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JJUULLIIAANNAA  KKAAWWAANNIISSHHII  BBRRAAGGAA  
((BBiióóllooggaa))  

  
  
  
  
  

  
BBiiooddeeggrraaddaaççããoo  ddoo  ddiiuurroomm  ee  ddoo  ssuullffaattoo  ddee  eennddoossssuullffaamm  ee  ssuuaa  

iinnfflluuêênncciiaa  nnaa  cciinnééttiiccaa  ddee  ccrreesscciimmeennttoo  ddee  mmiiccrroorrggaanniissmmooss  
eeddááffiiccooss  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  CCuuiiaabbáá  
22000099  

DDiisssseerrttaaççããoo  aapprreesseennttaaddaa  aaoo  PPrrooggrraammaa  ddee  PPóóss  

GGrraadduuaaççããoo  eemm  RReeccuurrssooss  HHííddrriiccooss  ddaa  

UUnniivveerrssiiddaaddee  FFeeddeerraall  ddee  MMaattoo  GGrroossssoo  ccoommoo  

ppaarrttee  ddooss  rreeqquuiissiittooss  nneecceessssáárriiooss  ppaarraa  aa  

oobbtteennççããoo  ddoo  ttííttuulloo  ddee  MMeessttrree  eemm  RReeccuurrssooss  

HHííddrriiccooss..  

  

OOrriieennttaaddoorraa::  PPrrooffaa..  DDrraa..  EEddnnaa  LLooppeess  

HHaarrddooiimm..  

CCoo--oorriieennttaaddoorraa::  PPrrooffaa..  DDrraa..  EElliiaannaa  FF..  GG..  CC..  

DDoorreess  

CCoo--oorriieennttaaddoorraa::  PPrrooffaa..  DDrraa..  OOssccaarrlliinnaa  LLúúcciiaa  

ddooss  SSaannttooss  WWeebbeerr  
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ÉÉ  ccoonncceeddiiaa  áá  UUnniivveerrssiiddaaddee  FFeeddeerraall  ddee  MMaattoo  GGrroossssoo  ppeerrmmiissssããoo  ppaarraa  

rreepprroodduuzziirr  ccóóppiiaass  ddeessttaa  ddiisssseerrttaaççããoo  ee  eemmpprreessttaarr  oouu  vveennddeerr  ttaaiiss  ccóóppiiaass  

ssoommeennttee  ppaarraa  pprrooppóóssiittooss  aaccaaddêêmmiiccooss  ee  cciieennttííffiiccooss..  AA  aauuttoorraa  rreesseerrvvaa  oouuttrrooss  

ddiirreeiittooss  ddee  ppuubblliiccaaççããoo  ee  nneennhhuummaa  ppaarrttee  ddeessttaa  ddiisssseerrttaaççããoo  ddee  mmeessttrraaddoo  ppooddee  

sseerr  rreepprroodduuzziiddaa  sseemm  aa  aauuttoorriizzaaççããoo  ppoorr  eessccrriittoo  ddaa  aauuttoorraa..  
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BBRRAAGGAA,,  JJ..KK..  BBiiooddeeggrraaddaaççããoo  ddoo  ddiiuurroomm  ee  ddoo  ssuullffaattoo  ddee  
eennddoossssuullffaamm  ee  ssuuaa  iinnfflluuêênncciiaa  nnaa  cciinnééttiiccaa  ddee  ccrreesscciimmeennttoo  ddee  
mmiiccrroorrggaanniissmmooss  eeddááffiiccooss..  
  
  

BBaannccaa  EExxaammiinnaaddoorraa    

  

PPrrooffaa..  DDrraa..  EEddnnaa  LLooppeess  HHaarrddooiimm                                                            IInnssttiittuuiiççããoo::  UUFFMMTT    

JJuullggaammeennttoo::  ______________________  AAssssiinnaattuurraa::  ____________________________    

  

PPrrooff..  DDrr..  MMiillttoonn  RRiiccaarrddoo  ddee  AAbbrreeuu  RRooqquuee                              IInnssttiittuuiiççããoo::  UUFFBBAA  

JJuullggaammeennttoo::  ______________________  AAssssiinnaattuurraa::  ____________________________    

  

PPrrooff..  DDrr..  RRiiccaarrddoo  DDaallllaa  VViillllaa                                                                            IInnssttiittuuiiççããoo::  UUFFMMTT  

JJuullggaammeennttoo::  ______________________  AAssssiinnaattuurraa::  ____________________________    

  

DDrraa..  CCaarroolliinnaa  LLoouurreenncceettttii  ((ssuupplleennttee))                                                  IInnssttiittuuiiççããoo::  UUFFMMTT    

JJuullggaammeennttoo::  ______________________  AAssssiinnaattuurraa::  ____________________________    

  

DDrraa..  SSeellmmaa  BBaaiiaa  BBaattiissttaa  ((ssuupplleennttee))                                                          IInnssttiittuuiiççããoo::  UUFFMMTT    

JJuullggaammeennttoo::  ______________________  AAssssiinnaattuurraa::  ____________________________  
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DDeeddiiccaattóórriiaa::  AAooss  mmeeuuss  

ppaaiiss  GGaauuddiioo  ee  CClleeuussaa,,  ee  áá  

mmiinnhhaa  iirrmmãã  TTaattii,,  ccoomm  aammoorr,,  

aaddmmiirraaççããoo  ee  ggrraattiiddããoo  ppeellaa  

ccoommpprreeeennssããoo,,  ccaarriinnhhoo,,  

pprreesseennççaa  ee  iinnccaannssáávveell  aappooiioo  

aaoo  lloonnggoo  ddoo  ppeerrííooddoo  ddee  

eellaabboorraaççããoo  ddeessttee  ttrraabbaallhhoo..  

PPoorr  sseemmpprree  mmee  iinncceennttiivvaarreemm  

nneessttaa  jjoorrnnaaddaa  ee  eemm  oouuttrraass  

qquuee  jjáá  ppaassssaarraamm..  PPeellaass  
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AAGGRRAADDEECCIIMMEENNTTOOSS  

  

  AA  rreeaalliizzaaççããoo  ddeessttee  ttrraabbaallhhoo  ssóó  ffooii  ppoossssíívveell,,  ppooiiss  ccoonnttoouu  ccoomm  aa  ccoollaabboorraaççããoo  ddee  iinnúúmmeerraass  

ppeessssooaass,,  qquuee  ddiirreettaa  oouu  iinnddiirreettaammeennttee  ppaarrttiicciippaarraamm  ccoomm  ppeeqquueennaass  ee  ggrraannddeess  ccoonnttrriibbuuiiççõõeess,,  

ppoorréémm,,  iigguuaallmmeennttee  vvaalliioossaass..  GGoossttaarriiaa  ddee  eexxpprreessssaarr  mmiinnhhaa  ggrraattiiddããoo  aa  aallgguummaass  iinnssttiittuuiiççõõeess  ee  

ppeessssooaass,,  ee  ppeeddiirr  qquuee  aaqquueellaass  aaqquuii  nnããoo  mmeenncciioonnaaddaass,,  qquuee  ssiinnttaamm--ssee  iigguuaallmmeennttee  lleemmbbrraaddaass..    

  

  QQuueerroo  aaggrraaddeecceerr  eessttaa  ccoonnqquuiissttaa::  

AA  DDeeuuss,,  ppoorr  iinnssttrruuiirr--mmee  ccoomm  ssaabbeeddoorriiaa  ee  ddiisscceerrnniimmeennttoo  ppeerraannttee  aass  pprroovvaass  eennccoonnttrraaddaass  nneessttee  

ccaammiinnhhoo,,  aajjuuddaannddoo--mmee  aa  eennccoonnttrraarr  ffoorrççaass  ssuuffiicciieenntteess  ppaarraa  nnããoo  ssuuccuummbbiirr  nneessttee  ppeerrccuurrssoo..  

  

AAooss  mmeeuuss  ppaaiiss  GGááuuddiioo  SSooaarreess  BBrraaggaa  ee  CClleeuussaa  AAkkeemmii  KKaawwaanniisshhii,,  ddooss  qquuaaiiss  mmee  oorrgguullhhoo  

iinntteennssaammeennttee  ee  sseemmpprree  rreecceebbii  ee  aaiinnddaa  rreecceebboo  ttuuddoo  oo  qquuee  pprreecciissoo  nnaa  vviiddaa  ppaarraa  sseerr  ffeelliizz..  

AAggrraaddeeççoo  ppoorr  sseerreemm  aa  mmiinnhhaa  rreeffeerrêênncciiaa  ddee  aammoorr,,  hhoonneessttiiddaaddee,,  ggeenneerroossiiddaaddee  ee  

rreessppoonnssaabbiilliiddaaddee..  

  

ÀÀ  mmiinnhhaa  qquueerriiddaa  iirrmmãã  TTaattiiaannaa,,  ccoomm  qquueemm  ccoommppaarrttiillhhoo  ddiiaarriiaammeennttee  lloonnggaass  hhoorraass  ddee  aalleeggrriiaa  ee  

aapprreennddiizzaaddoo,,  qquuee  rreennoovvaamm  mmiinnhhaass  ffoorrççaass  ppaarraa  ccoonnttiinnuuaarr  sseemmpprree  eemm  ffrreennttee..  

  

ÀÀ  PPrrooffªª..  DDrraa..  EEddnnaa  LLooppeess  HHaarrddooiimm,,  ddoo  LLAATTEEMMAASS//IIBB//UUFFMMTT  qquuee  mmee  rreecceebbeeuu  ddee  bbrraaççooss  

aabbeerrttooss  eemm  sseeuu  llaabboorraattóórriioo,,  mmee  oorriieennttaannddoo  eemm  aallgguunnss  ttrraabbaallhhooss  nneellee  rreeaalliizzaaddoo,,  sseemmpprree  

ccoonnttrriibbuuiinnddoo  ccoomm  vvaalliioossooss  eennssiinnaammeennttooss  qquuee  lleevvaarreeii  ppaarraa  oo  rreessttoo  ddee  mmiinnhhaa  vviiddaa,,  ee  oo  mmaaiiss  

iimmppoorrttaannttee  aaggrraaddeeççoo  ppeellaa  ccoonnffiiaannççaa  eemm  mmiimm  ddeeppoossiittaaddaa  ee  ppoorr  ssuuaa  ggrraannddee  aammiizzaaddee..  

  

ÀÀ  PPrrooffªª..  DDrraa..  EElliiaannaa  FF..  GG..  CC..  DDoorreess,,  CCoooorrddeennaaddoorraa  ddoo  PPPPGG  eemm  RReeccuurrssooss  HHííddrriiccooss//UUFFMMTT  ppoorr  

aacceeiittaarr  mmee  ccoo--oorriieennttaarr  nneessttee  pprreecciioossoo  ttrraabbaallhhoo  ccoollaabboorraannddoo  sseemmpprree  qquuee  ppoossssíívveell  ccoomm  sseeuu  

tteemmppoo,,  ccoonnhheecciimmeennttoo  ee  aammiizzaaddee,,  aalléémm  ddee  aappooiiaarr--mmee  nnooss  tteesstteess  ddee  ddeeggrraaddaaççããoo..  

  

ÀÀ  PPrrooffªª..  DDrraa..  OOssccaarrlliinnaa  LLúúcciiaa  SS..  WWeebbeerr,,  ddaa  FFAAMMEEVV//UUFFMMTT  ppoorr  ttaammbbéémm  aacceeiittaarr  mmee  ccoo--oorriieennttaarr  

nneessttee  ttrraabbaallhhoo,,  ccoonnttrriibbuuiinnddoo  ccoomm  aass  aannáálliisseess  ffííssiiccaass  ee  qquuíímmiiccaass  ddoo  ssoolloo  aalléémm  ddee  ccoollaabboorraarr  

sseemmpprree  qquuee  ppoossssíívveell  ccoomm  sseeuu  ccoonnhheecciimmeennttoo  ee  aammiizzaaddee..  

  

AAoo  PPrrooff..  MMsscc..  AAllíícciioo  PPiinnttoo,,  ddoo  LLAARRBB//DDeeppttoo..  QQuuíímmiiccaa//UUFFMMTT  ppeellooss  iinnúúmmeerrooss  eennssiinnaammeennttooss,,  

ccaarriinnhhoo,,  aammiizzaaddee  ee  ppeellooss  ggrraannddeess  ee  eesssseenncciiaaiiss  aauuxxíílliioo  nnaass  ccoolleettaass  ddaass  aammoossttrraass  nnoo  ccaammppoo..  
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ÀÀ  DDrraa..  SSeellmmaa  BBaaiiaa  BBaattiissttaa  ddoo  LLAATTEEMMAASS//IIBB//UUFFMMTT  ppeelloo  aappooiioo  ee  aajjuuddaa  ccoomm  sseeuuss  

eennssiinnaammeennttooss  ee  ssuuaa  aammiizzaaddee,,  sseemmpprree  ddiissppoossttaa  ee  ddiissppoonníívveell  aa  aajjuuddaarr--mmee..    

  

ÀÀ  DDrraa..  CCaarroolliinnaa  LLoouurreenncceettttii  ddoo  LLAARRBB//DDeeppttoo..  QQuuíímmiiccaa//UUFFMMTT  ppoorr  aajjuuddaarr--mmee  nnooss  tteesstteess  ddee  

ddeeggrraaddaaççããoo,,  sseemmpprree  ddiissppoonnddoo  sseeuu    tteemmppoo  ee  sseeuuss  ccoonnhheecciimmeennttooss..  

  

AAoo  PPrrooff..  DDrr..  RRiiccaarrddoo  AAmmoorriimm  ddaa  FFAAMMEEVV//UUFFMMTT  ppeellaa  aajjuuddaa  ccoomm  aass  aannáálliisseess  eessttaattííssttiiccaass  ddooss  

mmeeuuss  ddaaddooss,,  eessttaannddoo  sseemmpprree  ddiissppoonníívveell  ccoomm  sseeuuss  ccoonnhheecciimmeennttooss  ee  ssuuaa  aammiizzaaddee..  

  

ÀÀ  ttooddooss  ooss  pprrooffeessssoorreess  ddoo  PPrrooggrraammaa  ddee  PPóóss  GGrraadduuaaççããoo  eemm  RReeccuurrssooss  HHííddrriiccooss//UUFFMMTT,,  qquuee  

mmuuiittoo  mmee  aaccrreesscceennttaarraamm  nneessssaa  lloonnggaa  jjoorrnnaaddaa  ee  qquuee  lleevvaarreeii  eetteerrnnaammeennttee  ccoommiiggoo  nnooss  ccaammiinnhhooss  

sseegguuiinntteess  qquuee  vviieerreemm  aappaarreecceerr..  

  

ÀÀ  PPrrooffªª..  DDrraa..  MMaarriiaa  BBeerrnnaaddeettee  AA..  VVaarreesscchhee  SSiillvvaa  ee  aa  DDrraa..  IIssaabbeell  KKiimmiikkoo  SSaakkaammoottoo  

((LLPPBB//EEEESSCC))  ppeelloo  ttoottaall  aappooiioo  nnoo  eessttáággiioo  ee  nnaass  aannáálliisseess  mmoolleeccuullaarreess,,  sseemmpprree  mmoossttrraannddoo  

hhuummiillddaaddee  ee  ppaacciiêênncciiaa  nnooss  eennssiinnaammeennttooss  ddaass  ttééccnniiccaass  ee  ttaammbbéémm  ppeellaa  aammiizzaaddee  qquuee  mmee  

pprrooppoorrcciioonnoouu  dduurraannttee  mmiinnhhaa  eessttaaddiiaa  eemm  SSããoo  CCaarrllooss..  

  

AAoo  ttééccnniiccoo  ddoo  LLaabboorraattóórriioo  ddee  TTaaxxoonnoommiiaa  ee  EEccoollooggiiaa  ddee  MMiiccrroooorrggaanniissmmooss  AAqquuááttiiccooss  ee  

SSiimmbbiioonntteess,,  NNiillttoonn  JJoosséé  ddee  PPiinnhhoo,,  ppoorr  mmee  aajjuuddaarr  sseemmpprree  qquuee  pprreecciisseeii  ee  ppeellaa  ggrraannddee  aammiizzaaddee..  

  

AAggrraaddeeççoo  aa  ttooddooss  ddoo  LLAATTEEMMAASS  ((ZZaarryyff  ee  KKaarreenn  mmiinnhhaass  aammiiggaass  ddeessddee  aa  ggrraadduuaaççããoo  ee  eetteerrnnaass  

eemm  mmeeuu  ccoorraaççããoo)),,  ppeellooss  eennssiinnaammeennttooss,,  aappooiiooss,,  aammiizzaaddee  ee  ppeellaass  rriissaaddaass  qquuee  jjuunnttooss  jjáá  ppaassssaammooss  

nneessssee  llaabboorraattóórriioo..    

  

ÀÀss  mmiinnhhaass  vveerrddaaddeeiirraass  aammiiggaass,,  qquuee  ccoonnhheeccii  nneessssaa  jjoorrnnaaddaa  ee  qquuee  ddeessddee  oo  ccoommeeççoo  eessttiivveerraamm  aaoo  

mmeeuu  llaaddoo,,  CCaarrooll  MMaallhheeiirrooss,,  LLuucciiaannaa  BBeenneecciiuuttii,,  MMaarriiaa  BBeenneeddiittaa..  SSeemm  vvooccêêss  oo  mmeessttrraaddoo  nnããoo  

tteerriiaa  aa  mmeessmmaa  ggrraaççaa,,  oobbrriiggaaddoo  ppoorr  eexxiissttiirreemm..  

  

ÀÀ  aammiizzaaddee  vveerrddaaddeeiirraa  qquuee  ssee  ddeesseennvvoollvveeuu  nnoo  ddeeccoorrrreerr  ddoo  ccuurrssoo  ee  qquuee  hhoojjee  ssee  iigguuaallaa  ààss  mmiinnhhaass  

aammiiggaass  ddoo  ccoorraaççããoo,,  OOssmmaarr,,  IIssaallttiinnoo,,  FFlláávviiaa,,  SSaammaanntthhaa,,  LLúú,,  GGaabbyy  ee  EEttiieennee..  

ÀÀ  ttooddooss  ooss  ccoolleeggaass  ddaa  pprriimmeeiirraa  ttuurrmmaa    ddoo  nnoossssoo  pprrooggrraammaa  ppeellooss  pprraazzeerroossooss  mmoommeennttooss  jjuunnttooss,,  

ccaaddaa  uumm  sseerráá  eetteerrnnaammeennttee  lleemmbbrraaddoo  ccoomm  mmuuiittoo  ccaarriinnhhoo..  
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ÀÀ  FFuunnddaaççããoo  ddee  AAmmppaarroo  aa  PPeessqquuiissaa  ddee  MMaattoo  GGrroossssoo  --  FFAAPPEEMMAATT,,  ppeelloo  aauuxxíílliioo,,  ppoorr  mmeeiioo  ddaa  

bboollssaa  ddee  eessttuuddooss  ccoonncceeddiiddaa  ppaarraa  oo  ppeerrííooddoo  ddee  11,,55  aannooss  ee  aauuxxíílliioo  ffiinnaanncceeiirroo  ppaarraa  oo  

ddeesseennvvoollvviimmeennttoo  ddeessssee  pprroojjeettoo..  

  

ÀÀ  ttooddooss  ooss  sseerrvviiddoorreess  ddoo  IInnssttiittuuttoo  ddee  BBiioocciiêênncciiaass//UUFFMMTT,,  qquuee  sseemmpprree  mmee  aajjuuddaarraamm  qquuaannddoo  ffooii  

pprreecciissoo..  

  

FFiinnaallmmeennttee,,  aaggrraaddeeççoo  ààss  cceenntteennaass  ddee  oouuttrraass  ppeessssooaass  qquuee  ttaammbbéémm  ccoonnttrriibbuuíírraamm  ddee  uummaa  ffoorrmmaa  

oouu  ddee  oouuttrraa  nnaa  rreeaalliizzaaççããoo  ddeessttee  ttrraabbaallhhoo  ee  ttaammbbéémm  nnaa  mmiinnhhaa  ffoorrmmaaççããoo  pprrooffiissssiioonnaall..  

  

  

  

  

AA  ttooddooss,,  oobbrriiggaaddaa!!!!!!  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

RESUMO 
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BRAGA, J.K. Biodegradação do diurom e do sulfato de endossulfam e sua influência na 

cinética de crescimento de microrganismos edáficos. 2009. 147p. Dissertação (Mestrado). 

PPG Recursos Hídricos, Universidade Federal de Mato Grosso. Cuiabá, Mato Grosso. 

 
O uso de xenobiontes nos sistemas agrícolas traz preocupação sobre a permanência desses 
produtos químicos no ambiente, pois podem persistir por longos períodos, acumulando-se. 
Visando verificar a influência do diurom e do sulfato de endossulfam sobre o crescimento de 
comunidade microbiana, e testar sua biodegradação, coletaram-se amostras de Latossolo 
Vermelho Amarelo nos horizontes Ap e AB de solo agrícola. Para este estudo, incubaram-se 
seis amostras desses horizontes, com umidade a 50% da capacidade de campo e a 30 °C. 
Adicionou-se em cada amostra 1 µg de sulfato de endosulfan ou de diurom por grama de solo. 
A cinética de crescimento microbiano foi analisada nos tempos 0, 8 e 64 dias. Plaqueou-se 
amostras nos meios CPS e MM com os xenobiontes como únicas fontes de carbono. 
Realizaram-se contagens de 24 a 144 horas após incubação a 30oC. Isolou-se 6 estirpes a partir 
do MM. Para identificação específica, empregou-se as técnicas de Coloração de Gram, testes 
bioquímicos e motilidade, MIDI e molecular (PCR/Sequenciamento). Realizou-se teste de 
viabilidade (48h) com os xenobiontes (5 µgmL-1) com as 6 estirpes isoladas do MM para 
posterior análise de degradação (CG/ECD), cinética de crescimento (DO600) e retenção 
celular (extração dos resíduos retidos nas células utilizando acetato de etila) para diferenciação 
entre a real e a aparente degradação. Foram testadas duas concentrações, sendo 5 e 50 µgmL-1 

do diurom e 3 e 33 µgmL-1 do sulfato de endossulfan. O maior crescimento microbiano foi 
observado nos tratamentos-controle (sem contaminação), variando de 1,32x105 a 4,3x105 
UFCs e registrou-se um menor crescimento no meio MM, tanto para o horizonte Ap quanto 
para o AB. O crescimento microbiano em MM em presença do sulfato de endossulfam foi 
inferior àquele obtido no MM suplementado com diurom em ambos horizontes sem, contudo, 
haver uma diferença significativa, aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Com relação aos 
diferentes tempos de incubação e diferentes contaminantes (diurom e sulfato de endossulfam) 
e o controle, nos tempos 0 e 64 dias de incubação, não houve diferença significativa entre os 
meios de culturas utilizados. Das estirpes isoladas, Bacillus cereus teve seu crescimento em 
MM suplementado, ora com diurom ora com sulfato de endossulfam, mais expressivo quando 
comparada com as demais. A cinética de crescimento mostrou melhor resultado quando B. 

cereus foi cultivada na maior concentração do diurom. Contrariamente, com o sulfato de 
endossulfam esta espécie mostrou crescimento exponencial mais acentuado no tratamento de 
menor concentração. A degradação do diurom foi maior no ensaio com 50 µgmL-1 (54%) 
quando comparado com o de 5 µgmL-1 (47,9%). No estudo de biodegradação do metabólito a 
eficiência foi maior na concentração de 3 µgmL-1 (15,6%),  contra 22,6% no meio mais 
concentrado (33 µgmL-1). O maior percentual de retenção do diurom em B. cereus foi 
observado em 50 µgmL-1 (15,49%). Já em 5 µgmL-1 obteve-se 9,77% de retenção celular. 
Assim como no tratamento com diurom, observou-se um maior percentual de retenção de 
sulfato de endossulfam no ensaio de 50 µgmL-1 (19,06%) e no de menor concentração foi de 
11,01% de retenção celular. 

 
 
 

ABSTRACT 
 



 11 

 
BRAGA, J.K. Diuron and endosulfan sulfate biodegradation and their influence in the 

kinetic of the growth soil`s microrganisms. 2009. 147p. Dissertação (Mestrado). PPG 

Recursos Hídricos, Universidade Federal de Mato Grosso. Cuiabá, Mato Grosso. 

 
The use of xenobionts in the agricultural systems cause concerns about the permanence of 
these chemical products in the environment since they can persist for long periods, pilling up. 
To verify the diuron and endosulfan sulfate influence on the growing of microorganisms 
communities and their subsequent biodegradation, samples of Latossolo Vermelho Amarelo in 
the Ap and A/B`s layers were collected. For this study six samples of these layers were 
incubated with a 50% humidity of the field capacity and at 30ºC. One µg g-1 of sulfate 
endosulfan or diuron were added at each sample. The microorganisms growing kinetic was 
analyzed in the times 0, 8 and 64 days. Samples were cultivated in the CPS and MM mediums 
with the xenobionts as the single sources of carbon. Countings were realized from 24 to 144 
hours after incubation at 30oC. Six bacteria strains were isolated from MM. For specific 
identification techniques like Gram`s staining, biochemicals and motility`s tests, MIDI and 
molecular (PCR/Sequence) were used. Viability tests (48 hours) were realized with the 
xenobionts (5µgmL-1) with the 6 bacteria isolates of MM for subsequent degradation analysis 
(GC/ECD), growing kinetics and cellular retention (extraction of the retained residues in the 
cells using etil acetate) for distinction between the real and apparent degradation. Two 
concentrations were tested, 5 and 50µgmL-1 of diuron and 3 and 33 µgmL-1. of the endosulfan 
sulfate. The largest growing was registred at the control-treatments (without pesticide 
contamination), varying from 1,32x105 to 4,3x105 FCUs and the smallest growing was related 
in the medium MM, both for layer Ap and for A/B. The growing of the microorganisms in 
MM in the presence of endosulfan sulfate was lower than that observed in MM added with 
diuron in both layers, however, without a significant difference when applying the Kruskal-
Wallis test. About the different incubation`s time and different contaminants (diuron and 
sulfate endossulfan) and the control, at T0 and T64, there was no significant difference 
between the cultures mediums used. Among the isolated bacteria strains, Bacillus cereus had 
the most expressive growth in MM added, with diuron or endosulfan sulfate, when compared 
with the others lineages. The kinetic of growth showed a better result when B. cereus was 
cultivated in the largest concentration of diuron. Unlike, with the endosulfan sulfate this 
species showed exponential growing more accentuated in the treatment with the lowest 
concentration. The diuron`s degradation was largest in the 50 µgmL-1 (54%) essay, when 
compared with the 5 µgmL-1(47, 9%). In the study of metabolites biodegradation the largest 
efficiency was found in the concentration of 3 µgmL-1 (15, 6%), against 22,6% in the most 
concentrated (33 µgmL-1) medium. The largest cellular retention percentual of diuron in B. 

cereus was registered in 50 µgmL-1 (15,49%). In the 5 µgmL-1 treatment, a 9,77% cellular 
retention was obtained. Like in the treatment with diuron, a largest retential percentual was 
observed in the endosulfan sulfate in the 50 µgmL-1 essay (19,06% were retained) and in the 
smallest one was 11,01% of cellular retential. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O atual sistema de produção agrícola exige a utilização intensiva de insumos químicos, 

dentre eles destacam-se os pesticidas. Estas substâncias utilizadas no controle de plantas 

daninhas, insetos e microrganismos nocivos às culturas possibilitam a produção e colheita de 

grandes quantidades de alimentos, minimizando, assim, os prejuízos para o agricultor. Com o 

crescimento demográfico, a demanda de alimentos aumentou e, portanto, para garantir 

alimentos suficientes e de qualidade à população, faz-se o uso de pesticidas (SANCHES et al., 

2003). Esses compostos são aplicados em quantidades significativas e em áreas extensas tendo 

como principal destino o meio ambiente. 

A contaminação por pesticidas ocorre tanto pontualmente como nas áreas adjacentes, 

podendo atingir até mesmo locais mais distantes do ponto de aplicação. Dependendo de suas 

características os pesticidas podem permanecer em diferentes compartimentos ambientais, tais 

como atmosfera, solo, água de superfície e subterrânea. Por meio das suas propriedades físico-

químicas, pode-se estimar seu comportamento no meio ambiente, desde a aplicação até o 

destino final, assim como as interações com o solo e o transporte, quando dissolvidos em água 

ou associados ao sedimento (BARCELÓ et al., 2003; SILVA; FAY, 2004).  

Alguns pesticidas podem ser degradados por vias químicas, fotólise ou ação de 

microrganismos. Entretanto, as moléculas com alta persistência (baixa taxa de degradação) 

podem permanecer no ambiente sem sofrer qualquer alteração (SANCHES et al., 2003). 

Apesar da importância dos pesticidas para a agricultura seu uso pode acarretar sérios 

problemas ao meio ambiente e à saúde humana. Na tentativa de minimizar estes problemas, 

buscam-se moléculas que apresentem baixa persistência e baixo potencial de lixiviação no 

ambiente, alta especificidade, eficiência em pequenas doses e baixa toxicidade para 

organismos não alvos (DAMIN, 2005). 

Os recursos hídricos são os mais afetados devido à agricultura exigir um suprimento de 

água, o que conduz o desenvolvimento dessa atividade próximo a rios e lagos (CARVALHO et 

al., 2000; LOURENCETTI et al., 2005).  
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A contaminação de fontes de águas subterrâneas ou superficiais é um dos problemas 

que deve ser enfrentado pela humanidade, constituindo-se num problema de saúde coletiva. A 

avaliação do potencial de contaminação do ambiente por pesticidas propicia informações úteis 

para que políticas de regulamentação destes compostos possam ser formuladas, embasando 

ações que minimizem o impacto ambiental. 

O comprometimento destes recursos naturais pode gerar graves prejuízos à saúde 

humana, principalmente quando estes são utilizados como fonte para abastecimento público 

(PARAIBA et al, 2003; WORRAL et al., 2004). Tal situação exige controle e estudos que 

possibilitem o monitoramento de pesticidas no meio ambiente. 

Os recursos hídricos agem como integradores dos processos biogeoquímicos de 

qualquer região. Sendo assim, quando pesticidas são aplicados, particularmente na agricultura, 

os recursos hídricos, sejam superficiais ou subterrâneos, são os principais destinos dos 

pesticidas. Programas de monitoramento ambiental, realizados por meio de estudos de campo 

bem planejados, são considerados por diversos autores como o melhor procedimento de 

avaliação, gerando informações que subsidiem ações para minimizar a poluição da água 

subterrânea (AZEVEDO et al., 2000; FILIZOLA et al., 2002). 

O solo, por sua vez, é o principal receptor dos pesticidas utilizados na agricultura. A 

interação pesticida-solo depende, principalmente, das características físico-químicas tanto do 

solo quanto do pesticida. Em função disso, o pesticida poderá seguir diferentes rotas no solo: 

ser retido na fração orgânica e/ou mineral; sofrer degradação fotoquímica, química ou 

biológica; ser volatilizado; ser lixiviado para as camadas mais profundas do solo, podendo 

alcançar as águas subterrâneas ou ser carreado superficialmente e atingir as águas superficiais 

ou ser absorvido por plantas (MARTINS, 2006). 

No ambiente edáfico os resíduos passam por transformações ou processos físicos, 

químicos, biológicos, ou combinacão deles que podem determinar desde seu desaparecimento, 

até o aparecimento de metabólitos mais tóxicos do que o composto originalmente aplicado  ou, 

ainda, maior persistência nesse ambiente. Porém, reconhece-se atualmente que a grande 

variedade de microrganismos presentes no solo é potencialmente capaz de biodegradar 

pesticidas até produtos simples que podem entrar nos ciclos biogeoquímicos da natureza 

(ANDREA, 2003).  

O termo biodegradação tem sido utilizado para a descrição de transformações de todos 

os tipos, incluindo aqueles que originam produtos menos tóxicos que o composto original, pela 

sua inativação, assim como aquelas responsáveis pela completa mineralização até CO2, H2O 
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(MUSUMECI, 1992) ou formação de metabólitos, muitas vezes mais tóxicos que o produto 

original. 

Os microrganismos compreendem muito da biodiversidade terrestre e desempenham 

funções importantes nos ciclos biogeoquímicos e no funcionamento dos ecossistemas (BELL 

et al., 2005). Além dessas “funções” ambientais, microrganimos e seus derivados têm grande 

potencial biotecnológico, tais como bioinoculantes para produção agroflorestal, controle 

biológico, biorremediação, produção de fármacos como antibióticos, enzimas, corantes entre 

outras substâncias químicas. Contudo, a magnitude da biodiversidade microbiana ainda não é 

conhecida e, consequentemente, seu potencial a ser explorado. 

O consumo anual de pesticidas no Brasil tem sido superior a 300 mil toneladas de 

produtos comerciais. Expresso em quantidade de ingrediente-ativo (i.a.), são consumidas 

anualmente no país cerca de 130 mil toneladas; representando um aumento no consumo de 

pesticidas de 700% nos últimos quarenta anos, enquanto a área agrícola aumentou 78% nesse 

período (SPADOTTO et al., 2004). 

A rápida evolução da remoção da vegetação nativa no Centro-Oeste brasileiro, sem 

prévio zoneamento agroecológico, passou a constituir uma grave ameaça à sustentabilidade 

dos agrossistemas implantados, principalmente pela perda de biodiversidade e dos recursos 

naturais do solo, fauna e flora. Na década de 1970, extensas áreas de matas e cerrados foram 

removidas e ocupadas com exploração agropecuária, com expressiva utilização de pesticidas 

(VIEIRA et al., 2001). 

Atualmente, o Estado de Mato Grosso se destaca, em nível nacional, na produção 

agropecuária, e novas opções econômicas estão sendo implantadas e em franco 

desenvolvimento como a indústria, os agros-negócios e o setor de serviços. Mato Grosso 

abriga três importantes biomas: o cerrado, o pantanal e a floresta amazônica, inseridos nas três 

mais importantes bacias hidrográficas da América do Sul, a Amazônica (Rios Juruena, Teles 

Pires, Xingu, Araguaia, etc), a Platina onde o Rio Paraguai é o seu principal formador, e a 

Tocantins-Araguaia, despertando a necessidade dos cuidados com sustentabilidade desses 

ambientes. 

Os cerrados apresentam-se como uma das alternativas com maior potencial para 

expansão agrícola brasileira. Por suas características de localização geográfica, clima e 

extensão, cerca de 112 milhões de hectares de terras aráveis são potencialmente aptos para o 

cultivo (PERES et al., 1992). 
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No Estado de Mato Grosso são cultivadas espécies de grande importância econômica, 

como o algodão, a soja, o milho entre outras. Para a manutenção dos altos níveis de sua 

produtividade, o uso de pesticidas no manejo destas culturas tem sido uma prática amplamente 

utilizada, principalmente na cultura do algodoeiro, em que são aplicadas expressivas 

quantidades de pesticidas. Nesta cultura, o número de aplicações varia de 10 a 12 aplicações 

por safra, remetendo à maior possibilidade de contaminação dos recursos naturais (MARTINS, 

2006). 

A região centro sul do Estado de Mato Grosso tem uma vasta área ocupada por 

lavouras que, durante muitos anos, tem sido utilizada para monoculturas, predominantemente a 

cultura da soja, com milho sendo cultivado no período da entressafra. A manutenção da 

monocultura exigiu o desenvolvimento e utilização de grandes quantidades de insumos 

agrícolas, como os pesticidas, que foram intensamente empregados durante anos nas grandes 

propriedades da região.  

A agricultura, a pecuária e a indústria extrativa de madeiras, fizeram o Estado se 

destacar no cenário nacional. Com tecnologia, capacidade técnica e gerencial, a produção e a 

produtividade colocaram o Estado em um patamar importante para o País. 

Entretanto, como toda medalha que tem duas faces, este mundo contemporâneo, com 

crescente aumento populacional necessita de energias vitais, mas a preservação da natureza 

fica ameaçada, fazendo-se necessária a geração de mecanismos culturais e fiscalizadores 

voltados à conservação do ambiente. Neste contexto, a água e o solo despontam como as 

grandes preocupações deste século e precisam ser cuidadas com interesse maior. 

Entre os produtos agrícolas cultivados em Mato Grosso, a cultura do algodão se 

destaca. A cada nova safra, aumenta-se a produção e em conseqüência, um aumento na 

quantidade de pesticidas aplicados no combate a antigas e novas pragas e doenças, que podem 

ser carreados para cursos de água e represas e dentre as conseqüências indesejáveis do uso das 

mesmas, podem ser citadas a presença de resíduos no solo, água e ar, nos tecidos vegetais e 

animais e como decorrência destruição de microrganismo do solo, efeitos prejudiciais sobre 

organismos não alvos, mortalidade de insetos que ocupam importantes nichos e presença de 

resíduos em alimentos, além da contaminação ocupacional (DORES, 2001). 

Para esta proposição, consideramos a grande quantidade de agroquímicos que vem 

sendo utilizada anualmente - 75 mil toneladas em 2008, segundo IBGE, para manutenção das 

vastas áreas de lavoura, principalmente de soja, milho e algodão, na região centro sul do 

Estado.  
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 1.1 Justificativa 

 

Mato Grosso tem sua economia baseada na agricultura onde predomina a monocultura 

desenvolvida em grandes extensões, altamente tecnificada e dependente do uso de insumos 

químicos como fertilizantes e pesticidas. Quantidades elevadas destes últimos têm sido usadas 

no Estado, sem que se tenha uma avaliação do risco de contaminação ambiental decorrente 

deste uso. 

A incipiência de informações sobre a persistência destes pesticidas no solo, em águas 

superficiais ou subterrâneas da região e o potencial de periculosidade para o meio ambiente, 

por si, já justificaria este tipo de estudo. 

Trata-se de projeto com relevância para o Estado de Mato Grosso, que tendo uma vasta 

área ocupada por lavouras é o 2º maior produtor agrícola do país (SINDAG, 2008). O 

desenvolvimento das técnicas de plantio direto de culturas como soja, algodão e milho levaram 

a uma mudança no espectro dos produtos utilizados, resultando na adoção de produtos 

químicos, alguns dos quais persistentes por longo período no sedimento e em água (DORES et 

al., 2004), o que também justifica o tipo de pesquisa desenvolvida, que poderá subsidiar 

futuros monitoramentos e ações de bioremediação em solo e cursos d´água de regiões agrícolas 

no estado.  

Estes estudos são necessários pelas diversas e crescentes demandas de 

desenvolvimento de linhas de pesquisa em gestão de recursos naturais que possam lidar com 

os problemas ambientais e prevenir futuros. No plano sócio-econômico, o presente projeto 

pode responder à demanda de formação de profissionais qualificados neste domínio. 

O pesticida diurom e o metabólito sulfato de endossulfam foram estudados devido à 

ampla utilização deste composto (diurom) na agricultura mato-grossense e a presença marcante 

de ambos na área de estudo escolhida (DORES et al., 2009). 

 

 

 1.2 Objetivo Geral 
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- Promover bioprospecção de espécies bacterianas com potencial de biodegradação de diurom 

e sulfato de endossulfam.  

 

 

 1.3 Objetivos Específicos 

 

- Isolar e quantificar microrganismos heterotróficos aeróbios e facultativos totais cultiváveis 

em amostras de solo de área agrícola. 

 

- Sequenciar um fragmento de um gene 16S de estirpes isoladas com potencial de 

biodegradação. 

 

- Estudar a degradação do pesticida diurom e do metabólito sulfato de endossulfam por 

bactérias edáficas isoladas de horizontes de solo tropical. 

 

- Correlacionar a curva de degradação do diurom e do sulfato de endossulfam com a curva de 

crescimento bacteriano (Bacillus cereus) in vitro, visando verificar o potencial degradador da 

estirpe isolada. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

2.1 Solo 

 

A grande inquietação da agricultura atual está na busca da sustentabilidade da 

exploração agrícola tanto no âmbito social quanto ambiental, ou de uma nova condição de 

equilíbrio do sistema de produção, o que envolve vários fatores, entre eles o manejo adequado 

do solo (SOARES et al., 2005).  

No estado natural, os solos possuem características químicas e físicas definidas, em 

razão da rocha matriz, dos processos da pedogênese, da vegetação e da topografia. 

Inevitavelmente, o desflorestamento e a mecanização continuada podem desequilibrar o 

sistema solo e o meio e modificar suas propriedades químicas, físicas e biológicas, limitando 

sua utilização agrícola e tornando-o mais suscetível à erosão (CENTURION et al., 2001).  

Solos de boa estabilidade estrutural estão menos sujeitos à compactação e à erosão 

(RUSSEL, 1973). Os atributos do solo que determinam a estabilidade estrutural estão ligados à 

textura, à mineralogia das argilas, à matéria orgânica, ao material inorgânico não-cristalino, à 

composição de fluidos do meio poroso, às plantas e organismos do solo e à profundidade do 

perfil do solo (KAY; ANGERS, 1999). 

Sabe-se que a maior parte da fração orgânica no solo é estável e chamada de fração 

húmica (FASSBENDER, 1980), que irá formar agregados estáveis e persistentes no solo 

(TISDALL; OADES, 1982). 

Muitos autores citam a importância de sistemas de manejo do solo que visam ao menor 

tráfego de máquinas, menor revolvimento do solo e aumento do teor de carbono orgânico 

(CO), como o plantio direto e o pousio, como medidas para recuperar as propriedades físicas 

do solo (CAMPOS et al., 1995; CASTRO FILHO et al., 1998; SILVA; MIELNICZUK, 1997). 

Bactérias e fungos são capazes de unir a fração mineral do solo em agregados estáveis, 

porém cada microrganismo tem uma eficiência específica quando se trata de agregar partículas 

(HARRIS et al., 1966). GUGGENBERGER et al. (1999) verificaram que o crescimento da 
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comunidade fúngica proporcionado pela adição de fontes de energia levou à aproximação de 

partículas primárias por enlaces de hifas que formaram agregados. Dados semelhantes foram 

encontrados por MOLOPE et al. (1987), que também verificaram que, quando a comunidade 

bacteriana cresce, há decréscimo da comunidade fúngica. 

Das três classes de partículas primárias do solo, a argila é o fator mais importante para 

a estabilidade de agregados (RUSSEL, 1973). A fração argila exerce domínio sobre o 

comportamento do solo em virtude de sua pequena dimensão, o que aumenta de maneira 

significativa sua superfície específica, e da presença de cargas negativas permanentes.  

Mbagwu et al. (1993) verificaram que solos com grandes quantidades de areia fina e 

silte dispersam se facilmente e que solos com boa estabilidade de agregados estão relacionados 

com a soma dos teores de argila e areia grossa, bem como a estabilidade de agregados tem 

relação com o teor de argila e areia grossa.  

Já Boix-Fayos et al. (2001) observaram que apenas a fração argila se correlacionava 

positivamente com os índices de agregação do solo. Segundo Dutartre et al. (1993), a fração 

areia somente formou agregados, quando suas partículas estavam “cimentadas” por 

microagregados de origem orgânica ou mineral. 

 

 

2.2 Pesticidas 

 

A legislação brasileira utiliza o termo agrotóxico enquanto o termo pesticida tem sido 

mais utilizado nos textos científicos. 

A Lei Federal n.° 7 802, de 11/07/89, regulamentada pelo Decreto n.o 98 816, no seu 

artigo 2, inciso I, definiu o termo “agrotóxico” da seguinte forma: “Os produtos e os 

componentes de processos físicos, químicos ou biológicos destinados ao uso nos setores de 

produção, armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na proteção 

de florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também em ambientes urbanos, 

hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composição da flora e da fauna, a fim de 

preservá-la da ação danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como substâncias e 

produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do 

crescimento”. 

A utilização e comercialização de pesticidas no Brasil estão disciplinadas na Lei n° 

7.802, de 11 de janeiro de 1989, e regulamentadas no Decreto n° 98.816, de 11 de janeiro de 



 29 

1990. Esse decreto classificou os pesticidas em função da sua utilização, modo de ação e 

potencial ecotoxicológico ao ser humano e aos demais organismos vivos presentes no 

ambiente. Foram estabelecidas quatro classes de toxicidade: I, II, III, IV, que se referem a 

extremamente tóxicos, altamente tóxicos, medianamente tóxicos e pouco tóxicos, 

respectivamente.  

A Portaria Normativa n° 139, de 21 de dezembro de 1994, do Instituto Brasileiro do 

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA), com base no Decreto no 

98.816/90, classificou os pesticidas quanto ao potencial de periculosidade ambiental, levando-

se em consideração as seguintes variáveis: bioacumulação, persistência, toxicidade a diversos 

organismos, potencial mutagênico, carcinogênico e teratogênico. Os produtos foram 

classificados em I, II, III, IV, respectivamente, altamente perigoso, muito perigoso, perigoso e 

pouco perigoso. 

Os pesticidas podem ser classificados quanto à finalidade (aficida, ovicida, larvicida, 

raticida, formicida, acaricida, inseticida, entre outros) e quanto ao modo de ação (ingestão, 

contato, microbiano e fumegante) sendo possível o enquadramento em mais de uma classe. 

Quanto à origem, a divisão envolve os compostos inorgânicos (compostos de mercúrio, bário, 

enxofre e cobre), os pesticidas de origem vegetal, bacteriana e fúngica (piretrinos, antibióticos 

e fitocidas), e os pesticidas orgânicos (SANCHES et al., 2003). 

O consumo de pesticidas pela agricultura brasileira apresenta quantidades expressivas, 

inclusive no Estado de Mato Grosso (Tabela 1). O ranking da importação de pesticidas é 

liderado pelos herbicidas, seguido pelos fungicidas, inseticidas, acaricidas e outros (SINDAG, 

2008). 

 

 

 

Mercado (Estimativa em milhões R$) 

Segmentos 2007 2008 % Var. 

Herbicidas 3,446 4,643 35% 

Fungicidas 1,728 2,173 26% 

Inseticidas 2,244 2,944 31% 

Acaricidas 145 176 21% 

Outros 257 309 20% 

TOTAL 7,821 10,246 31% 

Tabela 1 Estimativa do Mercado de Defensivos Período Jan- 

Outubro -  2007 vs 2008 (Milhões R$). (SINDAG, 2008) 
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As principais características físico-químicas citadas pela literatura para o pesticida 

diurom e o metabólito sulfato de endossulfam aqui estudados são descritas a seguir. 

A preocupação com a contaminação de ambientes aquáticos aumenta, principalmente, 

quando a água é usada para o consumo humano. A Comunidade Econômica Européia 

estabeleceu em 0,1 µg L-1 a concentração máxima admissível de qualquer pesticida em águas 

destinadas para consumo humano e em 0,5 µg L-1 para o total de resíduos, sem deixar claro se 

deve-se, ou não, considerar também produtos de transformação (BARCELÓ, 2003). 

Este limite tem sido motivo de questionamento uma vez que não considera a toxicidade 

de cada produto, e ainda, as metodologias analíticas disponíveis para alguns compostos não 

atingem limites de detecção desta ordem de grandeza (WALLS et al., 1996).  

Por outro lado, a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (EPA) 

(BARCELÓ, 2003) e a Organização Mundial da Saúde estabelecem níveis máximos para 

pesticidas individuais em água destinada ao consumo humano, baseados em estudos 

toxicológicos e epidemiológicos.  

No Brasil, a portaria nº 357/CONAMA 2005, estabelece limites máximos de 

contaminantes em águas dependendo de seu destino; sendo que, dentre estes, estão alguns 

pesticidas organoclorados, organofosforados e carbamatos.  

A Portaria 518 de 2004 do Ministério da Saúde (Padrão de Potabilidade de Água 

Destinada ao Abastecimento de Populações Humanas) estabelece limites de pesticidas em 

águas destinadas ao consumo humano. No entanto, estas legislações não contemplam a maioria 

dos pesticidas em uso atualmente como, por exemplo, inseticidas piretróides e a maioria dos 

herbicidas. 

Os pesticidas constituem um largo espectro de produtos químicos utilizados na 

agropecuária para controlar insetos, doenças de plantas e animais e combater plantas invasoras 

de culturas e pastagens. No Brasil, utilizam-se com o mesmo significado os termos biocidas, 

pesticidas, defensivos agrícolas, praguicidas e agrotóxicos, e a utilização destes produtos está 

disciplinada e regulamentada, respectivamente, pela Lei nº 7.802 de 11/01/1989 e pelo Decreto 

nº 98.816 de 11/01/1990. 

 

 

2.2.1 Diurom 
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O diurom [3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia] (Figura 1), pertencente ao grupo 

químico das feniluréias, é recomendado para aplicação em diversas culturas no Brasil, sendo 

intensivamente aplicado na cultura de cana-de-açúcar (MUSUMECI et al., 1995). Apresenta 

alta persistência e adsorção ao solo, podendo contaminar solos agrícolas e o ambiente urbano. 

Segundo Nitschke e Schüssler (1998), em municípios da Alemanha, o diurom representa 80% 

do total de herbicidas encontrados nos efluentes de estação de tratamento de água.  

 

 

Figura 1 Estrutura química do diurom [3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia]. 

 

Outra característica do diurom é a toxicidade a organismos do solo e aquáticos. 

Nebeker e Schuytema (1998) estudaram o efeito crônico do diurom em peixes e invertebrados 

e constataram que a sobrevivência e reprodução de Daphnia pulex foi reduzida 

significativamente quando a concentração de diurom na água era de 7,7 mg L-1. Nemes-Kósa e 

Cserháti (1995); Canna-Michaelidou e Nicolaou (1996) estudaram os efeitos tóxicos e 

genotóxicos do diurom em fungos e bactérias.  

Nas plantas suscetíveis, tem-se como mecanismo de ação a inibição da reação de Hill 

durante a fotossíntese, causando a clorose seguida de necrose das folhas. Esse herbicida é 

adsorvido pelos colóides do solo, sendo pouco lixiviável em solos argilosos, mas lixiviável nos 

arenosos (RODRIGUES; ALMEIDA, 1998). 

A bactéria Acinetobacter baumannii demonstrou capacidade para crescer e utilizar o 

herbicida diclofopmethyl como fonte de carbono e energia, conforme Smith-Greiner e Adkins 

(1996).  

As principais características desta molécula relacionadas ao seu comportamento são a 

baixa solubilidade em água (40 mg L-1 a 25°C) (MONTGOMERY, 1997); logKow de 2,85 

(LUCHINI, 1987) e persistência relativa nos solos (meia-vida de dissipação de 90 a 180 dias) 

(CULLINGTON;WALKER, 1999). Quando aplicados em baixas doses os resíduos fitotóxicos 
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do herbicida são dissipados, geralmente, em alguns meses, porém aplicações em doses mais 

elevadas favorecem a persistência destes resíduos por mais de um ano (KIDD; JAMES, 1991). 

A principal forma de dissipação do diurom no solo é a degradação microbiológica. A 

fotodegradação é significativamente importante apenas quando a molécula permanece na 

superfície do solo por vários dias ou semanas (HESS; WARREN, 2002). 

O diurom é degradado sob condições aeróbicas pelos microrganismos, que realizam N-

dimetilação do grupo uréia e, posteriormente, a hidrólise podendo transformar-se nos seguintes 

metabólitos, N`-(3,4-diclorofenil)-N-metiluréia (DCPMU), 3,4- diclorofeniluréia (DCPU) e 

3,4-dicoloroanilina (DCA) (DALTON et al, 1966). Sob condições anaeróbia, ocorre a 

formação do produto declorinado N`-(3-clorofenil)-N-metilureia (mCPMU). O produto tóxico, 

mutagênico e potencialmente carcinogênico de condensação do DCA, 3,3`4,4`-

tetracloroazobenzeno, também é um metabólito potencial do diurom (FIELD et al., 1997). A 

trajetória de degradação do diurom e seus metabólitos é mostrada na figura 2.  

 

Figura 2 Trajetória da degradação do diurom por microrganismos aeróbiocos (SCRIBNER et al., 2000) 
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Pertence à Classe Toxicológica III (medianamente tóxico) e Classe Ambiental II 

(ANVISA, 2009).  

O diurom, quando aplicado nas doses recomendadas, apresenta persistência média de 

quatro a oito meses, dependendo do tipo de solo e das condições climáticas. Quando aplicado 

em doses altas, persiste no solo por mais de um ano e, em doses esterelizantes, podem 

manifestar sintomas de fitoxicidade por alguns anos. Sua degradação é, sobretudo, microbiana, 

sendo sensível à fotodecomposição e, moderadamente, à volatização quando exposto na 

superfície do terreno por vários dias, sob condições de temperatura alta e baixa umidade 

(RODRIGUES; ALMEIDA, 1998; WEED SCIENCE SOCIETY OF AMERICA, 2002). 

Sumpono et al. (2003) verificaram o efeito de diurom em bactérias aquáticas, em 

pequeno lago de tratamento de águas residuais em escala piloto, dando ênfase a Aeromonas 

spp., por serem consideradas bactérias indicadoras do estado higiênico da água. Após a 

contaminação com diurom, ocorreu aumento das bactérias totais, das bactérias cultivadas (em 

30 vezes) e Aeromonas spp., por um período de duas semanas, voltando, posteriormente, para 

os valores iniciais. A quantidade de bactérias cultiváveis relativa à bactéria total foi de 0,2% no 

controle e 1,2% na lagoa tratada, enquanto a porcentagem de Aeromonas spp., relativo à 

bactérias cultivável diminuiu de 6% a 10% para 2 %. Os resultados sugerem que o diurom 

mantém o desenvolvimento de bactérias cultiváveis devido à nova fonte de carbono derivada 

da decomposição de microrganismos fotossintéticos que foram inativados pelo diurom; porém, 

essa nova fonte de carbono não favorece especificamente o crescimento de Aeromonas spp. 

Widehem et al. (2002) isolaram e caracterizaram a linhagem de bactéria, Arthrobacter 

sp. N2, isolada de solo contaminado com diuron por vários anos, a qual foi capaz de 

transformar, quantitativamente , diuron em 3,4-dicloroanilina. 

 

 

2.2.2 Sulfato de endossulfam 

 

O endossulfam é comercializado como uma mistura de dois isômeros (70% do isômero α 

e 30% do β), sendo que no ambiente a meia-vida do isômero β é bem maior que a do α 

(DORES et. al., 2005). 

O sulfato de endossulfam (Figura 3) é o principal produto de degradação química, 

resultado da oxidação dos isômeros, cuja toxidade se assemelha a dos dois isômeros. Este 
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metabólito foi observado em plantas e é mais persistente que os compostos originais, 

constituindo cerca de 90% dos resíduos após 11 meses (EXTOXNET, 1996). Em solos secos, a 

formação do sulfato pode ser suprimida e, sob condições anaeróbicas, a meia-vida dos 

isômeros alfa e beta e do sulfato de endossulfam são semelhantes (ANJOS, 2005). 

As principais características desta molécula são: Peso molecular de 422,9 g mol-1, 

solubilidade em água de117-220 (25°C) µg.L-1 e pressão de vapor de 1x10-5 (25°C) mmHg, segundo 

Corrêa (2005). 

 

        

 

           Figura 3  Degradação química do endossulfam em sulfato de endossulfam. 

 

 

A umidade e a temperatura do solo são os fatores que mais influenciam a degradação dos 

isômeros parentais e do sulfato de endossulfam. A degradação do isômero alfa endossulfam é 

mais afetada pelas mudanças no conteúdo de água no solo enquanto o beta endossulfam é mais 

influenciado pela temperatura (GHADIRI; ROSE, 2000). 

O sulfato de endossulfam também pode ser formado em muitos ambientes naturais a 

partir de oxidação biológica, é degradado lentamente e é o principal resíduo de endossulfam 

em ambientes aquáticos aeróbicos (ANJOS, 2005). 

 Endossulfam é reconhecidamente muito tóxico para peixe e outros organismos aquáticos. 

A concentração letal a 50 % da população (CL50) do endossulfam, em laboratório, para peixes 

é de cerca de 1 mg L-1 e a concentração mínima com efeito observado (CEO) para estes 

organismos é 0,4 mg L-1  (DORES et. al., 2005). 
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2.3 Utilização de pesticidas na agricultura 

 

Os pesticidas constituem, hoje, um largo espectro de produtos químicos utilizados na 

agropecuária para controlar insetos, doenças de plantas e animais e combater ervas invasoras 

de culturas e pastagens. Pela eficácia desses pesticidas, ocorreu crescente demanda setorial, 

com o objetivo de aumentar a produtividade dos agrossistemas direcionados para a produção 

de alimentos, o que viabilizou rapidamente a atividade industrial. Os efeitos imediatos e 

reflexos de contaminação humana e ambiental foram durante muitos anos negligenciados ou 

considerados de baixa relevância (VIEIRA et al., 2001). 

Uma vez utilizados, os pesticidas podem seguir diferentes rotas no meio ambiente, os 

quais estão relacionados diretamente às suas propriedades físico-químicas, à freqüência e às 

quantidades aplicadas, aos métodos de aplicação, às características bióticas e abióticas do 

ambiente e às condições meteorológicas (LAVORENTI, 1996; FRIGHETTO, 1997; 

MARQUES et al., 2002; FILIZOLA et al., 2002; LAABS et al., 2002). 

O uso de xenobiontes nos sistemas agropecuários traz preocupação a respeito da 

permanência desses produtos químicos no ambiente, pois podem persistir por longos períodos 

de tempo, acumulando-se. Substâncias mais persistentes são, sobretudo, as lipofílicas, que se 

incorporam facilmente a outras substâncias apolares da matéria orgânica do solo ou do 

sedimento, a lipídeos de membranas celulares, entre outros, e por sua vez não ficam expostas a 

enzimas ou processos químicos de degradação, garantindo assim alta persistência e 

longevidade no meio ambiente, como acontece com o DDT (LANGENBACH, 1994). 

O destino dos pesticidas no ambiente é complexo. Entre os vários fatores e processos que 

estão relacionados ao seu comportamento no ambiente, inclui-se a sorção, a lixiviação, a 

volatilização, a degradação, a bioacumulação, etc. Estes dependem dos atributos do solo e das 

condições climatológicas, além das propriedades dos pesticidas (RAMSAY et al., 1955; 

FRIGHETTO, 1997). 

Quando um pesticida é inserido no ambiente seu destino mais provável é o solo, seja por 

aplicação direta ou pela incorporação de restos culturais. Uma vez no solo pode sofrer 

processos de retenção, transformação e transporte, a extensão em que estes processos ocorrem 

determina seu destino, persistência e eficiência agronômica. Os principais fatores que 

influenciam estes processos são: as condições climáticas, as propriedades físico-químicas do 

produto e as características físicas, químicas e microbiológicas do solo (DAMIN, 2005). 
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Os pesticidas atingem o solo não só pela incorporação direta na superfície, como também 

através do tratamento de sementes com fungicidas e inseticidas, no controle de fungos 

patogênicos no solo, ou pela eliminação de ervas daninhas por herbicidas. Esses compostos 

podem, ainda, atingir o solo de forma indireta, pela pulverização das partes verdes dos vegetais 

e pela queda de frutos ou folhas que receberam aplicação de agrotóxicos (MUSUMECI, 1992). 

Uma vez no solo, podem ser transportados em grandes quantidades, pelas águas das chuvas, 

que levam a cobertura vegetal e parte do solo, atingindo, principalmente, águas superficiais 

como rios e lagos. 

A contaminação dos solos pelo uso de pesticidas pode comprometer os ecossistemas 

ambientais e a saúde do ser humano.  Estudos têm evidenciado que os pesticidas podem 

permanecer no ambiente durante longo tempo, causando grandes mudanças ecológicas e efeito 

ambiental negativo (SOLOMONS, 1989; ANDRÉA, 2004). Para prevenir contaminações do 

ambiente é preciso conhecer com certo detalhe a dinâmica e o destino dos pesticidas após sua 

aplicação, que é bastante influenciada pelo mecanismo de sorção (retenção) às partículas do 

solo. Para compreender os mecanismos de sorção de um pesticida ao solo é fundamental 

conhecer as características físicas e químicas do solo e da molécula. 

A detecção freqüente de pesticidas hidrofóbicos no meio ambiente, como a trifluralina 

e o endossulfam, que são extremamente tóxicos para organismos aquáticos (HARTLEY; 

KIDD, 1987), aponta para uma maior mobilidade dessas substâncias em ambientes tropicais 

devido à maior volatilização (ALEGRIA; SHAW, 1999). Esses resultados evidenciam a 

necessidade de aprofundar as pesquisas nesse assunto, principalmente as relacionadas à 

distribuição de pesticidas, à acumulação e às concentrações máximas no ambiente, 

especialmente, quando se leva em consideração que os dados sobre bioacumulação e 

concentrações após tempestades em rios inexistem completamente para a bacia do Pantanal.  

Sabe-se que os pesticidas lixiviados para a camada sub-superficial do solo estão sujeitos 

à degradação mais lenta em relação à camada superior (FOMSGAARD, 1995). Em áreas de 

planalto tropical, o lençol freático está geralmente situado mais próximo à superfície do que 

em regiões temperadas, exceto em áreas de platô onde o lençol é mais profundo. Assim, a 

determinação da degradação de pesticidas e de sua mobilidade no subsolo é de grande 

importância para a avaliação da contaminação de águas subterrâneas em regiões tropicais. 

Entretanto, praticamente inexistem informações sobre a mobilidade, persistência e estoque de 

pesticidas no subsolo sob áreas agrícolas. 
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Aparentemente, a rápida dissipação de pesticidas a partir da superfície de solos tropicais 

pode somente em parte ser atribuída a uma maior degradação. Ela também é causada pela 

saída substancial de pesticidas da área alvo por carreamento superficial, lixiviação e perdas 

para a atmosfera (RACKE et al., 1997). Especialmente no caso dos pesticidas voláteis (por 

exemplo, trifluralina e endossulfam), as altas concentrações encontradas em águas de chuva, 

em combinação com sua rápida dissipação durante o primeiro dia após sua aplicação, apontam 

a volatilização como o principal caminho de saída de pesticidas a partir de sua área de uso sob 

clima tropical (LAABS et al., 2002). 

Deve-se ressaltar que alguns produtos, ao se dissipar, geram metabólitos tão ou mais 

tóxicos que a molécula original. Alguns exemplos desse fenômeno são: o fungicida 

clorotalonil, o herbicida atrazina e o inseticida endossulfam (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

A atividade humana pode causar modificações significativas nos fatores químicos e 

físicos do solo, seja pela adição ou remoção de elementos (adubação, calagem, exportação por 

colheita), seja por práticas de cultivo (plantio convencional, direto) que causarão impacto na 

comunidade biológica (MOREIRA; SIQUEIREA, 2006). 

As características do solo também influenciam no comportamento das moléculas dos 

pesticidas nos diversos compartimentos do ambiente. A capacidade de campo, a fração da 

porosidade do solo preenchida com ar, a densidade do solo, a fração de matéria orgânica e a 

constituição mineralógica são variáveis integrantes nos estudos que visam avaliar a dinâmica 

dos pesticidas no ambiente (RAO et al., 1985; GUO et al., 2000; MATSUI et al., 2003). 

Além dos fatores supracitados, as propriedades meteorológicas como a recarga líquida, a 

pluviosidade e a temperatura exercem profunda influência no comportamento de 

contaminantes no ambiente (KANAZAWA, 1989; MANGELS, 1991; MATTOS; SILVA, 

1999). O nível do lençol freático também é um fator importante nesta avaliação, pois a 

profundidade do lençol determina a espessura da coluna de solo pelo qual os pesticidas 

deverão percorrer até atingir a porção superior do lençol freático, contaminando-o (RAO et al., 

1985). 

Vários autores, em outros países, estão também preocupados com os impactos dos 

pesticidas sobre a fauna aquática (MUIRHEAD- THOMSON, 1987; MURTY, 1988; 

NRIAGU). Outros cientistas estão interessados em quantificar a carga de pesticida em bacias 

hidrográficas proveniente da agropecuária, determinar concentrações letais, subletais e os 

efeitos que podem alterar a dinâmica das cadeias alimentares aquáticas (KASAI; 

HANAZATO, 1995; MONTAÑÉS; HATTUM, 1995; GHOSH; BATTACHARAYA, 1994; 
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MAUND et al.,1997; SIEFERT et al., 1989). Outros pesquisadores estão estabelecendo 

modelos estatísticos capazes de identificar variáveis naturais e antropogênicas que estão 

relacionadas com as concentrações de biocidas agrícolas em bacias hidrográficas 

(BATTAGLIN; GOOLSBY, 1997). 

Os pesticidas podem se infiltrar no solo, atingindo as águas subterrâneas e ser 

encontrados em poços utilizados para abastecimento de água para uso doméstico ou para 

dessedentação de animais. A importância relativa dessas duas formas de transporte depende, 

em grande parte, do tipo de solo e do relevo da região (RIGITANO; BARBOSA, 1994; 

MOREIRA; CRUZ, 1996). 

A contaminação dos recursos hídricos por moléculas organossintéticas, como os 

pesticidas, ocorre pelo escoamento superficial, “run off”, e pelo transporte de fluxo de massa 

através do solo até atingir a zona de saturação (lixiviação), exemplificado na figura 4. No 

transporte por fluxo de massa é necessário que o pesticida esteja na solução do solo. Assim, 

todos os processos relacionados à disponibilidade destas moléculas na solução do solo devem 

ser considerados (BARIZON, 2004). 

 

 

Figura 4  Esquema simplificado do comportamento dos pesticidas no ambiente (BATISTA, 2003).  

 

A contaminação das águas superficiais (MURTY, 1988) e subterrâneas (CLOSE, 1996) 

por pesticidas usados na agropecuária é um problema mundial. No Quênia, Mwanthi (1998) 
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demonstrou que na estação chuvosa as águas que drenam áreas agrícolas são fontes potenciais 

de pesticidas para as águas superficiais e subterrâneas. 

A preservação da qualidade da água subterrânea vem sendo amplamente debatida em 

todas as partes do mundo, frente à diversidade de fontes poluidoras a que esse recurso natural 

está exposto. Vários trabalhos mostram que a lixiviação de pesticidas nos solos pode resultar 

em contaminação dos reservatórios de águas subterrâneas (PAPA et al., 2004; MATSUI et al., 

2003; BOUMAN et al, 2002; SPADOTTO et al., 2001; YEN et al, 2001). 

Na Índia, Ghosh e Battacharaya (1994) demonstraram, experimentalmente, que o 

organofosforado meta-ácido 50 e o carbamato carbaryl causaram efeitos deletérios aos peixes 

expostos em níveis subletais.  

Hanazato (1998), revisando a literatura, verificou que o inseticida carbaryl, mesmo em 

baixas concentrações, pode afetar indiretamente a dinâmica das populações e a estrutura das 

comunidades zooplanctônicas. Os resultados evidenciaram que o estresse causado pelos 

inseticidas reduziu o tamanho médio dos organismos e a eficiência dos processos de 

transferência de energia, aumentou o tamanho da cadeia alimentar e, em alguns casos, 

aumentou a riqueza em espécies (HANAZATO, 1998). 

Segundo Garmouma et al. (1997), vários estudos revelaram a presença de atrazinas em 

águas subterrâneas. Ainda segundo estes autores, foram encontrados resíduos de quatro tipos 

de triazinas nas águas do Mélarches (França): atrazina, simazina, ametrina e terbutrina nos 

anos de 1991 a 1993. 

É de extrema importância o conhecimento da origem dos pesticidas detectados na água 

subterrânea, podendo aquela ser tanto pontual ou localizada, como não-pontual ou difusa.  

Inúmeros estudos têm identificado problema de poluição de águas superficiais e subterrâneas 

decorrentes do uso de pesticidas em regiões temperadas (SOLOMON et al.,1995; KREUGER, 

1998). Nos Estados Unidos, em 1988, um estudo revelou que mais da metade dos estados 

americanos possuíam águas subterrâneas contaminadas (PARSONS; WITT, 1989, UETA et al, 

2004). No estado da Geórgia (EUA) foi detectada a presença de pesticida tanto na água de 

escoamento superficial quanto no fluxo descendente de água no solo (INOUE et al., 2003). Na 

ilha da Martinica (França), foram encontrados resíduos de triazinas (simazina e ametrina) em 

rios (BOCQUENÉ; FRANCO, 2005). Um dos principais problemas existentes é o risco de 

deterioração dos aqüíferos em decorrência do crescimento das fontes de poluição pontuais e 

difusas. 
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A concentração da maioria dos pesticidas em água é baixa em parte devido ao fato de 

serem geralmente pouco solúveis em água e em parte devido ao efeito de diluição (HIGASHI, 

1991). Isto, no entanto, não exclui a possibilidade de que concentrações muito altas venham a 

ocorrer após pesadas chuvas, especialmente quando as áreas ao redor de um pequeno córrego 

tenham sido recentemente tratadas com altas doses de pesticidas.  

Mesmo em concentrações baixas, os pesticidas representam riscos para algumas espécies 

de organismos aquáticos, que podem concentrar estes produtos até 1000 vezes. Não existe 

nível seguro previsível para pesticidas em água quando pode ocorrer biomagnificação 

(EICHELBERGER, 1971). 

Vários pesquisadores estão preocupados com os impactos dos pesticidas sobre a fauna 

aquática, outros estão interessados em quantificar a carga desses pesticidas em bacias 

hidrográficas provenientes da agropecuária, determinar concentrações letais, subletais e os 

efeitos que podem alterar a dinâmica das cadeias alimentares aquáticas (KASAI; 

HANAZATO, 1995; MONTAÑES; HATTUM, 1995; GHOSH; MAUND et al., 1997; 

SIEFERT et al., 1989). 

O crescimento da agropecuária na Bacia do Alto Taquari (BAT, MS), área aproximada 

de 29 mil km2, intensificada a partir dos anos 70, passou a representar uma seria ameaça a 

estabilidade principalmente dos ecossistemas aquaticos do Pantanal que estão a jusante, face a 

elevada carga de pesticidas utilizados (VIEIRA et al, 1999). 

O Pantanal é uma das mais importantes reservas ecológicas do mundo (PAIVA, 1984) 

abrangendo três países (Brasil, Bolívia e Paraguai), com área de 168.000 km2 no Brasil 

(CARVALHO, 1984). Entretanto, pouco se sabe sobre o potencial e a estrutura de 

funcionamento dos mecanismos naturais de defesa do ambiente existentes no Pantanal e em 

sua área de influência diante de eventuais lançamentos de poluentes químicos, como no caso 

de pesticidas. O risco de acidentes ambientais pode aumentar com a intensificação das 

atividades antrópicas a montante do Pantanal (AB’SABER, 1988; RESENDE et al., 1994). 

Diante do perigo, a desestimulação de atividades dependentes de pesticidas à montante do 

Pantanal é sugerida (RESENDE et al., 1994). 

Braga (2007) ao estudar a influência de pesticidas na desmidioflórula verificou que 

quando observada a presença da atrazina em concentração maior que nas outras campanhas 

(0,06 µg mL-1) a população algal diminui notavelmente, corroborando com Frighetto (1997), 

que mostrou que a presença da atrazina (herbicida) ocasiona a diminuição da atividade e de 

populações de bactérias e algas. Justificando, então, o ocorrido nesse estudo, uma vez que este 

pesticida teve sua presença marcante se comparada com os demais meses. 
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A trifuralina é o herbicida de pré-emergência mais utilizado na cultura da soja em São 

Gabriel D'Oeste/MS. Quando aplicada em dose superior a recomendada seus residuos 

fitotóxicos podem permanecer no solo por um período de quatro anos. Apresenta toxicidade 

para as algas mesmo quando há incorporação ocacional nos sistemas aquáticos, e quando 

ocorre entrada contínua, e tóxica para as algas e para os peixes. Há também um potencial de 

contaminação em níveis subletais, pois se sabe que nestes níveis muitos pesticidas afetam a 

relação predador-presa, hábitos alimentares, sucesso reprodutivo e o metabolismo geral dos 

peixes (VIEIRA et al, 1999). 

 

 

2.4 Transformação de pesticidas 

 

O processo de degradação dos agrotóxicos no solo dependem tanto das características do 

próprio solo como das características físicoquímicas das substâncias. Moléculas de alto peso 

molecular, contendo halogênios e/ ou anéis aromáticos condensados, como é o caso dos 

agrotóxicos organoclorados, são mais persistentes (MUSUMECI, 1992; ANDRÉA, 2004). Os 

solos argilosos, por exemplo, com alto teor de matéria orgânica, tendem a reter resíduos por 

maior tempo, facilitando, assim, a persistência dos pesticidas (MOREIRA; CRUZ, 1996). 

O solo é o compartimento do agroecossistema considerado mais complexo e cuja 

probabilidade de contaminação por pesticidas é a maior, exatamente porque é onde as 

aplicações são feitas, ou onde cai a folhagem tratada ou água de chuva que lavou a superfície 

dessa folhagem tratada. Os resíduos podem interagir com as fases sólida, líquida e gasosa, e 

com a porção viva do solo, isto é, com a microbiota. Estas interações determinarão a 

ocorrência de diferentes processos que envolvem transformações químicas, físicas, biológicas 

ou a combinação dessas transformações.  

Como consequência, pode-se detectar o desaparecimento do composto ou o aparecimento 

de metabólitos mais tóxicos que o produto original, a persistência aumentada, que irão 

determinar a utilidade do composto, efeitos prejudiciais causados pela persistência mais longa 

do que seria necessário para o controle, e ainda, transporte maior ou menor no próprio solo. 

O exemplo mais importante de transformação físico-química de resíduos de pesticidas é 

o que envolve o processo de adsorção da molécula do pesticida na matéria particulada do solo 

(matéria orgânica e argila, principalmente), reduzindo a concentração do composto na solução 

e, conseqüentemente, diminuindo a disponibilidade do composto para o ataque microbiano. 



 42 

Além disso, o processo de adsorção, por imobilizar mesmo que temporariamente o composto, 

pode também diminuir o transporte das substâncias por lixiviação. 

Como efeito de transformação química cita-se o efeito do pH, que determina, muitas 

vezes, a prevalência de degradação da molécula por processo puramente químico. Mas o pH 

do solo também tem efeito bioquímico, pois influencia a atividade microbiana e, desta forma, 

conforme o pH do meio, haverá ou não predominância de atividade microbiana atuando sobre 

a degradação de pesticidas. 

Os processos de transformação e desaparecimento dos pesticidas no solo dependem da 

interação entre os pesticidas e o solo (Figura 5), das características do próprio solo, como das 

características físico-químicas das substâncias, pois moléculas de peso molecular muito alto ou 

elementos halogênios e/ou anéis aromáticos altamente condensados, por exemplo, são mais 

persistentes. A taxa pela qual o composto está disponível na solução do solo pode ainda 

determinar maior ou menor persistência por influenciar nos processos bióticos ou abióticos de 

degradação (ANDRÉA, 2003). 

 

 

Figura 5  Principais processos de interação entre os pesticida e o solo  (GHISELLI, 2001). 



 43 

A persistência do pesticida no solo depende também da eficiência de processos físicos de 

transformação, como evaporação, lixiviação, erosão e absorção pelas raízes das culturas. 

Fatores ambientais como temperatura, conteúdo de matéria orgânica, acidez, umidade e tipo de 

solo influenciam, também, as taxas de degradação de pesticidas. Reações químicas, como 

hidrólise, podem ser pré-requisitos para o ataque microbiano. Percebe-se, então, que pode 

haver interação dos agentes físicos, químicos e biológicos na degradação dos pesticidas 

(BAILEY; WHITE, 1970; ANDRÉA, 2004). 

A degradação microbiológica é causada por fungos e bactérias ou outros microrganismos 

que utilizam os pesticidas como fonte de carbono. A maior parte da degradação microbiológica 

desses compostos ocorre no solo, onde condições como umidade, temperatura, aeração, pH e 

conteúdo orgânico afetam a taxa de degradação. Da mesma forma, a frequência da aplicação 

do pesticida pode influenciar a sua biodegradação. A degradação acelerada pode ocorrer 

quando os compostos são aplicados repetidamente, estimulando o crescimento de 

microrganismos capazes de degradar este xenobionte. Assim, conforme a população 

microbiana degradadora do pesticida aumenta, a degradação aumenta e a quantidade 

disponível para o controle químico é reduzida (LUCHINI, 2003). 

Semple e Fermor (1995) afirmaram que a maioria dos pesticidas é transformada, 

predominantemente, por processos biológicos por meio de enzimas existentes em animais, 

plantas e microrganismos. As transformações bióticas dos pesticidas resultam na degradação 

da estrutura molecular em formas mais simples (CHENG, 1990). 

O principal mecanismo de reação química importante na transformação de pesticidas no 

solo é a hidrólise. Ela é influenciada, no solo e na água, pelo valor do pH, temperatura e pela 

sorção do pesticida (ARMSTRONG et al., 2001; WOLFE et al., 1990). 

O t½ (tempo de meia-vida) dos pesticidas pode ser utilizada para classificar os pesticidas 

quanto à sua persistência no ambiente (Tabela 2). Pesticidas com t½ menor que 30 dias são 

considerados não persistentes. 

 

    Tabela 2 Classificação de persistência de pesticidas baseada no tempo de meia vida. 

Número Meia-Vida (dias) Classificação 

1 <30 Não persistente 

2 30-180 Medianamente persistente 

3 180-360 Persistente 

4 >360 Altamente persistente 

Fonte: IBAMA, 1990. 
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2.5 Diversidade microbiana 

 

 Os microrganismos são essenciais para o meio ambiente e contribuem para a estabilidade 

de ecossistemas, sendo também responsáveis pela ciclagem dos compostos químicos, 

incluindo a degradação de poluentes ambientais. Apesar de sua grande importância na 

manutenção da biosfera, estima-se que menos de 10% dos microrganismos existentes no 

planeta tenham sido caracterizados e descritos (STEINLE, 1998) 

Estima-se, em níveis globais, que a diversidade de microrganismos exceda, em algumas 

ordens de magnitude, a diversidade de plantas e animais. Levantamentos estimados da década 

de 90 propuseram que dos 5% da diversidade de fungos conhecida, apenas 69.000 espécies 

estavam descritas (HARDOIM, 2002). Entretanto, Hawksworth (2006), com auxílio da 

ferramenta molecular atualizou as estimativas da diversidade de fungos para 75.000 espécies. 

Para procariotos, incluindo bactérias e arqueas, são conhecidas 6.373 espécies, alocadas 

em 1.069 gêneros, correspondendo entre 0,1 a 12% da diversidade do grupo. Protozoários e 

vírus apresentam cerca de 30.800 e 5.000 espécies descritas, correspondendo a 31% e 4% do 

número de espécies estimado, respectivamente (MANFIO, 2003). 

A maior diversidade do solo parece ser o grupo bacteriano. Porém a maioria permanece 

desconhecida visto que as técnicas tradicionais de plaqueamento em meios de cultivo 

disponíveis permitem cultivar somente uma pequena percentagem de microrganismos, e/ou 

determinadas comunidades para estudos mais detalhados. Assim sendo, a grande maioria não 

pode ser distinguida de outros membros da comunidade. 

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante na ecologia microbiana, evidenciou-

se que conhecemos somente parte pequena da diversidade microbiana. O termo biodiversidade 

tem sido definido de várias formas. Em termos microbianos, descreve o número de diferentes 

espécies e sua relativa abundância em uma dada comunidade e um hábitat. Em termos 

ecológicos-moleculares, ele pode ser definido como o número e forma de distribuição de 

diferentes tipos de sequências presentes no DNA extraído da comunidade no hábitat 

(GARBEVA et. al, 2004).  Apesar de refletir o potencial genético total da comunidade 

microbiana, a diversidade genética também pode refletir mudanças nas condições ambientais 

quando relacionada com crescimento seletivo e processos de sucessão (JOHNSEN et al., 

2001). 
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O relato de Hardoim et al. (2001) em levantamento das pesquisas sobre a microbiota de 

Mato Grosso e sobre a manutenção da biodiversidade nos diferentes ecossistemas mato-

grossenses nos biomas Pantanal, Cerrado e Amazônia, reforça a necessidade da conservação 

de uma ampla variedade de habitats, apontando como premente a investigação dos diferentes 

processos biológicos e os seus ajustes às flutuações ambientais, como nível da água no 

Pantanal, observando-se os benefícios que a sazonalidade pode ocasionar. O estudo da relação 

entre os fatores intervenientes, por intermédio de uma abordagem sistêmica, permitirá a 

compreensão da dinâmica reguladora das populações microbianas. 

Sabe-se que a maioria dos compostos orgânicos adicionados ou que atingem o solo terá 

taxas de degradação diminuídas na ausência de microrganismos, mas, de modo geral, o 

ambiente edáfico oferece condições para proliferação de grande variedade de microrganismos. 

Estes, ainda que presentes em baixas concentrações, como no subsolo, podem exercer grandes 

efeitos catalíticos, pois o consórcio de várias espécies contém diferentes enzimas que podem 

atuar em diferentes etapas da degradação das moléculas xenobióticas (ANDREA, 2003).  

O solo é um sistema vivo e heterogêneo composto de muitas associações microbianas. 

Estas associações são sensíveis a modificações físicas químicas tais como alterações no modo 

de cultivo, adição de pesticidas ou de substancias biologicamente ativas que podem afetar o 

equilíbrio microbiano (ARAÚJO, 2002). 

A fração orgânica do solo é uma mistura complexa de tecidos vivos ou mortos e de 

substâncias orgânicas e inorgânicas transformadas ou em estado original. São materiais 

complexos e em constante transformação, mas que podem ser separados em frações com 

características distintas. Em torno de 98% do carbono orgânico do solo, encontra-se como 

matéria orgânica morta, principalmente na forma de húmus, enquanto a fração viva geralmente 

não ultrapassa 1 a 5% do total de material orgânico do solo. Da fração viva, de 5 a 10% são 

raízes, 60 a 80%, são microrganismos e de 15 a 30% são componentes da macrofauna 

(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006) 

A comunidade microbiana nos solos é influenciada pelo ambiente. As modificações 

ambientais provocadas pela flutuação estacional das condições climáticas também podem 

influenciar as populações na comunidade microbiana (WARDLE; PARKINSON, 1990).  

Nos ecossistemas naturais, a cobertura vegetal permanente proporciona proteção 

contínua do solo, além de adicionar grandes quantidades de nutrientes principalmente através 

de resíduos. Seus efeitos sobre a comunidade microbiana podem interagir com os efeitos 

provocados pelas flutuações hídricas e térmicas que ocorrem durante o ano, influenciando em 
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menor ou maior grau as populações microbianas, através da determinação da atividade e das 

taxas de crescimento das diversas populações na comunidade microbiana (TSAI et al., 1992). 

A atividade dos microrganismos afeta diretamente os atributos químicos e físicos do solo 

e a meso e macrofauna, contribuindo, ativamente, para sustentabilidade dos sistemas agrícolas. 

Dentre os fatores limitantes à atividade microbiana estão a disponibilidade de água, energia e 

nutrientes, a temperatura, a radiação e a distribuição dos agregados do solo (STOTZKY, 

1997). No plantio direto, os macroagregados do solo são mantidos, preservando o hábitat 

principal dos microrganismos; além disso, ocorre maior disponibilidade de matéria orgânica, 

fonte de energia e nutrientes para os microrganismos (COLOZZI-FILHO; BALOTA, 1999). 

Nos estudos comparativos que foram realizados até o presente momento, no Brasil, em 

geral foi constatado que a biomassa microbiana é maior em solos sob o sistema de plantio 

direto (PD) do que sob plantio convencional (CATTELAN; VIDOR, 1990; CARVALHO, 

1997; CATTELAN et al., 1997b; BALOTA et al., 1998, 2003, 2004; FRANCHINI et al., 

2007). O PD também favorece quantitativamente alguns microrganismos de importância 

agrícola, como bactérias diazotróficas (FERREIRA et al., 2000) e fungos micorrízicos 

arbusculares (COLOZZI-FILHO; BALOTA, 1999).  

Também foram relatados benefícios na microbiota do solo pela inclusão de leguminosas 

e/ou outros adubos verdes no sistema PD (FERREIRA et al., 2000; FRANCHINI et al., 2007), 

embora nem sempre tenham sido constatadas diferenças estatísticas (BALOTA et al., 1998, 

2003). É importante salientar que, com freqüência, os atributos microbiológicos relacionados à 

microbiota do solo são capazes de detectar alterações pelo manejo do solo e das culturas em 

um estádio anterior ao das mudanças nos atributos químicos e físicos, levando à proposta de 

sua utilização como bioindicadores de qualidade do solo (BALOTA et al., 1998, 2003, 2004; 

FRANCHINI et al., 2007). 

 

 

2.6 Limitações das atividades microbianas pelos pesticidas e sua biodegradação 

 

De acordo com Avila Neto (2007) que, estudando a presença da Trifluralina (herbicida) 

em solo de cultivo de milho e soja em Mato Grosso, verificou que este exerce uma forte 

influência sobre a comunidade microbiana, podendo ser um possível fator limitante ao seu 

crescimento. Outras pesquisas indicaram ainda, que a presença de pesticidas em ambientes 

aquáticos pode interagir com organismos vivos e causar variadas alterações, dependendo do 
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tempo e da quantidade de exposição, como malformações, mudanças nas taxas de crescimento, 

reprodução e mudanças fisiológicas. 

Um trabalho de DeLorenzo et al. (1999) mostra como pequenas concentrações de 

pesticida podem afetar os microrganismos, cujos tratamentos feitos em substratos artificiais na 

água utilizando baixas concentrações de endossulfam (de 1µg a 10 µg) geraram alterações 

estruturais nas comunidades e reduziu a produtividade dos microrganismos 

Da avaliação em campo realizada por Silva e Fay (2003), o paclobutrazol também 

demonstrou efeito tóxico nos microrganismos de solo. Coletando amostras compostas de 0-20 

cm, por período de aplicação (8 µg i.a. g-1), e utilizando método de contagem em placa, eles 

observaram que o número de colônias bacterianas foi reduzido em 58%, e fungos e 

actinomicetos reduziram 28%, em comparação do solo controle sem tratamento com 

paclobutrazol. 

Os efeitos dos xenobiontes sobre os microrganismos pode ser a inibição do crescimento, 

interferindo nos processos bioquímicos destes. Mas não é raro encontrar xenobiontes que 

podem estimular o crescimento, principalmente aqueles que estiverem adaptados à presença da 

molécula, utilizando esta como fonte de algum benefício nutricional, conforme verificado por 

Palma (2007). Portanto, populações microbianas do solo podem ser eliminadas, 

significativamente reduzidas ou alteradas (SILVA; FAY, 2003). 

Visando essa preocupação é que a ciência recorre a formas alternativas de resolução, tais 

como a biodegradação e a biorremediação. Ambas envolvem a presença de compostos 

xenobiontes e de microrganismos, atuando na transformação química dessas moléculas 

estranhas e não pertencentes naturalmente àquele ambiente. A biorremediação é o processo 

mais utilizado atualmente para recuperar áreas contaminadas e tem como estratégia o emprego 

de microrganismos ou de suas enzimas para desintoxicar contaminantes em águas 

subterrâneas, cursos d’água e seus sedimentos e em solos de origem agrícolas. Esta técnica 

consiste basicamente na transformação do contaminante a formas que não ofereçam riscos 

ambientais (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

A degradação microbiológica é causada por fungos e bactérias ou outros microrganismos 

que utilizam o herbicida como fonte de alimento. A maior parte da degradação microbiológica 

de herbicidas ocorre no solo, onde condições como umidade, temperatura, aeração, pH e 

conteúdo orgânico afetam a taxa de degradação. Da mesma forma, a frequência da aplicação 

do herbicida pode influenciar a biodegradação de herbicidas. Degradação acelerada de 

herbicidas pode ocorrer quando os compostos são aplicados repetidamente, estimulando o 
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crescimento de microrganismos capazes de degradar o herbicida. Assim, conforme a 

população microbiana degradadora do herbicida aumenta, a degradação aumenta e a 

quantidade do herbicida disponível para o controle químico é reduzida (LUCHINI, 2003). 

A biodegradação ocorre em função da produção de enzimas por microrganismos 

degradadores de pesticidas, as quais, em contato com essas moléculas, dentro ou fora das 

células dos microrganismos, participam de uma série de reações, como: oxidação, redução, 

hidrólise, desalquilação, dexcarboxilação, hidroxilação, metilação, desalcoxilação etc 

(LAVORENTI, 1996). 

Roque e Melo (2000) selecionaram a estirpe Acinetobacter baumannii para estudar a 

cinética de crescimento em meio mineral contendo Diurom nas concentrações de 5, 10 e 20 mg 

mL-1. Apresentando um crescimento exponencial entre 0–48 horas. Esposito et al. (1998) 

estudaram a degradação de diurom em solo de compostagem esterilizado e inoculado com 

diversos actinomicetos isolados e capazes de degradar até 37% desse pesticida (MELO et al., 

2001). 

Kumar e Philip (2006) estudaram o consórcio de duas bactérias na mineralização do 

endossulfam sem a formação de todos os metabólitos intermediários relatados por 

investigadores precedentes. Também, a cultura podia reproduzir-se em ambientes aeróbio e 

anaeróbios facultativos. A espécie Staphylococcus sp. utilizou mais o beta endossulfam no 

sistema anaeróbio facultativo, visto que o Bacillus circulans preferiu mais o alfa endossulfam 

no sistema aeróbio. A adição de dextrose aumentou a eficiência da degradação do endossulfam 

em sistemas aeróbios e anaeróbios facultativo, sendo que estes consórcios microbianos podem 

eficazmente ser usados para degradar endossulfam dos solos, dos sedimentos, e das águas 

contaminadas. 

Issa e Wood (1999) estudaram o potencial para a degradação da atrazina na zona não 

saturada de duas perfurações. Os resultados mostraram que a superfície e a zona não saturada 

profunda conteve os microrganismos capazes de degradar a atrazina. A taxa de degradação era 

muito mais rápida na superfície do solo do que na maioria dos materiais não saturados de 

ambas as perfurações. Uma quantidade relativamente pequena de atrazina foi perdida das 

amostras esterelizadas, sugerindo um papel significante para a degradação microbiana.  

A decomposição do aldicarbe em solos tropicais atinge valores acima de 50% após 26 

dias da aplicação (PIFFER; RIGITANO, 1991), mas por apresentar baixo coeficiente de 

partição, têm grande mobilidade e oferece grande risco de contaminação dos mananciais 

hídricos. Apesar de não ser completamente entendida, a degradação do aldicarbe é realizada 
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por várias bactérias como Pseudomonas aeruginosa, espécies dos gêneros Achromobacter, 

Pseudomonas, Bacillus, Nocardia, Arthrobacter, e espécies fúngicas de Fusarium e 

Penicilium, que degradam com facilidade esse produto no solo. 

A degradação da atrazina é predominantemente biológica, ocorrendo por desclorinação, 

desalquilação e posterior quebra do anel. Isso é feito por vários microrganismos como 

Agrobacterium e Klebsiella por metabolismo oxidativo e por Rhodococcus, através de co-

metabolismo. Agrobacterium radiobacter, isolado de campos de milho em Nebrasca (EUA), 

mineralizou mais de 90% da atrazina em 12 horas em meio de cultura (MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2006). 

Como podemos observar na tabela 3, muitos estudos estão sendo desenvolvidos 

utilizando microrganismos na degradação de compostos xenobiontes, entre eles os pesticidas e 

seus metabólitos. 

 

    Tabela 3 Alguns microrganismos utilizados em estudo de degradação de pesticidas. 

Microrganismo Pesticida Autores 

Pseudomonas  fIuorescens Carbofuran Ambrosoli et al (1996) 

Leifsonia sp. Imidacloprid Anhalt  et al. (2007) 

Arthrobacter sp. + Delftia acidovorans Diurom Bazot et al. (2007) 

Aspergillus niger Endossulfam Bhalerao; Puranik (2007) 

Pseudomonas , Arthrobacter, Bacillus Carbofuran Cain; Head (1991) 

Pseudomonas putida Vinclozolin Cain; Mitchell (1996) 

Nocardioides sp. Mefenacet Harada et al. (2006) 

Rhodococcus rhodochrous Mefenacet Harada et al. (2006) 

Stenotrophomonas sp. Mefenacet Harada et al. (2006) 

Klebsiella oxytoca Sulfato de endossulfam Kown et al. (2005)  

Staphylococcus sp. + Bacillus circulans  Endossulfam Kumar; Philip (2006)  

Pseudomonas sp.  Sulfato de endossulfam Lee et al. (2006)  

Bacillus sp. Lindane, simazine 2 dimetoate López et al (2005) 

Micrococcus luteus Methylparathion López et al (2005) 

Exiguobacterium aurantiacum Simazine López et al (2005) 

Agrobacterium radiobacter Atrazina Moreira; Siqueira (2006) 

Kochia scodaria Atrazina Perkovich et al (1996) 

Pseudomonas aeruginosa Aldicarbe Piffer; Rigitano (1991) 

Stenotrophomonas sp. 4-nitroaniline Qureshi et al. (2007) 

Acinetobacter baumannii   Diurom Roque; Melo (2000)  

Chaetomium globosum Alachlor Tiedje; Hagedorn (1975)  
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Arthrobacter globiformis Diurom Turnbull et al. (2001) 

Rhizoctonia solani Diurom Vroumsia et al. (1996). 

Pseudomonas oleovorans  Acetochlor Xu et al. (2006)  

Paracoccus sp. 

Chlorpyrifos e 3,5,6-trichloro-2-

pyridinol Xu et al. (2008) 

Bacillus cereus  Metolachlor Morais (2008) 
B. subtilis Metolachlor e Diurom Morais (2008) 
Micrococcus luteus Diurom (comercial) Lopes (2008) 
Bacillus cereus 

Diurom (comercial) Lopes (2008) 
Rhodococcus sp.  p-nitrophenol (PNP) Zhang et al. (2009)  

 

 

A transformação abiótica de pesticidas, em alguns casos, pode dar origem a moléculas 

com estruturas químicas maiores que a original. O processo de polimerização é um exemplo 

disso e diz respeito a rearranjos entre moléculas proporcionados por reações fotoquímicas. 

Como exemplos, têm-se as anilinas substituídas e os pentaclorofenóis (LAVORENTI et al., 

2003).  

A maioria das moléculas de pesticidas é transformada pela ação do metabolismo dos 

microrganismos no solo. Assim, o termo biodegradação, tipicamente, refere-se à 

transformação microbiológica de um composto orgânico em outra forma, sem se referir à 

extensão (MONTEIRO, 1998). 

A transformação microbiana pode acontecer por reações metabólicas diretas, 

consideradas primárias, ou por efeitos indiretos dos microrganismos com as propriedades 

físicas e químicas do solo, resultando em transformações secundárias. Dessa forma são quatro 

os processos envolvidos nas transformações microbianas de pesticidas no solo: 

Catabolismo: o pesticida deve ser como fonte de energia e de nutrientes para o 

crescimento e desenvolvimento dos microrganismos degradadores. 

Cometabolismo: o pesticida é transformado por reações metabólicas, mas não serve 

como fonte primária de energia e de nutrientes para o microrganismo. Normalmente, a 

molécula não é transformada completamente. Por meio da adição de materiais orgânicos ao 

solo, pode-se evidenciar a transformação cometabólica de pesticidas no solo.  

Polimerização ou Conjugação: a molécula original do pesticida ou de um de seus 

metabólitos se combina com compostos naturais do solo, como aminoácidos ou carboidratos, 

ou com outra molécula de pesticida. 

Acúmulo: ocorre quando a molécula de um pesticida é incorporada ao microrganismo, 

sem que seja transformada. O acúmulo de moléculas por microrganismos pode ocorrer por um 
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processo ativo ou passivo e traz uma grande preocupação, uma vez que essa interferência 

microbiana significa apenas a remoção temporária da molécula. 

 

 

2.7 Histórico e características da área de estudo 

 

Desde 1970, o panorama econômico da região Centro Oeste do Brasil tem sofrido rápidas 

mudanças, devido aos subsídios fornecidos pelo governo para a ocupação da Região 

Amazônica, principalmente para a agricultura. O modo de ocupação desta região favoreceu a 

instalação de grandes latifúndios que possuíam condições econômicas para desenvolver a 

tecnologia necessária para a exploração do cerrado cujas principais características eram a 

topografia plana, que favorecia a mecanização, e os solos ácidos deficientes em nutrientes, que 

necessitavam de produtos químicos (DORES; DE-LAMONICA-FREIRE, 2001). 

Assim, o rápido crescimento das áreas de agricultura em Mato Grosso introduziu a 

monocultura com lavouras altamente dependentes de insumos químicos, incluindo pesticidas. 

Devido aos processos naturais de movimento das águas superficiais é provável que resíduos 

destes produtos sejam transportados para compartimentos de acumulação no ambiente, 

contaminando recursos hídricos importantes (ALBANIS et al., 1998).  

Nas últimas três décadas, um grande aumento nas atividades agrícolas ocorreu no 

Cerrado, e a vegetação nativa foi substituída por áreas cultivadas para produção de alimentos, 

fibra e energia. Os Latossolos representam 46 % dos solos no Cerrado, com conteúdo médio de 

MO entre 2,5 e 3,0 dag kg-1 no solo. São solos ácidos, com baixa fertilidade natural, que 

apresentam boas condições para mecanização; o seu potencial de produção está condicionado 

ao uso de corretivos e fertilizantes, que necessitam do revolvimento do solo para sua plena 

distribuição e reação. A mobilização do solo, por proporcionar a incorporação de resíduos 

orgânicos, pode elevar a biomassa microbiana a curto prazo, por disponibilizar substrato 

orgânico com a quebra dos agregados, mas, a longo prazo, pode ter efeitos negativos, como a 

diminuição dos teores de matéria orgânica (RESCK, 1998).  

A extensão territorial do Estado de Mato Grosso e a grande distância entre as diversas 

áreas agrícolas inviabilizam a otimização de um processo de amostragem, estatisticamente 

representativo, para um estudo de monitoramento abrangendo todas as regiões produtoras e, 

ainda, a capacidade operacional dos laboratórios da Universidade Federal de Mato Grosso 

seria insuficiente para processar a grande quantidade de amostras necessárias para validar um 

estudo de tal abrangência. 
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No Estado de Mato Grosso, as regiões de cerrado são constituídas, na sua grande 

maioria, de grandes áreas de solos latossólicos. São solos profundos, porosos, bem drenados, 

apresentando relevo suave ondulado a plano, possibilitando práticas de operações 

mecanizadas, e, conseqüentemente, a exploração de culturas de alto valor econômico 

submetidas a níveis de manejo intensivo.     

Segundo o PRODEAGRO (1997), a região estudada apresenta clima tropical continental 

alternadamente úmido e seco no decorrer do ano. Além do fator continentalidade é muito 

importante o controle climático exercido pelo relevo e a altitude, no caso sendo os maiores 

responsáveis pela diversidade climática no Estado de Mato Grosso. A região do Planalto dos 

Guimarães apresenta como característica fundamental temperatura relativamente baixa, 

condicionada pelo alto topográfico, cujo caráter mesotérmico se traduz no traço mais 

importante. Com a redução do calor, há diminuição das taxas de evapotranspiração, atestado 

por registrar valores menores de deficiência hídrica anual, oscilando entre 100 e 200 mm. 

Na área são encontradas duas formações vegetais: cerrado e matas ciliares. O cerrado é 

constituído de arvoretas relativamente baixas, com troncos e galhos retorcidos, disseminados 

entre numerosas e variadas plantas lenhosas anãs e herbáceas, com predomínio da espécie 

denominada localmente como Lixeira. 

As matas ciliares ocorrem nas margens dos cursos d’água geralmente associadas às 

planícies aluvionais (áreas de várzea), onde as deposições quaternárias se renovam 

constantemente. Observa-se também a presença de formações pioneiras de influência fluvial, 

subdivididas em arbustivas e herbáceas. 

Áreas antropizadas predominam na região objeto correspondendo às áreas de atividades 

agrícolas, culturas cíclicas e atividades agropecuárias. A micro-bacia do Córrego Chico Nunes 

(Figura 6), é representada por uma forma de relevos predominantes, caracterizado por colinas 

amplas, apresentando interflúvio extenso e aplainado, com leve caimento em direção ao fundo 

de vale (PEREIRA, 2005). 

Foram detectadas por Dores et al. (2003) em algumas amostras de poços tubulares na 

mesma região estudada as seguintes substâncias: metil paration, metolaclor, imidacloprid, 

clorpirifós, endosulfan, carbofuran e diuron, as quais embora tenham ocorrido em 

concentrações menores neste compartimento do que em outros, alerta para o risco de 

contaminação de águas subterrâneas. 

Casara (2008) ao estudar a influência da temperatura na degradação do sulfato de 

endossulfam de amostras de solo em Dom Aquino, MT, verificou que a temperatura influencia 

na degradação do s. de endossulfam. A autora constatou que os diferentes horizontes também 
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influenciaram na degradação do sulfato de endossulfam, sendo observado uma maior 

persistência deste na primeira camada do solo e que a matéria orgânica existente em maior 

quantidade na primeira camada do solo adsorve o pesticida, deixando-o menos disponível para 

degradação. 

Segundo DORES (2001), no ano de 1997 em Primavera do Leste, as chuvas mais 

intensas ocorrem nos meses de novembro a abril coincidindo com a safra das principais 

lavouras e, por conseqüência, também com a época de aplicação de pesticidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

               

  Figura 6  Micro-bacia do Córrego Chico Nunes, Dom Aquino, Mato Grosso. 

 

A cobertura pedológica é dominada por Latossolo Vermelho Amarelo, que ocupa 

praticamente toda a vertente; somente em sua porção terminal, junto ao fundo do vale pode-se 

observar a passagem para o Plintossolo e deste para Gleissolo, que se encontram bem 

individualizados (PEREIRA, 2005). 

Estudos realizados anteriormente, com a descrição dos solos e a abordagem 

morfopedológica, através do estudo de uma topossequência permitiu interpretar o 

funcionamento hídrico da vertente situada a margem esquerda do Córrego Chico Nunes, 

mostrando uma tendência maior de infiltração vertical na porção superior da vertente, 

tendência esta que decresce na porção inferior da mesma com um aumento no escoamento 

superficial e sub-superficial, até que no final da vertente há uma predominância do escoamento 

superficial em relação ao vertical, onde ocorre o surgimento de um horizonte argiloso com 

material plíntico (DORES et al., 2005). 

Dores et al. (2003) ao estudarem a mesma região em estudo detectaram as moléculas 

com maior freqüência, níveis mais elevados e que possuem maior toxicidade a seres vivos e/ou 

ecotoxidade, foram aldicarb, carbofuran, cipermetrina, clorpirifós, diuron, endosulfan, metil 

paration, metolaclor, monocrotofós, lufenuron, teflubenzuron e triazofós. 

AA  

BB  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Área de estudo 

 

Para os ensaios de degradação foram feitos usando amostra de Latossolo Vermelho Amarelo 

(LVA), que foi coletado em áreas de cultivo de algodão, na microbacia do Córrego Chico Nunes, 

Município de Dom Aquino (Figura 7), afluente do Rio das Mortes, situado na Fazenda Jurity, 

com área total de 476, 337 ha, no Estado de Mato Grosso (coordenadas de 15º 25’ S e 54º 32’ 

O).  

 

 

 

 

 

 

 

     Figura 7 Localização da área de estudo, município de Dom Aquino, Mato Grosso. 

 

Está a 195 km de distância da capital Cuiabá, 48 km da cidade de Primavera do Leste, 70 

km da cidade de Campo Verde e a 65 km de Dom Aquino-MT como mostra a figura 8. 

 

 

Figura 8  Mapa de Localização e vias de acesso da área de estudo, Município de Dom 

Aquino – MT. (Fonte: PEREIRA, 2005). 

DDoomm  AAqquuiinnoo  
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A área foi escolhida para o estudo por apresentar solos característicos da região e do 

Estado e por ser cultivada com algodão próximo a um curso d’água, apresentando assim, 

potencial de contaminação de águas superficiais e subterrâneas (Figura 9). 

O LVA é predominante no Estado, numa extensão de 261.997,32km2, principamlente em 

sua porção centro norte, por sobre o Planalto dos parecis, desde Brasnorte a oeste até São Félix 

do Araguaia e Cocalinho a leste, e de Peixoto de Azevedo a norte, até Nova Mutum e 

Diamantino, a sul.  

Ocorrem também sobre o Planalto dos Guimarães, na região de Campo Verde, Primavera 

do Leste, Novo São Joaquim e General Carneiro estendendo-se para leste até Barra do Garças 

e Araguaiana. Distribuem-se também em manchas no extremo noroeste do Estado, na Chapada 

dos Dardanelos, entre Juína e Aripuanã; no noroeste de Aripuanã e em Apiacás, entre os rios 

Juruena e Teles Pires; além de manchas esparsas na região do Pantanal, como em Cáceres e 

Poconé. (JACOMINE et al, 1995) 

A micro-bacia do Córrego Chico Nunes, é representada por uma forma de relevo 

predominante, definido com colinas amplas, caracterizadas por apresentar interflúvio mais 

extenso e aplainado, com leve caimento em direção ao fundo de vale, o qual apresenta forma 

aplainada (DORES et al., 2003).  

                             

 

 

Este compartimento de colinas amplas está associada à Latossolo Vermelho Amarelo, 

tem um horizonte retilíneo a ligeiramente convexo, em toda área, a declividade não ultrapassa 

BB  AA  

Figura 9 (A-B)  Fazenda localizada no municípo Dom Aquino, Mato Grosso. (Coordenadas: 15º 25’ 
S e 54º 32’ O). 
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os 10%. Com relação ao substrato geológico, observa-se material argilo-arenoso, com presença 

de crostas ferruginosas (DORES et al., 2003). 

Este Latossolo (LVA) possui boas condições físicas, que aliadas ao relevo plano ou 

suavemente ondulado, favorecem a utilização com diversas culturas adaptadas ao clima da 

região. As principais limitações decorrem da acidez elevada e da fertilidade baixa, agravados 

nos solos de textura média que são mais pobres. Requerem um manejo adequado com correção 

da acidez e fertilização com base em resultado de análise dos solos e controle de erosão, 

sobretudo nos solos de textura média que são mais susceptíveis à erosão. A deficiência de 

micronutrientes pode ocorrer, sobretudo nos solos de textura média.(JACOMINE et al, 1995) 

 

 

3.2 Coleta e caracterização química e física do solo  

 

As amostras para o experimento de degradação dos pesticidas foram coletadas em 

trincheira (Figura 10) aberta em área de Latossolo Vermelho Amarelo (LVA) em áreas de 

cultivo de algodão (Figura 11) cujos atributos físicos, químicos e hídricos já foram 

caracterizados em estudos anteriores (DORES  et al., 2003 e 2005). Os solos foram 

acondicionados em sacos plásticos estéreis, mantidos sobre refrigeração, até a chegada ao 

laboratório. Os horizontes coletados foram Ap (0-30 cm) e AB (30-38 cm). 

 

 

 
       Figura 10  Trincheira aberta para coleta de solo. 

Figura 11  Perfil do latossolo 
vermelho amarelo da micro-bacia 
do Córrego Chico Nunes. 
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Inicialmente, para a avaliação dos atributos químicos e físicos, as amostras de solo foram 

coletadas nos camadas superficiais e subsuperficiais do perfil pedológico, as quais foram secas 

em estufa de circulação de ar forçado a 60ºC, destorroadas e peneiradas em tamiz de malha de 

2 mm. O solo LVA foi caracterizado no Laboratório de Solos da Universidade Federal de 

Mato Grosso por Dores et al. (2005). A determinação dos atributos dos solos foi realizada 

conforme EMBRAPA (1997), cujas metodologias analíticas enacontram-se anexo. 

 

 

3.3 Preparo da solução e da suspensão para contaminação dos solos  

 

 Considerando dados de trabalhos desenvolvidos na área de estudo por Dores et al. 

(DORES  et al., 2003; 2005; 2009) elegeu-se o diurom e o sulfato de endossulfam por suas 

concentrações e/ou constância detectadas. 

 As soluções trabalho, para a contaminação das amostras, foram preparadas a partir dos 

padrões primários do pesticida diurom e do metabólito sulfato de endossulfam. 

Sendo o sulfato de endossulfam pouco solúvel em água pura (solubilidade 22 mg L-1), a 

solução de trabalho deste biocida foi preparada em 2 mL de etanol. Para o diurom 

(solubilidade de 42 mg L-1) a dissolução prévia foi realizada em 2 mL de acetona, uma vez que 

as solubilidades destes pesticidas nestes solventes são maiores que em água pura. 

Na solução de trabalho do sulfato de endossulfam formou-se uma suspensão, que aquecida 

a ± 40 0C em banho-maria no momento da utilização para aumentar a sua solubilidade.  

A concentração final das soluções de trabalho utilizadas nesta etapa do experimento foi 9,09 

µg mL-1. 

 

 

3.4 Experimento de degradação em solo 

 

O estudo da degradação dos pesticidas foi feito por meio da incubação de amostras de 

solo contaminado com concentrações semelhantes às usadas no campo, em condições de 

umidade e temperatura controladas. Para incubação, alíquotas de 50 g de solo foram pesadas e 

adicionadas a pequenas caixas de alumínio (altura 3 cm, comprimento 8 cm, largura 6 cm). 

Alíquotas de 0,6 mL da solução de trabalho do sulfato de endossulfam (83 µg mL-1) e do 

diurom (103,40 µg mL-1) foram adicionadas ao solo (Amostras dos horizontes Ap e A/B) em 
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cada caixa, de modo a fornecer uma concentração de 1 µg do pesticida por grama de solo. Foi 

acrescentado à essa bateria, um controle de cada horizonte, ou seja, solo sem adição de 

pesticidas (Figura 12). 

As amostras de solo em cada caixa foram homogeneizadas visando distribuir 

uniformemente o pesticida, por todo o solo. As caixas foram fechadas com tampas com 6 furos 

de 2 mm para manter a condição aeróbica.  

As amostras foram então colocadas em incubação em câmara climática com condições 

controladas de umidade em 50 % da capacidade de campo e temperaturas de 30°C. 

 

 

 

A B 

30°C 

Figura 12 (A) Esquema da montagem do experimento; (B) Câmara de germinação. 
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As amostras foram analisadas, quanto ao crescimento microbiano, nos tempos: 0, 2, 4, 8, 

16, 32, 64 e 100 dias após o inicio do tratamento (Figura 13). 

 

 

 

Totalizou-se 4 experimentos, sendo dois horizontes do solo, o pesticida diurom e o 

metabólito sulfato de endossulfam e dois controles (Tabela 6).  

 

                  Tabela 4  Tratamentos nos dois horizontes do solo 

Tratamentos Horizonte do solo Pesticida 

E1 Ap Diurom 

E2 Ap S. endossulfam 

E3 AB Diurom 

E4 AB S. endossulfam 

E5 Ap - 

E6 AB - 

       *E=Experimento 

 

 

 

Figura 13 Esquema das diluições, tempo e meios utilizados (Protocolo de Costa, 2002).  
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3.5 Tratamento das bactérias edáficas 

 

Visando a obtenção de estirpes bacterianas de solo, foi empregado o protocolo de Costa 

(2002), que preconiza pesagem de 5 g de solo em enlermeyer estéril com pérolas de vidro e 

adicionados 45 mL de solução estéril de Tween 80 à 0,1% e Pirofosfato de Sódio à 0,1%. A 

solução-amostra foi mantida sob agitação em mesa orbital a 220 rpm por 20 min. Após a 

homogeneização, a solução-amostra foi diluída em solução salina (0,9% NaCl) estéril dentro 

das potências 10-2 a 10-6 (Figura 14).  

 

 

 

3.6 Contagem das Unidades Formadoras de Colônias (UFC) dos microrganismos do 

solo 

 

Dos diversos métodos empregados para se avaliar o número de bactérias do solo, o mais 

utilizado baseia-se na contagem de colônias em placas de Petri, no qual se verifica uma 

significativa variação das condições utilizadas, basicamente o meio de cultura, a diluição do 

inóculo, a temperatura e o tempo de incubação. 

Figura 14 (A-C) Processamento do solo e diluições. 

BB  

CC  
AA  
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Diferentes meios de cultura têm sido utilizados, e sua composição varia de salina, como 

os meios mínimos, de Thorton e de Winogradsky, à complexa, como o meio CPS e de TSA 

(VIEIRA, NAHAS, 2000). 

As técnicas de enriquecimento e plaqueamento são utilizadas no isolamentode 

microrganismos em solos contaminados por pesticidas (BARBIERI, 1994; AISLABIE; 

LLOYDJONES, 1995; apud ROQUE, 2000). 

Foi inoculado 0,1mL das diluições 10-2 a 10-6, em tréplicas, utilizando a técnica de pour 

plate em meios CPS (20ml) e MM (20ml), e incubadas em estufa de cultura a 30 ºC. As 

colônias foram contadas (contagens coloniais diárias totalizando 144 horas) com o auxílio de 

contador de colônias Quebec equipado com placa de vidro, com diâmetro compatível com o 

das placas utilizadas, dividido milimetricamente em quadrantes com 1 cm2 de área e com 

iluminação artificial uniforme. O contador de colônias tem capacidade para aumento de 1 a 2 

vezes, com dispositivo de regulagem de altura para melhor ajuste do foco, dispondo de sistema 

eletrônico de registro das contagens. As contagens foram realizadas nas placas que 

apresentaram um número de UFCs (Unidades Formadoras de Colônias) num intervalo de 1 a 

300.  

 No cálculo das contagens, o resultado final foi expresso em UFC.mL-1, levando-se em 

conta a diluição empregada, da seguinte maneira:  

 

R = a x 10b UFC.mL-1 

 

 R = resultado  

 a = os dois primeiros algarismos, números de 0 a 9  

 b = expoente (diluição)  

 UFC = unidade formadora de colônias  

 mL= mililitro  

 

 Foi calculada a média aritmética dos resultados encontrados das tréplicas de mesma 

diluição e o valor foi multiplicado pela diluição correspondente. Posteriormente, foi calculada 

a média entre as diluições, somando os resultados obtidos na primeira etapa e dividindo pelas 

quatro diluições utilizadas neste trabalho. 
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3.7 Análises estatísticas  

 

Os testes estatísticos são fundamentalmente utilizados em pesquisas que tem como 

objetivo comparar condições experimentais. Existe uma série de testes estatísticos que podem 

auxiliar as pesquisas. Os testes estatísticos fornecem um respaldo científico às pesquisas para 

que estas tenham validade e tenham aceitabilidade no meio científico. 

Conforme Callegari-Jacques (2003), nos testes paramétricos os valores da variável 

estudada devem ter distribuição normal ou aproximação normal. Já os testes não-paramétricos, 

também chamados por testes de distribuição livre, não têm exigências quanto ao conhecimento 

da distribuição da variável na população. 

 Para as variáveis qualitativas do ensaio de crescimento microbiano do solo aplicou-se 

teste de média, sendo o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis (5% de significância), uma 

vez que os dados brutos não apresentam normalidade. Utilizou-se o pacote estatístico 

STATISTICA 6.0. 

 Existem vários procedimentos de comparações múltiplas como complemento da 

análise de variância, porém em se tratando de um fator quantitativo, o procedimento mais 

adequado é a análise de regressão. Utilizou-se análise de regressão em função do tempo para 

estudar o comportamento de cada condição de estudo no decorrer do período de incubação.  

Para análise das variáveis quantitativas do ensaio de biodegradação utilizou-se análise de 

regressão em função com auxílio do pacote estatístico SPSS 15.0. 

 

 

3.8 Isolamento e caracterização das cepas 

 

3.8.1 Isolamento  

 

Para a obtenção de culturas puras repicou-se as cepas para ágar nutriente (A.N.) 

empregando-se a técnica de esgotamento por riscas seguida de estrias, incubando-as por 24 

horas a 30ºC (Figura 15). 
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Figura 15 Técnica de isolamento de esgotamento por riscas (A) seguida de estria (B). 

 

Utilizou-se meios seletivos (Agar manitol salgado, Agar Mc Connkey e EMB) para 

auxiliar no isolamento de algumas cepas. 

 

 

3.8.2 Caracterização e identificação das cepas 

 

3.8.2.1- Análises morfo-tintoriais 

 

- Morfologia segundo técnica de Gram 

Empregou-se, nas culturas de 24h em A.N., a técnica de Coloração Diferenciação de Gram 

(GRAM, 1884 apud BIER, 1990), para análise de suas características morfotintoriais e verificação da 

obtenção de culturas puras.  

 

- Teste de Motilidade 

O objetivo desse teste é verificar se o microrganismo possui flagelos, (estruturas 

responsáveis pela motilidade da célula no meio de cultura) (BIER, 1990). Inoculou-se a cultura 

em ágar semi-sólido, acrescido do reagente TTC - Triphenyl-tetrazolumcloride a 1% em 

“picada” e incubar por 48 horas a 35ºC. A reação foi positiva quando a bactéria cresceu além 

da linha de picada e negativa quando o meio permaneceu límpido ou houve crescimento só no 

local do inóculo. 

 

 

 

  

A B 
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- Caracterização Colonial 

Foram observadas e anotadas as colônias diferentes em cada diluição e observadas 5 

características coloniais (tamanho, forma, elevação, bordos, estrutura, brilho, coloração e 

aspecto) segundo NEDER (1992) (Figuras 16). 

 

 

Figura 16  Características coloniais observadas 

(Fonte: NEDER, 1992) 

 

 

3.8.2.2 Caracterização bioquímica 

 

A investigação das atividades metabólicas das bactérias auxiliam o bacteriologista a 

identificar bactérias em nível de família, gênero ou espécie por meio da verificação das 

transformações químicas que ocorrem em determinado meio especial empregado, provocadas 

por ação enzimática definida geneticamente.  

Foram realizados os testes bioquímicos (ANEXO): urease, slime, produção de amilase, 

catalase, triple sugar iron (TSI), citrato, indol, VP, crescimento em 7% de NaCl e 
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fermentações dos carboidratos manitol, glicose, maltose, xylose, lactose, dextrose, sacarose 

com as estirpes isoladas da água e do solo - (MaC FADIN 1976; ALEF 1986; NEDER 1992; 

KONEMAN et al.1999; HOLT et al., 2000).  

 

 

3.8.2.3 Identificação das bactérias por análise de ácidos graxos. 

 

As análises de ácidos graxos foram realizadas no Laboratório de Biotecnologia e 

Biodiversidade para o Meio Ambiente, da Universidade Federal de Viçosa. Os ésteres 

metílicos de ácidos graxos (FAMEs) foram preparados utilizando-se o kit de extração Instant 

Fame ™, de acordo com as recomendações do fabricante (MIDI, Newark, DE) (Figura 17).  

As bactérias foram cultivadas em Trypticase Soy Broth Agar (TSBA) BBL, pelo método 

das estrias cruzadas e incubadas a 28º por 24hs. As colônias foram transferidas para tubos de 

ensaio com rosca. As amostras foram saponificadas com 1,0 mL de reagente de saponificação 

e homogeneizadas durante 10 segundos em agitador.  

Após isso, os tubos foram colocados em banho-maria (100 ºC) por 5 minutos, as 

amostras foram agitadas novamente por 10 segundos e submetidas a 100 ºC durante 25 

minutos. Em seguida, foram adicionados às amostras 2,0mL de reagente de metilação seguido 

de agitação (10 segundos) e incubação a 80ºC por 10 minutos. 

Os ácidos graxos (fase orgânica) foram separados da fase aquosa com a adição de 

1,25mL de reagente de extração. A fase aquosa foi descartada e adicionados à fase orgânica 

3,0mL do reagente de lavagem, que tem por finalidade fazer a limpeza da fase orgânica a ser 

analisada. Esta, contendo os FAMEs, foi transferida para tubos apropriados para a análise 

cromatográfica. 

As amostras foram submetidas à análise por cromatografia gasosa, utilizando-se o 

cromatógrafo Agilent 7890. Os resultados foram comparados com a Biblioteca de referência 

ITSA 1.0. 
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Figura 17 Técnica de análise de ácidos graxos utilizando kit de extração Instant Fame ™, de 

acordo com as recomendações do fabricante (MIDI, Newark, DE). 

 

3.9  Análises moleculares 

 

3.9.1  Extração de DNA de bactérias 

 

O sítio ativo da síntese de proteínas ocorre em todos os microrganismos; como este gene 

possui trechos altamente conservados (16S) é possível, então, “desenhar” primers e usá-los 

para amplificar, via PCR, as seqüências internas do gene, contendo regiões variáveis 

(COUTINHO 1999). A extração do DNA foi realizada segundo Griffith et al. (2000) 

modificado. A extração do DNA das bactérias foi realizada no Laboratório de Processos 

Biológicos da USP/São Carlos, sob a supervisão das Dras. Isabel Kimiko Sakamoto e Profa. 

Maria Bernadete Amâncio Varesche.  

As culturas puras de bactérias foram crescidas em caldo nutriente por 48 h a 30 °C e após 

o crescimento das culturas bacterianas elas foram centrifugadas em tubos Falcon (15 mL) a 

6000 rpm por 10 minutos. Utilizou-se aproximadamente 0,5 g de amostra (pellet), que foi 

lavada com 10 mL de tampão PBS (1X), agitando no vórtex. Em seguida as amostras foram 

centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartardo em seguida. 

Os tubos foram colocados no gelo e adicionados à amostra: 0,5g de glass beads (bolinhas de 

vidro 150-212 µm); 1mL de tampão PBS (1X); 1mL de fenol tamponado (equilibrado com 

Tris) e 1mL de clorofórmio. 

As amostras foram homogeneizadas no vórtex por 80 segundos (foi realizado um teste 

com quatro velocidades anteriormente para saber qual a melhor) e centrifugadas a 6000 rpm 

por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante (DNA+PBS) foi tranferido (800 µL) para um 

“eppendorfe” de 2,0 mL acrescidos de 650 µL de fenol (tamponado com Tris).  As amostras 

   Cultura         Saponificação      Extração                 Análise em CG e comparação     Identificação 
  Bacteriana            e metilação      do perfil com o banco de dados  
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foram homogeneizadas no vórtex por 3 segundos para formar uma emulsão e centrifugadas a 

10000 rpm por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante (500 µL) foi transferido para outro 

“eppendorfe” e adicionado o mesmo volume de clorofórmio.  As amostras foram 

homogeneizadas no vórtex por 3 segundos e centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos a 4 °C. 

O sobrenadante (400 µL) foi transferido para outro “eppendorfe” e adicionado o mesmo 

volume de clorofórmio.  As amostras foram homogeneizadas no vórtex por 3 segundos e 

centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante (100 µL) foi transferido para 

outro “eppendorfe”. O DNA das amostras foi armazenado a -20°C. 

 

 

3.9.2 Eletroforese em gel de Agarose  

 

A Eletroforese em gel de Agarose foi realizada no Laboratório de Processos Biológicos 

da USP/São Carlos, sob a supervisão das Dras. Isabel Kimiko Sakamoto e Profa. Maria 

Bernadete Amâncio Varesche. Para verificar o produto da extração utilizou-se a técnica da 

Eletroforese em gel de Agarose a 1% (m:v) preparada em solução tampão TAE 1X (Figura 

22). Utilizou-se 5,0 µL de amostra mais 2,0 µL de Blue Green Loading Dye (corante 

fluorescente). As misturas foram colocadas nas cavidades do gel utilizando o aparelho 

Pharmacia Biotech GNA 100 para a corrida, sendo a programação 70V por 40 minutos. 

Adicionou-se o marcador High DNA Mass Ladder (composto por uma mistura equimolar de 6 

fragmentos de DNA com: 1000, 2000, 3000, 4000, 6000 e 10000 pb). E por fim foi feita a 

leitura do gel na a câmara do transiluminador UV (Strata gene – Eagle Eye II). 

 

 

3.9.3 Amplificação dos fragmentos dos genes 16S DNA do solo (PCR) 

 

O gene 16S rDNA das bactérias isoladas de  amostras de solo agrícola foi amplificado 

por reação de PCR utilizando o conjunto de iniciadores universaias 27F/1100R para o domínio 

Bacteria (Tabela 5). 

 

Tabela 5  Primers utilizado na técnica de PCR. 

DOMÍNIO INICIADOR SEQUÊNCIA REFERÊNCIA 
Bacteria 27F 5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG LANE, 1991 
Bacteria 110R 3' AGGGTTGCGCTCGTTG CIANTAR, 2005 
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O DNA obtido a partir das amostras de solo é amplificado pela reação de polimerização 

em cadeia (PCR) usando pares de iniciadores (primers) de acordo com a região-alvo a ser 

amplificada. O gene 16S rDNA dos microrganismos presentes nas amostras de solo foi 

amplificado por reação de PCR utilizando o conjunto de iniciadores 27F/1100R. 

As condições de corrida no Termociclador foi de 35 ciclos, sendo 5 minutos a 94 ºC; 1,5 

minutos a 94 ºC; 45 segundos a 96 ºC; 1,3 minutos a 72 ºC; 7 minutos a 72 ºC; finalizando a 4 

ºC. Os produtos de PCR foram visualizados através de elefrorese em gel de agarose a 70 Volts 

por 40 minutos e foi observado em um transluminador UV  (Strata gene – Eagle Eye II).                   

Utilizou-se para a reação de PCR os seguintes reagentes (Tabela 6):   

                       

 

                    Tabela 6  Reagentes e suas concentrações. 

Reagentes 01 Amostra 

H20 ultrapurificada 36µL 

10 x Tampão PCR  

(50 mM MgCl2) 

5 µL 

1,5µL 

dNTP (2mMcada) 5 µL 

Primer forward (100 pmol/l) 0,5µL 

Primer reverse (100 pmol/l) 0,5µL 

Taq DNA polymerase (5 U/µl) 0,5µL 

Template (50-100ng) 1,0 µL  

Total 50 µµµµL 

 

 

3.9.4 Sequenciamento de um fragmento de um gene 16S das bactérias com 

potencial de biodegradação do diurom e do sulfato de endossulfam. 

 

 O sequenciamento dos fragmentos de um gene 16S das bactérias isoladas foi realizado no 

Laboratório DNA-Consult em São Carlos/SP. Para o sequenciamento a partir dos produtos do 

PCR utilizou-se o MegaBACE 750 - GE Healthcare, no laboratório DNA-consult em São 
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Carlos/ SP. As reações de sequenciamento foram realizadas de acordo com o protocolo para o 

MegaBACE 750 DYEnamic ET Dye Terminator Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA 

Polimerase) código US81090 e analisadas pelo software Sequence Analyser utilizando o Base 

Caller Cimarron .  

Os produtos de PCR foram purificados e quantificados e só então submetidos à reação de 

sequenciamento, conforme instruções do fabricante do kit (DYEnamic ET Dye Terminator Kit, 

código US81090). 

A purificação pós-reação foi feita por precipitação com Acetato de Amônio e Etanol. 

Seguindo o protocolo abaixo: 

1. Adição de 1 µL de Acetato de Amônio 7,5 M e 28 µL de Etanol 100% a cada reação. 

Agitação dos tubos para homogeneizar. A concentração final do Etanol foi de 70%. Não é 

necessário utilizar etanol gelado ou incubar a baixas temperaturas para a precipitação. Manter 

os tubos à temperatura ambiente por 15 minutos (em ambiente escuro). 

2. Centrifugação dos tubos à temperatura ambiente em microcentrífuga por 15 minutos 

em rotação máxima (aproximadamente 13.000 rpm). 

3. Remoção do sobrenadante por aspiração (utilize micropipeta). Adicione 170 µL de 

Etanol 70% para lavar o pellet. Centrifugue nas mesmas condições descritas anteriormente. 

4. Remoção do sobrenadante por aspiração e deixe o pellet secar ao ar (em ambiente 

escuro). 

5. Ressuspenção do pellet em 10 µL de Loading Solution. Agitação em vortex (3s) e 

manter a 4ºC protegido da luz. 

 

 

3.10 Utilização do diurom e do sulfato de endossulfam como fonte de carbono 

 

Na solução salina estéril, inoculou-se 0,1mL das diluições 10-3 a 10-6, em tréplicas, 

utilizando a técnica de pour plate em meio sólido (K2HPO4=0,5 g; (NH4)2SO4=0,5 g; 

MgSO4.7H2O=0,5 g; FeCl2.1H2O=10 mg; CaCl2=10 mg; MnCl2=0,1 mg; ZnSO4=0,01 mg; 

(Figura 23) ágar=15,0 g, por litro de água destilada, Jones ; Edington, (J.E.) 1968 (ROQUE e 

MELO, 2000) acrescido de soluções individuais dos pesticidas (5µg.mL-1), e realizou-se 

contagem até 144h, objetivando posterior comparação com o crescimento em meio CPS.  
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3.11 Determinação das concentrações de sulfato de endossulfam e de diurom inicial 

no solo 

 

3.11.1 Sulfato de endossulfam  

 

Para a análise do sulfato de endossulfam no solo foi utilizado o método descrito por Laabs 

et al. (2000). 

Adicionou-se a 25 g de amostra, 50 mL de solução extratora (água:acetona:acetato de 

etila 1:2:2 v/v/v) procedendo-se à agitação por 4 horas (agitador horizontal regulado em 90 

rpm). Em seguida, foi feita filtração em funil de vidro com papel de filtro, transferindo a maior 

parte possível da amostra para o funil. O papel de filtro foi lavado por duas vezes com 5mL da 

solução extratora e, em seguida, foi adicionado 5 gotas de tolueno e concentrou-se em 

rotavapor (40ºC, 80 rpm, 400 mbar).  

O concentrado foi então transferido para um funil de separação com capacidade de 100 

mL ao qual acrescentou-se 30 mL de solução saturada de NaCl. Foram adicionados 30 mL de 

diclorometano ao balão de rotaevapor (divididos em 3 porções), que após agitação vagarosa 

foram transferidos para o funil de separação. Agitou-se o funil vigorosamente por 10 minutos, 

deixando-o em repouso por 10 a 15 minutos, para melhor separar as fases.  

A fase aquosa foi drenada e transferida para um balão de rotaevapor passando através de 

um final com sulfato de sódio. O processo de adição de diclorometano ao funil de decantação, 

agitação e separação da fase orgânica foi repetido duas vezes e as fases orgânicas separadas 

foram combinadas no balão. Adicionou-se à solução de diclorometano três gotas de tolueno e 

concentrou-se em rotaevapor. O eluato foi retomado com alíquotas de tolueno, de modo a não 

ultrapassar o volume final de 2 mL, que é a capacidade do frasco de amostrador automático. A 

esse mesmo frasco adicionou-se 50 µL de uma solução 100 µg mL-1 do padrão interno α-HCH 

(50 µL de uma solução 100 µg mL-1).  

O extrato foi submetido à análise quantitativa por cromatografia a gás com detector de 

captura de elétrons (CG/ECD) modelo HP 6890, equipado com uma coluna HP5-MS (5% 

fenilmetilsiloxano), capilar, 30,0 m x 250 µm diâmetro interno x 0,25 µm de espessura de fase 

estacionária. 

Para obter uma boa resolução cromatográfica, as seguintes condições de análise foram 

utilizadas: volume injetado: 1 µL; gás de arraste: nitrogênio; fluxo do gás: coluna capilar 1,0 
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mL min -1 e make-up 20,0 mL min -1; programação da temperatura do forno: 92 º C (2,5 min), 

gradiente de 15 º C min -1 até 175 º C (13 min), gradiente de 20 º C min -1 até 280 º C (10 min). 

 

 

3.11.2 Diurom 

 

Pesou-se 15 g de solo em um tubo de centrífuga e adicionou-se 40 mL da solução 

extratora (acetona: acetonitrila: tampão pH 2, 2:2:1, v/v/v), sendo o tampão pH 2 preparado 

com 250 mL de KCl 0,2 mol L-1  e 65 mL de HCl 0,2 mol L-1. Deixou-se em processo de 

agitação no agitador orbital por 03h30min.  

Em seguida realizou-se a centrifugação, rotação de 1600 rpm, decantou-se o 

sobrenadante para um balão concentrando-o em evaporador rotatório. Transferiu-se o 

concentrado, lavando-se o balão com 180 mL de água deionizada, para um béquer de 200 mL 

onde se ajustou o pH entre 7,0 e 7,5. Usando um sistema de extração a vácuo (20 mmHg) 

percolou-se o extrato em um cartucho de extração em fase sólida, contendo fita de PTFE 

(politetrafluoretileno) e 0,2 g da fase sólida SDVB (co-polímero de estireno divinil benzeno), 

previamente condicionado com 5 mL de metanol e 5 mL de água destilada.  

Após a percolação da amostra pelo cartucho, este foi centrifugado e posteriormente o 

diurom foi eluído com duas porções de 10 mL cada e uma porção de 5 mL de 

metanol:acetonitrila (7:3), sendo o eluato recolhido recolhidas em balão. Após concentração 

em rotaevapor até quase a secura. O concentrado foi retomado com acetonitrila e transferido 

para um frasco de amostrador automático de 2,0 mL com tampa rosqueada com batoquete de 

teflon, contendo 50 µL do padrão interno terbutilazina (100 µg mL-1). O mesmo foi 

armazenado em refrigerador (-6º) até análise cromatográfica  

A quantificação do diurom nos extratos foi efetuada em cromatógrafo líquido de alta 

eficiência Varian com detector ultravioleta com arranjos de diodos (HPLC-DAD). Para 

determinação do analito, foram injetados 10 µL do extrato em coluna OmniSpher C18 de 25 

cm  de comprimento; 4,6 mmid e tamanho de partícula 5 µm. O sistema de eluição constou de 

uma mistura de dois solventes: água e acetonitrila num fluxo de 1 mL min-1 programados 

inicialmente com 40% de água e 60% de acetonitrila até os 6 minutos, 20% e 80% aos 10 

minutos, 100% de acetonitrila aos 12 minutos permanecendo até os 15 minutos, finalizando a 

eluição das amostras. 
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3.12 Preparo das soluções dos padrões do diurom e do sulfato de endossulfam 

 

3.12.1 Padrão Interno 

 

Utilizou-secomo padrão interno, para o ensaio do diurom, o α-HCH, sendo que 0,5 mL 

de uma solução a 98,5 µg mL-1 foi transferida para um balão volumétrico de 10 mL e seu 

volume ajustado com acetato de etila. Em seguida 1 mL foi diluído em 4mL de acetato de etila. 

Para o ensaio com o sulfato de endossulfam utilizou-se 25µL (98,5 µg mL-1) do mesmo 

padrão utilizado para o diurom. 

 

 

3.12.2 Preparo de solução e padrões para a curva analítica 

 
Foram preparadas soluções estoques a partir do padrão primário do diurom (Pestanal 99,5% 

de pureza), com concentração de 103,40 µg mL-1, em acetato de etila.  

As soluções de trabalho, para a curva analítica, foram preparadas a partir das soluções 

estoque, diluindo-se as alíquotas apropriadas com acetato de etila, utilizando-se o α-HCH como 

padrão interno. As concentrações das soluções de trabalho foram: 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0 µg 

mL-1. 

Durante a realização deste estudo, obteve-se boa linearidade para o intervalo de trabalho 

estudado. As equações das curvas analíticas obtidas, assim como os coeficientes de correlação 

estão apresentadas abaixo. 

 

Y=0,0008x-0,0031 R2=0,9991 

Y=0,0005x+0,0193 R2=0,9919 

Y=0,0004x+0,0111 R2=0,9989 

 

Foi preparada solução estoque a partir do padrão primário do sulfato de endossulfam 

(Pestanal 97,7% de pureza), com concentração de 98,6 µg mL-1, em acetato de etila. As soluções 

estoques foram conservadas em freezer por até seis meses. 

As soluções de trabalho, para a curva analítica, foram preparadas a partir da solução 

estoque, diluindo-se as alíquotas apropriadas com acetato de etila, utilizando-se o α-HCH como 

padrão interno. As concentrações das soluções de trabalho foram: 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 µg 

mL-1. 
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Durante a realização deste estudo, obteve-se boa lineraidade para o intervalo de trabalho 

estudado. As equações das curvas analíticas obtidas, assim como os coeficientes de correlação 

estão apresentadas abaixo. 

 

Y=0,3135x-0,0337 R2=0,9922 

 Y=0,3174x-0,0529 R2= 0,9907 

 Y=0,3023x-0,043 R2= 0,9808 

   Y=0,2462x-0,0473 R2=0,9966 

 
 

3.13 Condições cromatográficas 

 

Foi utilizado um cromatógrafo a gás modelo HP 6890 com detector de captura de 

elétrons, equipado com uma coluna HP5-MS (5% fenilmetilsiloxano), capilar, 30,0 m x 250 

µm diâmetro interno x 0,25 µm de espessura de fase estacionária. 

Para obter uma boa resolução do pesticida, as condições de análise foram as seguintes: 

volume injetado de 1µL, gás de arraste: Nitrogênio, fluxo do gás: coluna 1,0 mL min-1 e make-

up 20,0 mL min-1, programação da temperatura do forno: 92 °C (2,5 min), gradiente de 15 °C 

min-1 até 175°C (5 min), gradiente de 25 °C min-1 até 280 °C (5 min). 

 

 

3.14 Degradação de pesticidas por bactérias em meio de cultura 

 

3.14.1 Teste de viabilidade 

 

No presente estudo, considerando o objetivo principal de verificar o potencial de 

utilização de pesticidas por algumas estirpes que foram isoladas, foram utilizados dois dos 

pesticidas detectados na área de estudo por outros autores (DORES et al., 2005; HARDOIM et 

al., 2007) como única fonte de carbono em meio mínimo. 

As estirpes bacterianas isoladas foram cultivadas em Agar nutriente (20mL), por 24 

horas. Após este período, uma colônia foi inoculada em meio mineral J.E. acrescido de 5 e 50 

µg mL-1 de dextrose, por 48 horas. Em seguida, 100 µL foram inoculados em meio mineral 
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J.E. acrescido de soluções individuais (5 e 50 µg mL-1) dos pesticidas estudados, por mais 48 

horas.  

 

 

  3.14.2 Teste de degradação 

 

Após esse pré-cultivo 500 µL do inóculo da linhagem foi introduzido em 50 mL de meio 

mineral J.E. suplementado com o pesticida (5 e 50 µg mL-1). As avaliações de crescimento 

foram realizadas pela absorbância em espectrofotômetro (600 nm) nos intervalos de 0, 12, 24, 

48, 72, 96, 144, 192, 226 e 394 horas (17 dias), após a incubação em estufa (35°C), conforme 

descrito em literatura (SHIVARAMAIAH.; KENNEDY, 2008, Modificado). As concentrações 

dos pesticidas estudados foram determinadas nos mesmos intervalos de tempo de incubação. 

A determinação das concentrações do diurom e do sulfato de endossulfam incorporado 

ao meio (antes e durante cultivo das bactérias) foi realizada por extração líquido-líquido 

seguida por Cromatografia gasosa (HP 6890), com um detector de captura de elétrons 

(CG/ECD) no Laboratório de Análise de Resíduos de Pesticidas/Depto. de Química-UFMT sob 

a supervisão da Dra. Eliana Dores. Embora o GC/ECD apresente menor sensibilidade de 

resposta para o diurom, quando comparado com o HPLC-DAD, o mesmo foi utilizado devido 

à problemas técnicos. 

 

 

3.15 Extração líquido-líquido 

 

Os pesticidas, diurom e sulfato de endossulfam, presentes no meio mínimo foram 

extraídos do mesmo por extração líquido-líquido com acetato de etila seguindo procedimento 

apresentado na literatura e considerando a solubilidade de ambos os pesticidas neste solvente. 

Das amostras do meio mínimo suplementado com 5 µg mL-1 (MM5) transferiu-se 8 mL 

para tubos de ensaio (20 mL) de rosca e adicionou-se 3 mL do solvente orgânico acetato de 

etila. Já das amostras do meio mínimo suplementado com 50 µg mL-1 (MM50) transferiu-se 5 

mL para tubos de ensaio (20 mL) de rosca e adicionou-se 2 mL do solvente orgânico acetato 

de etila. Tais condições e diluições foram utilizadas considerando o intervalo de trabalho das 

concentrações dos pesticidas. 
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Os tubos foram homogeneizados por um minuto em vórtex, após total separação das 

fases transferiu-se 1 mL da fração orgânica para um vial (15 mL). Em seguida 1 mL (MM5) e 

100 µL (MM50) foram transferidos para frasco de amostrador automático (vial) com 

capacidade de 1,5 mL (com tampa rosqueada com septo de teflon) que continha 20 µL de uma 

solução de padrão interno α-HCH a 0,985 µg mL-1, o qual foi armazenado em refrigerador até 

a sua injeção no cromatógrafo a gás com detector de captura de elétrons. 

 

 

3.16 Determinação da concentração de diurom e sulfato de endossulfam retida na 

célula bacteriana 

 

No último dia de incubação das amostras (T=394h) centrifigou-se 10 mL do meio por 15 

minutos, descartando em seguida o sobrenadante. Adicionou-se 2 mL do solvente orgânico 

acetato de etila, em seguida  os tubos foram homogeneizados em vórtex por 1 minuto em 

velocidade média. Após total separação das fases transferiu-se 1 mL da fração orgânica para 

um vial acrescido de 25 µL do padrão interno α-HCH (98,5 µg mL-1). 

 

 

3.17 Crescimento de Bacillus cereus em diferentes concentrações de dextrose  

 

Para a definição das concentrações de pesticidas a serem testadas no processo de 

degradação, próxima etapa, foram feitas análises dos dados de crescimento bacteriano em meio 

mínimo contendo diferentes concentrações de dextrose (5, 50, 100 e 1000 µg.mL-1) como 

única fonte de carbono e, posteriormente, realizadas leituras em D.O. (densidade óptica) a 

600nm, nos intervalo de tempo de 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas. O critério para a escolha deste 

carboidrato foi baseado nos testes bioquímicos, sendo que B. cereus teve um crescimento mais 

evidente em meio contendo dextrose. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

 

4.1 Granulometria e análises química e física do solo  

 

Os dados da composição granulométrica (Tabela 7) mostram predomínio da fração areia 

em ambos horizontes. Os teores de argila variaram de 316 (Ap) a 450 (A/B) dag kg-1 e os de 

silte de 26 (A/B) a 60 (Ap) dag kg-1.  

Ainda com relação à granulometria, no perfil estudado ocorreu aumento do teor de argila 

em profundidade com redução da areia, conforme já constatado por Dores et al. (2005) e 

corroborando com o que disse Araujo (2004), que a argila tende a aumentar, em profundidade. 

Esta variação leva à maior retenção de água resultando, no aumento da probabilidade de 

retenção de poluentes.           

Os agregados e suas argilas influenciam a interação das enzimas com seus substratos 

(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Quando consideramos a partícula de solo como hábitat de 

microrganismos é importante considerar sua natureza (Figura 18, modificada de ATLAS; 

BARTHA, 1987). Colóides de argila diferem significativamente em suas propriedades físicas e 

químicas, sendo assim, estas diferenças influenciam quali e quantitativamente na comunidade 

microbiana, que podem ocupar um hábitat particular no solo (ATLAS; BARTHA, 1987).  

  

Figura 18  Esquema da visualização de microrganismos em um agregado de solo típico. 

Modificada de ATLAS; BARTHA, 1987 

Bactérias 

Actinomicetos 

Hifas 
(fungos) 
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Embora os horizontes Ap e AB difiram em suas variáveis físicas e químicas (argila, silte, 

areia, C orgânico), com relação ao substrato biológico, ou a litologia, o solo é formado por 

material argilo-arenoso e por crostas ferruginosas. Essas características propiciam o 

desenvolvimento de microbiota específica definida pelas condições ambientais registradas. A 

textura dos solos é uma importante propriedade na ecologia dos microrganismos; maiores 

teores de argila ou areia determinam a área superficial disponível para a colonização e 

multiplicação da microbiota. Solos argilosos possuem maior área superficial que solos 

arenosos (ATLAS; BARTHA, 1987).  

Alguns latossolos apresentam agregados muito estáveis e a condutividade hidráulica, em 

muitos casos, é considerável. As propriedades do solo que afetam a sorção de pesticidas são 

variáveis e dependem também da composição específica do produto. Entretanto, a literatura 

indica a matéria orgânica como sendo a mais importante propriedade do solo que afeta a 

sorção de pesticidas (SPADOTTO, 2001). 

 

                                 Tabela 7 Propriedade granulométrica dos horizontes do solo e C orgânico. 

Horizonte Argila Silte Areia 
C orgânico 

(g.kg-1) 
Ap (0-30cm) 316 60 624 

11,8 
AB (30-38) 450 26 524 

7,8 
                Fonte: Dores et al. (2005) 

 

O equilíbrio dinâmico das populações nas comunidades microbianas dos solos também 

pode sofrer modificações influenciadas pelas interações benéficas e/ou antagônicas dos 

microrganismos, determinando a sua composição qualitativa e quantitativa (RAVERKAR; 

KONDE, 1988). 

No presente estudo, o pH dos horizontes Ap e AB apresentaram-se semelhantes, sendo 

4,63 e 4,99 respectivamente (Tabela 8). Segundo Kämpf (2000b), o pH pode influenciar tanto 

na disponibilidade de nutrientes quanto na biologia dos microrganismos do substrato. Além do 

pH, a capacidade de troca de cátions está diretamente relacionada à sua disponibilidade e à 

redução nas perdas por lixiviação (FERMINO, 1996). Essa característica, favorece a 

nitrificação realizada por nitrificadores heterotróficos, que ocorre em valores de pH menores 

que 4,0 e são mais tolerantes à acidez que os autotróficos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

A matéria orgânica foi alta para ambos os horizontes, 20,33% e 13,2%,
 correspondendo 

aos horizontes Ap e AB, respectivamente, uma vez que que 5% já é considerado um bom 

padrão, conforme Vargas e Hungria (1997). Ávila-Neto (2007) e Scatena (2007) em estudos 



 78 

desenvolvidos em região agrícola próxima a deste trabalho também encontraram elevado teor 

de matéria orgânica e de carbono orgânico, justificados pelo tipo de manejo do solo. 

A origem do material húmico envolve predominantemente degradação microbiana de 

polímeros orgânicos a constituintes monoméricos, como o fenol, quinose, aminoácido e 

açúcares; e sua subseqüente polimerização pelas reações químicas espontânea, autoxidação e 

oxidação catalisada pelas enzimas como a laccase, polifenoloxidase e peroxidase (ATLAS; 

BARTHA, 1987). 

Os microrganismos também apresentam uma distribuição de cargas eletronegativas em 

torno de suas células devido, principalmente, aos grupos COO- de macromoléculas da parede 

celular e/ou cápsula. Nesta condição, os microrganismos podem interagir diretamente com as 

micelas coloidais do solo através de adsorção. Neste processo inclui mecanismos de troca 

iônica, protonação e principalmente formação de pontes de hidrogênio. Além disso, alguns 

cátions divalentes, tais como Mn2+, Ca2+, Mg2+, Fe2+ podem atuar como verdadeiras pontes 

divalentes nos processos de adsorção dos microrganismos e partículas coloidais do solo 

(Figura 19). 

 

 

Figura 19  Esquema dos horizontes Ap e AB na área de estudo com detalhes de algumas 

características físicas, químicas e biológicas registradas. 
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As partículas do solo variam bastante com relação a sua área superficial específica. Essas 

superfícies variam também em propriedades como a capacidade de troca de cátions e o tipo 

dominante de carga (+, - ou neutro) importantes em sua interação com microrganismos. Estes, 

por sua vez, têm propriedades superficiais específicas relacionadas ao tipo de carga dominante, 

à natureza dos compostos orgânicos excretados e à existência de grupos ionogênicos da 

superfície celular que determinam o tipo de ligação com as partículas (MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2006). 

 

Tabela 8  Propriedades Física e química dos horizontes AP e AB. 

cmol/dcm3 

Hz pH Al H+Al Ca+Mg Ca Mg K P MO 

 CaCl2         

  cmolc/kg MG dm3 % 

Ap 4,63 0,8 1,19 3,1 2,5 0,6 1,93 5,46 20,33 

AB 4,99 0,12 0,35 3,7 2,6 1,1 4,82 4,16 13,2 

 

Constatou-se maior teor de fósforo no primeiro horizonte (Ap) 5,46 mg dm3 contra 4,16 

mg dm3 no segundo (AB). Conforme Raij (1981), os teores de fósforo nos solos tropicais são 

muito reduzidos, e seu acúmulo, principalmente, nas camadas superficiais do sistema plantio 

direto, explica-se pela baixa mobilidade e solubilidade de seus compostos, principalmente em 

solos de natureza ácida que contenham altos teores de argila. Mas, de acordo com Sá (1993) e 

Muzilli (1981, 1985), o acúmulo superficial de fósforo estaria estreitamente relacionado com a 

presença de material orgânico na superfície.  

O acúmulo de P na superfície do solo é decorrente da decomposição dos resíduos de 

plantas, diminuição da fixação em função do seu menor contato com os constituintes 

inorgânicos do solo e de aplicações anuais de fertilizantes fosfatados, de acordo com Moraes 

(1993). O conteúdo e o fluxo de P por meio da biomassa microbiana desempenham importante 

papel como reservatório de P, podendo atingir valores equivalentes ou, às vezes, superiores à 

absorção desse nutriente pelas plantas (BROOKES et al., 1984; SINGH et al., 1989 apud 

CARNEIRO et al., 2004).  

Também devemos considerar que nos Latossolos, grande parte dos fosfatos presentes não 

são móveis e sim fixados, ou seja, tornam-se não assimiláveis pelos vegetais (FREGONEZI, 

2008). Este comportamento já havia sido relatado anteriormente por Carneiro et al (2004), ao 

estudarem a assimilação de P pela biomassa microbiana em uma área de Latossolo Vermelho-
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Amarelo argiloso, no Distrito Federal. Estes mesmos autores registram uma variação da 

concentração de P no solo de 0,9 a 22,4 mg kg-1 e na biomassa microbiana a variação foi de 2 a 

20 µg g-1. Além dos fatores já mencionados, deve-se considerar que este tipo de solo é 

originado a partir de rochas pobres neste elemento (FREGONEZI, 2008). 

Os teores de cálcio (Ca2+) e magnésio (Mg2+) foram considerados baixos (< 3,0 e 

< 3 cmolc dm-3, respectivamente) e, dessa forma, considerando Araujo et al. (2004), restritivos 

à nutrição mineral de plantas. A acidez na quase totalidade dos solos varia entre forte a 

moderada com os teores de Al3+, onde os teores de cátions como Ca2+, Mg2+ e K+ são 

reduzidos, aumentando o distrofismo dos solos e induz limitações ao desenvolvimento da 

maioria das culturas (SMYTH, 1996). 

A importância dos microrganismos está relacionada com o efeito adesivo de 

polissacarídeos extracelulares provindos de hifas e de bactérias, que diminuem a destruição de 

agregados por aumentar sua resistência ao umedecimento (GUGGENBERGER et al., 1999), 

ou de “colas” provenientes de resíduos orgânicos adsorvidos à fração argila (HART et al., 

1988, apud DEGENs et al., 1994). 

As enzimas extracelulares, secretadas pela biomassa do solo, têm como principais 

funções: solubilizar ou metabolizar substratos externos à célula; produzir nutrientes 

necessários aos microrganismos; detoxificar contaminantes ambientais; e, modificar o micro 

nicho, com o objetivo de aumentar a probabilidade de sobrevivência da célula. Por isso, a 

estabilidade da enzima é importante, e geralmente ela ocorre através da ligação com partículas 

do solo. Tate (1995) descreveu que grande parte da atividade enzimática resultou de enzimas 

ligadas ou adsorvidas na matéria orgânica e a uma condição ótima de temperatura, pH e 

equilíbrio iônico. 

Nos agroecossistemas, o preparo e o cultivo do solo influenciam as populações da 

comunidade microbiana, principalmente devido alterações na aeração e na disponibilidade de 

nutrientes no solo. A calagem e a adubação são técnicas alternativas utilizadas para corrigir a 

elevada acidez e a baixa fertilidade dos solos de cerrados. Entretanto, as alterações do pH e da 

disponibilidade de nutrientes podem influenciar a comunidade microbiana de maneira direta 

através da atuação sobre processos microbianos, fisiológicos e bioquímicos específicos, ou, 

indiretamente através da disponibilidade de nutrientes e da neutralização de elementos tóxicos 

(KAMEL et al., 1989). 
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4.2 Concentrações de sulfato de endossulfam e de diurom inicial no solo 

 

Não se detectou a presença do diurom nos horizontes estudados, apenas do sulfato de 

endossulfam (Tabela 9), diferentemente dos registrados por outros autores em estudos 

anteriores conduzidos na mesma área de estudo. 

 

   Tabela 9  Concentrações iniciais de s. de endossulfam e diurom no solo. 
Horizonte Diurom Sulfato de endossulfam 

Ap - 60,7 µg Kg-1 

AB - 12,28 µg Kg-1 

 

 

4.3 Crescimento microbiano nos meios CPS e MM + contaminante 

 

Como ocorre com qualquer meio de cultura, existe um grau de seletividade para um ou 

outro grupo de microrganismo, pois não detêem de fontes energéticas/nutricionais adequadas 

ao crescimento de todos os grupos microbianos presentes no ambiente. O maior crescimento 

microbiano foi observado nos tratamentos-controle (sem contaminação por pesticida), 

variando de 1,32x105 a 4,3x105 UFCs. O horizonte AB é mais pobre em matéria orgânica 

(13,2%), justificando a menor abundância e crescimento registrados. Neste horizonte, o MM 

evidenciou um crescimento microbiano discreto (Figura 20), inferior ao Ap (20,33% de 

matéria orgânica), como esperado. Sabe-se que pesticidas lixiviados para a camada sub-

superficial do solo estão sujeitos à degradação mais lenta em relação à camada superior 

(FOMSGAARD, 1995). 

Registrou-se um menor crescimento no meio MM, tanto para o horizonte Ap quanto para 

o AB, uma vez que sua composição possuía uma única fonte de carbono. Demoling et al. 

(2007) observaram que, na maioria dos 28 solos testados, a baixa concentração de carbono 

limitou o crescimento bacteriano, sendo que sua taxa aumentou de 1,5 a 2 vezes quando 

acrescida glicose como fonte extra de carbono. 

Moreira e Siqueira (2006) afirmaram que a atividade biológica do solo situa-se, de 

modo geral, na camada de 0 a 20 cm de profundidade, onde ocorre maior acumulação da 

matéria orgânica pela deposição de material vegetal, utilização de fertilizantes e outros 

insumos químicos em áreas agrícolas, além do efeito das raízes, corroborando com este estudo, 
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no qual o primeiro horizonte do solo (Ap) proporcionou melhor crescimento das colônias 

(UFCs) durante todo o tempo de leitura (0-144 horas).  

Como pode ser observado na figura 36, o meio CPS, por ser rico em fontes energéticas, 

propiciou um crescimento dos microrganismos edáficos mais elevado nos dois primeiros 

tempos de leituras, apresentando uma queda em seguida. Já no MM a dinâmica de crescimento 

manteve um comportamento mais homogêneo, embora tenha atingido um pico menos elevado.  

Em CPS (Figura 20) o crescimento exponencial foi menos acentuado do que em MM, 

embora tenha apresentado maior número de colônias de bactérias totais. Vieira e Nahas (2000) 

encontraram resultados semelhantes quando quantificaram bactérias totais dos meios TSA e 

Thorton, este último apresentando menor valor nutricional.  

 

Figura 20  Relação entre as médias de UFCs, meios de cultura e horizontes estudados. 

 

Conforme esperado, o solo controle (sem adição do diurom/sulfato de endossulfam) 

propiciou um melhor crescimento, totalizando assim, um maior número de colônias 

microbianas nesse tratamento. O número de UFCs, quando cultivados em CPS foi superior no 

solo contaminado com o pesticida diurom, quando comparado com o solo tratado com o 

sulfato de endossulfam não tendo havido diferença significativa quando aplicado o teste de 

Kruskal Wallis (Tabela 10). 
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O crescimento microbiano em MM em presença do sulfato de endossulfam foi inferior 

àquele obtido no MM suplementado com diurom em ambos horizontes (Figura 20) sem, 

contudo, haver uma diferença significativa (Tabela 10).  Prado e Airoldi (2001) também 

verificaram influência negativa na atividade microbiana de Latossolo Vermelho na presença do 

herbicida diurom, tanto em concentrações elevadas (66,67 µg mL-1) quanto em concentrações 

mais baixas (1,67 µg mL-1). 

O número de UFCs obtido em CPS a partir da amostra do solo contaminado com sulfato 

de endossulfam foi próximo àquele registrado no controle do MM, indicando uma possível 

influência negativa deste metabólito sobre o crescimento microbiano. Além da molécula 

original, os metabólitos ou produtos de degradação dos agrotóxicos devem ser considerados no 

monitoramento. O comportamento ambiental e a toxicidade e ecotoxicidade dos produtos de 

degradação do agrotóxico podem diferir enormemente da molécula-mãe. Alguns produtos de 

degradação podem ser mais tóxicos que o ingrediente-ativo original, como é o caso do sulfato 

de endossulfam, metabólito do princípio ativo endossulfam (SPADOTTO et al. 2004).  

Com relação à influência dos pesticidas no crescimento microbiano do solo, no MM, eles 

diferiram apenas do controle no primeiro horizonte. Já no CPS essa diferença foi observada 

apenas no segundo horizonte, não havendo, no entanto, diferença significativa entre diurom e 

sulfato de endossulfam (Tabela 10).  

 

 

 

 

    Meio de Cultura 
  UFCs UFCs 

Tratamento Hz MM CPS 
Ap 53041 Aa* 7962000 Aa 

Diurom A/B 19148 Ba 20847 Ba 
Ap 62537 Aa* 195400 Aa Sulfato de 

endossulfan A/B 25861 Ba 27833 Ba 
Ap 162000 Ab* 196500 Aa 

Controle A/B 32185 Ba 88639 Bb 
 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula não apresentam diferença significativa entre os horizontes a 5% pelo teste de Kruskal-Wallis 

Médias seguidas de mesma letra minúscula não apresentam diferença significativa entre os tratamentos a 5% pelo teste de Kruskal-Wallis 

Médias seguidas de asterisco (*) não apresentam diferença significativa entre os meios de culturas a 5% pelo teste de Kruskal-Wallis. 

 
 

Controle  
Diurom 
Sulfato de endossulfam 

Tabela 10 Teste estatístico de Kruskal-Wallis de 

comparação de médias entre meio de cultura, horizonte e 

pesticida. 
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O atraso e a redução na atividade microbiana total edáfica afetam a decomposição dos 

resíduos da agricultura e matéria orgânica do solo que é uma contribuição essencial para o 

processo dos ciclos de nutrientes. Em geral, pesticidas que têm efeitos tóxicos na atividade 

microbiana edáfica, como o diurom, aumentam a possibilidade de consequências adversas, em 

longo prazo, na fertilidade do solo (MOORMAN, 1989; BROMILOW et al., 1996). 

Entretanto, deve-se destacar que neste trabalho o crescimento microbiano em presença do 

diurom, foi, em geral, superior ao do sulfato de endossulfam. 

Cabe destacar que o eventual desconhecimento da distribuição dos dados reforçou a 

necessidade e a importância da análise dos resultados desta pesquisa empregando o teste de 

Kruskal Wallis que mostrou diferenças significativas (5% de significância) de médias de UFCs 

no crescimento microbiano entre os meios de cultura (MM e CPS) no horizonte Ap, o que já 

era esperado em face a diferença de nutrientes dos meios, bem como evidenciou diferença não 

significativa no segundo horizonte (AB) no três tempos de incubação do solo (Figura 21). 

 

 

Figura 21  Média de UFCs nos meios de cultura, nos horizontes Ap e AB nos tempos de 

incubação do solo T0, T8 e T64.  

 

Com relação aos diferentes tempos de incubação e diferentes contaminantes (diurom e 

sulfato de endossulfam) e o controle, no T0 e no T64, não houve diferença significativa entre 

os meios de culturas utilizados. Todavia, em T8 registrou-se diferença entre os tratamentos 

contaminados e o controle no MM. Os meios de cultura não diferiram entre si nos tempos T0 e 

T8, apresentando diferença apenas no T64 para o MM (Tabela 11). 

 

 

 

T0                                                          T8                                                        T64 
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    Tempo de incubação (Dias) 
  UFCs UFCs UFCs 

Tratamento MC T0 T8 T64 
MM 48889 Aa 48028 Aa 11367 Ab* 

Diurom CPS 52139 Aa 82222 Aa 25917 Ab* 
MM 75306 Aa 46889 Aa 10403 Ab* Sulfato de 

endosulfan CPS 77722 Aa 70667 Aa 22250 Ab 
MM 119000 Aa 149300 Ba 22972 Ab* 

Controle CPS 60583 Aab 174100 Aa 39306 Ab 
 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula não apresentam diferença significativa entre os tratamentos a 5% pelo teste de Kruskal-Wallis 

Médias seguidas de mesma letra minúscula não apresentam diferença significativa entre os tempos de incubação a 5% pelo teste de Kruskal-

Wallis; Médias seguidas de asterisco (*) não apresentam diferença significativa entre os meios de culturas a 5% pelo teste de Kruskal-Wallis. 

 

Ambos os valores (maior e menor) de crescimento em MM registrados foram obtidos nas 

amostras do horizonte Ap e AB respectivamente, sem contaminação in vitro (controle), 

independente do tempo de incubação, diferindo apenas em sua ordem de grandeza, mais 

elevada em T64. Diferentemente do MM, no meio CPS não foi observado um padrão de 

crescimento microbiano tendo os menores e os maiores valores variado entre o tempo de 

incubação e os tratamentos (Tabelas 12 e 13). 

 

 

  

 

 

 

 

 

Estes resultados não surpreendem, pois diferentes condições de crescimento permitem 

respostas distintas de contagem, como observado no presente estudo. As diferentes condições 

de cultivo empregadas para quantificar o número de bactérias do solo devem-se ao fato de 

haver uma elevada diversidade microbiana, sendo praticamente impossível propiciar o 

crescimento de todos os microrganismos em uma única situação de cultivo (KENNEDY; 

GEWIN, 1997).  

 Meio Hz  Trat.  T0 T8 T64 

MM Ap C 1,4x105  1,3x104 2,6x105 

CPS Ap C - 1,9x106 4,3x105 

CPS Ap D 8,1x105 -  -  
Trat.=tratamento 

Meio  Hz  Trat.  T0 T8 T64 

MM AB C 3,3x10 0,33x10 1x103 

CPS AB C 2,4x104 - - 

CPS AB S - 4x104 - 

CPS AB D  - -  4x104 
Trat.=tratamento 

 

Tabela 12  Maiores valores obtidos do crescimento 
microbiano (UFCs). 

Tabela 13  Menores valores obtidos do crescimento 
microbiano (UFCs). 

Tabela 11 Teste estatístico de Kruskal-Wallis de comparação de médias 

de UFCs entre o tempo de incubação, meio de cultura e contaminantes 

(diurom e sulfato de endossulfam). 
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Há relatos de efeitos inibitórios sobre microrganismos em meio de cultura acrescido do 

pesticida glifosato (QUINN et al., 1988; GORLACH-LIRA et al., 1997), havendo também 

casos de estímulo ao crescimento microbiano heterotrófico (ROSLYCKY, 1982). Pampulha et 

al (2007) observaram que ao contaminar um solo com o herbicida  glifosato-amônia, a 

atividade microbiana foi severamente inibida, e concluíram que a utilização deste no campo 

pode possibilitar efeitos deletérios nos microrganismos e em suas atividades. A toxicicidade 

exercida pelo glifosato pode alterar a estrutura da comunidade microbiana e ocasionar uma 

perda na sua diversidade.  

 Analisando o crescimento microbiano com relação ao tempo de incubação, T0 foi igual 

ao T8 em quase todos os tratamentos, diferindo ambos na tendência da curva do T64 (Figura 

22), ou seja, um modelo quadrático nos dois primeiros tempos e linear no T64. 

Contrariamente, no meio CPS-controle o tempo de incubação T0 foi significativamente igual 

ao T8 e T64, estes últimos diferindo apenas entre si. 

  
Figura 22   Relação entre número de UFCs, tempo de incubação do solo e tempo de leitura (contagem). 

 

Em todos os tratamentos observados com o MM, o tempo de incubação das amostras T0 

foi igual ao T8, diferindo apenas do T64. Já com relação aos horizontes em estudo, eles foram 

significativamente diferentes entre si, confirmando a influência dos nutrientes do solo para o 

crescimento de microrganismos edáficos. 

 Para o horizonte Ap nos tempos de incubação T0 e T8, entre o diurom e o sulfato de 

endossulfam não teve diferença significativa, ambos diferindo do controle. Entretanto, para o 
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horizonte AB nos tempos T0 e T8 não se detectou diferença significativa entre os tratamentos 

mencionados na Tabela 14. 

 

 

 

MM   Tempo de incubação (Dias) 
  UFCs UFCs UFCs 

Pesticida Hz 0 8 64 
Ap 59639 Aa* 104800 Aa* 34533 Bab* 

Diurom A/B 41389 Aab 25472 Aa 2750 Bab 
Ap 114900 Aa* 96667 Aa* 29694 Bab* Sulfato de 

endosulfan A/B 38139 Aa 20889 Aa 2958 Bab 
Ap 159200 Ab* 272400 Ab* 58250 Bb* 

Controle A/B 20417 Ab 51028 Aa 4028 Ba 
 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula não apresentam diferença significativa entre os tempos de incubação a 5% pelo teste de Kruskal-

Wallis; Médias seguidas de mesma letra minúscula não apresentam diferença significativa entre os tratamentos a 5% pelo teste de Kruskal-Wallis 

Médias seguidas de asterisco (*) não apresentam diferença significativa entre os horizontes a 5% pelo teste de Kruskal-Wallis. 

 

 

A contagem de UFCs diferiu ao longo do tempo de leitura entre os tratamentos como 

pode ser observado na Tabela 15, sendo que médias seguidas de mesma letra não difere entre 

si pelo teste de Kruskal-Wallis a 5%, mostrando a importância de leituras mais rigorosas e em 

tempo superior ao comumente descrito em literatura, ou seja, máxima de 72 horas (BARROTI; 

NAHAS, 2000).  

 

 

 

    Tempo de leitura (Horas) 
  UFCs UFCs UFCs UFCs UFCs UFCs 

Pesticida MC 24 48 72 96 120 144 

MM 7622 Ba* 66167 Aa* 54000 Aa 37778 Aa 26167 Aa 24833 ABa 
Diurom CPS 115700 Aa 115600 Aa 39389 Aba 27667 Ba 11278 Ca 10944 Ca  

MM 48056 Aab* 78444 Aa* 42722 Aab 55528 Aab 22722 Aa 17722 Aa Sulf. 
Endosulfan CPS 105300 Aab 129900 Aab 42667 Ba 28000 Ba 16611 Ca 18833 Ca 

MM 11778 Ab* 150100 Ba* 151400 Bb 159800 Bb 72722 Bb 36778 AB 

Controle CPS 234500 Ab 90611 ABb 90611 Bb 142800 BCb 35222 CDb 7944 Db 
 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula não apresentam diferença significativa entre os tempos de leitura a 5% pelo teste de Kruskal-Wallis; 

Médias seguidas de mesma letra minúscula não apresentam diferença significativa entre os tratamentos a 5% pelo teste de Kruskal-Wallis 

Médias seguidas de asterisco (*) não apresentam diferença significativa entre os meios de cultura a 5% pelo teste de Kruskal-Wallis. 

 

Tabela 14  Teste estatístico de Kruskal-Wallis de comparação de médias de UFCs entre o tempo 

de incubação, horizonte do solo e contaminantes (diurom e sulfato de endossulfam). 

   Tabela 15   Teste estatístico de Kruskal-Wallis de comparação de médias de UFCs entre o tempo de leitura,       

               meio de cultura e contaminantes (diurom e sulfato de endossulfam). 
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Nas quatro diluições empregadas, observou-se um padrão de crescimento de colônias, 

sendo maior número de UFCs nas menores diluições (10-3 e 10-4) e menor número de UFCs 

nas maiores (10-5 e 10-6), como registrado nas Figuras 23 e 24. 

 

 

 

Vieira e Nahas (2000), ao quantificarem bactérias totais e esporuladas do solo utilizando 

diferentes meios, observaram que as contagens no meio de TSA foram superiores 1,3 a 1,6 

Figura 23 (A-D) Placas CPS com crescimento de 144 horas. 

- 3 

- 5 - 6 

AA  BB  

CC  DD  

- 4 

- 4 

Figura 24 (A-D) Placas MM com crescimento de 144 horas 

-3 

- 6 - 5 

AA  BB  

CC  DD  
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vezes às obtidas no meio de Thorton, quando se incubou as placas à temperatura de 30ºC e de 

1,3 a 3,2 vezes a 25ºC.  

A partir do Meio Mínimo isolou-se seis cepas (Figura 25) para testar a viabilidade em 

caldo J.E. suplementado com diurom ou sulfato de endossulfam, dependendo do tratamento, 

para posterior teste de degradação empregando a cepa que apresentou melhor crescimento em 

cada um dos meios. 

 

 

 

 

 

4.4 Identificação das bactérias por análise de ácidos graxos. 

 

As bactérias sintetizam uma grande variedade de ácidos graxos, e em geral, esses ácidos 

graxos são constantes para uma espécie em particular. Um sistema comercial foi desenvolvido 

para separar ácidos graxos celulares e os comparar a perfis de ácidos graxos de organismos 

conhecidos (TORTORA et al. 2005). 

Lançando-se mão desta tecnologia, encaminhou-se ao Laboratório de Biotecnologia e 

Biodiversidade para o Meio Ambiente, da Universidade Federal de Viçosa, para a 

identificação duas cepas, onde foi comparada a similaridade entre elas e as da biblioteca 

Sherlock Microbial Identification System (SASSER, 2006). A análise de ácidos graxos para 

1199  
  
  
  
2266  
  
  
  
5511  
  

5555  
  
  
  
6600  
  
  
  
6699  
  

Figura 25  Cepas isoladas do MM + contaminantes 
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identificação tem sido utilizada extensivamente para caracterizar comunidades bacterianas de 

solo (RITCHIE, et al., 2000). 

Empregou-se a técnica de indentificação bacteriana pela análise de ácidos graxos nas 

cepas isoladas 55 e 69. A cepa 55 apresentou como resultado cinco possibilidades de espécie, 

Staphylococcus-saprophyticus (IS=0,491), Staphylococcus-arlettae (IS=0,478), 

Staphylococcus-simulans (IS=0,452),  Staphylococcus-cohnii-cohnii (IS=0,400),  e 

Staphylococcus-aureus-aureus-GC subgroup A (IS=0,386). A cepa 69 foi identificada como 

Bacillus-cereus-GC subgroup A com um índice de similaridade IS=0,527. O IS acima de 0,300 é 

considerado como indicativo de identificação. No caso de mais de uma opção, a identificação 

mais provável é a que apresenta maior IS.  

No entanto, a identificação precisa deve ser confirmada por algum teste (p. ex. 

bioquímico, arranjo, etc.) suficiente para discriminar entre as opções fornecidas.  

Na literatura vários estudos utilizaram os ácidos graxos para identificação de bactérias, 

tais como a diversidade de Pseudomonas sp. de raízes de canola em campo 

(MISKO;GERMIDA, 2002); bactérias isoladas de sementes, folhas e solo de beterraba 

(THOMPSON et al., 1993); de bactérias endofíticas de algodão e milho  e Acetobacter 

diazotrophicus endofítica de colmo de cana-de-açúcar (DONG et al., 1995).  

Ndowora et al. (1996) avaliaram a composição de ácidos graxos na distinção entre 

linhagens de Streptomyces patogênicos e antagônicos produtores de antibióticos, evidenciando 

o sucesso desta técnica. 

 

 

4.5 Análise morfo-tintorial, caracterização colonial e testes bioquímicos 

 

As características morfológicas têm auxiliado os taxonomistas na classificação de 

organismos nos últimos 200 anos (TORTORA et al., 2005).  

Um dos primeiros passos na identificação das bactérias é a coloração diferencial. A 

maioria das bactérias é gram-positiva ou gram-negativa. Essa coloração tem como base a 

composição química da parede celular e, portanto, não são úteis na identificação de bactérias 

sem parede celular ou das arqueobactérias que possuam paredes diferentes do padrão 

(DAHROUG, 2007). 

Todas as espécies isoladas eram Gram positiva, sendo quatro com forma de bastonetes 

(Figura 26 A, B, E e F) e duas cocos (Figura 26 C e D). 

 



 91 

 

 

Figura 26 (A) cepa 19, (B) cepa 26, (C) cepa 51, (D) cepa 55, (E) cepa 60 e (F) cepa 69. 

 

Algumas espécies bacterianas, em meio de cultura sólido, formam colônias. As 

características coloniais, são de extrema importância para a identificação das bactérias, uma 

vez que cada bactéria possui sua característica colonial peculiar. Destaca-se que em diferentes 

meios de cultura, a mesma bactéria pode se apresentar em colônias diversificadas. 

As estirpes isoladas foram caracterizadas colonialmente conforme Neder (1992), 

evidenciando uma riqueza consideravelmente alta, como pode se observar abaixo: 

Tamanhos: Grande; Média; Pequena. 

Formas: Circular; Irregular; Rizóide; Filamentosa; Puntiforme. 

Elevações: Côncava; Elevada; Ondulada; Protuberante; Achatada; Ondulada; Convexa. 

Bordos: Liso; Lacerado; Ondulado; Lobado; Filamentoso. 

Estrutura: Lisa; Granulosa; Filamentosa; Rugosa. 

Brilho: Transparente; Translúcida; Opaca. 

Cor: Incolor; Pigmentada (bege, branca, salmão, amarela, laranjada). 

 

Embora mais recentemente os testes bioquímicos venham sendo substituídos pelos 

moleculares para uma certeza maior quanto à identificação taxonômica, em alguns laboratórios 

ainda não há esta possibilidade, restando, assim, ao uso de provas convencionais, clássicas, 

que ainda nos permitem chegar com certa segurança ao nível específico. Contudo, reconhece-

se a necessidade de mais testes moleculares para confirmação das espécies aqui apresentadas.  

A B C 

D E F 
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De acordo com o estudo de MANFIO (2003), o emprego de metodologias para 

caracterização molecular e métodos independentes-de-cultivo para o estudo de comunidades 

microbianas complexas no meio ambiente e para a caracterização da diversidade genética 

infra-específica foi identificado em apenas seis grupos de pesquisa no país, ainda em estágio 

de formação e consolidação de equipes. 

Como muitas vezes um determinado microrganismo possui um sistema enzimático 

específico, promovendo transformação bioquímica específica, as provas bioquímicas podem 

ser utilizadas na prática para a sua caracterização (HARDOIM et al., 2006). Assim, este tipo de 

método possibilita interpretar as transformações metabólicas ocorridas em algumas provas 

bioquímicas empregadas para identificação de bactérias.  

Embora mais recentemente os testes bioquímicos venham sendo substituídos pelos testes 

moleculares, para uma certeza maior quanto à identificação taxonômica, em alguns 

laboratórios ainda são utilizados para a identificação das cepas com certa segurança 

(HARDOIM et al., 2006).  

Os testes empregados permitiram a identificação de três cepas como pertencentes ao 

gênero Bacillus de acordo com o esquema de identificação de MacFaddin (1980) que separa 

inicialmente as bactérias gram positivas pela forma e pela reação da catalase (+/-) além de 

outros testes como o requerimento de O2, que neste caso foi aeróbico ou facultativo 

confirmando o gênero. 

Os testes bioquímicos demonstraram prevalência de cepas catalase positiva e motilidade 

positiva. Todas as estirpes analisadas foram urease, malonato, DNAse e indol  negativas.  

Por definição, fermentação é um processo metabólico de óxido-redução que ocorre em 

meio anaeróbio. Nas provas bioquímicas, esse processo é detectado pela observação da 

mudança de cor por indicadores de pH como conseqüência da formação de produtos ácidos. A 

acidificação do meio de prova pode ocorrer através da degradação de carboidratos por vias 

diferentes que não a fermentação, ou pode haver em alguns meios componentes diferentes de 

carboidratos que resultem em produtos finais ácidos.  

Embora a maioria das bactérias que metabolizam carboidratos seja anaeróbia facultativa, 

a utilização pode nem sempre ocorrer em condições estritamente anaeróbias. As bactérias são 

diferenciadas pelo tipo de carboidrato que metabolizam e pelos tipos e quantidade de ácidos 

produzidos (TRABULSI et al.,1991).  

Os testes de fermentação tiveram resultados variados entre as diferentes cepas, 

percebendo-se uma maioria de glicose positivas e de xylose e lactose negativas (Tabela 16). 
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   Tabela 16  Resultados dos testes bioquímicos aplicados ás cepas isoladas. 

  19 26 51 55 60 69 

Gram + + + + + + 

Localiz. Esporos C C - - C C 

Motilidade + + - - + + 

Glicose + + + + + + 

Xilose - - + - - - 

Manitol + - - + + - 

Lactose - - + - - - 

Maltose - + + - - + 

Dextrose - - + + + + 

Crescimento 42°C + + - - + + 

Slime + - + + - - 

Hidrólise Amido - - - - + + 

CN 6%NaCl + - + - + + 

VP - - - - + - 

Urease + + + + + + 

Catalase + - + + + + 

Indol - - - - - - 

Citrato - + + + + + 

TSI (Sup/Fund) A/- A/- A/- A/- A/- A/A 

             (+) reação positiva; (-) reação negativa; (A) ácido 

 

Com esses testes foi possível identificar quatro cepas pertencentes ao gênero Bacillus. 

Sendo 19 Bacillus pumilus, 26 Bacillus sp., 60 Bacillus subtilis e 69 Bacillus cereus (Tabela 

17). As espécies do gênero Bacillus têm ampla distribuição no ar, na água e todos os demais 

ambientes. As espécies de Bacillus podem desenvolver-se a partir de uma variedade de nichos 

ecológicos (KONEMAN et al. 1999). 

 

                                Tabela 17  Espécies identificadas pelos testes bioquímcos.  

Cepa Espécie 

19 Bacillus pumilus 

26 Bacillus sp. 

51 Staphylococcus sp. 

55 Staphylococcus sp. 

60 Bacillus subtilis 

69 Bacillus cereus 
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4.6 Análises moleculares 

 

Para a extração do DNA, foram escolhidas as seis cepas (19, 26, 51, 55, 60 e 69) isoladas 

do MM+pesticida, para estudar na próxima etapa seu potencial de biodegradação.  A extração 

foi realizada com sucesso no Laboratório de Processos Biológicos (LPB) da USP/São Carlos 

(Figura 27). Todas as amostras obtiveram mais de 10.000 pares de bases indicado pelo 

marcador à esquerda.  

 

 

Figura 27  Extração do DNA das culturas isoladas em gel  

de Agarose a 1%. 

          *Pb: Pares de bases 

 

Na sequência, realizou-se a reação em cadeia de polimerase (PCR), a qual multiplicou as 

moléculas de DNA por mais de um bilhão de vezes, grandes quantidades de genes específicos 

foram fornecidas para as análises de seqüências do DNA (sequenciamento). O princípio desta 

técnica baseia-se no tratamento da molécula de DNA em diferentes temperaturas, em ciclos 

repetitivos de desnaturação do DNA alvo, anelamento dos iniciadores à molécula e posterior 

extensão dos iniciadores pela enzima DNA polimerase (PEPPER, 1996, MADINGAN, et al., 

1997, COSTA, 2001) em um aparelho chamado Termociclador. 

Para a reação do sequenciamento utilizou-se o mesmo primer da reação do PCR (27F e 

1100R). Obtendo-se 638 pb para a amostra 19, 746 pb para a 26, 752 pb para a 51, 290 pb para 

a 55, 645 pb para a 60 e 615 pb para a 69. A taxa de similaridade das sequências de fragmentos 

de DNA das bactérias com o banco de dados do NCBI é dada a seguir (Tabela 18): 
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M        19       26       51       55      69      60 



 95 

Tabela 18 Similaridade da sequência de DNA com o banco de dados NCBI 

Cepa Bactéria Similaridade (%) 

19 Bacillus pumilus 99 

26 Bacillus sp. 98 

51 - - 

55 - - 

60 Bacillus subtilis 99 

69 Bacillus cereus 100 

 

 

4.7 Escolha da cepa para o estudo de degradação em meio de cultura 

  

Por razões técnicas selecionou-se uma cepa (69 - Bacillus cereus) para estudo de 

biodegradação sendo a que apresentou melhor crescimento mediante ambos os tratamentos 

(MM+diurom e MM+sulfato de endossulfam), medido o crescimento em espectrofotômetro 

(DO 600) no intervalo de 0 a 144 horas. 

A utilização de cultura pura de linhagens bacterianas é importante para a elucidação do 

metabolismo microbiano, incluindo transporte para dentro da célula, liberação de enzimas 

extracelulares, ou ainda, os genes envolvidos na degradação (AISLABIE; LLOYD-JONES, 

1995). 

O estudo da degradação em laboratório pode representar um risco ao entendimento do 

processo metabólico, principalmente pelas condições ótimas de crescimento e pelo mínimo de 

interações ecológicas. Entretanto, o isolamento de cultura pura, pode servir como uma 

condição ideal de estudo para as bases genéticas e moleculares da degradação, como a 

atividade das enzimas degradadoras (ROQUE, 2000).  

 

 

   4.8 Teste de degradação 

 

4.8.1 Crescimento Bacillus cereus em diferentes concentrações de dextrose  

 

Diferentes concentrações de dextrose (5, 50, 100 e 1000 µg mL-1) foram testadas com B. 

cereus (Figura 28), e acompanhado o crescimento bacteriano por densidade óptica (600 nm) ao 

longo de 120 dias. Tendo os tratamentos, com exceção do 1000 µg mL-1, traçados de curvas 
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semelhantes.  Esse resultado serviu de base para a escolha das concentrações de pesticidas a 

serem empregados neste estudo de degradação, uma vez que grande parte da literatura utiliza 

diferentes concentrações para os ensaios de degradação (ROQUE; MELO, 2000; LOPEZ, et 

al., 2003;  LEE et al. 2006). 
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Figura 28 Crescimento de B. cereus em diferentes concentrações de dextrose (5, 50, 100 

e 1000 µg mL-1).   

 

Zhang et al. (2009), ao estudarem a dinâmica de crescimento de Rhodococcus sp. 

(monitorado pela absorbância de 600nm), acrescentaram ao meio mineral vários suplementos 

de carbono (dextrose, glicose, maltose, sacarose e amido solúvel) e nitrogênio (nitrato de 

sódio, nitrato de amônio e sulfato de amônio), 0,5 e 1,0 g L-1, respectivamente, para encontrar 

o efeito destes na degradação do p-nitrophenol (PNP). Rhodococcus sp. degradou 100 µg mL-1 

de PNP em 12 horas. Concomitantemente, incrementou sua biomassa, de 0,051 unidades de 

DO a 0,348 unidades de DO. Comparado com o controle, o meio com glicose (1 g L-1) 

apresentou o maior incremento de biomassa (0,645 unidades DO).  

Diferentes concentrações de dextrose usadas por Zhang et al. (2009) reduziram o tempo 

requerido para a degradação completa do PNP por Rhodococcus sp., acelerando a taxa do seu 

metabolismo. 
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4.8.2 Degradação do diurom por Bacillus cereus. 

 

O crescimento microbiano é influenciado diretamente por fatores ambientais (físicos, 

químicos e ou biológicos). E se traduz em manifestações fisiológicas como a capacidade de 

mobilizar enzimas e outros fatores que permitem a sua sobrevivência. 

Neste estudo, a cinética de crescimento da bactéria mostrou melhor resultado quando a 

linhagem de Bacillus cereus foi cultivada na maior concentração do pesticida (50 µg mL-1). 

Esse resultado sugere que há um estímulo para produção enzimática nas maiores 

concentrações, semelhante ao obtido por Zhang et al. (2009) ao submeterem  Rhodococcus sp. 

a diversas concentrações de diferentes suplementos.  

O crescimento de Bacillus cereus no meio menos concentrado (5 µg mL-1) observado na 

Tabela  19, mostrou-se baixo quando comparado com outros estudos (KUMAR et al, 2007; 

LEE et al., 2006). Mostrando, talvez, a necessidade de um terceiro tratamento (diurom+outra 

fonte de carbono) elevando, assim, a disponibilidade de fontes de carbono, ou ainda, 

aumentando a concentração a ser utilizada, conforme evidenciado no tratamento 50 µg mL-1 

(Tabela 20).  

Em ambos os tratamentos observou-se um crescimento exponencial bem acentuado até 

48 horas e um decréscimo a partir de 144 horas. Nas Figuras 30 e 31 observa-se uma mesma 

tendência no comportamento da curva embora em intensidades diversas. Bazot et al. (2007) 

observaram o contrário, um atraso no crescimento (DO a 600 nm) de Arthrobacter sp. em meio 

contendo diurom (20 µg mL-1) e o atribuíram a  sua toxicicidade. Entretanto, Delfitia 

acidovorans foi menos afetada quando testada nas mesmas condições anteriores. Estes autores 

encontraram um crescimento (DO a 600 nm) significante de Pseudomonas sp. em meio 

suplementado com os pesticidas glifosato (80 µg mL-1) e diurom (20 µg mL-1), revelando que 

essa mistura estimulou significativamente o crescimento das células comparado com o meio 

livre de herbicida. 

Cabe destacar que o crescimento evidenciado não esteve relacionado com o consumo 

equivalente de pesticida, cuja concentração foi de aproximadamente 5 µg mL-1 nos primeiros 

intervalos de tempo. A análise microscópica das células evidenciou uma elevada presença de 

endósporos (Figura 29) que nos permite inferir que essas bactérias devem possuir reserva 

nutricional suficiente para mantê-las neste período, viabilizando sua sobrevivência. 
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Figura 29  Presença acentuada de endósporos em Bacillus cereus. 

 

 

Estudos de dinâmica de crescimento bacteriano com outras espécies e/ou substâncias têm 

sido conduzidos por diferentes autores. Lenz e Marchessault (2005) relatam que um poliéster 

natural foi descoberto por Maurice Lemoigne, na década de 20, enquanto tentava descobrir a 

causa da acidificação de uma suspensão aquosa contendo Bacillus megaterium. Este poliéster é 

sintetizado por alguns microrganismos como reserva de carbono e energia, o que aumenta a 

chance de sobrevivência dos microrganismos em um ambiente com escassez de nutrientes 

(LOPEZ et al., 1997).  

Mccool et al. (1996) ao estudarem a dinâmica de crescimento de Bacillus megaterium em 

meio mínimo e meio rico pela análise dos grânulos, verificaram, que durante a fase lag ou de 

adaptação, os corpos de inclusão diminuíam rapidamente em tamanho e número por células, 

possivelmente por elas estarem utilizando essa reserva como fonte de energia para adaptar-se 

melhor ao novo meio, como se suspeita que tenha ocorrido neste estudo. 

Os resultados deste estudo de biodegradação do diurom pela espécie Bacillus cereus 

isolada do solo agrícola em estudo são apresentados nas Tabelas 19 e 20.  A degradação do 

herbicida diurom foi maior no ensaio de concentração 50 µg mL-1 (Figura 31) quando 

comparado com o de 5 µg mL-1 e com o controle (Figura 30), apresentando uma degradação de 

aproximadamente 54%, no meio mais concentrado, contra 47,9% no menos concentrado. 

Para que ocorra a degradação por bactérias do solo é necessário que enzimas 

intracelulares e principalmente extracelulares estejam envolvidas. Essas enzimas precisam de 

uma condição ótima que favoreça a reação enzimática (ROQUE, 2000). 
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Tabela 19  Crescimento (DO 600) de Bacillus cereus em MM (5 µg mL-1) de diurom e sua 

degradação em 394 horas. 

  0h 12h 24h 48h 72h 96h 144h 192h 226h 394h 

DO (nm) 0,008 0,012 0,030 0,037 0,038 0,041 0,043 0,037 0,026 0,021 

DO (nm) cont 0,007 0,009 0,007 0,008 0,008 0,009 0,010 0,010 0,010 0,011 

D.P. DO 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 

[diurom] 5,622 5,571 5,517 5,446 4,941 4,682 3,724 2,928 2,547 2,378 

[diurom] cont 5,232 5,774 5,299 5,153 5,186 5,117 5,108 5,660 5,122 5,122 

D.P. [diurom] 0,444 0,258 0,394 0,382 0,747 0,687 0,228 0,203 0,706 0,378 

DO = densidade óptica 
Nm = nanômetro 
[diurom] = meio mínimo suplementado com 5 µg mL-1 - concentração de diurom ao longo do tempo  
D.P. = desvio padrão 
cont. = controle 
 

 

Tabela 20  Crescimento (DO 600) de Bacillus cereus em MM (50 µgmL-1) de diurom e sua 

degradação em 394 horas. 

  0h 12h 24h 48h 72h 96h 144h 192h 226h 394h 

DO (nm) 0,013 0,020 0,057 0,080 0,087 0,087 0,087 0,079 0,059 0,039 

DO (nm) cont 0,012 0,013 0,015 0,017 0,015 0,016 0,017 0,015 0,016 0,015 

[diurom]  49,895 48,146 42,630 41,276 40,342 29,290 26,129 22,971 15,696 15,176 

[diurom] cont. 51,087 50,893 49,010 50,410 51,384 50,661 49,912 49,411 50,148 50,148 

D.P. DO 0,002 0,001 0,002 0,002 0,002 0,001 0,002 0,004 0,002 0,001 

D.P. [diurom] 1,415 1,776 1,477 1,226 0,782 0,659 0,926 0,575 0,836 1,171 

DO = densidade óptica 
Nm = nanômetro 
[diurom] = meio mínimo suplementado com 50 µg mL-1 - concentração de diurom ao longo do tempo  
D.P. = desvio padrão 
cont. = controle 

 

 

A biodegradação do diurom e a avaliação do crescimento para o fungo Rhizoctonia 

solani foi obtida por Vroumsia et al. (1996). Os autores observaram que o tempo de 

estabilização do crescimento foi de 120 horas, semelhante ao encontrado no trabalho de Roque 

e Melo (2000) para as linhagens bacterianas EMBRAPA-CNPMA D11-9, D12-12, D12-14, 

D12-18 e D16-12. A presença de uma fonte de carbono mais facilmente disponível, não 

alterou a fase inicial de crescimento. 

Lópes et al. (2005) estudaram o potencial de degradação da atrazina por Pseudomonas 

pseudoalcaligenes; do lindano, simazina e dimetoato por Bacillus sp.; a capacidade de 
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Micrococcus luteus foi testada em meio com methylparathion e  a biodegradação do herbicida 

simazine foi testada com Exiguobacterium aurantiacum.  

 

Figura 30  Crescimento de Bacillus cereus em MM (5 µg mL-1) de diurom e sua degradação 

em 394 horas. 

 

Figura 31  Crescimento de Bacillus cereus em MM (50 µg mL-1) de diurom e sua degradação 

em 394 horas. 
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O papel dos microrganismos na acumulação de pesticidas não é totalmente conhecido. 

Alguns microrganismos têm sido descritos com capacidade de acumular concentrações altas de 

inseticidas. Por exemplo, três espécies, sendo uma de fungo e duas de bactérias diferiram 

marcadamente na habilidade para bioconcentrar DDT e dieldrim de água destilada. Depois de 

4 horas de incubação o fungo acumulou 83% do DDT e 75% do dieldrim (CHACKO et al., 

1967). 

Neste trabalho, como em relatos na literatura, parte do pesticida estudado ficou retida nas 

células bacterianas, comprovado por este estudo ou ainda, pode ter havido transporte passivo 

do pesticida para dentro da célula. Todavia, cabe ressaltar que a diferença entre a degradação 

aparente do pesticida e a sua degradação real é o valor da concentração retida pelas bactérias 

presentes em 10 mL de meio após a extração com o acetato de etila (Tabela 21). 

 

 

   

 

Cepa [Diurom] (µg 10mL-1) 
5I 0,698 
5II 0,401 
Média [5] 0,549 
D.P.[5] 0,210 
50I 8,986 
50II 6,471 
Média [50] 7,729 
DP[50] 1,779 

 

 

 

 

 

 

 

Johnson e Kennedy (1973) observaram que a acumulação do DDT e do metoxicloro por 

células autoclavadas de Aerobacter aerogenes foi maior que por células vivas da bactéria. Eles 

sugeriram que a polaridade molecular e a solubilidade lipídica influenciam na acumulação de 

inseticidas em células de A. aerogenes. Uma conclusão similar foi descrita em estudos com A. 

aerogenes, B. subtilis, e Saccharomyces cerevisiae, onde a capacidade de acumulação nos 

organismos aumentava depois de fervidos (JONES et al., 1963; WARE et al., 1970). 

5I -1a réplica do MM suplementado com 5 µg mL-1 

5II - 2a réplica do MM suplementado com 5 µg mL-1 

D.P.- Desvio padrão das réplicas 

50I - 1a réplica do MM suplementado com 50 µg mL-1 

Tabela 21  Concentrações de diurom retida nas células de B. cereus (em 10 mL de 

meio), registradas em replicatas de MM, suas médias se desvios padrões. 
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Foi reportado em vários estudos que não apenas células microbianas vivas, mas células 

autoclavadas mostraram capacidade de acumular (uptakes) pesticidas, sendo estas últimas por 

transporte passivo (GRAY, 1954; RICE , 1973; CANTON et al., 1977; PAIS et al, 1977) que, 

aparentemente, indica que o fator metabolismo não está totalmente, ou sempre, envolvido no 

processo de acumulação (LAL; SAXENA, 1966).  

Pode-se constatar, neste estudo, que havia presença do pesticida nas células bacterianas 

que, certamente, interfere nos cálculos de degradação do pesticida, sugerindo-se dessa forma, 

que os autores devam considerar esta variável no cálculo de degradação real (Tabela 22). 

 

 

Tabela 22  Concentrações do diurom (µg mL-1) nos processos de degradação real e aparente 

por Bacillus cereus. 

 

  Tempo 0h Tempo 394h (0h-394h) Parede  (0h-394h)-Parede 

% degrad. 

Aparente 

% degrad. 

Real 

[5]-I 5,309 2,645 2,664 0,698 1,966 50,175 37,034 

[5] II 5,936 2,110 3,826 0,401 3,424 64,449 57,689 

MÉDIA 5,622 2,378 3,245 0,549 2,695 57,710 47,938 

[5] con 5,232 5,122 0,110 - - 2,095 - 

[50] I 50,895 14,347 36,548 8,986 27,561 71,810 54,153 

[50] II 48,894 16,004 32,890 6,471 26,419 67,268 54,033 

MÉDIA 49,895 15,176 34,719 7,729 26,990 69,584 54,094 

[50] con 51,087 50,148 0,939 - - 1,839 - 

[5] I-1a replicata com 5 µgmL-1 de diurom;  [5] II-2a replicata com 5 µgmL-1 de diurom; [5] com - controle com 5 

µgmL-1 de diurom sem o inoculo; [50] con-controle com 5o µgmL-1 de diurom sem o inoculo. 

 

 

O maior percentual de retenção do diurom em células de Bacillus cereus foi observado 

na concentração 50 µg mL-1, sendo que 15,49% do pesticida não foi necessariamente 

degradado, mas incorporado às suas células. Já na menor concentração de estudo (5 µg mL-1) a 

porcentagem foi de 9,77% de retenção (Tabela 23). 
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   Tabela 23  Porcentagem de retenção do  

    diurom nas células de Bacillus cereus. 

 Replicata % Retenção 

[5]-I 13,141 

[5]-II 6,760 

Média [5] 9,773 

[50]-I 17,657 

[50]-II 13,235 

Média [50] 15,490 
 

 

 

 

 

  

 

As enzimas extracelulares são as mais importantes na biodegradação de macromoléculas 

orgânicas no solo. No entanto, apresentam baixa eficiência catalítica por sofrer grande 

influência do “microambiente microbiano”, (aproximadamente 8 µm2) e por estarem 

circundados por um filme d’água, argila e colóides orgânicos, cátions inorgânicos e ânions 

repulsados (BURNS, 1986). 

 

 

4.8.3 Degradação do sulfato de endossulfam por Bacillus cereus. 

 

De acordo com estudos anteriores, a degradação do endossulfam por microrganismos do 

solo é de dois tipos: endossulfam convertido em sulfato de endossulfam por oxidação ou em 

endossulfam diol por hidrólise (SHIVARAMAIAH; KENNEDY, 2008). 

Este estudo da cinética de crescimento da bactéria no meio contendo sulfato de 

endossulfam como única fonte de carbono mostrou melhor resultado quando a linhagem de 

Bacillus cereus foi cultivada na maior concentração do pesticida (33 µg mL-1), semelhante ao 

ocorrido no tratamento anterior com o diurom (Tabelas 19 e 20). 

Os resultados do estudo de biodegradação do sulfato de endossulfam pela espécie 

Bacillus cereus isolada de solo agrícola são apresentados nas Tabelas 24 e 25.  A degradação 

5I -1a réplica do MM suplementado com 5 µg mL-1 do diurom 

5II - 2a réplica do MM suplementado com 5 µg mL-1  do diurom 

50I - 1a réplica do MM suplementado com 50 µg mL-1 do diurom 

50II - 2a réplica do MM suplementado com 50 µg mL-1 do diurom 
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do metabólito, diferentemente do tratamento com diurom, foi maior no ensaio de concentração 

3 µgmL-1 quando comparado com o de 33 µgmL-1. Apresentando uma degradação de 

aproximadamente 22,6%, no meio menos concentrado, contra 15,6% no mais concentrado.  

A porcentagem de degradação observada no presente estudo foi inferior ao de Lee et al. 

(2006) que isolaram Pseudomonas sp. de meio mineral enriquecido com sulfato de 

endossulfam como única fonte de carbono. A taxa de degradação para endosulfam e sulfato de 

endossulfam foi 52% e 71%, respectivamente. O resultado sugere que Pseudomonas sp. tem 

potencial como biocatalizadora para usos em processos de bioremediação daquele metabólito.  

O tratamento com diurom proporcionou uma taxa de degradação superior se comparada 

com a do sulfato de endossulfam. Shivaramaiah e Kennedy (2008), ao estudarem a degradação 

de sulfato de endossulfam por bactéria, revelaram que este metabólito é o produto final da 

oxidação. Seus resultados sugeriram que a formação do sulfato de endossulfam é devido à 

oxidação direta do composto principal e que ele não seria hidrolisado. O sulfato de 

endossulfam não foi degradado, assim, a bactéria que estes autores estudaram não foi eficiente 

na produção de outros metabólitos como endossulfam éter, endossulfam hidroxiéter e 

endossulfam lactone, por exemplo. 

 

 

Tabela 24  Crescimento de Bacillus cereus em MM  suplementado  com sulfato de 

endossulfam (3 µg mL-1) e sua degradação em 394 horas. 

  0h 12h 24h 48h 72h 96h 144h 192h 226h 394h 
DO (nm) 0,009 0,018 0,045 0,199 0,155 0,143 0,141 0,136 0,102 0,098 
DO (nm) cont. 0,008 0,010 0,010 0,011 0,010 0,009 0,010 0,009 0,010 0,011 
D.P. 0,001 0,001 0,014 0,001 0,003 0,004 0,012 0,005 0,004 0,008 
[sulfato] (µgmL-1) 3,630 2,840 2,795 2,780 2,750 2,740 2,620 2,565 2,475 2,415 
[sulfato]cont. (µgmL-1) 3,300 3,700 3,340 3,500 3,110 3,040 3,310 3,230 3,220 3,160 
D.P. 0,127 0,127 0,148 0,141 0,212 0,410 0,177 0,092 0,071 0,064 

 

DO = densidade óptica 
[sulfato] = meio mínimo suplementado com 3 µg mL-1  (concentração de s. de endossulfam ao longo do tempo) 
D.P. = desvio padrão 
cont. = controle 
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Tabela 25  Crescimento de Bacillus cereus em MM (33 µg mL-1) de sulfato de endossulfam e sua 

degradação em 394 horas. 

  0h 12h 24h 48h 72h 96h 144h 192h 226h 394h 
DO (nm) 0,2035 0,2305 0,2495 0,2685 0,284 0,3027 0,3125 0,3025 0,3005 0,2998 
DO (nm) cont. 0,230 0,246 0,240 0,230 0,210 0,220 0,240 0,230 0,240 0,220 
D.P. 0,002 0,004 0,005 0,005 0,010 0,001 0,008 0,006 0,006 0,002 
[sulfato] (µgmL-1) 31,890 26,845 26,375 23,325 22,355 21,475 21,647 21,080 20,980 20,830 
[sulfato]cont. (µgmL-1) 31,890 26,845 26,375 23,325 22,355 21,475 21,647 21,080 20,980 20,830 
D.P. 0,297 0,219 1,379 2,157 2,157 1,945 0,573 1,103 0,354 1,202 

 

DO = densidade óptica 
[sulfato] = meio mínimo suplementado com 33 µg mL-1 - concentração de s. de endossulfam ao longo do tempo 
D.P. = desvio padrão 
cont. = controle 

 

 

Em estudos de biodegradação realizados por Steinle (1998), Kim (2002) e Eker (2005), 

foi constatado que a degradabilidade de alguns pesticidas depende do número e posição dos 

halogênios presentes nos anéis aromáticos e, que altas concentrações de pesticidas podem 

inibir o crescimento microbiano. Neste caso, existem quatro átomos de cloro no anel benzênico 

do sulfato de endossulfam, o que pode ter dificultado o seu uso por Bacillus cereus, sendo 

necessários, entretanto, estudos mais detalhados. 

No primeiro tratamento (3 µg mL-1) observou-se um crescimento exponencial bem 

acentuado até 48 horas seguido de decréscimo, comportamento semelhante ao diurom na 

mesma concentração (Figura 32). Como pode-se observar na Figura 33 o segundo tratamento 

(33 µg mL-1) apresentou um ritmo menos acentuado e com um pico mais tardio (144 horas). 
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Figura 32 Crescimento de Bacillus cereus em MM (3 µg mL-1) de sulfato de endossulfam e sua 

degradação em 394 horas. 

 

 

Figura 33  Crescimento de Bacillus cereus em MM (33µgmL-1) de sulfato de endossulfam e 

sua degradação em 394 horas. 
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Assim como ocorreu no ensaio com o diurom, parte do pesticida estudado ficou retido na 

célula de Bacillus cereus. Entretanto, cabe ressaltar que a diferença entre a degradação 

aparente do sulfato de endossulfam e a sua degradação real é o valor da concentração retida 

pela bactéria após a lavagem com o solvente orgânico acetato de etila (Tabela 26), sendo que a 

extração do metabólito foi feita da mesma maneira com o diurom, a partir do pellet da bactéria 

decantada após centrifugação. 

 

 

 

  

 

 

Replicata [Sulfato de endos.] (µg 10 mL-1) 
3I 0,93 
3II 1,03 
Média [3] 0,98 
DP[3] 0,07 
33I 5,31 
33II 6,85 
Média 
[33] 6,08 
DP[33] 1,089 
 

 

 

 

 

 

 

A espécie B. cereus pode ser considerada uma espécie de capacidade degradativa 

média para este xenobiótico, com uma taxa de degradação variando entre 48,5 a 43,6%. No 

trabalho realizado por Wang et al. (2008), os autores testaram várias espécies do gênero 

Bacillus que exibiram diferentes taxas de degradação em diferentes temperaturas e 

concentrações do pesticida metolacloro. A espécie que apresentou o melhor resultado na 

degradação foi o Bacillus thurigiensis (63,4%).  

 Martins et al. (2007) ao estudarem a degradação do S-metolacloro por Klebsiella 

pneumoniae pneumoniae constataram 99% de degradação mostrando uma alta eficiência dessa 

estirpe. 

3I -1a réplica do MM suplementado com 3 µg mL-1 de sulfato de endossulfam 

3II - 2a réplica do MM suplementado com 3 µg mL-1 de sulfato de endossulfam 

D.P.- Desvio padrão das réplicas  

33I - 1a réplica do MM suplementado com 33 µg mL-1 de sulfato de endossulfam 

Tabela 26  Concentrações do sulfato de endossulfam retida nas células 

de B. cereus (em 10 mL de meio), registradas em replicatas de MM, 

suas médias se desvios padrões. 
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Enquanto muitos microrganismos têm mostrado capacidade de metabolizar o 

endossulfam em sulfato de endossulfam por oxidação, o endossulfam diol e outros 

metabólitos, por hidrólise, têm sido também, encontrados como produtos da degradação do 

endossulfam. Miles e Moy (1979) propuseram um caminho onde endossulfam é convertido em 

sulfato de endossulfam tão bem quanto endossulfam diol, endossulfam éter, endossulfam 

hidroxiéter e endossulfam lactone.  

 A formação desses metabólitos foi confirmada, também, por Katayma e Matsumura 

(1993) e Kullman e Matsumura (1996) trabalhando com fungos. Entretanto, Awasthi et al. 

(1997) reportaram a degradação aeróbica do endossulfam por uma co-cultura sem a formação 

de metabólitos. Katayma e Matsumura (1993) mostraram que a cultura de Trichoderma 

harzianum foi capaz de produzir endossulfam diol como principal metabólito. Eles sugeriram 

que a enzima hidrolítica sulfatase é responsável pela formação indireta de endossulfam diol 

pela hidrólise do sulfato de endossulfam. 

Pôde-se observar neste estudo que houve retenção celular do pesticida o que indica que a 

degradação inicialmente calculada é apenas aparente (Tabela 27). 

 

 

Tabela 27  Concentrações do sulfato de endossulfam (µg mL-1) nos processos de degradação 

real e aparente por Bacillus cereus. 

  Tempo 0h Tempo 394h (0h-394h) Parede  (0h-394h)-Parede 
% degrad. 
Aparente 

% degrad. 
Real 

[3]-I 3,54 2,36 1,180 0,93 0,250 33,333 24,001 
[3]-II 3,72 2,46 1,260 1,03 0,230 33,871 21,237 
Média [3] 3,63 2,41 1,220 0,98 0,240 33,609 22,590 
[3]-com 3,3 3,16 0,140 - - 4,242 - 
[33]-I 32,1 20 12,100 5,31 6,790 37,695 21,153 
[33]-II 31,7 22 9,900 6,85 3,050 31,230 9,621 
Média [33] 31,9 20,83 11,070 6,080 4,990 34,702 15,643 
[33]-con 32,09 32 0,090 - - 0,280 - 

 

[3] I-1a replicata com 3 µgmL-1 de sulfato de endossulfam;  [3] II-2a replicata com 3 µgmL-1 de sulfato de endossulfam; [3] 

con - controle com 3 µgmL-1 de sulfato de endossulfam sem o inóculo; [33] – con controle com 33 µgmL-1 de sulfato de 

endossulfam sem o inóculo. 

 

 

O maior percentual de presença do metabólito sulfato de endossulfam em Bacillus cereus 

foi observado na concentração 33 µg mL-1, sendo que 19,06% não foi necessariamente 

degradado, mas, incorporado à célula. Já na menor concentração de estudo (3 µg mL-1) a 

porcentagem de retenção foi de 11,01% (Tabela 28). 
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ROBERTS et al. (1993) sugeriram que a quebra da estrutura do anel, por ser mais 

resistente à degradação, ocorre lentamente, dificultando, talvez, a ação da bactéria na 

mineralização do sulfato de endossulfam.  

 

          Tabela 28  Porcentagem de retenção do sulfato  

    de endossulfam por Bacillus cereus. 

Réplica % Retenção 
[3]I 9,322 
[3]II 12,634 

Média [3] 11,019 
[33]I 16,542 
[33]II 21,609 

Média [33] 19,060 
        

          

 
 

 

 

Anhalt et al. (2007) utilizaram imidacloprid como o composto a ser degradado por 

bactérias e relatam haver uma relação entre a degradabilidade e a quantidade de carbono 

orgânico presente no ambiente. O mesmo estudo demonstra que houve uma maior 

degradabilidade do pesticida quando foram adicionadas novas fontes de carbono, chegando a 

uma degradação de até 58% em um período de 14 dias, utilizando consórcio de 

microrganismos, contendo inclusive fungos e bactérias.  

Este relato mostra a necessidade de outros tratamentos, tanto associando fontes diversas 

de carbono como consórcios microbianos, como no trabalho de Xu et al. (2006) que isolaram 

Pseudomonas oleovorans capaz de degradar acetochlor, mas esta bactéria não transformou o 

pesticida eficientemente. Resultados de muitos estudos sustentam a hipótese de que o maior 

potencial genético para a biodegradação vem das comunidades microbianas atuando 

simbioticamente ao invés de organismos isolados (LIU et al. 1989; SUN et al., 1990).  

Hussain, et al. (2007) ao estudarem degradação de pesticidas por culturas puras 

revelaram que Staphylococcus sp. utilizou mais beta endosulfan comparado como o alfa 

endossulfam, enquanto que Bacillus circulans-I e Bacillus circulans-II utilizaram mais o alfa 

endossulfam se comparado com o beta endossulfam.  

Verificou-se que a adição de Tween 80 (0,1 g L-1) em experimento de degradação de 

pesticidas pode emulsificar o endossulfam, acarretando um incremento deste composto em 

3I -1a réplica do MM suplementado com 3 µg mL-1 de sulfato de endossulfam 

3II - 2a réplica do MM suplementado com 3 µg mL-1 de sulfato de endossulfam 

33I - 1a réplica do MM suplementado com 33 µg mL-1 de sulfato de endossulfam 

33II - 2a réplica do MM suplementado com 33 µg mL-1 de sulfato de endossulfam 
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contato com as bactérias do solo. Surfactantes, também em baixas concentrações, podem 

aumentar as taxas de biodegradação de certos xenobióticos no solo (HAIGH; ALCOCK, 

1996). 

 

 

4.8.4 Regressão em função do tempo  

 

A escolha dos modelos para análise dos dados de concentração do diurom e do sulfato 

de endossulfam em função do tempo foi baseada nas suas significâncias e nos coeficientes de 

determinação. Os símbolos representam os dados experimentais e as linhas, as equações 

obtidas por análise de regressão. 

Na interação entre Bacillus cereus e diurom, no ensaio de degradação, observou-se que 

regressão exponencial foi a que melhor se ajustou aos dados observados, cujos modelos são 

expressos pelas fórmulas (Figuras 34 e 36): 

 

(1) Modelo de regressão exponencial para o ensaio de concentração 5 µg mL-1. 

*E(Yt) = 5,804 x e-0,003t  R2 = 0,864; ρ < 0,001 

 

(2) Modelo de regressão exponencial para o ensaio de concentração 50 µg mL-1. 

*E(Yt) = 46,112 x e-0,003t  R2 = 0,872;  ρ < 0,001 
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Figura 34  Relação entre a degradação do diurom por Bacillus cereus no tempo.  

Eq. (1) 

Eq. (2) 
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Na interação entre Bacillus cereus e sulfato de endossulfam, modelo que melhor se 

ajustou aos dados observados foi, também, a regressão exponencial, cujos modelos ajustados 

são expressos pelas fórmulas (Figura 55): 

 

(3) Modelo de regressão exponencial para o ensaio de concentração 3 µg mL-1. 

*E(Yt) = 2,912 x e-0,001t   R2=0,539; ρ=0,009 

 

(4) Modelo de regressão exponencial para o ensaio de concentração 33 µg mL-1. 

*E(Yt) = 25,970 x e-0,001t   R2=0,442; ρ=0,001 
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Figura 35  Relação entre a degradação do sulfato de endossulfam por Bacillus cereus no 

tempo.  

 

O resultado dos ajustes mostrou uma relação significante das variáveis: diurom em 

função do tempo, sendo que o primeiro decai à medida que aumenta o segundo em ambos os 

modelos. Para o sulfato de endossulfam, o modelo gerado apresenta-se com menor inclinação 

quando comparado com o diurom, indicando menor eficiência de degradação. 

Para a análise de crescimento bacteriano (DO) de Bacillus cereus, o modelo de 

regressão objetivou traçar curvas de crescimento bacteriano durante o período de avaliação 

para os diferentes tratamentos avaliados. Embora tenha se detectado um valor baixo do 

Eq. (4) 

Eq. (3) 
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coeficiente de determinação, o modelo que melhor explica a tendência do crescimento 

bacteriano medido por DO600 é o modelo de regressão quadrático (Figura 36), semelhante à 

curva padrão de crescimento bacteriano, com as fases de adaptação, exponencial, de 

estabilização e declínio do crescimento da cultura.  

Todavia, o crescimento bacteriano no meio com sulfato de endossulfam na 

concentração 33 µg mL-1 apresentou um modelo cúbico de regressão (Figura 37), que indica 

uma oscilação inicial na curva de crescimento, provavelmente numa tentativa de adaptação 

celular à condição cultural até evidenciar uma estabilização. 

 

 

y = -1E-06x2 + 0,0005x + 0,0343

R2 = 0,5851
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Figura 36  Relação entre o crescimento de Bacillus cereus em MM+diurom no tempo.  
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y = 8E-09x3 - 5E-06x2 + 0,0007x + 0,219

R2 = 0,5447

y = -2E-06x2 + 0,0011x + 0,0191

R2 = 0,7998
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Figura 37  Relação entre o crescimento de Bacillus cereus em MM+sulfato de endossulfam no 

tempo.  
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5 CONCLUSÕES 

 
O presente estudo mostrou que o diurom e o sulfato de endossulfam podem afetar 

inibindo ou estimulando o crescimento microbiano o que pode provocar consequências sobre a 

atividade microbiana do solo. O desenvolvimento deste trabalho possibilitou as conclusões que 

se seguem:  

 

• O maior crescimento microbiano foi observado nos tratamentos-controle (sem 

contaminação), variando de 1,32x105 a 4,3x105 UFCs. E registrou-se um menor crescimento 

no meio MM, tanto no horizonte Ap quanto no AB. 

 

• O crescimento microbiano em MM em presença do sulfato de endossulfam foi inferior 

àquele obtido no MM suplementado com diurom em ambos horizontes sem, contudo, haver 

uma diferença significativa aplicando o teste de Kruskal-Wallis. 

 

• Com relação aos diferentes tempos de incubação e diferentes contaminantes (diurom ou 

sulfato de endossulfam) e o controle, no T0 e no T64, não houve diferença significativa entre 

os meios de culturas utilizados. 

 

• A técnica molecular empregada mostrou-se satisfatória como ferramenta na identificação 

ao nível genérico para três das espécies trabalhadas. Sendo as técnicas de provas bioquímicas 

indispensáveis para confirmar a espécie. 

 

• Dentre as seis estirpes isoladas do solo contaminado com pesticida, Bacillus cereus (cepa 

69) teve seu crescimento, em MM suplementado ora com diurom ora com sulfato de 

endossulfam, mais expressivo quando comparada com as demais. 

 

• A estirpe isolada de Bacillus cereus possui capacidade de degradação do diurom e do 

sulfato de endossulfam, confirmada pelos testes de viabilidade e pela dinâmica de crescimento 

em meio Mínimo, embora tivesse apresentado um baixo crescimento medido em DO600.  

 

• O estudo da cinética de crescimento mostrou melhor resultado quando a linhagem de 

Bacillus cereus foi cultivada na maior concentração do diurom (50 µg mL-1). Inversamente, no 

ensaio com o sulfato de endossulfam a estirpe de Bacillus cereus teve um crescimento 



 115 

exponencial mais acentuado no tratamento de menor concentração. A degradação do herbicida 

diurom por Bacillus cereus foi maior no ensaio de concentração 50 µg mL-1 (54  %) quando 

comparado com o de 5 µgmL-1(47,9 %). No estudo de biodegradação do metabólito sulfato de 

endossulfam a eficiência foi maior na concentração de 3 µg mL-1 (15,6 %),  contra 22,6 % no 

meio mais concentrado (33 µg mL-1). 

 

• O maior percentual de retenção do diurom em Bacillus cereus foi observado na 

concentração 50 µg mL-1(15,49 %). Já na menor concentração de estudo (5 µg mL-1) a 

porcentagem foi de 9,77% de retenção celular. Assim como no tratamento com diurom, 

observou-se um maior percentual de retenção de sulfato de endossulfam no ensaio de 

concentração 33 µg mL-1 (19,06% do pesticida incorporado nas células de B. cereus). Já na 

menor concentração de estudo (3 µg mL-1) a porcentagem foi de 11,01% de retenção celular. 

 

• O presente estudo mostrou que o diurom e o sulfato de endossulfam afetam a atividade 

microbiana do solo e é claro que o racional uso de pesticidas no campo é um importante passo 

preventivo no controle da contaminação ambiental, tanto do solo como da água, além de 

prejudicar a biota podendo causar distúrbios no ecossistema como um todo. 
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6 RECOMENDAÇÕES 

 

• Ressalta-se a necessidade de estudos mais aprofundados sobre as vias metabólicas 

empregadas pelos microrganismos, assim como um estudo genético para a compreensão do 

maquinário enzimático microbiano envolvido nos processos degradativos.  

 

• Desestimular a utilização de pesticidas na agropecuária como forma de contribuir para 

reduzir o risco de contaminação das cadeias alimentares, pelas possíveis alterações na estrutura 

e função dos ecossistemas. 

 

• Implementar programas (orientação para o manejo do solo, educação ambiental, entre 

outros) por meio dos sistemas de assistência técnica e extensão rural que incentivem o controle 

biológico de pragas e doenças. 

 

• Monitorar os níveis de resíduos de pesticidas, no solo, na água subterrânea, sedimento, 

peixes e outros indicadores biológicos de contaminação ambiental. 

 

• Biorremediação é uma opção para o tratamento de ambientes contaminados e que pode 

ser realizada in situ ou utilizando biorreator. No sistema de biorremediação a escolha deve ser, 

preferencialmente, entre microrganismos indígenas ou, ainda, deve-se empregar cepas 

adaptadas para degradar compostos específicos. 
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ANEXO  

 

• Composição do meio de cultura CPS (GOMES, 1991). 
 
 

Componentes Quantidade/Litro 
Meio Basal  
 K2HPO4 0,2g 
MgSO4 7H2O 0,05g 
FeCl3 (0,01%) 4 gotas 
CPS (em meio basal)  
Peptona 0,5g 
Caseína 0,5g 
Amido solúvel 0,5g 
Glicerol 0,7mL 
Ágar 15g 

 

• Composição do meio de cultura MM (ROQUE e MELO, 2000). 
 
 

Componentes Quantidade/Litro 
K2HPO4 0,5 g 
(NH4)2SO4 0,5 g 
MgSO4.7H2O 0,5 g 
FeCl2.1H2O 10 mg 
CaCl2 10 mg 
MnCl2 0,1mg 
ZnSO4 0,01mg 
Ágar 15g 

 

• Determinação dos atributos dos solos conforme EMBRAPA (1997). 
 

a) pH em H2O e em CaCl2 0,02 mol L-1 relação solo-solução 1:2,5 
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b) C-carbono orgânico total (COT) - oxidação da matéria orgânica do solo com solução de 

dicromato de potássio em presença de ácido sulfúrico e determinação por titulação com sulfato 

ferroso amoniacal; 

c) Análise granulométrica - método do densímetro: dispersão com solução de NaOH 1 M e 

agitação por 1 hora, relação solo-solução dispersante 25:12,5; 

 

 

1. Metodologia dos testes bioquímicos empregados. 

 

• Teste de Urease 

Para preparação de 1 L de ágar urease foram utilizados 900 ml de ágar-ágar, que após 

autoclavada, recebeu uma solução contendo 29g de Uréia ágar (VETEC) que fora 

anteriormente dissolvidos em 100ml de água estéril., distribuindo-se em tubos inclinados. 

Segundo Mac FADDIN (1976) a ocorrência de acidificação do indicador, alterando a cor do 

meio de pêssego para avermelhado (teste positivo) dá-se após 24-48h de incubado. 

 

• Prova de verificação de Slime 

 Foi preparado Ágar BHI (Brain Hearth Infusion) (Biobrás) e suplementado com  5% 

sacarose (Sigma) e 0,8 mg de vermelho Congo(Sigma) por ml. Semeou-se em estria e 

incubados a 37º C/24h. Segundo CHRISTENSEN (1985 apud COLON et al., 2002), são 

consideradas positivas as colônias pretas e negativas as colônias vermelhas. 

 

• Produção de amilase 

O material a ser analisado foi inoculado em Agar simples contendo 0,2% de amido de 

milho. A placa foi incubada a 36ºC por 48horas. Passado o período de incubação, a superfície 

da placa foi coberta com uma solução de lugol. Como o lugol reage com o amido e produz 

uma coloração azul-violácea intensa, qualquer traço de hidrólise de amido promovido pela 

bactéria foi revelado como uma zona clara ao redor do crescimento, representando um 

resultado positivo para o teste (VERMELHO, 2006). 

 

• Prova de Catalase 
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Realizada segundo Mac FADIN (1976), adicionou-se sobre as colônias dispostas em 

lâmina de microscopia, 1 (uma) gota de água oxigenada 10 vol. A reação foi considerada 

positiva para as colônias que apresentaram emissão de bolhas de ar.  

 

• Prova de TSI (Triple Sugar Iron) 

Foram fundidos 10,7g de Agar TSI (BIOBRÁS) em 180ml de água destilada. As cepas 

foram inoculadas em picada, com estrias na inclinação do meio. Em seguida foram incubadas a 

37ºC/24h. A interpretação da reação foi realizada segundo (KONEMAM et al.,1999).  

 

• Prova do Citrato  

 Foram fundido 1,95g de Agar Citrato de Simmons (MERCK) em 80ml de água destilada. 

A cultura bacteriana foi inoculada e incubada por 48 horas a 37ºC em estufa. A reação foi 

positiva quando houve crescimento e o meio adquiri cor azul. Este teste serve para identificar 

os microrganismos que utilizam o citrato como única fonte de carbono (KONEMAM et al., 

1999). 

 

• Prova de Indol 

Transferiu-se uma alçada com o inóculo para os tubos com caldo de triptona 

0,4g(DIFCO), cloreto de sódio 0,4g (MICROMED), triptofano 1%(ERICH) e 80ml de água 

destilada. Em seguida os tubos foram incubados a 37ºC/24 h. Após 24h, foram adicionados 

três gotas do reagente de KOVACS. Foram consideradas positivas as cepas que formaram um 

anel vermelho, devido à degradação do triptofano (KONEMAM et al.,1999). 

 

• Prova de Voges-Proskauer (VP) 

Transferiu-se uma alçada com o inóculo para os tubos com caldo VP (MERCK). Em 

seguida os tubos foram incubados a 37ºC/24 h. Após 24 h, adicionou-se 0,6ml de solução de α-

naftol 5% e 0,2ml de solução de hidróxido de potássio 40%. A positividade é observada 

quando o meio apresenta um anel na cor vermelho “tijolo”. Este teste determina a capacidade 

de alguns microrganismos produzirem acetoína (produto final neutro) a partir da fermentação 

da glicose (HERITAGE et al., 1996; KONEMAM et al.,1999). 

 

• Crescimento em 7% de NaCl 
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Transferiu-se uma alçada com o inóculo para os tubos com caldo nutriente com 7% de 

NaCl. Em seguida os tubos foram incubados a 37ºC/24/48 h. A reação foi positiva quando 

observou crescimento bacteriano com a turvação do meio e aumento de biomassa  

(KONEMAM et al., 1999).  

 

• Prova de Fermentação de Carboidratos (manitol, maltose, lactose, glicose, dextrose e 

xilose). 

 O processo fermentativo para a obtenção de energia pode ser realizado por diferentes 

espécies bacterianas e por leveduras, em que, ao hidrolisar o carboidrato, há produção de ácido 

com ou sem produção de gás.  

Transferiu-se uma alçada do inóculo da cultura em ágar nutriente, para um tubo com ágar 

vermelho de fenol (MICROMED) suplementado com 1% do carboidrato a ser investigado 

(maltose, sacarose, lactose, glicose, dextrose ou xilose), no processo de produção de enzima 

hidrolítica. Incubado a 37ºC com leitura de 24/48h. As cepas positivas viraram o meio de 

vermelho para amarelo devido à acidificação. 

 

Resultado do seqüenciamento das bactérias do presente estudo. 

 

>19_forward  

CATGCGATAATACATCCAGTCGATTTAGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTTAAGGCGGACG

GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACC

GGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACC

CGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGA

GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGATCACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT

CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTCTCGGATCGTA

AAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAG

AAAGCCACGGGTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTAGTCCGGAAT

TATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGNTCACCGGG

GGAGGGTCATTGGCAAACTTGGGAAAACTTTTGAAGTTGCAGC 

 

>19_ reverse  

AACATAAGGACTGCCGAGATTTNACACACCTGTCACTCTGTCCCCGGAAGGTAAAGCCCTATCTCTA

AGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACTGGTAANGTTCTTCGACTTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCC

ACCGCTTGTGCGGGCCCCCGATCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGATACTCCCCAGGCGG

AGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGTCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTT

ACGCGCGTGGAACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGNTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTTCAG

TTACAGACCAGAGAAGTCGCCTTCAGCACACATAGGTGTACCGTCCACATCATCTACGCATTTTCAC
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CGCATACACCGTGGAATTCCACTCTCCTTCTNTCTGCACTCAAAGTTTCCCAGTTTTCCAATTGACCC

TACCCCGGTTGANGCCGGGGGGCTTNTCCAGTCCAGACTTAATGACAACCGCCTGACGAGCCCTTA

ACGCCCAATNAA 

 

>26_ forward  

CGTTTNGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTTATNCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGT

AACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGNTTGTTTGAACCG

CATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAG

TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT

GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAA

AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGGCTCTGTTGTTAGGG

AAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGAACGGTACCTAACCAGAAAGCCCACGGCTAA

CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAATTATTGGGCGTAAAA

GGGCTCGCAGGCCGGTTCTTAAGTCTGATGTGAAAAGCCCCGGCTCCACCGGGGAGGGTCATTGGA

AACTGGGGAACTTGAGTGCAGAACGAGAGAGTGGAATTCCACGTTGTAGCGGNTGAAATGCGTAGA

GATGTTGAAGGAACACCCAGTGGGCAAAGGCAACTTCTCTGGTCTGTAACCTGACGCTAGAGCGAA

GCGTGGGGGAGCGAACNGGAT 

 

>26_ reverse  

ACTCAGACACGAGCCCACGAGATCNNANGCACACCTGTCACTCTGCCCCGGAAGGTTACGTCCTAT

CTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGTGTTGCTTCGAATTAAACCACAT

GCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGC

GGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTT

TACGGCGTGGACTACCAGGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTT

ACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACAACG

TGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTTGAGCC

GGGGGGCTTTCACATCAGACTTTAAGAAACCGCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCCGGACAA

CCGCTTTGCCAACCCTAACGTATTACCCGCGGGCTGCTGGCACCGTAGTTTAGCCCGTGGTTTCCTTG

GTTTAGGTACCGTCCAAGGTGCCGCCCTATTTTGAACGGACTTGTTCTTCCCTAACAAAACAGGAGC

TTTAACGGATCCNGNAAAACCCTTTCATTCA 

 

>51_ forward 

TCAGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTTTTCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG

CCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGT

TCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG

AGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT

GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAA

GTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA

GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGC
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GGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGAAC

TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGGA

ACCACCCAGTGGGCGAAAGCGACTCTCTGGTCTTGTAACTGAACGCTGAGAACCGAAAGCGTGGGA

GCGAACAGGATTTAGATACCCTGGTA 

 

>51_ reverse  

CACACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCT

GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAAT

TCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACT

AAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAAT

CCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTG

GTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAA

GTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGC

CTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGA 

CAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGT

ACCGTCAAGGTGCCGCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAA

AACCTTCATCCACTCACCGCGGCGTTGCTCCCGTCAAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACT

GGTTGGCTTCCCGTAAGANTCTTGGGGCCGGTCTCAGTCCCCAGG 

 

>55_ forward  

AGAGACAGATAGGAGCTTGCTCCCTTAGTGCTTTTACGGCGGACAGGGGTGAGATAATCACGTGGG

GTAATCCTGCCTGTTATGACATGNGAGTAACATCCGCGGAAACCGCGGGACGTAAATACCGCGAGT

AGTTTGATTTGAACCGCATGGGTTCACGACATAAAAGGGTGGGCGTTCGGGCCTAACCAACTTTAAC

ATGGAATTGAACCCGGCGCGTCCGGCATATTATGGCCCTAAGGTTAGTGGTGAAGNGTAACGTGCG

TTCTACACCAAAAGGGAGAAACG 

 

>55_ reverse  

GCTATCTCTAGTGAATTGTCAGAGGAGTGTCAAGACCTGGGTAAGGGTGCTCTCAGCTGTTGCGTTC

GAAATTAAACCACACTGCTGTCCTACCGCGTTGTGCTGCGGCCCCCGCTCAAATATCCCTCTTGTAG

ATTTTCATGATCCTCTGTCGGAGCCGTCTACATCCTCCCANGGCGGGAGATGCTGTCTAATATGCGC

TTATGTACGTGCTAGACACATAATGAGGGGCGGAAAAACCCCCCTAATACACATTTATGTACACATC

ATCGTCTGTTACGGGCGTGGTACATACTCAGGGGTATCTA 

 

>60_ forward  

CGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTNGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC

CTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGNTTGTTTGAACCGCATGGTT

CAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGA

GGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG

AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC

GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAG
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TGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCCA

GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGC

GGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACT

TGAAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCACGTGTAAGCGGTGAAATGCGTA 

 

>60_reverse 

AGCTCACGACGATTTAGCACACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGTTACGTCCTATCTCTAGGATTGT

CAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCTGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT

TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTA

ATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTG

GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAG

AGAGTCGCCTTCGCCACTGGTTGGTTTCCCCGTTCGCGAACAATTCCTTCCTTAACCCGGCCAATTTT

CCAAACCCTGGGCCGTTAAACCAAACCGGTTTGGGGGAAAAAATTTTCCGCCAAACTAGTTTTCCTT

TTCACCGTTTCCCCTTTTTATCCCCTTTTGTGGGCCAAAAGCCCCTTTTCCCCAAAAAACACGGGTTT

TTTATGC 

 

>69_ forward  

TAGAATGGATTAGAGCTTGCTCNTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACC

TGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATG

GTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGT

GAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA

CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT

GACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAAC

AAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAAGCGTTATCCGGAATTCATTGGGCGTAAAGGCCGCGC

GCAGGTGGGTTTNCTTTAAGTCCTGATTGGTGAAAAGGCCCACGGCTCACACCGGTGGGAGGGGTC

ATTGGCGAAAACTGGGGAGAC 

 

>69_ reverse  

GGCTTACACACCTGTCACTCTGCTCCGAGGGGTAGCCCTATCTCTAGGGTTTCAGAGGATGTCAAGA

CTGGTAACGTTCTTCGAGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGTTGTGCGGGCCCCCGTCAA

TTCCTTTGAGTTCAGCCTTGCGGCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTA

AAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCC

TGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGT

GTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCAACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAG

TCTCCCAGTTTCCAATTGACCCTCCACGGTTGAGGCCGTGGGCCTTTCACATCATGACTTAAGAAAA

CCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCTGTGGGC

TGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGGCTTTCTGG 
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