHD 3,4-diclorohex-3-ene-1,6-diol 
COHDA 3-cloro-4-oxohexanoácidodióico 
3,4-DAC 3,4-dicloroacetanilida 
4-CAC 4-cloroacetanilida 
___ 3,3’-4,4’-tetracloroazoxibenzeno 
___ 3-cloro-cis-cis-ácido-mucônico 
 cis-cis ácido mucônico 

Fonte: Giacomazzi & Cochet, 2004; Sharma et al., 2010; Hongsawat & Vangnai, 2011. 

 

 

1.4. Influência do meio de cultivo no isolamento de bactérias por 

métodos dependentes de cultivo  

Diversos microrganismos apresentam a capacidade de consumir moléculas 

complexas nos mais diversificados ambientes, apresentando fundamental importância 

na descontaminação de locais impactados (STASINAKIS et al., 2009; VALLERO, 

2010).  Técnicas moleculares modernas, ao longo das últimas décadas, têm permitido 

avaliar a diversidade microbiana sem a necessidade de cultivá-la, revelando um enorme 

reservatório de microrganismos inexplorados (ELLIS, et al., 2003). Tais técnicas, 

quando em combinação com metodologias de cultura-dependentes, podem ser muito 

úteis na monitoração da diversidade microbiana e da sucessão das comunidades ao 

longo do tempo, principalmente após interferências antropogênicas (TAKAKU et al., 

2006). 

No entanto, apesar do rápido monitoramento da diversidade por cultura-

independente, a maioria das técnicas de identificação e as que possuem o melhor poder 

discriminatório são dependentes da cultura, permitindo identificações microbianas em 
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nível de espécie, em contraste com os outros procedimentos que raramente produzem 

identificações abaixo de gênero (VAZ-MOREIRA et al., 2011). 

Por métodos de cultura-dependente, os microrganismos podem ser isolados do 

ambiente utilizando diversos meios de cultura, sendo eles seletivos ou não, contendo 

diferentes composições nutricionais que incluem mistura de sais quimicamente definida 

e fonte de carbono de fácil assimilação, bem como polipéptidos, aminoácidos e 

vitaminas (VIEIRA, NAHAS, 2005).  Tradicionalmente, os microrganismos com 

potencial em degradar pesticidas são isolados utilizando meios seletivos, por métodos 

de culturas de enriquecimento (KARPOUZAS et al., 2000), onde o xenobiótico em 

estudo é acrescentado ao meio de cultivo para ambientar o microrganismo e estimular 

seu desenvolvimento na presença do composto.  

Chanika, et al. (2011) isolaram, por métodos de enriquecimento, as bactérias 

Pseudomonas putida e Acinetobacter rhizosphaerae capazes de degradar rapidamente o 

organofosfato fenamifos (FEN), utilizando-o como fonte de carbono e nitrogênio. 

Batisson et al. (2009) isolaram bactérias de solo agrícola utilizando técnicas de 

enriquecimento, tendo o herbicida mesotriona como única fonte de carbono. Após 

isolamento, as bactérias responderam positivamente na degradação do herbicida, 

destacando as bactérias do gênero Bacillus, com habilidade de degradar 300 mg.L-1, em 

50h de cultivo. 

Raymond e Bartha (1975) isolaram bactérias a partir de águas poluídas com 

petróleo, das quais foram submetidas a crescimento em naftaleno, 2-metilnaftaleno e 2-

etilnaftaleno como únicas fontes de carbono. Tais autores observaram que das seis 

estirpes bacterianas isoladas a partir da água poluída, todas cresceram em naftaleno, 2-

metilnaftaleno e 2-etilnaftaleno como únicas fontes de carbono, e três dos seis 

organismos foram capazes de metabolizar fenantreno e antraceno. Apenas uma estirpe, 

a qual cresceu em naftaleno, foi capaz de metabolizar outros compostos poliaromáticos, 

incluindo acenaftileno, bifenilo, fluoreno e tetralina. Batisson et al. (2007) isolaram 

bactérias a partir de enriquecimento com herbicida diuron e observaram que as bactérias 

Pseudomonas sp. e a Stenotrophomonas sp, ambas bastonetes gram-negativo, 

apresentaram melhor desempenho na degradação do herbicida. 

Apesar da técnica de enriquecimento ser eficiente no isolamento de 

microrganismos com habilidade em degradar xenobiótico, esta sozinha não permite 

estudar o impacto gerado pelo composto sobre a comunidade microbiana total, pois a 

presença de xenobióticos pode causar alterações na atividade e diversidade microbiana 
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(ZABALOY et al., 2008). O uso de meios não-seletivos pode proporcionar o isolamento 

de uma variedade maior de microrganismos, que quando comparada com os isolados em 

meio seletivo, pode possibilitar o estudo da capacidade da microbiota local em se 

adaptar e desenvolver na presença do composto em questão. 

Poucos trabalhos apresentam meios de isolamento sem enriquecimento. Castillo 

et al. (2011) isolaram bactérias degradantes de endosulfan de cinco plantações de café 

na Colômbia, historicamente expostos ao inseticida. Na fase de isolamento não foi 

utilizado o inseticida como meio seletivo, contudo, a estirpe Azotobacter sp. isolada foi 

posteriormente tratada com 10 mg.L-1 de endosulfan, a qual respondeu positivamente ao 

meio, sendo capaz de crescer em cultura líquida e degradar o inseticida.  

Para este trabalho, optou-se por não realizar o enriquecimento do meio de 

isolamento, pois, no caso do solo de canavial, a aplicação de diuron é feita tanto com o 

princípio ativo do diuron separadamente e em combinação com o princípio ativo de 

outros herbicidas. A aplicação é realizada, no mínimo, uma vez ao ano, proporcionando 

um enriquecimento do xenobiótico no ambiente. Considerando uma área de plantio com 

idade produtiva de cinco anos, tem-se uma aplicação em média de 8 a 16 kg/ha de 

diuron ou 11,6 a 31,1 kg/ha de diuron combinado com outros herbicidas (Blanco, 2003). 

Sabe-se que a toda a quantidade de herbicida aplicada na lavoura não chega ao solo, 

sendo parte dissipada pelo vento, retida nas folhas da cultura da cana ou até mesmo 

fotodegradada. Entretanto, a fração que encontra o solo contribui para o enriquecendo 

do agrotóxico, possibilitando o isolamento de microrganismos tolerantes e com 

potencial em degradar o composto. 

 

 

1.5.  Técnicas de imobilização, microcosmo e consórcio microbiano 

na degradação de xenobióticos 

Um grande número de microrganismos capazes de degradar compostos 

xenobióticos foi isolado nos últimos anos sugerindo que os microrganismos estão 

desenvolvendo capacidade na degradação de xenobióticos recalcitrantes sob uma 

pressão seletiva da poluição no meio ambiente. Dentre os microrganismos, as bactérias 

são descristas na literatura como os melhores degradadores de xenobióticos presentes no 

ambiente, entretanto os fungos podem revelar-se valiosos degradadores de estruturas 
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moleculares, que não são de outra forma facilmente transportada em células bacterianas 

ou metabolizada pelas mesmas (BOUWER, ZEHNDER, 1993). 

De modo geral, os microrganismos isoladamente apresentam capacidade em 

biotransformar parcialmente as moléculas de xenobiótico, não atingindo a mineralização 

completa do composto. Por esse motivo, a combinação de microrganismos por 

estratégias de consórcios microbianos pode fornecer todas as capacidades metabólicas 

para a mineralização completa de um contaminante orgânico (DÍAZ, 2004).   

Os microrganismos presentes no ambiente podem utilizar compostos 

xenobióticos como fonte de carbono e energia, introduzindo-os em seu metabolismo. 

Entretanto, processos de cometabolização também são observados, onde certos 

microrganismos se encarregam do ataque inicial aos constituintes da molécula do 

xenobiótico, produzindo compostos intermediários que podem ser, subsequentemente, 

assimilados por outras espécies microbianas como fonte de carbono e nutrientes 

(BENNETT et al., 2007; MIKESKOVÁ et al., 2012). Além disso, o efeito sinérgico na 

degradação de compostos recalcitrantes pode ser explicado pelo fato das hifas fúngicas 

funcionarem como vetores de transporte para as bactérias, permitindo que elas 

atravessem poros ou lacunas de ar no solo e, assim, ter acesso aos contaminantes que 

antes eram inacessíveis (KOHLMEIER et al., 2005;  WARMINK e VAN ELSAS, 

2009). 

Diversos estudos relatam a eficiencia da combinação de microrganismos em 

processos de biorremediação. Zhang et al., (2013) estudaram a degradaçao de 

paracetamol por consórcio de bactérias e observaram que a degradação poderia ser 

realizada pelos isolados individuais, mas é estimulada por uma interação sinérgica do 

consórcio das três bactérias, sugerindo uma possível interação complementar entre os 

isolados. 

Sorensen et al., (2008) estudaram o consórcio entre A. globiformis D47 e 

Variovorax sp. SRS16 quanto sua capacidade em degradar e mineralizar linuron e 

diuron em concentrações ecologicamente relevantes em meios líquidos e no solo. Em 

conclusão, a co-cultura pareceu ser altamente eficiente na mineralização dos compostos 

em questão, sugerindo que esta pode ser ideal para descontaminar solos e águas afetados 

por estes herbicidas, bem como o seu metabólito comum, 3,4-DCA.  

Breugelmans et al. (2007) observaram que culturas mistas degradam linuron 

mais rapidamente do que as estirpes individuais e Herrera-González et al. (2012) 

utilizaram um consórcio de 9 bactérias (Acidovorax sp., Luteibacter, Xanthomonas sp., 
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Flavobacterium sp., Variovorax sp., Acinetobacter, Pseudomonas sp., Rhodococcus sp., 

e  Kocuria sp.) para degradar propanil e 3,4-DCA. Diversos trabalhos relatam estirpes 

com capacidade para mineralizar 3,4-DCA sem exibir a capacidade de degradar diuron 

em 3,4-DCA (TIXIER et al., 2000; DEJONGHE et al., 2002; BAZOT et al., 2007) 

Desse modo, faz-se necessária uma combinação entre os microrganismos para realizar a 

degradação do herbicida.  

A combinação de microrganismos pode ser comprometida pela interferência de 

uma espécie sobre a outra e tal interferência pode ser minimizada quando as células 

encontram-se imobilizadas em matrizes como polímeros, biofilme, agregados do solo, 

sedimentos, etc. Bazot et al. (2007) observaram o aumento da degradação de diuron na 

combinação de Arthrobacter sp. N4 e Delftia acidovorans W34, quando uma ou ambas 

foram imobilizadas em aglinato-Ca. A imobilização de células microbianas representa 

um método eficiente de preservação celular, pois garante a estabilidade física e química 

das células, impedindo a contaminação por outros microrganismos (KANMANI et al, 

2011, apud TRABELSI et al, 2014). Fragoeiro e Magan (2008) cultivaram os fungos 

Trametes versicolor e Phanerochaete chrysosporium em lascas de madeira e, ao aplica-

los em sistemas de microcosmos, observaram que o cultivo dos fungos não somente 

aumentou a degradação de pesticidas no solo, como também aumentou a atividade de 

enzimas extracelulares, como celulase e lacase, e a atividade respiratória. 

Como descrito anteriormente, células microbianas também podem ser 

adicionadas e imobilizadas em agregados do solo e sedimentos, reproduzindo um 

ambiente de microcosmo ou micronichos. Técnicas de microcosmos que apresentam a 

adição de microrganismos isolados e pré-estudados na degradação de um composto 

específico são largamente aplicados e comumente descritos na literatura. Patel et al. 

(2013) avaliaram a adição de um consórcio bacteriano na degradação de fenantreno e 

observaram que a taxa de degradação aumentou de 61% para 94% em sedimentos 

bioaumentados com o consórcio. Esta técnica de adição de microrganismos, quando 

reproduzida no ambiente, deve ser acompanhada de estudos de impacto ambiental na 

comunidade microbiana indígena (CRUZ et al., 2014). 

Metodologias de laboratório têm sido cada vez mais utilizadas para avaliar o 

potencial de bio degradação de pesticidas no solo como alternativa a estudos in situ, 

sendo este último, muitas vezes, dificultado pela alta variabilidade do clima, falta de 

reprodutibilidade e custos extremamente elevados. A abordagem técnica de microcosmo 

em laboratório apresenta as questões de variabilidade e reprodutibilidade ao mesmo 
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tempo, proporcionando um maior nível de precisão para predizer os efeitos ambientais 

dos pesticidas sobre processos estruturais do solo (CARACCIOLO et al. 2012). 

Apesar de alguns autores apontarem diversas falhas no sistema de microcosmo 

(TARRADELLAS et al., 1996), esta técnica apresenta-se como reprodutível e 

controlável que simulam a situação do campo, ou seja, os processos e interações de 

componentes, de determinada parte do ambiente. Processos que envolvem a dinâmica 

do solo como mineralização do nitrogênio, química do solo, transformações de 

nutrientes, decomposição da matéria orgânica e atividade biológica podem ser utilizadas 

como parâmetros em microcosmos (BURROWS, EDWARDS, 2002). 

 Parâmetros de mobilidade de pesticidas por lixiviação, absorção em flora ou 

fauna, degradação biótica e abiótica, e volatilização também são largamente estudados 

em processos de microcosmo. No caso do estudo de degradação por sistema de 

microcosmo, o contaminante é, geralmente, misturado ao solo a fim de permitir a 

exposição máxima do composto aos organismos presentes (MORGAN, KNACKER, 

1994).  

Embora o microcosmo possa ser realizado em sistemas aberto ou fechado, o 

mesmo estará sempre sujeito a pelo menos o controle de um fator ambiental, tais como 

temperatura, luz, umidade, fluxo de ar e da água (BURROWS, EDWARDS, 2002). O 

microcosmo pode ser elaborado em sistemas homogêneos de solo peneirado ou solos 

intactos extraídos do campo, podendo ser introduzido organismos exógenos, bem como 

apresentar somente os organismos endógenos. Este último é o tipo de microcosmo mais 

simples, não havendo a necessidade de isolar ou adicionar organismos ao processo. Tal 

técnica foi utilizada por Vercraene-Eairmal et al. (2010) que estudaram a capacidade de 

uma comunidade bacteriana de ecossistema aquático em degradar o herbicida diuron e 

transformar a molécula nos metabólitos DCPMU e DCPU.   

Alguns critérios devem ser atendidos quando se utiliza um microcosmo de solo 

para que os resultados imitem adequadamente os efeitos do campo, como: o solo deve 

apresentar características químicas e biológicas semelhantes aos solos do campo; o solo 

deve ser recém-coletado para permitir a máxima diversidade de organismos endógenos;  

o microcosmo deve apresentar tamanho adequado para permitir que a unidade funcione 

como um ecossistema; e por último, os microcosmos laboratoriais devem avaliar os 

principais processos da dinâmica do solo que representam a função e a saúde de um 

ecossistema real. Tais critérios permitem que os dados recolhidos sejam utilizados na 
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previsão do comportamento global e os efeitos de um poluente no campo (Burrows, 

Edwards, 2002). 

 

 

 

 

   

2. Objetivos 

 

Geral 

O objetivo geral deste trabalho foi estudar o potencial e o mecanismo de 

degradação do herbicida diuron por bactérias isoladas de solo de canavial com histórico 

de aplicação desse herbicida. 

 

Específicos 

 * Avaliar influência da fonte de carbono do meio de cultivo na composição de 

bactérias GP e GN de solo de canavial;  

 * estudar o potencial de degradação do diuron em cultivo em meio líquido pelas 

bactérias isoladas e identificar os metabólitos gerados; 

* estudar a degradação do diuron por técnica de imobilização celular e 

microcosmos, observar os metabólitos gerados e compará-los com aqueles obtidos em 

meio líquido;  

 * estudar a degradação do diuron por consócio de cepas, identificar os 

metabólitos gerados e comparar com aqueles de cultura pura; 

 * propor rota metabólica para a degradação do herbicida diuron. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1.  Amostragem de solo e isolamento de bactérias 

Amostras de solos foram coletadas em área de plantação de cana-de-açúcar, 

caracterizada como Latossolo Vermelho Distrófico, com histórico de aplicações 

intensivas do herbicida diuron nas formas de Velpar-K® (diuron e hexazinona) e 

Herburon® (diuron). Quatro coletas foram realizadas em uma propriedade de plantio da 

Usina Açucareira Virgolino de Oliveira S/A (Unidade José Bonifácio - Latitude 

0610521 e Longitude 7657939), sendo duas realizadas após o corte da cana e duas após 

correção do solo e aplicação dos herbicidas (Figura 9). As características do solo estão 

apresentadas no Anexo A. 

 
Figura 9: Área de amostragem de solo para isolamento das bactérias. A: Solo do canavial após 
corte da cana; B: Solo do canavial após correção e aplicação de herbicidas. 
 

  

  
 

As amostras foram retiradas em 10 cm de profundidade, em três pontos 

pertencentes à mesma fileira do cultivo da cana-de-açúcar. A amostra final foi composta 

A

B B

A
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pela mistura dos solos coletados nos três pontos. A descrição do período das 

amostragens encontra-se na tabela 5.  

 

Tabela 5: Cronograma e descrição do período de amostragens. 

Amostragem Descrição do período de amostragem Data 
1ª Duas semanas após o corte da cana (sem correção ou aplicação 

de herbicidas). 
Junho/2011 

2ª Uma semana após correção e aplicação de herbicidas. Setembro/2011 
3ª Duas semanas após corte da cana (sem correção ou aplicação de 

herbicidas) 
Maio/2012 

4ª Uma semana após correção e aplicação de herbicidas. Fevereiro/2013 
 

O solo coletado para o isolamento das bactérias foi acondicionado em 

embalagens plásticas, previamente estéreis, no interior de caixa de isopor em 

temperatura ambiente (PEREIRA et al., 1996), sendo conduzido, no mesmo dia, ao 

laboratório para transferência e cultivo em meios minerais.  

Em laboratório, as amostras de solo foram transferidas para gral estéril, 

trituradas com pistilo estéril (OLSEN, BAKKEN, 1987) e homogeneizadas. Alíquotas 

de 5g foram pré-cultivadas em frascos de erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de 

meio mínimo de sais de Dellamatrice e Monteiro (2004), com modificações: 0,6% 

NaNO3; 0,15% KH2PO4; 0,05% KCl; 0,05% MgSO4·7H2O; 10-4% FeSO4; 10-4% 

ZnSO4, pH 6,8.  

Foram preparados 10 meios de cultivos diferentes, sendo cinco contendo 500 

mg.L-1 de glicose (meio controle) e cinco contendo 50 mg.L-1 de diuron (meio indutor) 

como fonte de carbono. Também foram adicionados 0,2% de ampicilina (antibiótico de 

amplo espectro), 0,08% de cetoconazol (antifúngico) e  10 mg.L-1 de 3,4-DCA (produto 

de degradação do diuron), conforme descrito na tabela 6. Optou-se por diversificar o 

meio de isolamento para possibilitar a coleta de cepas das mais diversificadas espécies. 
 

Tabela 6: Descrição das fontes de carbono e aditivos presentes nos meios de isolamento. 

  

Os frascos foram levados à agitação de 100 rpm, a 30 °C por 120 horas, sem 

haver qualquer outro enriquecimento das amostras após adição do solo ao meio líquido. 

 Meio Controle Meio Indutor 
1 Glicose Diuron 
2 Glicose + Ampicilina Diuron + Ampicilina 
3 Glicose + Ampicilina + Cetoconazol Diuron + Ampicilina + Cetoconazol 
4 Glicose + Cetoconazol Diuron + Cetoconazol 
5 Glicose + 3,4-DCA Diuron + 3,4-DCA 
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Neste trabalho optou-se por não realizar o enriquecimento das amostras ao longo da 

incubação com quantidades conhecidas de diuron por entender que o local de 

amostragem apresenta mais de cinco anos de aplicação de herbicida, sendo esse um 

enriquecimento suficiente para o surgimento de bactérias com habilidade em degradar o 

composto em questão.  

Após 120 horas, realizaram-se diluições em série de 10-2 a 10-6 para o 

isolamento das colônias bacterianas. Foram selecionadas 10 colônias de cada meio de 

cultivo (descritos na tabela 6), nas diluições entre 10-4 e 10-6, totalizando 100 colônias 

por coleta e 400 colônias ao final de todas as coletas. As cepas foram isoladas de 

diluições diferentes devido a não formação de 10 colônias nas diluições mais altas. 

Todas as cepas foram submetidas a teste de colocação de Gram, para caracterização das 

bactérias isoladas. O armazenamento das culturas puras foi realizado em criotubos 

contendo 2% de glicerol, acondicionados em freezer -80 °C.  

 

 

3.2. Identificação bacteriana por técnica molecular 

A identificação das bactérias utilizando técnicas moleculares foi realizada a 

partir da extração do DNA genômico (protocolo de Turnbulla et al. 2001) e amplificação 

e sequenciamento parcial de regiões do operon ribossomal rRNA 16S. Os primers 

utilizados foram 63F (5´-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3´) e 1387R (5´-GGG 

CGG WGT GTA CAA GGG-3´) para amplificar cerca de 1300 pares de base 

(MARCHESI et al., 1998), sendo W substituído por A ou T.  

As bactérias foram cultivadas em meio líquido YT (extrato de levedura 10 g.L-1; 

Triptona 16 g.L-1 ; 5 g.L-1 NaCl, pH 7,0), por 16 horas, e um microlitro desta suspensão 

foi utilizado diretamente na mistura de reação de PCR de 48 µL contendo: 2 µL de cada 

primer (10 mM), 5 µL de tampão de PCR 10X , 3,0 µL de MgCl2 (50 mM), 0,5 µL de 

dNTP (50 mM), 0,2  µL de Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e água ultrapura (Milli-Q, 

Millipore, EUA), esterilizada, para completar o volume final. 

As amplificações foram realizadas utilizando termociclador PRIME G 

(Analítica). A temperatura de reação foi iniciada a 95 °C, por 5 minutos. Trinta ciclos 

de amplificação foram realizados, cada uma consistindo de 95 °C (1 min), 55 °C (1 min) 

e 72 °C (1,5 min). Um período adicional de 72 °C durante 5 minutos foi incluído no 

final dos 30 ciclos. Para avaliar a presença de produtos de PCR em amostras, 4 µL de 
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cada mistura de reação foi sujeita a eletroforese em gel de agarose 1% ao lado de um 

marcador de peso molecular apropriado. 

O produto de PCR (cerca de 50 ng.µL-1) foi purificado utilizando kit de 

purificação GeneJET PCR Purification Kit (Fermentas, Thermo Scientific), segundo 

recomendação do fabricante, antes de serem submetidos ao sequenciamento (Genomic 

Engenharia Molecular - SP). O material foi preparado utilizando os primers do PCR e 

primers internos (cada 400 pb, oito no total) para garantir um melhor sequenciamento. 

A PCR para o sequenciamento dos fragmentos dos genes 16S rRNA foi feita usando-se 

o kit “Big Dye Terminator” versão 3.0 (Applied Biosystems). Cerca de 1,5 μl do 

produto da purificação foi adicionado a mistura de reação de sequenciamento contendo 

3,5 µl de  tampão (Big Dye Terminator 5x Sequencing Buffer), 1 µl de primer, 1 µl de 

Big Dye e H2O para completar o volume de 10 µl. A temperatura de reação foi iniciada 

a 105 °C, por 10 segundos. Trinta e cinco ciclos foram realizados, cada um consistindo 

de 96 °C (15 s), 55 °C (15 s) e 60 °C (4 min). Um período adicional de 72 °C durante 5 

minutos foi incluído no final dos 30 ciclos. Após a amplificação dos fragmentos, 

realizou-se a precipitação de acordo com as instruções do kit “Big Dye Terminator” 

versão 3.0. 

 As sequências geradas foram processadas para remoção das bases produzidas 

com baixa qualidade (índice de qualidade >20) com auxílio do pacote de programas 

Phred/Phrap/Consed em sistema operacional Linux. As sequências obtidas foram 

comparadas com as já existentes depositadas em bancos de dados, como o Genbank 

(http://www.ncbi.nem.nih.gov) e CBS (http://www.cbs.knaw.nl/index.htm). 

 

 

3.3. Triagem das bactérias degradadoras de diuron por cultivo 

submerso 

  Para o estudo do potencial de degradação de diuron pelas bactérias, realizou-se o 

cultivo dos isolados, em erlenmeyers de 50 mL, contendo 10 mL do meio de sais 

composto por: 5 mg.L-1 de diuron; 0,05% de glicose (para crescimento inicial das 

bactérias); 0,6% (NH4)2SO4; 0,1% KH2PO4; 0,2% Na2HPO4; 0,05% NaCl; 0,05% 

surfactante Triton X-100, 1% elementos traços (g.L-1: 0,025 KI; 0,025 LiCl; 0,05 

MnSO4; 0,5 H3BO3; 0,05 ZnSO4; 0,05 CoCl2; 0,025 (NH4)6Mo7O24; 0,05 CuSO4; 0,01 

FeSO4) e 0,1% de complexo vitamínico (mg.L-1: 2,0 biotina; 2,0 ácido fólico; 5,0 
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cloridrato de tiamina; 5,0 ácido nicotínico; 5,0 pantotenato de cálcio; 10,0 piridoxina; 

5,0 ácido lipóico e 0,1 vitamina B12). 

O pré-inóculo foi preparado por suspensão de células bacterianas obtidas no 

cultivo descrito, sem adição de diuron, em solução salina, com densidade óptica 

analisada em espetrofotômetro (DO600>0,3). Dessa suspensão, utilizou-se 0,5 mL para 

inocular 10 mL do meio acima descrito, os quais foram incubados a 30 °C, 100 rpm, por 

cinco dias. Antes da incubação, os erlenmeyers foram pesados para posterior correção 

do volume final, considerando que ocorreu uma evaporação média de 15% do volume 

após cinco dias de incubação. Transcorrido o tempo de cultivo, as amostras foram 

centrifugadas por 4 min, a 6000 x g. O sobrenadante foi utilizado para avaliar o 

potencial de degradação do herbicida diuron e a quantidade de diuron remanescente no 

meio de cultivo, após período de incubação, foi tomada como referência para cálculo da 

degradação do herbicida, sendo este descontado do valor do cultivo abiótico (controle).  

 

 

3.4. Otimização do meio de cultivo para avaliação da degradação do 

diuron pelas cepas bacterianas 

Foram selecionadas 10 cepas (Tabela 7), com potencial de degradação do diuron 

para os experimentos com planejamento estatístico Plackett & Burman (PB) 

Planejamento Fatorial Completo (PFC) e Delineamento Composto Central Rotacional 

(DCCR) (Figura 10). Devido ao uso de material biológico nos ensaios estatísticos, foi 

considerado o valor de R2 de 85% (ELLEGAARD-JENSEN, 2013).  
  

Tabela 7: Bactérias selecionadas para avaliação da degradação de diuron utilizando ferramentas 
estatísticas.  

Código Identificação 
TG2.31 Enterobacter sp. 
TG3.14 Leucobacter sp. 
TG3.30 Micrococcus luteus 

TG3.48 Ochrobactrum intermedium 

TG4.48 Alcaligenes faecalis 

TD2.3 Pseudomonas aeruginosa 

TD2.18 Achromobater sp. 
TD3.31 Delftia sp. 
TD4.7 Stenotrophomonas acidaminiphila 

TD4.31 Bacillus cereus 
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Utilizou-se, primeiramente, o planejamento Plackett & Burman (PB) por 

matrizes de elementos para 8 ensaios + 3 pontos centrais (Tabela 8) para seleção prévia 

das variáveis de maior interferência (RODRIGUES, IEMMA, 2009). Este planejamento 

foi utilizado para estudar a interferência da concentração de glicose, da adição de 

vitaminas e nitrogênio (NH4SO4) e do valor pH inicial do meio de cultivo sobre o 

potencial das bactérias de degradar o herbicida. A mistura de vitaminas foi composta de: 

(mg.L-1): 2,0 biotina; 2,0 ácido fólico; 5,0 cloridrato de tiamina; 5,0 ácido nicotínico; 

5,0 patotenato de cálcio; 10,0 piridoxina; 5,0 ácido lipóico e 0,1 vitamina B12. Os 

resultados foram analisados em um nível de confiança de 90% e significância de α ≤ 

0,1. 

Figura 10: Fluxograma dos ensaios baseados no delineamento experimental 

 
 

Tabela 8: Concentração das variáveis independentes para o planejamento experimental de 
Placket-Burmann. 

Exp. Variáveis (%) 
 Glicose Vitaminas N* pH 

1 0,2% (1) 0,0%(-1) 0,19%(1) 6,5 (-1) 
2 0,2% (1) 0,0%(-1) 0,06% (-1) 7,5 (1) 
3 0,2% (1) 0,2% (1) 0,06% (-1) 7,5 (1) 
4 0,0% (-1) 0,2% (1) 0,19%(1) 7,5 (1) 
5 0,2% (1) 0,2% (1) 0,19%(1) 6,5 (-1) 
6 0,0% (-1) 0,0%(-1) 0,19%(1) 7,5 (1) 
7 0,0% (-1) 0,2% (1) 0,06% (-1) 6,5 (-1) 
8 0,0% (-1) 0,0%(-1) 0,06% (-1) 6,5 (-1) 
9 0,1% (0) 0,1% (0) 0,13% (0) 7,0 (0) 
10 0,1% (0) 0,1% (0) 0,13% (0) 7,0 (0) 
11 0,1% (0) 0,1% (0) 0,13% (0) 7,0 (0) 

     *(NH4)2SO4 utilizado como fonte de nitrogênio.  
      Entre parênteses encontram-se os valores codificados do experimento 
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Um segundo planejamento foi realizado, variando-se a concentração de glicose, 

em níveis acima do utilizado no primeiro experimento, e a quantidade de inóculo em 

planejamento fatorial completo (PFC), seguido de DCCR (Tabela 9) para os ensaios 

cujos resultados apresentaram curvatura significativa no planejamento PFC.  

A extração das amostras foi realizada como descrito no item 3.3, e o 

sobrenadante foi utilizado para avaliar a quantidade de diuron remanescente no meio de 

cultivo. Os meios de cultivo nos quais foram observadas as maiores taxas de degradação 

do diuron, foram utilizados nas etapas posteriores do trabalho.   

 

Tabela 9: Níveis das variáveis independentes para o planejamento PFC e DCCR. 

Exp. Variáveis 
 Glicose (%) Inóculo  (mL) 
1 0,07(-1) 232 (-1) 
2 0,43 (1) 232 (-1) 
3 0,07 (-1) 868 (1) 
4 0,43 (1) 868 (1) 

5* 0,00 (-1,41) 550 (0) 
6* 0,50 (1,41) 550 (0) 
7* 0,25 (0) 100 (-1,41) 
8* 0,25 (0) 1000 (1,41) 
9 0,25(0) 550 (0) 

10 0,25 (0) 550 (0) 
11 0,25 (0) 550 (0) 

            * ensaios realizados somente para DCCR 
Entre parênteses encontram-se os valores codificados do experimento 

 

 

 

3.5. Imobilização das células bacterianas em alginato de cálcio 

As esferas de alginato-Ca foram preparadas segundo Betigeri e Neau (2002), 

utilizando 2,5% de alginato de sódio (Dinâmica – CAS 9005-38-3 -  viscosidade não 

disponível) em tampão fosfato 0,05M, pH 7. Foram adicionados 2 mL de suspensão 

microbiana a 10 mL de solução de alginato de sódio. Essa suspensão foi gotejada, com 

o auxílio de ponteiras de 1 mL estéreis, em 50 mL de CaCl2 0,05M. Depois de formadas 

as esferas (3,5mm de diâmetro – Figura 11), estas foram lavadas duas vezes com água 

destilada para a eliminação das células não imobilizadas e 2g das esferas foram 
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transferidas para meio de cultivo na presença de 50 mg.L-1 de diuron e incubada a 30 ºC 

por 120 h. 
Figura 11: Células bacterianas imobilizadas em esferas de alginato-Ca. 

 
 

A extração das amostras foi realizada como descrito no ítem 3.3, e o 

sobrenadante foi utilizado para avaliar a quantidade de diuron remanescente no meio de 

cultivo. As esferas de alginato-Ca não foram reutilizadas após término do cultivo. 

 

 

3.6. Biodegradação do diuron por sistemas de microcosmo 

A avaliação da degradação de diuron por bactérias em culturas únicas e por 

consórcios microbianos foi realizada em experimentos de microcosmo para avaliar a 

capacidade dos microrganismos de degradar o diuron na presença de solo. O solo 

utilizado no estudo de microcosmo foi o mesmo coletado para o isolamento das 

bactérias, o qual foi armazenado em temperatura de 4oC. Após tamisado a uma 

granulometria de 2 mm2, o solo foi avaliado para a verificação da presença de diuron 

residual. Todo experimento de microcosmo foi realizado em placas de Petri de 9 cm de 

diâmetro, contendo 20g de solo enriquecido com 50 mg.L-1 de diuron, como mostra a 

figura 12.  

O solo presente nas placas apresentou profundidade de 0,5cm, sendo este 

experimento realizado para avaliar a degradação do herbicida nas camadas superficiais 

do solo no meio ambiente. Os microrganismos utilizados neste experimento estão 

listados na tabela 10. As bactérias foram inoculadas na concentração de 105 células por 
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grama de solo e cada fungo na concentração de 106 esporos. As placas foram incubadas 

a 30oC , por 10 dias.  

Os fungos utilizados para este experimento foram o Cunninghamella elegans 

B06 e Aspergillus brasiliensis G08 da coleção do Laboratório de Bioquímica e 

Microbiologia Aplicada, Unesp – Campus S.J. Rio Preto, os quais também foram 

isolados em solo com histórico de aplicação do herbicida diuron.  

Um controle foi realizado com solo enriquecido com 50 mg.L-1 de diuron e, após 

48 horas do enriquecimento, o diuron foi extraído para determinação da taxa de 

herbicida adsorvido no solo. Esse valor foi considerado no momento do cálculo do 

diuron degradado.  

 

 
Figura 12: Placas de Petri contendo 20g de solo enriquecido com 50 mg.L-1 de diuron para 
testes de microcosmo. 
 

 
 

Tabela 10: Microrganismos selecionados para ensaios de microcosmo. 

Microrganismo Descrição 
Bactérias Stenotrophomonas acidaminiphila TD4.7; Bacillus cereus TD4.31 
Fungos  Cunninghamella elegans B06; Aspergillus brasilienses G08. 
CBB Cultivo das bactérias Stenotrophomonas acidaminiphila TD4.7; Bacillus 

cereus TD4.31 
CFF Cultivo dos fungos Cunninghamella elegans B06; Aspergillus brasilienses 

G08 
CBF (pH 7) Cultivo das bactérias e fungos descritos, em meio de cultivo otimizado para 

bactérias. 
CBF (pH 5) Cultivo das bactérias e fungos descritos, em meio de cultivo otimizado para 

fungos (otimização do meio não apresentada). 
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3.6.1. Avaliação da degradação de diuron em sistema de microcosmo em 

solo estéril e solo não-estéril 

Primeiramente, foi realizado experimentos de microcosmo utilizando solo 

esterilizados e não-esterilizados , buscando-se  comparar a taxa degradação de diuron 

dos microrganismos inoculados com a taxa de degradação dos mesmos na presença da 

microbiota nativa do solo.  

A amostra de solo foi esterilizada por três vezes em autoclave, com duração de 

1h a cada intervalo de 24h. Ambos os solos estéril e não estéril foram enriquecidos com 

uma solução de diuron (50 mg.L-1) em metanol, resultando em concentração final de 

0,05 mg diuron/g de solo (ou 50 g diuron/kg solo). Após evaporação do metanol, o solo 

foi inoculado com 10 mL de solução salina (formulada com base nos dados do 

planejamento experimental) contendo os microrganismos selecionados para o 

experimento na concentração de 105 células bacterianas e 106 esporos fúngicos por 

grama de solo. As células e esporos foram contados e calculados utilizando câmara de 

Neubauer) 

Após 10 dias de cultivo, os solos foram secos em estufa a 60oC, por 12 h. O 

material seco foi transferido para erlenmeyers de 125 mL contendo 20 mL de metanol. 

O frasco foi submetido a banho ultrassônico por 30 min e após a decantação do solo, o 

sobrenadante foi filtrado em membrana 0,22 µm e injetado em HPLC e LC/MS para 

análise do diuron remanescente e de seus metabólitos. 

 

3.6.2. Avaliação do teor de umidade na degradação de diuron em solo não-

estéril 

 Depois de observado os resultados do primeiro experimento de microcosmo, 

repetiu-se o experimento utilizando o solo não-estéril, variando-se o teor de umidade do 

solo. O solo foi preparado novamente pela adição de 50 mg.L-1 de solução de diuron em 

metanol (0,05mg diuron/g de solo) e após evaporação do solvente, foi inoculado com 

10, 20 e 30 mL de solução salina contendo 105 células bacterianas e 106 células fúngicas 

por grama de solo. A extração das amostras foi realizada conforme descrito no item 

anterior.  

 



35 
 

3.7. Métodos analíticos 

3.7.1. Padrões analíticos 

De acordo com a literatura, a degradação da molécula de diuron pode gerar cerca 

de 16 metabólitos diferentes. Entretanto, para o presente trabalho foram selecionados 10 

metabólitos a serem estudados na padronização da metologia em cromatografia líquida 

de alta performance (HPLC), por cromatografia líquida e espectrometria de massas 

(LC/MS) e por cromatografia gasosa e espectrometria de massas (GC-MS). Os Padrões 

dos metabólitos foram adquiridos das empresas Sigma Aldrich, LGC Standards GmbH 

e Da Vinci Laboratory Solutions. Todos os dez metabólitos adquiridos foram 

submetidos à análise em HPLC e LC-MS e GC-MS (Tabela 11). 

 
Tabela 11: Detecção analítica dos metabólitos da biodegradação do herbicida Diuron. 

Código Nome IUPAC Detecção Analítica 
DCPMU 3-(3,4-diclorofenil)-1-metiluréia HPLC e LC-MS 
DCPU 3-(3,4-diclorofenil)-uréia HPLC e LC-MS 
3,4-DCA 3,5-dicloroanilina HPLC e LC-MS 
4-CA 4-cloroanilina HPLC e LC-MS 
___ Anilina HPLC, LC-MS e GC-MS 
1,2DCB 1,2-diclorobenzeno GC-MS 
___ 4-clorocatecol HPLC, LC-MS e GC-MS 
___ Catecol GC-MS 
4-CAC 4-cloroacetanilida HPLC, LC-MS e GC-MS 
___ benzeno GC-MS 

 

 

3.7.2. Preparo de amostras por extração em fase sólida (EFS) 

A extração em fase sólida (EFS) foi realizada de acordo com Gatidou et al. 

(2005), com modificações, e o condicionamento dos cartuchos poliméricos (Oasis HLB, 

60mg)  foi realizado de acordo com procedimento pelo fabricante (Waters). 

Um volume de 10 mL de amostra filtrada foi utilizado na extração. A separação 

dos compostos de interesse foi realizado off-line, utilizando-se cartuchos poliméricos 

montados em Manifold (SUPELCO -12 amostras) acoplado a bomba a vácuo 

(MARCONI). Os cartuchos foram condicionados por 3 mL de MeOH e 3 mL de água 

Milli-Q. As amostras percorreram o cartucho com um fluxo de aproximadamente 6 

mL.min-1. Com a finalidade de remover sais presentes na amostra, os cartuchos foram 
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lavados com 3 ml de água Milli-Q, em seguida, seco durante 1 minuto. Os compostos 

foram eluídos com 1 ml do solvente orgânico (MeOH, PA). 

 

3.7.3. HPLC 

A degradação do herbicida e o surgimento dos primeiro metabólitos foram 

avaliados em HPLC (Perkin Elmer Model Flexar). Antes de injetadas, as amostras 

foram filtradas em filtros em polietileno (PTFE) de 0,22 µm de poro, não estéril. As 

condições da análise em HPLC foram: 10 μL de injeção de amostra; Coluna Agilent 

Zorbax Eclipse Plus C18 (250mm x 4,6mm x 5μm – PN: 959990-902); eluição 

isocrática contendo fase móvel Água:Acetonitrila (40/60 v/v); Fluxo de 1,0 mL/min; 

detector UV ajustado em 240nm,  forno a 40 °C e tempo de corrida de 9 min. 

As curvas de calibração foram realizadas nas concentrações de 0,5 a 50 mg.L-1  

para o diuron e 0,05 a 10 mg.L-1 para os metabólitos e o coeficiente de correlação foi de 

0,999 para o compostos estudados. Tal coeficiente indicou que a metodologia 

desenvolvida neste trabalho teve um bom desempenho na quantificação do diuron e 

seus metabólitos. 

 

3.7.4. LC-MS  

Para a confirmação dos metabólitos encontrados em HPLC e para a identificação 

de novos metabólitos na via de degradação do diuron, as amostras foram injetadas e 

analisadas em espectrômetro de massa Agilen Technologies 1220 Infinity LC - 500 ion 

Trap LC-MS, nas seguintes condições: pressão do gás nebulizador, 35 psi; pressão do 

gás de secagem, de 10 psi; temperatura de secagem do gás, 350oC; tensão da agulha, 

5000; e tensão do capilar, 35. 

A fase móvel foi constituida de metanol (Solução A: 100% + 0,2% de ácido 

fórmico) e H2O Mili-Q (Solução B: 100% + 0,2% de ácido fórmico). A coluna utilizada 

foi a PerkinElmer C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 μm – Cat # N9303558) e o tempo de 

corrida 26 minutos (20 minutos de corrida e 6 minutos de equilíbrio do sistema). Os 

espectros de massas obtidos para cada metabólito de interesse estão apresentados no 

Apêndice C. 
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3.7.5. GC-MS 

A cromatografia gasosa acoplada ao massas foi utilizada principalmente para a 

detecção de metabólitos não detectados por cromatografia líquida, como também para 

os metabólitos desconhecidos. Foi utilizado o cromatógrafo da marca Perkin Elmer 

modelo 680, acoplado a um detector de massas Perkin Elmer, modelo Clarus 600T, 

software turbo mass. A coluna cromatográfica utilizada foi a Elite 5-MS da Perkin 

Elmer (30 x 0.25mm, 1um), temperatura de forno ajustado para 40 ºC (mantido por 4 

minutos) acréscimo de 15 ºC/min até 200 ºC (mantido por 5 minutos), acréscimo de 

20ºC/min até 330 ºC (mantido por 10 minutos), temperatura do injetor a 270 ºC, 

temperatura da linha de transferência (transferliner) 280 ºC, temperatura da fonte de 

ionização 280 ºC, solvente delay (do espectrômetro de massas): 3,5 minutos.  

Foi utilizado hélio como gás de arraste, 12 psi/min, modo de injeção splitless e o 

volume de amostras injetado foi de 1uL. As mostras foram analisadas no modo Scan (50 

a 300 m/z) e modo SIR para o monitoramento do íon molecular e de seus fragmentos. 

� primeiro canal: 3,50 – 5,00 minutos (benzeno); 

� segundo canal: modo scan; 

� terceiro canal: 5,01 – 11,00 minutos (anilina); 

� quarto canal: 11,01 – 12,00 minutos (1,2-DCB); 

� quinto canal: 12,01 – 14,00 minutos (catecol); 

� sexto canal: 14, 01 – 16,00 minutos (4-clorocatecol); 

� sétimo canal: 16,01 – 30,00 minutos (4-CAC) 

 

3.8. Cultivo submerso das bactérias em 3,4-DCA, 4-CA e 4-CAC para 

o estudo da via de biodegradação do diuron 

Das bactérias estudadas, oito foram selecionadas para cultivo submerso na 

presença dos metabólitos 3,4-DCA, 4-CA e 4-CAC, separadamente, para a identificação 

dos metabólitos produzidos. Foi utilizado o meio de cultivo otimizado após 

planejamento experimental, e as bactérias permaneceram em cultivo por 5 dias, a 30 °C 

e agitação de 100 rpm. 

  O preparo do experimento e a extração do material seguiram conforme descrito 

no item 3.3. Todos os extratos foram analisados em HPLC, LC-MS e GC-MS. 
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4. Resultados e Discussão 

 

4.1. Codificação e caracterização Gram das bactérias isoladas 

As amostras de solo coletadas foram suspensas nos 10 meios de isolamento 

descritos e após cinco dias de incubação, as alíquotas foram submetidas a diluição em 

série, plaqueadas e incubadas a 30 °C para observação e isolamento das colônias 

bacterianas. Em todos os 10 meios de isolamento utilizados, houve formação de mais de 

10 colônias nas diluições de 10-4, entretanto, os meios contendo ampicilina e 3,4-DCA, 

foram os que proporcionaram os menores números de unidades formadoras de colônias 

(UFC).  

Nos meios contendo somente glicose e diuron, pode-se observar a formação de 

65 e 57 UFC, respectivamente, na diluição de 10-6, equivalendo a uma concentração 

média de 1,2 x 108 bactérias por grama de solo. Observou-se que o número de colônias 

formadas em meio contendo glicose e em meio contendo diuron foram próximas, 

embora tenha sido observada uma maior variedade de formas e cores das colônias no 

meio com glicose. Esse resultado indicou que a glicose permitiu maior variedade 

bacteriana enquanto que o diuron pode ter exercido efeito seletivo na microbiota.  

A codificação das bactérias foi realizada de acordo com o nome do coletor das 

amostras, a fonte de carbono do meio de isolamento, o número da coleta e o número da 

cepa (Figura 13). 

 
Figura 13: Codificação das bactérias isoladas. 

 

 
 

Exceto as placas contendo meio acrescido de cetoconazol, todos os outros meios 

apresentaram crescimento fúngico após quatro dias de incubação, principalmente as 

placas de meio contendo ampicilina (Figura 14), que apresentaram crescimento fúngico 

no terceiro dia de incubação.  
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Figura 14: Crescimento das colônias bacterianas, em meio sólido, em diluições de 10-4 e 10-6. 

 

 
 

 

O processo de cultivo microbiano proporcionou o isolamento de 400 cepas 

bacterianas, sendo 200 isoladas em meio com glicose e 200 em meio de diuron.  A 

distribuição do código para os isolados encontra-se na Tabela 12. 
 

Tabela 12: Codificação dos isolados. 

Coleta Isolados em glicose Isolados em diuron 
1 TG1.1 a TG1.50 TD1.1 a TD1.50 
2 TG2.1 a TG2.50 TD2.1 a TD2.50 
3 TG3.1 a TG3.50 TD3.1 a TD3.50 
4 TG4.1 a TG4.50 TD4.1 a TD4.50 

T= coletor; G= glicose; D=diuron; primeiro número= n.º da coleta, segundo nº=espécime 

 

Pelo método de isolamento de cultura-dependente, das 400 linhagens isoladas, 

observou-se que 68% foram Gram-positiva (GP) e 32% Gram-negativa (GN). Bactérias 

GN são conhecidas por apresentarem rápidas respostas a variações ambientais, 

aumentando sua concentração quando as fontes de carbono facilmente assimiláveis 
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estão disponíveis, ou diminuindo na presença de altas concentrações de pesticidas 

(YANG et al., 2000, Banks et al., 2014). 

Devido à presença de uma parede celular relativamente espessa e capacidade 

para formar endosporos, as bactérias GP são consideradas tolerantes a estresse 

(HUANG et al., 2009). A capacidade de formação de esporos por bactérias GP 

apresenta-se entre os gêneros Bacillus, Clostridium, Sporosarcina, Sporolactobacillus, 

Sporohalobacter, Alicyclobacillus, Amphibacillus, Desulfitobacterium. Esporos do 

gênero Bacillus podem chegar até 106 /g de solo (HONG et al., 2009).  

Entretanto, informações sobre a abundância das populações bacterianas em solos 

na literatura são bastante divergentes, sendo o tipo de solo e condições ambientais e 

antropogênicas fatores que interferem no tipo e na densidade da população microbiana 

local (ATLAS, BARTHA, 1993, WENDEROTH, REBER, 1999). Zhang et al. (2014) 

demonstraram que o tratamento com o fungicida fluopiram, mesmo na dose 

recomendada pelo fabricante, diminuiu a biomassa bacteriana (tanto para as bactérias 

GP como GN) e biomassa fúngica, em diversos períodos de incubação. 

Wenderoth e Reber (1999) isolaram maiores porcentagens de bactérias GP em 

solo contaminado com metais pesados em baixa concentração, porém, o aumento na 

concentração de metal levou a um isolamento de maior número de bactérias GN, 

diminuindo a razão de GP/GN de 10 para 2 quando a concentração aumentou cerca de 7 

vezes. Rousseaux et al. (2001),  isolaram 26 bactérias de solos por métodos de 

enriquecimento na presença do herbicida atrazina e 22 (84%) eram GN e 4 (16%) GP.  

Comparando-se o período de amostragem e o meio de cultivo no qual as 

bactérias foram isoladas (Tabelas 13 e 14) tem-se que a quantidade de GN diminuiu 

após aplicação do herbicida no solo (de 33% para 31%) e na presença de diuron no meio 

de isolamento (de 36% para 27%).  

 
Tabela 13: Comparação entre as cepas isoladas de acordo com a fase da cultura da cana-de-
açúcar. 

 GP (%) GN (%) 
Bactérias isoladas em solo sem cobertura vegetal (pós corte) 67 33 
Bactérias isoladas em solo após aplicação do herbicida na 
presença de cana-de- açúcar 

69 31 
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Tabela 14: Comparação entre as cepas isoladas em meios contendo glicose e diuron. 

 GP (%) GN (%) 
Bactérias isoladas em meio contendo glicose 64 36 
Bactérias isoladas em meio contendo diuron 73 27 

 

 

Os resultados presentes neste trabalho indicaram que as bactérias GP, por 

apresentarem a maior parcela populacional no solo amostrado, oferecem maior 

resistência ao impacto gerado pelo herbicida. Tal observação foi comprovada ao realizar 

o isolamento em meio indutor, onde a concentração de GP também aumentou, tendo o 

herbicida exercido uma pressão seletiva negativa sobre as GN, as quais apresentam ser 

mais sensíveis ao herbicida. 

  

 

4.2. Identificação e avaliação da degradação de diuron pelas bactérias 

isoladas 

Das 400 bactérias isoladas, 370 atingiram crescimento satisfatório (OD600≥0,3) e 

foram submetidas a experimentos para avaliação da degradação de diuron. Embora 

dados de literatura mostrem que bactérias isoladas em meio indutor foram capazes de 

biotransformar o diuron em 24h, atingindo taxas de degradação de até 96% 

(BATISSON et al., 2007; SHARMA et al., 2010)  optou-se por realizar as análises por 

período de  cinco dias para garantir uma avaliação mais abrangente da degradação do 

herbicida por todos os isolados. Os níveis de degradação do diuron foram determinados 

pela quantificação do herbicida residual nos meios de cultivo, sendo a concentração 

inicial de 5 mg.L-1.  

Com base nos dados da tabela 15, pode-se observar que cerca de 41% das cepas 

isoladas em meio contendo glicose foram capazes de degradar o diuron (desde 1%), 

contra somente 27% das bactérias isoladas em diuron. Não foi observada diferença 

relevante na quantidade de bactérias com taxa de degradação maior que 20% entre os 

meios de isolamento. Entretanto, deve-se destacar que entre as bactérias isoladas em 

meio de glicose, o potencial de degradação não ultrapassou 35% (Tabela 16), enquanto 

que entre as isoladas em meio contendo diuron, houve degradação de até 84% (Tabela 

17). 
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Tabela 15: Descrição da porcentagem de bactérias isoladas com potencial em degradar diuron. 

  Meio controle Meio indutor Total de isolados 
Bactérias isoladas 200 (50%) 200 (50%) 400 (100%) 
    
Bactérias analisadas  181 (45,25%) 189 (47,25%) 370 (92,5%) 
    
Bactérias com potencial em 
degradar desde 1% de diuron 

163 (40,75%) 108 (27%) 271 (67,75%) 

    
Bactérias com potencial em 
degradar mais de 20% de 
diuron 

21 (5,25%) 24  (6%) 45 (11,25%) 

 

 
A distribuição do potencial de degradação do diuron pelas 400 bactérias isoladas 

encontra-se descrita no Apêndice A. As bactérias que apresentaram maiores taxas de 

degradação do diuron foram analisadas macro e microscopicamente (Figuras 15 e 16) e 

submetidas à identificação molecular (Apêndice B), como ilustrado nas tabelas 16 e 17. 

O ágar presente no cultivo da cepa Pseudomonas aeruginosa TD2.3 foi pigmentado de 

verde quando este foi acrescido de 10 mg.L-1 de diuron. Conforme descrito por Vasil 

(1986) P. aeruginosa é a uma bactéria que produz o pigmento pioverdina (pigmento 

fluorescente), responsável pela cor verde brilhante, entre outros pigmentos como 

piocianina, piorrubina e piomelanina. Neste trabalho, a bactéria P. aeruginosa 

apresentou taxa de degradação de 29%, sendo que outros trabalhos mostraram 

porcentagens de degradação de 60% para o gênero (BATISSON et al., 2007).  

De acordo com a literatura, bactérias GN são melhores degradadoras de 

xenobiótcos. Castillo et al. (2011) isolaram a bactéria GN Azotobacter sp. em solos de 

plantações de café tratados com endosulfan com grande potencial de degradar o 

inseticida. Rousseaux et al. (2001) isolaram bactérias degradadores do herbicida 

atrazina e observaram que bactérias GP não foram capazes de mineralizar 

completamente o anel de atrazina e sugeriram que a completa mineralização do 

composto deve ser feita por consórcios microbianos. Por outro lado, Kastner et al. 

(1994) demonstraram que bactérias GP possuem elevado potencial na degradação e 

mineralização de xenobióticos como hidrocarbonetos poliaromátocos (HPAs) no solo. 
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 Neste trabalho foi possível observar que tanto as bactérias GP como GN 

apresentaram potencial em degradar o herbicida, entretanto houve maior destaque para 

as GN, em particular a cepa Stenotrophomonas acidaminiphila TD4.7 a qual consumiu 

4,2 de 5 mg.L-1 de diuron em cinco dias, atingindo 84% de degradação. Batisson et al. 

(2007) também observaram taxas de degradação elevadas para a bactéria do mesmo 

gênero, com degradação de 13 mg.L-1 (65%) de 20 mg.L-1, do herbicida, em 24h. 

Bactérias do gênero Stenotrophomonas estão distribuídas em diversos ambientes como 

águas, solos e plantas (VAZQUEZ et al., 2005). Assih et al. (2002) isolaram S. 

acidaminiphila de lodo anaeróbio de tratamento de efluentes da indústria petroquímica, 

sendo a bacteria caracterizada como capaz de crescer e degradar hidrocarbonetos 

alifáticos e aromáticos. S. acidaminiphila também foi relatada como capaz de degradar 

uma variedade de compostos químicos, aromáticos e cloroaromáticos como acrilamida 

(LAKSHMIKANDAN et al., 2014)  acetamiprida (TANG et al., 2012), HPAs 

(JUHASZ et al., 2000), microcistina (CHEN et al., 2010) e butaclor (DWIVEDI et al., 

2010). 

Outra bactéria de destaque neste trabalho foi a cepa Bacillus cereus TD4.31, a 

qual consumiu 3,4 de 5 mg.L-1 de diuron em cinco dias (68% de degradação) em cultivo 

submerso. Yao et al. (2011) relatam a capacidade da bactéria do gênero Bacillus em 

mineralizar 50 mg.L-1 de 3,4-dicloroanilina em 30 dias. Outros estudos destacam 

também a capacidade de espécies desse gênero em degradar benzeno em concentrações 

de até 150 mg.L-1 (DOU et al., 2010), e fenol em concentrações de 2000 mg.L-1 

(BANERJEE, GHOSHAL , 2010) demonstrando que as cepas  utilizaram os compostos 

aromáticos como fonte de C e energia. Espécies de Bacillus  também são descritas como 

degradadoras de hidrocarbonetos alifáticos,  produtoras de  biossurfactantes (THAVASI 

et al, 2011; TULEVA et al, 2005), degradadoras do pesticida dimetil dissulfeto (DMDS) 

(LIANG et al., 2015) e com ação na remoção de Cd2+ de solo contaminado por 

biossorção (ARIVALAGAN et al., 2014). 

As demais bactérias selecionadas para as próximas etapas do trabalho 

apresentaram capacidade de degradação entre 10 e 50%, sendo elas dos gêneros Delftia, 

Leucobacter, Achomobacter, Ochrobactrum, Pseudomonas, Micrococcus e Alcaligenes, 

Enterobacter. Bactéria do gênero Micrococcus também foi isolada por métodos de 

enriquecimento por Sharma et al. (2010) e apresentou a habilidade em degradar 

elevadas concentrações do herbicida diuron, em apenas 30 h. A cepa Delftia sp. TD3.31 

foi a terceira melhor cepa na degradação do herbicida, sendo este gênero bastante citado 
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em trabalhos envolvendo biodegradação de xenobióticos com habilidade em  

biotransformar anilinas, cloroanilinas, linuron, diuron, entre outros (BAZOT et al, 2007; 

BENNDORF; BABEL, 2002; JUÁREZ-JIMÉNEZ et al, 2010; MÜLLER; BABEL, 

2004; PATIL et al, 2006). 

A cepa Ochrobactrum intermedium apresentou taxa de degradação de 33% após 

cinco dias de cultivo. Não foram encontrados relatos de degradação de diuron por esta 

bactéria, entretanto a mesma apresentou resultados satisfatórios na degradação de 

nicotina (YUAN et al., 2005) e tolerância a metais pesados como o chumbo 

(WARANUSANTIGUL et al, 2011).  

A cepa Alcaligenes faecalis apresentou taxa de degradação de 35%, sendo 

descrita na literatura como capaz de degradar pesticidas organoclorados como o 

endosulfan (KONG et al., 2013). Essa bactéria é comumente encontrada como 

componente natural da microbiota de vários ambientes, como solo, água e em plantas de 

tratamento de esgoto (NAKANO et al., 2014).  

Neste trabalho, a cepa identificada como Achromobacter sp. apresentou taxa de 

degradação de 35%, sendo este gênero já descrito na literatura na degradação de diuron 

como observado por Devers-Lamrani et al. (2014), em que avaliaram a viabilidade do 

uso de Achromobacter sp. SP1 em consórcio com Arthrobacter sp. BS2 com o objetivo 

de mineralizar o herbicida diuron. Há outros relatos na literatura sobre o emprego de 

Achromobacter sp. em biorremediação, como na biodegradação de sulfonamidas (REIS 

et al, 2014) e bifenil (HONG et al, 2009; STANBROUGH et al, 2013). 

 

 

4.3. Avaliação de fatores nutricionais e ambientais na degradação do 

diuron pelas cepas selecionadas utilizando planejamento 

experimental 

Nos ensaios para avaliação de fatores nutricionais sobre a degradação do diuron, 

foi utilizada concentração de 10 mg.L-1do herbicida.  

Os ensaios de Plackett Burman (PB) mostraram que as concentração de glicose 

(0 a 0,2%) , de solução de vitaminas (0 a 0,1%) e de  sulfato de amônio (0,06 a 0,13%) 

nos meios com pH inicial de  6,5; 7,0 ou 7,5 não influenciaram significativamente a 

degradação do diuron pelas cepas selecionadas (intervalo de R2≤85%). Apesar da não 

significância estatística para este experimento, pode-se observar uma tendência clara do 
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efeito da adição de glicose ao meio. Entretanto, somente a bactéria A. faecalis TG4.48 

apresentou maiores taxas de degradação na ausência de glicose e pH 6,5.  

Com base nesse experimento, ficou estabelecido que 0,1% de solução de 

vitaminas e 0,13% de nitrogênio foram suficientes para o desenvolvimento das bactérias 

(Tabela 18). 

 
Tabela 18: Melhores condições de experimento para o planejamento PB. 

Código Identificação Glicose Vitaminas N* pH % 
degrad. 

TG2.31 Enterobacter sp. 0,1% 0,1% 0,13% 7 9,3 
TG3.14 Leucobacter sp. 0,1% 0,1% 0,13% 7 9,1 
TG3.30 Micrococcus luteus 0,2% 0,1% 0,13% 7  10,7 
TG3.48 Ochrobactrum intermedium 0,2% 0,1% 0,13% 7  9,2 
TG4.48 Alcaligenes faecalis 0% 0%  0,06% 6,5  7,9 
TD2.3 Pseudomonas aeruginosa 0,2% 0,1% 0,06% 7  9,0 

TD2.18 Achromobater sp. 0,1% 0,1% 0,13% 7 10,2 
TD3.31 Delftia sp. 0,1% 0,1% 0,13% 7 11,7 
TD4.7 Stenotrophomonas acidaminiphila 0,1% 0,1% 0,13% 7 11,2 

TD4.31 Bacillus cereus 0,1% 0,1% 0,13% 7 8,2 
*(NH4)2SO4 utilizado como fonte de nitrogênio. 

 

Considerando o efeito da glicose no meio de cultivo, optou-se por realizar outra 

bateria de ensaios variando a concentração de glicose de zero a 0,5%, fixando a 

concentração de vitamina, nitrogênio e pH em 0,1%; 0,13% e 7,0, respectivamente, num 

planejamento fatorial completo (PFC) e delineamento composto central rotacional 

(DCCR). 

O experimento realizado por planejamentos PFC revelou significância na 

concentração de glicose e volume de inóculo somente para a bactéria Enterobacter sp. 

TG2.31. Esse resultado revelaram que a capacidade de degradação de diuron por esta 

cepa depende da presença de glicose e acontece em maiores concentrações celulares. 

O experimento realizado por planejamentos DCCR (Tabela 19) revelou 

significância para as bactérias Alcaligenes faecalis TG4.48; Achromobater sp. TD2.18 e 

Stenotrophomonas acidaminiphila TD4.7. Para essas três cepas, a glicose apresentou-se 

como indutora da degradação do herbicida (Figura 17A), diferentemente do observado 

no planejamento PB para a cepa Alcaligenes faecalis TG4.48.  
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Tabela 19: Melhores condições de experimento para o planejamento PFC/DCCR. 

Código Identificação Glicose Inóculo 
(µL) 

% 
degrad. 

D.O. 
(600nm) 

TG2.31 Enterobacter sp.. 0,5% 550 10,1 0,221 
TG3.14 Leucobacter sp. 0,25% 550 6,2 0,594 
TG3.30 Micrococcus luteus 0,5% 550 11,1 0,289 
TG3.48 Ochrobactrum intermedium 0,5% 550 12,0 0,906 
TG4.48 Alcaligenes faecalis 0,43% 868 13,3 0,357 
TD2.3 Pseudomonas aeruginosa 0,5% 550 17,3 1,093 

TD2.18 Achromobater sp. 0,25% 1000 17,9 0,768 
TD3.31 Delftia sp. 0,42% 232 17,6 0,101 
TD4.7 Stenotrophomonas acidaminiphila 0,25% 550 21,3 0,532 

TD4.31 Bacillus cereus 0,25% 550 27,2 0,683 
 

 

Quanto a variável inóculo, tem-se que a quantidade de células presentes no meio 

no início do cultivo interferiu significativamente na degradação do diuron, embora de 

forma diferente  para cada cepa, como apresentado na figura 17A. O gráfico de Pareto 

(Figura 17B) revela que as variáveis glicose e volume de inóculo apresentam resultados 

significativos separadamente, entretanto a combinação de ambas resultou em aumento 

significativo da degradação do herbicida (significância p=0,05) para as bactérias em 

questão. 

 O crescimento celular também foi avaliado pela variação de absorbância, a 600 

nm, no cultivo das cepas em meio contendo glicose (0,5%), diuron (5 mg.L-1) e 

glicose+diuron. Exceto para a bactéria Enterobacter sp. TG2.31 que apresentou maior 

crescimento em meio contendo somente diuron como fonte de C, e a Delftia sp. 

TD3.31, a qual não apresentou diferença no crescimento entre os meios, todas a cepas 

selecionadas apresentaram maiores crescimentos na presença de glicose (Figuras 18 e 

19). 

A tabela 20 apresenta as taxas de degradação de cada bactéria, nos dois 

planejamentos estatísticos.  
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Figura 17: A. Superfície de resposta e B. gráfico de Pareto do efeito da glicose e do volume de 
inóculo na degradação de diuron. 

A.                               B.  
TG2.31: PFC Fórmula: y= 2,332323+ 2,397742g+ 1,461045i -0,294455gi 
 

             
 
TG4.48: DCCR Fórmula: y= 11,63048+ 2,13649g -0,84711g2+ 0,93688i -1,11405i2 0,21243gi 

           
 
TD2.18: DCCR Fórmula: y= 12,76379+ 2,57163g -1,97082g2+ 0,50798i -0,18993i2 0,23470gi 

            
 
TD4.7 DCCR Fórmula: y= 13,84224+ 0,74084g -3,18651g2+ 0,15488i -2,75102i2 -0,16248gi 
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Tabela 20: Comparação da degradação entre os planejamentos estatísticos estudados. 

Código Identificação mg.L-1 de 
diuron 

consumido 
no PB 

mg.L-1 de 
diuron 

consumido no 
PFC/DCCR* 

TG2.31 Enterobacter sp.. 0,9 (9,3%) 1,1 (10,1%) 
TG3.14 Leucobacter sp. 0,9 (9,1%) 0,6 (6,2%) 
TG3.30 Micrococcus luteus 1,0 (10,7%) 1,1 (11,1%) 
TG3.48 Ochrobactrum intermedium 0,9 (9,2%) 1,2 (12,0%) 
TG4.48 Alcaligenes faecalis 0,8 (7,9%) 1,3 (13,3%)* 
TD2.3 Pseudomonas aeruginosa 0,9 (9,0%)  1,7 (17,3%) 

TD2.18 Achromobater sp. 1,0 (10,2%) 1,8 (17,9%)* 
TD3.31 Delftia sp. 1,2 (11,7%) 1,8 (17,6%) 
TD4.7 Stenotrophomonas acidaminiphila 1,1 (11,2%) 2,1 (21,3%)* 

TD4.31 Bacillus cereus 0,8 (8,2%) 2,7 (27,2%) 
 

Os resultados obtidos nesses experimentos revelaram que a presença de glicose 

no meio de cultura favorece o crescimento microbiano e a degradação do diuron, 

sugerindo que um sistema de cometabolismo pelas bactérias na degradação do diuron 

possa estar ocorrendo. Sharma et al. (2010) também observaram a degradação de diuron 

em meio contendo 0,5% de glicose e obtiveram 96% de degradação de diuron pela 

bactéria Micrococcus sp. PS-1. Ellegaard-Jensen et al. (2013) defendem que é 

improvável que o fungo Mortierella sp. LEJ701 utilize o diuron como fonte de C e/ou 

N, uma vez que o crescimento não foi estimulado pela adição do herbicida, mesmo com 

as mais baixas concentrações de glicose e NH4Cl.  

Dados divergentes foram encontrados por Roque e Melo (2000) que observaram 

o melhor crescimento da bactéria Acinetobacter baumannii em meio contendo diuron na 

presença de NH4NO3, porém a glicose não estimulou o crescimento, sugerindo uma 

atividade de repressão catabólica na presença dessa fonte de carbono.  

Os resultados adquiridos pelos experimentos delineados por planejamentos 

estatísticos pode revelar que as bactérias selecionadas não atingiram a degradação 

observada no experimento de triagem. Apesar de a concentração do herbicida ter 

aumentado de 5 para 10 mg.L-1, a quantidade (em mg.L-1) consumida pela bactéria no 

mesmo período foi menor que a detectado nos testes anteriores. Foi descartada a 

possibilidade de toxicidade do diuron, pois o crescimento bacteriano na presença de 

diuron apresentou-se maior para a maioria das bactérias estudadas comparado com o 

crescimento na ausência do herbicida. A partir de tal resultado, supõe-se que as 

bactérias possam ter perdido o potencial de degradação devido aos sucessivos repiques 
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ou perda de plasmídeo correspondente à habilidade de degradação (TAM et al, 1987; 

CHAUDHRY, CHAPALAMADUGU, 1991; TURNBULL et al., 2001b). 

 

 

4.4. Avaliação da degradação de diuron pelas bactérias imobilizadas 

em alginato de cálcio e por microcosmo 

Os ensaios de degradação do diuron pelas 10 bactérias imobilizadas em alginato 

de cálcio foram realizados na concentração de 50 mg.L-1do herbicida.  

A imobilização na matriz de alginato-Ca proporcionou um aumentou na 

capacidade das bactérias em degradar diuron entre 2 e 24%, sendo este último 

pertencente a bactéria B. cereus TD4.31 (Figura 20). Esses dados corroboram com os de 

Banerjee e Ghoshal (2011), que observaram uma maior eficiência na degradação de 

fenol por células imobilizadas de B. cereus em relação às livres, indicando uma melhor 

tolerância das células imobilizadas em relação à toxicidade do fenol.  

 

Figura 20: Comparação da taxa de degradação de 50 mg.L-1 de diuron utilizando células 
bacterianas livres e imobilizadas em alginato-Ca. 

 
 

A bactéria O. intermidium TG3.48 revelou a única cepa a qual teve sua 

capacidade de degradação diminuída na presença das esferas de alginato. De acordo 

com Bazot e Lebeau (2009), a vantagem do processo com biomassa imobilizada inclui, 
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na maioria dos casos, a melhoria da estabilidade da célula microbiana, permitindo a 

operação de um processo contínuo, evitando a necessidade de separação da biomassa do 

líquido de cultivo ou ainda, o reaproveitamento da biomassa em sistemas de batelada 

(MARTINS et al., 2013). Entretanto, estes autores também demonstraram que nem toda 

bactéria possui melhor desempenho na presença de matriz de alginato, observando que a 

melhor taxa de dissipação de diuron foi obtida por células livres de Arthrobacter sp. N4 

co-cultivadas com células de Delftia acidovorans WDL34 imobilizadas. 

O cultivo das células imobilizadas na presença de diuron apresentou variadas 

concentrações dos primeiros metabólitos a partir da degradação do herbicida (Tabela 

21), entretanto as concentrações observadas foram menores quando comparadas com 

outros métodos de cultivo (conforme resultados nos próximos itens). 

 
Tabela 21: Variação da concentração, em mg.L-1, dos primeiros metabólitos da degradação de 
diuron por células imobilizadas em alginato-Ca. 
 

 

 

A presença de um sinal cromatográfico no tempo de retenção de 4,15 min foi 

observada no cultivo das células imobilizadas das cepas P. Aeruginosa TD2.3 e B. 

cereus TD4.31 (Figuras 21 e 22). Até o presente momento, não foi possível a 

identificação deste metabólito. 

 
Figura 21: Cromatograma, em HPLC, do cultivo de células imobilizadas da bactéria P. 
aeruginosa TD2.3 na presença de diuron. 
 

 

 DCPMU DCPU 3,4-DCA 
Mínimo observado 0,02 0,06 0,09 
Máximo observado 0,08 0,10 0,13 
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Figura 22: Cromatograma, em HPLC, do cultivo de células imobilizadas da bactéria B. cereus 
TD4.31 na presença de diuron. 
 

 
 

Mesmo a imobilização tendo apresentado resultados positivos para a cepa B. 

cereus TD4.31, optou-se por utilizar células livres no experimento de degradação do 

herbicida diuron em sistemas de microcosmos para observar a interação dos 

microrganismos com as partículas do solo.  

Os ensaios de otimização em microcosmo foram realizados na concentração de 

50 mg.L-1 do herbicida, utilizando as cepas S. acidaminiphila TD4.7 e B. cereus 

TD4.31, as quais apresentaram melhor desempenho na degradação do diuron, e dois 

fungos da coleção do Laboratório de Bioquímica e Microbiologia Aplicada, Unesp – 

Campus S.J. Rio Preto. Os fungos selecionados para este experimento foram o 

Cunninghamella elegans B06 e Aspergillus brasiliensis G08, os quais também foram 

isolados em solo com histórico de aplicação do herbicida diuron.  

Nos ensaios para a padronização da metodologia de microcosmo observou-se 

que 20% do diuron aplicado ao solo não pode ser recuperado provavelmente por 

adsorção às partículas do solo. Desse modo, essa proporção do diuron foi considerada 

não biodisponível e descontada nos cálculos de porcentagem de degradação ao longo 

dos ensaios. 

A partir dos resultados obtidos nos experimentos de microcosmo utilizando 

solos estéril e não-estéril, pode-se observar que neste último houve maior degradação do 

herbicida diuron (Figura 23) porém, sem significância estatística (Anova, p>0,05). A 

taxa de degradação da amostra de controle para o solo não-estéril foi interpretada como 

a degradação realizada pelos microrganismos já presentes no solo (controle).  
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A partir das amostras de solo estéril, tem-se que os cultivos na presença de 

fungos (separadamente ou em consórcio) apresentaram maiores taxas de degradação do 

herbicida diuron. Entretanto, amostras de solo não-estéril revelaram elevadas taxas de 

degradação tanto na presença de fungos como de bactérias. 

 

Figura 23: Avaliação da degradação de diuron em solo estéril (após autoclavagem) e 

não-estéril.  

 
 

Para este primeiro experimento de microcosmo, a bioaumentação do solo com a 

bactéria B. cereus TD4.31 e consórcio microbiano CBF (pH 7) proporcionaram as 

maiores taxas de degradação do herbicida diuron. Por outro lado, a combinação entre as 

bactérias (CBB) e os fungos (CBF) selecionados, pode-se observar que o consórcio 

revelou um efeito negativo quando comparado com a ação dos microrganismos 

separadamente.  

Alguns autores relatam a participação dos fungos na degradação de xenobiótico 

como importante, porém secundária à participação das bactérias. Segundo Nojiri e 

Tsuda (2005) a diversidade metabólica das bactérias permite a elas utilizar produtos 

químicos complexos como fonte de carbono e energia mais rapidamente que os fungos. 

Bouwer e Zehnder (1993) relatam que as bactérias são conhecidas como melhores 

degradadores de xenobióticos, entretanto fungos podem revelar-se valiosos 

degradadores de estruturas moleculares, que não são de outra forma facilmente 

transportada em células bacterianas ou metabolizada pelas mesmas.  
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Ensaios realizados com solo estéril pode-se observar que a amostra controle 

apresentou taxa de degradação de 20% (Figura 23). Alfonso-Hernandez et al. (1984) 

observaram que a quantidade de diuron degradado no ambiente através de processos 

não-biológicos no solo pode variar entre 55 a 70%, durante 3 semanas após a aplicação, 

sendo essa taxa aumentada para 80 a 85% quando ocorre a participação de 

microrganismos.  

O segundo experimento de microcosmo foi realizado com solo não estéril, 

utilizando as melhores combinações do primeiro microcosmo, adicionando-se a 

combinação entre o melhor fungo com as duas bactérias selecionadas para o 

experimento, separadamente.   

O microcosmo em solo não-estéril revelou que a taxa de degradação do 

herbicida diuron está relacionada com o teor de umidade do solo. Pela análise 

estatística, pode-se observar uma diferença significativa na porcentagem de degradação 

de diuron em relação ao teor de umidade (ANOVA, p = 0,005). Entretanto, novamente o 

experimento revelou a capacidade dos microrganismos já presentes no solo em degradar 

o herbicida, sendo a adição das bactérias e fungos não relevante para o aumento da 

degradação (Figura 24).  

 
Figura 24: Avaliação do teor de umidade na degradação de diuron em solo não-estéril. 
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Safi et al., 2014 estudaram o potencial de cianobactérias em aumentar a taxa de 

degradação do diuron em solos contaminados e observaram que a degradação do diuron 

no solo aumentou na presença de cianobactérias quando adicionadas à água de 

irrigação, entretanto o aumento da concentração do microrganismo não aumentou 

proporcionalente a biodegradação do herbicida. Bois et al., 2013 estudaram a eficiência 

de uma bacia de águas pluviais para reter as águas de escoamento de solo agrícola 

contaminado com herbicida glifosato, diuron e, o metabólito do diuron, 3,4-DCA. Esses 

autores mostraram que o aumento da concentração de microrganismo e a presença de 

planta não tiveram efeito significativo na redução do herbicida, sendo a presença de 

microrganismos nativos suficiente para degradar o herbicida em 5 semanas.  

De acordo com os resultados, a adição inicial de 10 mL de solução salina 

proporcionou as menores taxas de degradação para todos os tipos de inóculo, 

comparado com os volumes de 20 e 30 mL. A baixa disponibilidade de água pode inibir 

a atividade microbiana, diminuindo o potencial da água intracelular, reduzindo a 

hidratação e atividade de enzimas (STARK, FIRESTONE, 1995). 

A adição de 20 mL de solução salina apresentou ser a melhor condição para os 

inóculos contendo os microrganismos separadamente, podendo inferir que quantidades 

mais elevadas poderiam diminuir a taxa de oxigênio disponível para o desenvolvimento 

dos mesmos.  A combinação dos microrganismos selecionados apresentou maiores 

taxas de degradação na maior umidade, revelando a necessidade de água no 

desenvolvimento de um volume maior de biomassa. 

 As amostras de microcosmo apresentaram variadas concentrações dos primeiros 

metabólitos a partir da degradação de diuron (Tabela 22), entretanto as maiores 

concentrações foram encontradas nas amostras de consórcio CBF.  

 

Tabela 22: Variação da concentração, em mg.L-1, dos primeiros metabólitos da degradação de 
diuron em sistema de microcosmo, em solo não-estéril. 
 

 DCPMU DCPU 3,4-DCA 
Mínimo observado 0,44 (controle)  0,04 (controle)  0,05 (controle) 
Máximo observado 1,68 (CBF 10mL) 0,26 (TD4.7 30mL) 0,12 (B06 30mL e 

TD4.7 10mL) 
 
 

Devido ao uso de uma coluna analítica menor para a análise das amostras de 

microcosmo, em HPLC, os sinais cromatográficos apresentam-se com tempo de 

retenção distinto ao das análises de triagem, planejamento e imobilização. As condições 
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de análise em HPLC foram: 10 μL de injeção de amostra; Coluna PerkinElmer C18 

(150 mm x 2,1 mm x 1,9 μm); eluição isocrática contendo fase móvel Água:Acetonitrila 

(50/50 v/v); Fluxo de 0,5 mL/min; detector UV ajustado a 240nm,  forno a 40 °C e 

tempo de corrida de 12 min. 

Os sinais cromatográficos adquirido para os padrões analíticos e a presença dos 

primeiros metabólitos encontram-se ilustrados nas figuras de 25 a 28. 
 
Figura 25: Tempo de retenção dos sinais cromatográficos, em HPLC, dos padrões analíticos de 
diuron e seus primeiros metabólitos. 
 

 
 
 
Figura 26: Sinais cromatográficos, em HPLC, da formação dos primeiros metabólitos do diuron 
em sistema de microcosmo bioaumentado pela bactéria S. acidaminiphila TD4.7 
 

 
 

A presença de um sinal cromatográfico no tempo de retenção de 8,1 min foi 

observada em todos os tipos de cultivo nas amostras de microcosmo, sendo sua 
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intensidade mais elevada nas amostras em maior teor de umidade e na presença de 

fungo (Figuras 27 e 28). Até o presente momento, não foi possível a identificação deste 

metabólito, entretanto há indicação deste metabólito ser o mesmo encontrado no tempo 

de retenção de 4,15 min para as amostras de imobilização, visto que ambos se 

apresentam entre os sinais de diuron e do metabólito DCPMU. 

 

Figura 27: Sinais cromatográficos, em HPLC, da formação dos primeiros metabólitos do diuron 
em sistema de microcosmo bioaumentado pelo consórcio CBF (S. acidaminiphila TD4.7; B. 
cereus TD4.31; C. ellegans B06; A. brasiliensis G08). 

 
 

Figura 28: Sinais cromatográficos, em HPLC, da formação dos primeiros metabólitos do diuron 
em sistema de microcosmo bioaumentado pelo fungo C. ellegans B06. 
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4.5. Proposta de via de degradação de diuron por bactérias isoladas de 

solo de canavial 

 

Como já descrito, a via de degradação do diuron inicia-se pela desmetilação do 

herbicida, produzindo primeiramente o metabólito DCPMU, seguido do DCPU e 3,4-

DCA. Este processo pode estar associado a presença de enzimas desmetilases, as quais 

são reportadas como enzima associadas ao citocromo P450, observadas em bactérias do 

gênero Pseudomonas, e estão envolvida em degradação de diversos compostos tóxicos 

(CHAKRABORTY et al., 2005). Os metabólitos desmetilados foram observados em 

baixas concentrações nos meios de cultivo conforme mostrado nos cromatogramas 

(Tabela 24), entretanto a variação das concentrações ao longo dos cultivos sugere o 

consumo dos mesmos pelas bactérias. 

 

Tabela 24: Variação das concentrações dos metabólitos do diuron pelas 370 cepas após cinco 
dias de cultivos. As cepas foram agrupadas de acordo com o meio no qual foram isoladas.   
 DCPMU  

(mg.L-1) 
DCPU  

(mg.L-1) 
3,4-DCA  
(mg.L-1) 

Isolados em glicose (TG) 0,16 a 0,94 0,12 a 0,67 0,28 a 0,80 
Isolados em diuron (TD) 0,16 a 0,20 0,13 a 053 0,36 a 0,42 

  

Apesar das bactérias isoladas em meio contendo diuron apresentarem as maiores 

taxas de degradação do herbicida, observou-se maior quantidade de metabólitos nos 

isolados em meio de glicose, podendo propor que as bactérias TD teriam maior 

habilidade em degradar os metabólitos formados, dando sequência à degradação da 

molécula de diuron.  

Alguns exemplos dos cromatogramas das amostras de diuron, formação dos 

primeiros metabólitos e sua confirmação em espectrômetro de massas estão ilustradas 

nas figuras de 29 a 34.  
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Figura 29: Tempo de retenção dos sinais cromatográficos, em HPLC, referente aos padrões 
analíticos de diuron, DCPMU, DCPU e 3,4-DCA na concentração de 8 mg.L-1. 
 

 
. 
 

Figura 30: Sinais cromatográficos do diuron e metabólitos, em HPLC, gerados pela 
bactéria A. faecalis TG4.48 após cinco dias de cultivo na presença de diuron. 
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Figura 32: Confirmação do metabólito DCPMU, em espectrômetro de massas, gerado pela 
degradação do diuron em cultivo com a bactéria B. cereus TD4.31. 

 

 
 

Figura 33: Confirmação do metabólito DCPU, em espectrômetro de massas, gerado pela 
degradação do diuron em cultivo com a bactéria M. luteus TG3.30. 
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Figura 34: Confirmação do metabólito 3,4-DCA, em espectrômetro de massas, gerado pela 
degradação do diuron em cultivo com a bactéria O. intermedium TG3.48. 

 
    

 
 

 

Baseado na hipótese de que as bactérias estariam consumindo os metabólitos 

gerados, as cepas foram cultivadas na presença de 50 mg.L-1 de diuron (aumento da 

concentração  devido a ampliação do período de cultivo) e amostras foram retirada a 

cada 24h, por um período de 30 dias. Para esses ensaios, as bactérias Enterobacter sp. 

TG1.15 e Enterobacter sp. TD1.46 foram selecionadas (Figura 35). 

Após 30 dias, foi observada a taxa de degradação de 46 e 48% para Enterobacter 

sp. TG1.15 e Enterobacter sp. TD1.46, respectivamente, sendo a concentração dos 

metabólitos bastante variada ao longo do experimento. A bactéria Enterobacter sp. 

TG1.15 chegou a produzir 0,12; 0,10 e 0,20 mg.L-1 de DCPMU, DCPU e 3,4-DCA, 

respectivamente e a bactéria Enterobacter sp. TD1.46, produziu  1,0; 0,1 e 0,4 mg.L-1 de 

DCPMU, DCPU e 3,4-DCA, respectivamente. 
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Figura 35: Degradação de diuron e perfil de produção e consumo dos primeiros metabólitos. A: 
Enterobacter sp. TG1.15; B: Enterobacter sp. TD1.46 em meio composto de sais contendo 50 
mg.L-1 de diuron.  

A 

 
B 

 
 

Devido os metabólitos apresentarem C e N em sua estrutura, estes podem ser 

utilizados como nutriente de mais fácil degradação, diminuindo, por consequência, o 

ataque dos microrganismos  ao diuron, justificando as concentrações ainda altas desse 

composto no final dos cultivos. 

A hipótese proposta nesse ponto do trabalho aponta que o 3,4-DCA, metabólito 

gerado em menores concentrações nos meios de cultivo estaria sendo utilizada pelas 

bactérias como fonte de nitrogênio, visto que sua estrutura molecular possui um 

grupamento amino quimicamente mais sujeito ao ataque enzimático microbiano. Nesse 

sentido, foram selecionadas oito bactérias (Tabela 25) para cultivo na presença de 10 
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mg.L-1 3,4-DCA, em substituição ao diuron, por cinco dias para estudar a via de 

degradação para este metabólito. 

 

Tabela 25: Bactérias selecionadas para cultivo na presença de 3,4-DCA 
 

Código Identificação 
TG3.30 Micrococcus luteus 

TG3.48 Ochrobactrum intermedium 

TG4.48 Alcaligenes faecalis 

TD2.3 Pseudomonas aeruginosa 

TD2.18 Achromobater sp. 
TD3.31 Delftia sp. 
TD4.7 Stenotrophomonas acidaminiphila 

TD4.31 Bacillus cereus 

 

Exceto a bactéria S. acidaminiphila TD4.7, todas as cepas mostraram maiores 

taxas de degradação para 3,4-DCA, quando comparado com a mesma concentração de 

diuron, as quais  variaram de 12 a 95%, sendo esta última pertencente à bactéria 

Alcaligenes faecalis TG4.48. Visto que essa bactéria degradou no máximo 13% do  

diuron do meio de cultivo (10 mg.L-1) fica claro que a mesma  participa da degradação 

do diuron, porém  com maior habilidade de degradação do metabólito do que  o 

precursor inicial. Os resultados indicaram também que a cepa Achromobacter TD2.18 

também  foi capaz de metabolizar o 3,4-DCA com alta eficiência (degradação de 80% - 

Figura 36). 

 
Figura 36: Taxa de degradação do metabólito 3,4-DCA pelas bactérias selecionadas em 

cultivo de cinco dias. 
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Esses dados corroboram com outros trabalhos que reportam estirpes bacterianas 

consideradas com capacidade para mineralizar 3,4-DCA, porém, sem exibir a 

capacidade de degradar diuron a 3,4-DCA (TIXIER et al., 2000; DEJONGHE et al., 

2002; BAZOT et al., 2007). Essas observações reforçam que a degradação de 

compostos xenobióticos no meio depende de uma sucessão de organismos agindo sobre 

o composto e seus derivados.  

A aplicação das amostras em LC-MS e GC-MS evidenciou a presença do 

metabólito 3,4-CAC (3,4-dicloroacetanilida), metabólito correspondente a acetilação da 

molécula de 3,4-DCA, para as bactérias P. aeruginosa TD2.3, S. acidaminiphina TD4.7 

e B. cereus TD4.31 (Figuras 37 e 38). Este composto já se encontra descrito na literatura 

como molécula participante da rota metabólica do diuron (TIXIER et al., 2002; 

ELLEGAARD-JENSEN et al., 2014; YAO et al., 2011).  

A acetilação da molécula de 3,4-DCA é catalisada pela enzima acetiltransferase, 

sendo esta descrita como pertencente ao metabolismo dos gêneros Pseudomonas e 

Bacillus. Esta enzima é de característica plasmidial, envolvida principalmente na 

resistência a antibióticos do grupo aminoglicosídeos (TAKENAKA et. al., 2006; 

MULYONO et al., 2007). Considerando que os genes plasmidiais são comumente 

distribuídos entre as populações microbianas no ambiente por processos de 

transformação, é factível o envolvimento desses genes e das enzimas por eles 

codificadas na biotransformação dos xenobióticos.  
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A aplicação das amostras em HPLC evidenciou a presença do metabólito 4-CA 

(4-Cloroanilina) para a cepa M. luteus TG3.30 (Figura 39),  e em LC-MS, traços de 4-

CA para as bactérias A. faecalis TG4.48 e Achromobacter sp. TD2.18. O composto 4-

CA corresponde a um derivado desalogenado do 3,4-DCA. Esse metabólito chama a 

atenção por ser um produto de ação de enzimas desalogenases em processos de 

descloração redutiva as quais são pouco frequentes entre a população microbiana e 

foram descritas principalmente para bactérias aneróbicas do gênero Desulfomonile e 

Desulfitobacterium (LOFFLER, et al., 2003). 

O processo de descloração de uma molécula orgânica é caracterizado pela 

acidificação do meio, o qual resulta em um decréscimo do pH em ambientes com baixa 

capacidade de tamponamento. Este fato foi observado nos meios contendo as bactérias 

M. luteus TG3.30, A. faecalis TG4.48 e Achromobacter sp. TD2.18 os quais 

apresentaram mudança de pH de 7,0 para 5,9; 6,21 e 4,46, respectivamente. 

 

Figura 39: Cromatograma e espectro de massas da molécula de 4-CA formada a partir da 
degradação de 3,4-DCA pela bactéria M. luteus. 

 

 
 

Procurando evidenciar uma sequência metabólica da degradação do diuron, a 

molécula de 4-CA foi utilizada para suplementar o meio de cultura nos moldes 

aplicados ao 3,4-DCA, utilizando as mesmas oito bactérias (Tabela 25). Os resultados 
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obtidos por aplicação de técnicas de HPLC mostraram que a degradação do 4-CA 

variou de 0,9 a 53% entre as oito bactérias (Figura 40).  
 

Figura 40: Porcentagem de degradação do metabólito 4-CA pelas bactérias 
selecionadas. 

 
 

Com relação aos compostos obtidos, foram detectados cinco sinais 

cromatográficos sendo somente dois identificados como anilina (Figura 41), resultante 

da segunda desalogenação do 4-CA, e 4-cloroacetanilida (4-CAC) (Figura 42), 

indicando a acetilação do composto, sem desalogenação. 

Esses resultados nos permitiram dividir as oito bactérias estudadas em dois 

grupos: bactérias que desalogenam o 3.4-DCA, (M. luteus TG3.30 e Achromobacter sp. 

TD2.18) e as que  não desalogenam mas acetilam o 3,4-DCA ou o 4-CA (P. aeruginosa 

TD2.3, S. acidaminiphila TD4.7, B. cereus TD4.31). 

Na continuidade, novos experimentos foram realizados cultivando as oito 

bactérias em 4-CAC (4-cloroacetanilida), composto detectado como resultante da 

acetilação do 4-CA. A análise das amostras em HPLC apresentaram três sinais 

cromatográficos (3,4; 4,0 e 5,45 min), sendo o sinal em 4,0 min detectado nas amostras 

de A. faecalis TG4.48.  Tal sinal corresponde à molécula de molécula de 4-CA, a qual 

foi confirmada após injeção em LC-MS, propondo que esta bactéria realizou uma 

desacetilação da molécula (Figura 43). 
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Figura 41: Cromatograma e espectro de massas do metabólito anilina a partir do cultivo em 4-
CA. 
 

 
 

Figura 42: Cromatograma e espectro de massas do metabólito 4-cloroacetanilida a partir do 
cultivo em 4-CA. 
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Dois sistemas de acetilação-desacetilação são conhecidos por regular acetilação 

em bactérias (YANG, SETO, 2008). A acetilação e desacetilação foram determinadas 

pela primeira vez em eucariotos na regulação das histonas, e apresentam características 

de efeito regulatório nos organismos, principalmente referente à adaptação e 

sobrevivência celular por causa de sua resposta rápida em condições de estresse no 

ambiente (GARDNER et al., 2006).  

 

Figura 43: Formação da molécula de 4-CA pela degradação de 4-CAC. 
 

 
 

As oito bactérias selecionadas também foram cultivadas em 10 mg.L-1 de 

anilina, entretanto nenhum dos metabólitos gerados na degradação dessa molécula foi 

identificado para a continuação do estudo da rota de degradação. 

Todos os metabólitos identificados ainda preservam seus grupamentos amina, o 

que não respaldaria a hipótese apresentada neste trabalho de que as bactérias estariam 

usando o 3,4-DCA como fonte de N. Entretanto, outros sinais cromatográficos não 

foram identificados, os quais poderiam corresponder a derivados desaminados do 3,4-

DCA ou 4-CA. 

De acordo com os metabólitos encontrados pelas técnicas de HPLC, LC-MS e 

GC-MS, propôs-se um mecanismo de degradação de diuron, que se encontra na figura 

44. 
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Figura 44: Proposta de mecanismo de degradação de diuron no ambiente, por bactérias isoladas 
de solo de canavial. 
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A produção do metabólito 3,4-DCA a partir do diuron não apresenta 

discordância entre os autores da literatura. Entretanto, a degradação da molécula de 3,4-

DCA é descrita por diferentes mecanismos. Como já mencionado, Giacomazzi e Cochet 

(2004) apresentam a degradaçao aeróbia do 3,4-DCA pela formação do diclorocatecol, 

sem passar pela formação do diclorobenzeno, fato observado por Sharma et al. (2010). 

O mecanismo proposto neste trabalho assemelha-se ao de Hongsawat e Vangnai (2011) 

ao descrever a degradação do 3,4-DCA pela formação de 4-cloroanilina (4-CA), e ao 

Tixier et al. (2002) e Ellegaard-Jensen et al. (2014) na formação de 3,4-

dicloroacetanilida. 

 A formação de 4-cloroacetanilida ocorre a partir da molécula de 4-CA somente 

para algumas cepas em particular, sendo este fato observado por Kaufman et al. (1973), 

o qual expõe que a degradação de 4-CA pode ser realizada pela acetilação do grupo 

amina, ou seja, pela inserção do grupo acetila (COCH3) na molécula orgânica, 

produzindo o metabólito 4-cloroacetanilida.  

As bactérias Achromobacter TD2.18 e Alcaligenes faecalis TG4.48  

apresentaram as maiores taxas de degradação de 3,4-DCA, e as bactérias Alcaligenes 

faecalis TG4.48 e Bacillus cereus TD4.31 apresentaram as maiores porcentagens de 

degradação da molécula de 4-CAC.  

Para o presente trabalho, a análise da presença de catecol não mostrou 

confiabilidade, sendo esta molécula não encontrada nas análises de cromatografia 

gasosa (GC/MS/MS). 
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5. Considerações finais 

Apesar de diversos relatos sobre a diversidade de microrganismos 

metabolicamente ativos em solos agrícolas, isolá-los e caracterizá-los na ausência de 

meios indutores ou de enriquecimento é uma tarefa difícil, porém essencial para o 

conhecimento de suas participações em processos biológicos. O conhecimento da 

existência de um determinado tipo microbiano num nicho específico pode restringir 

informações que podem fazer a diferença entre o conhecimento ou apenas a suposição 

de uma determinada via metabólica. A atuação dos microrganismos na degradação de 

um xenobiótico no ambiente é dependente de seu próprio metabolismo e também do 

sinergismo com outras formas biológicas. Desse modo, não se pode mensurar a 

importância de uma determinada cepa quando estudada separadamente. 

A diversidade genética dos microrganismos, expressa em sua atividade 

metabólica, compreende processos extremamente complexos cujo 

entendimento/esclarecimento requer estudos detalhados. Assim, com vista nessas 

considerações e nas limitações do conhecimento atual sobre esse intrincado universo e à 

luz dos resultados obtidos no presente trabalho, colocam-se as seguintes conclusões.  

 

6. Conclusões 

- O solo de cultivo de cana de açúcar, utilizado como amostras para isolamento das 

bactérias, apresentou predominância de bactérias gram-positivas, embora as bactérias 

gram-negativas isoladas neste ambiente apresentaram as maiores taxas de degradação 

do herbicida diuron. 

- a presença de glicose no meio de cultivo foi importante para a degradação do diuron 

pelas cepas bacterianas, indicando que as bactérias requerem fonte de carbono adicional 

mesmo quando apresentam habilidade em degradar aquele composto. 

- a imobilização das bactérias em alginato-Ca aumento entre 2 a 24% a capacidade das 

bactérias em degradar o diuron. 

- ensaios em microcosmos na presença de solos não-estéreis revelaram que a microbiota 

nativa foi eficiente na degradação do diuron (73%), sendo que a adição de 

microrganismos não apresentou considerável aumento na degradação do herbicida 

(79%). 
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- Consórcios entre bactérias e fungos foram mais efetivos na degradação de diuron em 

comparação com as culturas aplicadas separadamente, indicando que o sinergismo entre 

os microrganismos auxilia o processo de biodegradação. 

- Cepas bacterianas com maior potencial em degradar o diuron não necessariamente 

apresentaram potencial em degradar os metabólitos gerados, reforçando que a 

mineralização do composto é resultado de interações microbianas. 

-foram evidenciadas o envolvimento de enzimas como desmetilases, desalogenases,  

acetilases e desacetilases no processo, as quais  parecem ser produzidas  por diferentes 

cepas bacterianas. 

- Com bases nos dados deste trabalho, a rota metabólica de degradação do diuron 

sugerida segue primeiramente na formação de DCPMU, DCPU, 3,4-DCA, seguida por 

4-CA, 3,4-CAC, 4-CAC e anilina.  
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Apêndice A 

Apresentação do potencial de degradação do herbicida diuron pelas 

bactérias isoladas. 

 

Para os resultados a seguir, considerar a concentração do herbicida diuron em 5 

mg.L-1 e cultivo bacteriano de cinco dias (120h). 

 

* DO600<0,3 : bactérias sem crescimento satisfatório; 

* 0%: quantidade de bactérias sem habilidade em degradar o herbicida; 

* 1-10%: quantidade de bactérias com capacidade em degradar de 1 a 10% de diuron; 

* 11-20%: quantidade de bactérias com capacidade em degradar de 11 a 20% de diuron; 

* 21-40%: quantidade de bactérias com capacidade em degradar de 21 a 40% de diuron; 

* Acima de 40%: quantidade de bactérias com capacidade em degradar acima de 40% 

de diuron. 

 

Tabela 26: Distribuição potencial de degradação do herbicida diuron pelas bactérias isoladas em 
meio controle. 

  Porcentagem de degradação de diuron  

  DO600<0,3 0% 1-10% 11-20% 21-40% Acima 
de 40% Total 

TG1.01 a TG1.50 5 9 21 12 3 0 50 
TG2.01 a TG2.50 0 8 15 23 4 0 50 
TG3.01 a TG3.50 6 0 1 35 8 0 50 
TG4.01 a TG4.50 8 1 13 22 6 0 50 
 
Tabela 27: Distribuição potencial de degradação do herbicida diuron pelas bactérias isoladas em 
meio indutor. 

  Porcentagem de degradação de diuron  

  DO600<0,3 0% 1-10% 11-20% 21-40% Acima 
de 40% Total 

TD1.01 a TD1.50 2 25 5 16 2 0 50 
TD2.01 a TD2.50 7 19 7 11 6 0 50 
TD3.01 a TD3.50 1 27 7 10 5 0 50 
TD4.01 a TD4.50 1 10 2 26 9 2 50 
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Apêndice B 

Identificação molecular e sequenciamento das bactérias selecionadas. 

 
> Enterobacter TG1.15 (99%) 
ATCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTC 
GGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGG 
AGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGA 
CCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGG 
ATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTG 
GTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC 
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC 
AGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAG 
CGGGGAGGAAGGTGTTGAGGTTAATAACCTCAGCAATTGACGTTACCCGC 
AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGG 
TGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTG 
TCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAA 
CTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT 
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGG 
ACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA 
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTATTTGGAGGTTGTGCCCT 
TGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATAGACCGCCTGGGGAGTA 
CGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG 
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTT 
GACATCCACAGAATTTAGCAGAGATGCTTTAGTGCCTTCGGGAACCCTGA 
GACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTA 
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCG 
GGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGAC 
GTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGG 
CGTATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTA 
CGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATC 
GCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG 
TACACACCGCCCAAA 
 
 
> Enterobacter asburiae TG2.31 (99%) 
TCACGCCTAACACACGCAAGTCGAGCGGCAGCGGAAAGTAGCTTGCTTCT 
TTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATG 
GAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAG 
ACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGG 
GATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCT 
GGTCTGAGAGGATGACCAGCCACTCTGGAACTGACACACGGTCCACACTC 
CTACGAGAGGCAGCAGTGGAAAATATTGCACAATGGGGCGCAAGCCTGAT 
GCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTC 
AGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCC 
GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG 
GGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTC 
TGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGA 
AACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG 
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCT 
GGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA 
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCC 
CTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAG 
TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC 
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTC 
TTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCT 
GAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGT 
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGC 
CGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATG 
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT 
GGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAG 
TGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAA 
TCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCT 
TGTACACACCGCCCAA 
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> Leucobacter sp. TG3.14 (99%) 

GTCTTGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGC 
TGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACC 
CCAATCCGAACTGAGACCGACTTTTTGGGATTCGCTCCACCTCGCGGTAT 
CGCAGCCCTTTGTATCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCCAAGACATAA 
GGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGTGTTGACCACGG 
CAGTATCCCATGAGTTCCCACCATAACGTGCTGGCAACATAGGACGAGGG 
TTGCGCTCGTTGCCGGACTTAACCGAACATCTCACGACACGAGCTGACGA 
CAACCATGCACCACCTGTAACCGAGTGTCCAAAGAGTTGACGATCTCTCG 
CCCGTTCTCGGTTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGA 
ATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGA 
GTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGC 
TACGACACAGAACCCGTGGAACAGGCCCTACATCTAGTTCCCAACGTTTA 
CGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGC 
TCCTCAGCGTCAGTAGCGGCCCAGAGATCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCC 
TCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAATCTCCCCT 
ACCGCACTCTAGCTTGCCCGTACCCACTGCAGGCCCGGGGTTGAGCCCCG 
GGATTTCACAGCAGACGCGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAAT 
AATTCCGGACAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGT 
AGTTAGCCGGTGCTTTTTCTGCAGGTACCGTCACTCTCGCTTCTTCCCTA 
CTAAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCAGTCATCCCTCACGCGGCGTTGCT 
GCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTA 
GGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGC 
CGGCTACCCGTCGTCGCCATGGTGAGCCATTACCTCACCATCTAGCTGAT 
AGGCCGCGAGTCCATCCAAAACCGATAAATCTTTCCACCCACACACCATG 
CGGTGATAGGTCGTATCCAGTATTAGACACCGTTTCCAGTGCTTATCCCA 
GAGTTCAGGGCAGGTTACTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTCTTCC 
ACCCAGCAAGCTGGGCTTCATCGTTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGA 
 
 
> Micrococcus luteus TG3.30 (99%) 
CTCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTG 
GATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTAACTCT 
GGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGAGCGTCCACCGC 
ATGGTGGGTGTTGGAAAGATTTATCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTAT 
CAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGC 
CTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA 
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAG 
CGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTA 
GGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTAC 
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTAT 
TGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCG 
GGGCTTAACCCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAG 
GGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGG 
AACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGC 
GAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA 
AACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGCGCCGCAGC 
TAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTC 
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTC 
GATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTTCTCGATCGCCGT 
AGAGATACGGTTTCCCCTTTGGGGCGGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGT 
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC 
CCTCGTTCCATGTTGCCAGCACGTCGTGGTGGGGACTCATGGGAGACTGC 
CGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGAGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCT 
TATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCGA 
TACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGG 
GTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAG 
CAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCAAGAC 
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> Ochrobactrum intermedium TG3.48 (98%) 
TTTGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGA 
TCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGAGTTGCAGAGTGCA 
ATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCACACTCGCGTGCTCGCT 
GCCCACTGTCACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGC 
CATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAG 
TCCCCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGGGCGAGGGTTGCG 
CTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCC 
ATGCAGCACCTGTCTCCGATCCAGCCGAACTGAAGGATAGTGTCTCCACT 
AACCGCGATCGGGATGTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGA 
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGA 
GTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAATGTTTAATGCGTTAGC 
TGCGCCACCGAAGAGTAAACTCCCCAACGGCTAACATTCATCGTTTACGG 
CGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACC 
TCAGCGTCAGTAATGGTCCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCC 
GAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCACTCACCTCTACC 
ATACTCAAGACTAACAGTATCAAAGGCAGTTCCGGGGTTGAGCCCCGGGA 
TTTCACCCCTGACTTATTAGCCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAAA 
TCCGAACAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGT 
TAGCCGGGGCTTCTTCTCCGGTTACCGTCATTATCTTCACCGGTGAAAGA 
GCTTTACAACCCTAGGGCCTTCATCACTCACGCGGCATGGCTGGATCAGG 
CTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTG 
GGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTATG 
GATCGTCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCAACGCG 
GGCCGATCATTTGCCGATAAATCTTTCCCCTTTCGGGCACATACGGTATT 
AGCACAAGTTTCCCTGAGTTATTCCGTAGCAAATGGTACGTTCCCACGCG 
TTACTCACCCGTCTGCCGCTCCCCTTGCGGGGCGCTCGACTTGCATGTGT 
TAGGCCTGAGTATGGTAGAGGTGAGTGGA 
 
 

> Alcaligenes faecalis TG4.48 (99%) 
TCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCGCGAGAGAGCTTGCTCTC 
TTGGCGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTA 
GCGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTGGCTAATACCGCATACGCCCTACGG 
GGGAAAGGGGGGGATCGCAAGACCTCTCACTATTGGAGCGGCCGATATCG 
GATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCAACGATCCGTAGCT 
GGTTTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC 
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATC 
CAGCCATCCCGCGTGTATGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTTG 
GCAGAGAAGAAAAGGTATCCCCTAATACGGGATACTGCTGACGGTATCTG 
CAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG 
GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGTGTAGGCGGTTC 
GGAAAGAAAGATGTGAAATCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATTTTTA 
ACTGCCGAGCTAGAGTATGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAG 
TGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTG 
GGATAATACTGACGCTCAGACACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG 
ATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGCTGTTGGGGCCG 
TTAGGCCTTAGTAGCGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTA 
CGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGG 
TGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTT 
GACATGTCTGGAAAGCCGAAGAGATTTGGCCGTGCTCGCAAGAGAACCGG 
AACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT 
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACGCAAGAGCA 
CTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA 
AGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGG 
GACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCTCAGAAACCCGATC 
GTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTA 
GTAATCGCGGATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA 
CACCGCCCAA 
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> Enterobacter TD1.46 (99%) 
CTTGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGA 
TCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCA 
ATCCGGACTACGACGTACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGC 
TTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGG 
CCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAG 
TCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGC 
GCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGC 
CATGCAGCACCTGTCTCACGGTTCCCGAAGGCACTAAAGCATCTCTGCTA 
AATTCTGTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT 
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTT 
TTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTATTTAACGCGTTAGCTCC 
GGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAATAGACATCGTTTACGGCG 
TGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTG 
AGCGTCAGTCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAG 
ATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACGAG 
ACTCAAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATT 
TCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTC 
CGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTA 
GCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATTGCTGAGGTTATTAACCTCA 
ACACCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCAT 
ACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCA 
CTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTG 
GTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCGTTACCC 
CACCTACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCAAGAGGCCCGAA 
GGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCTACCGTTTCC 
AGTAGTTATCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTC 
CGCCGCTCGTCACCCGAGAGCAAGCTCTCTGTGCTACCGCTCGACTTGCA 
TGTGTTAGGCCTGA 
 
 
> Pseudomonas aeruginosa TD2.3 (100%) 
TCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGA 
TTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGG 
GATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAA 
GTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAG 
CTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTG 
AGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG 
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCA 
TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGG 
AGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAAT 
AAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAA 
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAG 
TTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACT 
GAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAAT 
GCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGA 
TACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC 
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGA 
TCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCC 
GCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG 
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACAT 
GCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAG 
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC 
CGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCAC 
TCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA 
GTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGT 
ACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCG 
TAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAG 
TAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC 
ACCGCCCAT 
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> Achromobacter sp. TD2.18 (99%) 
TCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGACTTCGGTCTGGTG 
GCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATGTATCGGAACGTGCCCAGTAGCGGGG 
GATAACTACGCGAAAGCGTAGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAA 
GCAGGGGATCGCAAGACCTTGCACTATTGGAGCGGCCGATATCGGATTAG 
CTAGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTTTG 
AGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG 
GAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCA 
TCCCGCGTGTGCGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGGCAGGA 
AAGAAACGTCATGGGCTAATACCCCGTGAAACTGACGGTACCTGCAGAAT 
AAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAA 
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGGAAAG 
AAAGATGTGAAATCCCAGAGCTTAACTTTGGAACTGCATTTTTAACTACC 
GGGCTAGAGTGTGTCAGAGGGAGGTGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAAT 
GCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCTCCTGGGATAA 
CACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC 
TGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGCTGTTGGGGCCTTCGGGC 
CTTGGTAGCGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCG 
CAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATG 
ATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATG 
TCTGGAATGCCGAAGAGATTTGGCAGTGCTCGCAAGAGAACCGGAACACA 
GGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC 
CCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACGAAAGGGCACTCTAA 
TGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCT 
CATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGGACAGA 
GGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAGAAACCCGATCGTAGTC 
CGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC 
GCGGATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC 
CCAAA 
 
 
> Delftia sp. TD3.31 (99%) 
CGTCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGTCTTCGGACGCTG 
ACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGG 
GATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGATCTGAGGATGAAA 
GCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAG 
GTAGTTGGTGGGATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTG 
AGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG 
GAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAA 
TGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTTGTACGGA 
ACGAAAAAGCTTCTCCTAATACGAGAGGCCCATGACGGTACCGTAAGAAT 
AAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGA 
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAG 
ACAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGCA 
TGGCTAGAGTACGGTAGAGGGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAAT 
GCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAATCCCCTGGACCTG 
TACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC 
TGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGGTTGTTGGGAATTAGTTTT 
CTCAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCG 
CAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATG 
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATG 
GCAGGAAGTTTCCAGAGATGGATTCGTGCTCGAAAGAGAACCTGCACACA 
GGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC 
CCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACATTTAGTTGGGCACT 
CTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG 
TCCTCATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTA 
CAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAACCAGTCGT 
AGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGT 
AATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA 
CCGCCCATGT 
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> Stenotrophomonas acidaminiphila TD4.7  
TCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACAGGAGAGCTTGCTCTC 
TGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATGCATCGGAATCTACTCTGTC 
GTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGG 
GTGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGCCC 
GATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAGAGCCCACCAAGGCGACGATCGGTAGCT 
GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC 
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATC 
CAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTG 
TTGGGAAAGAAAAGCAGCCGGTTAATACCCGGTTGTTCTGACGGTACCCA 
AAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGG 
GTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTTG 
TTTAAGTCTGTCGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATGGCGATGGAA 
ACTGGACGACTAGAGTGTGGCAGAGGGTAGTGGAATTCCTGGTGTAGCAG 
TGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCGTGGCGAAGGCGACTGCCTG 
GGCCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG 
ATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCA 
ATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAG 
TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC 
GGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCC 
TTGACATGCACGGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACCGT 
GACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT 
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATG 
GTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT 
GACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTACAA 
TGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTGAGCCAATCCCAGAAA 
CCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGA 
ATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGC 
CTTGTACACACCGCCCAAA 
 
 
> Bacillus cereus TD4.31 (99%) 
TCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTA 
TGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAG 
ACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAAC 
CGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGAC 
CCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGAT 
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC 
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAA 
GTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAA 
CTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGA 
CGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA 
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGC 
AGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGG 
TCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAT 
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC 
GACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA 
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG 
TTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCG 
CCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC 
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT 
TACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTC 
GGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG 
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAT 
CATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG 
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT 
GCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATC 
TCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGA 
AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC 
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCATG 
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Apêndice C 

 

Confirmação dos metabólitos do diuron presente nas amostras por 

comparação dos padrões analíticos em LC-MS. 

 

As amostras de cultivo bacteriano em diuron e seus metabólitos foram analisadas 

em LC-MS e os espectros de massas gerados foram comparados com os obtidos pela 

injeção dos padrões analíticos. As amostras foram injetadas em LC-MS como descrito 

no item 3.7.4 e a seguir, encontram-se representados os espectros de massas para cada 

padrão analisado. 

 

Padrão analítico Massa 
Molar 

TR 
(min) 

Íon Fragmentos 
  

DCPMU 218/222 14,26  219/223 203,4 162,5 
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 8633
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 4384

Spectrum 1A
14.267 min, Scan: 2304, 219.0>80:229 [0.70V], Ion: 28509 us, RIC: 40596,



101 
 

Padrão analítico Massa 
Molar 

TR 
(min) 

Íon  Fragmentos  
  

DCPU 204/208 13,55  205/209 188,4 162,4 127,7 
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Spectrum 1A
13.552 min, Scan: 2242, 205.0>77:215 [0.55V], Ion: 10485 us, RIC: 89325,
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Padrão analítico Massa 
Molar 

TR 
(min) 

Íon  Fragmentos  

3,4-DCA 161/165 13,37  162/166 127,7/128 
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Spectrum 1A
13.378 min, Scan: 2226, 162.0>66:172 [0.80V], Ion: 250000 us,BP: 127.7
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Padrão analítico Massa 
Molar 

TR 
(min) 

Íon  Fragmentos  
  

4-CA 127/129 7,52  128/130 102,9 94 65,8 
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Spectrum 1A
7.523 min, Scan: 1945, 128.0>57:138 [1.55V], Ion: 250000 us, RIC: 4782,
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Padrão analítico Massa 
Molar 

TR 
(min) 

Íon  Fragmentos  

4-CAC 169/171 12,49  170/172 128,7 
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 3689

 170.4
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Spectrum 1A
12.494 min, Scan: 2184, 170.0>68:180 [0.50V], Ion: 250000 us, RIC: 4722,
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Padrão analítico Massa 
Molar 

TR 
(min) 

Íon  Fragmentos  
  

Anilina 93 3,77  94 74,4 78 67 
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Spectrum 1A
3.736 min, Scan: 1735, 94.0>47:104 [0.65V], Ion: 46755 us, RIC: 114883,
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Anexo A – Laudo da análise do solo de amostragem utilizado no isolamento das 

bactérias e experimentos de microcosmo. 

 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

Autorizo a reprodução xerográfica para fins de pesquisa. 
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