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RESUMO: Solos provenientes de areas cultivadas com cana-de-aguUcar, e histérico de utilizagdo do herbicida
diuron, foram utilizados para isolamento e caracterizagdo de linhagens bacterianas com potencial de degradar
este herbicida. As linhagens foram isoladas de solos da rizosfera de cana-de-acucar e de solos das entre
linhas. Noventa e oito linhagens foram isoladas, das quais 27 foram selecionadas para avaliagdo do crescimento
em meio mineral sélido suplementado com diuron nas concentragdes de 5, 10 e 20 ng mL™. Neste experimento,
5 linhagens apresentaram um crescimento exponencial entre 0-48 horas (EMBRAPA-CNPMA D12-12, D12-
14 e D16-12) e entre 0-110 horas (EMBRAPA-CNPMA D11-9 e D12-18), similar ao controle. A linhagem
EMBRAPA-CNPMA D12-12 identificada como Acinetobacter baumannii, foi selecionada para estudo de cinética
de crescimento em meio mineral, com e sem fonte de nitrogénio, com e sem glicose (0,5%) e suplementado
com diuron nas concentragdes 20, 50 e 100 ng mL", apresentando variacdo em funcéo da fonte de N, da
presenca da glicose e da concentracdo do diuron.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii, biodegradacéo, herbicidas, curva de crescimento

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
DIURON-DEGRADING SOIL BACTERIA

ABSTRACT: Soil samples collected in sugarcane fields with a history of use of the herbicide diuron were
employed to isolate and characterize bacterial strains with potential to degrade diuron. Strains were isolated
from rhizosphere soil and from soil between plant rows. A total of 98 strains were isolated, of which 27 were
selected for further evaluation of pesticide degradation potential at the concentrations of 5, 10 and 20 ng mL™
in mineral agar media. Acinetobacter baumannii strain D12-12 was chosen to study the kinetics of growth in a
mineral medium, with and without N, or with and without glucose (0.5%) and supplemented with diuron at either
20, 50 or 100 ng mL™. In the first experiment, five strains presented exponential growth between 0-48 hours
(D12-12, D12-14 e D16-12) or between 0-110 hours (D11-9 e D12-18). Growth of the strain D12-12 was found
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to vary dependly on the concentration of nitrogen, glucose and diuron.
Key words: Acinetobacter baumannii, biodegradation, herbicide, diuron, growth curve

INTRODUGAO

O diuron [3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia],
pertencente ao grupo quimico das feniluréias, €
recomendado para aplicacdo em diversas culturas no
Brasil, sendo intensivamente aplicado na cultura de cana-
de-acucar (Musumeci et al., 1995). Apresenta alta
persisténcia e adsor¢ao ao solo, podendo contaminar solos
agricolas e o ambiente urbano. Segundo Nitschke &
Schissler (1998), em municipios da Alemanha, o diuron
representa 80% do total de herbicidas encontrados nos
efluentes de estacgao de tratamento de 4gua.

Cripps & Roberts (1978) e Chakrabarty (1982)
relataram a biodegradacé@o e o comportamento do diuron
no ambiente. Alfonso Hernandez et al. (1984) observaram
que a quantidade de diuron degradado através de
processos ndo bioldgicos no solo, varia entre 55 a 70%
do ingrediente ativo durante 3 semanas apdés a aplicacéo.
A taxa aumenta para 80 a 85% quando ocorre a
participacédo de microrganismos. Musumeci et al. (1995),
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encontraram taxas de degradacéo diferenciadas para o
solo e para a planta, correlacionando com aspectos da
translocacdo do produto na planta. A degradacgédo de
diuron, sob condi¢bes anaerdbicas, apds 18 dias foi de
85% (Stepp et al., 1985).

Outra caracteristica do diuron é a toxicidade a
organismos do solo e aquaticos, Nebeker & Schuytema
(1998) estudaram o efeito crénico do diuron em peixes e
invertebrados e constataram que a sobrevivéncia e
reproducdo de Daphnia pulex foi reduzida
significativamente quando a concentracéo de diuron na
agua era de 7,7 mg L". Nemes-Ko6sa & Cserhati (1995);
Canna-Michaelidou & Nicolaou (1996) estudaram os
efeitos tdxicos e genotdxicos do diuron em fungos e
bactérias. A bactéria Acinetobacter baumannii demonstrou
capacidade para crescer e utilizar o herbicida
diclofopmethyl como fonte de carbono e energia (Smith-
Greiner & Adkins, 1996). Dhakephalkar & Chopade (1994),
estudaram a resisténcia multipla a metais de 33 isolados
clinicos e ambientais de A. baumannii.
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Este trabalho teve como objetivos: 1. Isolar linhagens
de bactérias, provenientes de solos cultivados com cana-de-
acUcar, e com potencial de degradacé&o do diuron; 2. estudar
0 crescimento e caracterizar as linhagens isoladas.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras de solo

Amostras de solos foram coletadas de regides
produtoras de cana-de-aclcar no Estado de Sao Paulo,
com histérico de aplicacGes intensivas do diuron (TABELA
1), envolvendo os municipios de Mogi-Mirim, Iracemapolis,
Holambra, Limeira e Conchal.

Para coleta de amostras da rizosfera, o sistema
radicular de plantas de cana-de-aglcar foi retirado e
acondicionado em sacos plasticos de polietileno, e, para
a coleta de solo néo rizosférico, amostras foram retiradas
das entrelinhas de plantio.

TABELA 1 - Relacdo de locais onde foram coletadas amos-
tras de solos e tipo da amostra: solo rizosférico
ou ndo rizosférico (entrelinhas).

Amostras Local Tipo

1 Mogi-Mirim solo rizosférico
Rodovia Piracicaba-Limeira .

2 . entrelinhas
(Iracemapolis)

3 Holambra entrelinhas

4 Holambra solo rizosférico
Rodovia Piracicaba-Limeira . L.

5 L solo rizosférico
(Iracemapolis)
Iraceméapolis (Perimetro . -

6 solo rizosférico
Urbano)
Rodovia Piracicaba-Limeira .

7 entrelinhas

(Iracemapolis)
Rodovia Piracicaba-Limeira .

8 . entrelinhas
(Iracemapolis)

Iracemapolis (Perimetro

9 Urbano) entrelinhas
10 R_odo_vla Iracemapolis - entrelinhas
Limeira
Rodovia Piracicaba-Limeira . L.
11 . solo rizosférico
(Iracemapolis)
Rodovia Iracemépolis - . -
12 . solo rizosférico
Limeira
13 Conchal solo rizosférico
14 R(_)qovm Limeira - Mogi entrelinhas
Mirim
15 Rngwa Ll = e solo rizosférico
Mirim
Rodovia Piracicaba-Limeira . L.
16 solo rizosférico

(Iracemapolis)
Rodovia Piracicaba-Limeira .

17 L entrelinhas
(Iracemapolis)

Rodovia Limeira - Eng.

18 Coelho solo rizosférico

19 Mogi Mirim entrelinhas

20 Conchal entrelinhas

21 Rodovia Limeira - Eng. entrelinhas
Coelho
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ISOLAMENTO E CONTAGEM DE LINHAGENS
BACTERIANAS

Solo das entrelinhas

As amostras de solo foram peneiradas (malha de
didmetro de 0,22 mm) e homogeneizadas. Em seguida,
foram retiradas subamostras de 10 g, as quais foram
adicionadas a Erlenmeyers contendo 90 mL de solugéo
salina (0,85%). Apds 15 minutos sob agitacao,
foram realizadas diluicdes em série. Aliquotas de 100 ni
foram retiradas das diluicdes 10°, 10*, e 10° e semeadas,
em triplicatas, no meio de cultura minimo (MM)
(contendo os seguintes produtos por litro: K,HPO, (0,5 g);
(NH,),SO, (0,5g9); MgS0,.7h,0 (0,5 g); FeCl,.1H,0
(10 mg); CaCl,(10 mg); MnCl, (0,1 mg); ZnSO, (0,01 mg);
solugcdo de vitaminas (2,0 mL)) suplementado com
diuron (200 ng mL™") + TTC (cloreto de trifeniltetrazolio
2,5 mg L") e com glicose + TTC (2,5 mg L"). Apés 48
horas de incubacéo a 28 °C, foi realizada a contagem, em
unidades formadoras de colénias por grama de solo
(UFC g™ de solo).

Solo rizosférico

Amostras de solo aderido as raizes foram
cuidadosamente separadas destas, peneiradas e deixadas
para secar por 30 min. a temperatura ambiente.
Subamostras de 10 g foram transferidas para Erlenmeyer
contendo 90 mL de solugéo salina. Apds permanéncia por
15 minutos sob agitacéo, os frascos foram deixados por
2 minutos em ultra-som para desagregacéo de particulas
de solo aderidas as raizes. Os procedimentos posteriores
foram realizados conforme descrito para o solo das
entrelinhas.

CRESCIMENTO DE LINHAGENS BACTERIANAS COM
POTENCIAL DE DEGRADAGAO DO DIURON

Meio de cultura sélido

Neste experimento a selecdo de bactérias
resistentes e com potencial para utilizar o diuron
como fonte de carbono, foi realizada através de testes
de crescimento em meio mineral J.E. solido (K,HPO,=0,5
g; (NH,),SO,=0,5 g; MgSO,.7H,0=0,5 g; FeCl,.1H,0=10
mg; CaCl,=10 mg; MnCl,=0,1 mg; ZnS0O,=0,01 mg;
adgar=15,0 g, por litro de &gua destilada, Jones &
Edington, 1968) + Diuron (20 ng mL™"). A avaliagdo foi
realizada apds 96 horas. As linhagens bacterianas que
apresentaram melhor crescimento, em meio com
diuron como Unica fonte de carbono, foram selecionadas
para estudo de cinética de crescimento. Deste modo, 17
linhagens foram submetidas a avaliacdo de
crescimento em meio mineral M9, contendo por litro:
Na,HPO,=6,0 g; KH,PO,=3,0 g; NaCI=0,5 g; MgSO,.7H,0
0,1M=10 mL; CaCl, 1M=10 mL; agar=15,0 g) + diuron
nas concentragbes de 5 ng mL™, 10 ng mL™" e 20 ng mL",
por um periodo de 7 dias de incubacéo, & temperatura
de 28°C.
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Meio de cultura liquido

As linhagens EMBRAPA-CNPMA D11-9, D12-12,
D12-14, D12-18 e D16-12, foram selecionadas para o0s
primeiros testes de crescimento em meio de cultura
liquido. Foram cultivadas em meio LB (triptona=10 g;
extrato de levedura=5 g; NaCl=5 g por litro de agua
destilada), tubos de 10 mL, por 24 horas. Apds este
periodo, 100 ni foram inoculados em meio mineral J.E.
acrescido de 20 ng mL™ de diuron, por 24 horas. Ap6s 0
pré-cultivo, 1 mL do in6culo de cada linhagem foi
introduzido em 100 mL de meio mineral J.E. suplementado
com diuron (20 ng mL™"). As avaliacdes de crescimento
foram realizadas pela absorbancia em espectrofotémetro
Beckman DU-8B, (560 nm), nos intervalos de 48, 110 e
134 horas, ap0s a inoculacéo. As linhagens EMBRAPA-
CNPMA D11-9, D12-12 e D16-12, foram inoculadas
também em meio LB, utilizado como crescimento controle.

Utilizagao de fonte de carbono e nitrogénio
A linhagem EMBRAPA-CNPMA D12-12, foi
utilizada para verificar a influéncia da fonte de carbono e
de nitrogénio no crescimento bacteriano, em meio de
cultura mineral J.E. suplementado ou ndo com uma fonte
extra de carbono (glicose) e com ou sem fonte de
nitrogénio. O experimento foi avaliado nos intervalos de 0
-6-24-48-120- 168 - 216 horas. A producéo do inéculo
e montagem foi desenvolvida de acordo com o descrito
no item anterior. Em cada intervalo o crescimento foi
avaliado através da leitura da absorbancia (560 nm)
realizadas em espectrofotdbmetro Beckman DU-8B.
Os meios de cultura utilizados, sé@o descritos a

seguir:
1. Meio mineral J.E.+ diuron nas concentrac@es 20, 50 e

100 ng mL™.
2. Meio mineral J.E. (- NH,NO,) + diuron (0 (sem adi¢do

do herbicida), 20, 50, 100 ng mL™) + glicose (0,5%)
3. Meio mineral J.E. + diuron (0, 20, 50, e 100 ng mL™) +

glicose (0,5%)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e contagem de linhagens bacterianas

A contagem de células viaveis, apresentando
coloracdo rosa devido a presenca de TTC e expressa em
unidades formadoras de coldnias, por grama de solo
(UFC g de solo) ou de raizes (UFC g* de raizes) foi realizada
apds 72 horas de incubag&o, em meio minimo suplementado
com diuron + TTC e glicose + TTC (TABELA 2). As amostras
gue apresentaram um maior nimero de bactérias séo na
maioria provenientes de solos rizosféricos (TABELA 2).

A comunidade microbiana da rizosfera pode estar
relacionada com a capacidade de degradar compostos
xenobiéticos. Hsu & Bartha (1979) sugeriram que raizes
de plantas podem acelerar a mineralizagéo de pesticidas,
por aumentarem a atividade da comunidade ou por
selecionarem organismos com capacidade para
transformar a molécula alvo.
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TABELA 2 - Contagem do numero de coldnias (UFC x 10%g
de solo ou raizes) de bactérias isoladas de solo
da entrelinhas e da rizosfera de cana-de-agu-
car em meio suplementado com diuron ou
glicose, média de 3 repeticdes.

Meio de cultura mineral

Amostras suplementado com
Diuron Glicose
--------- UFC g*de solo ---------
1 (rizosfera) 1,9 x107 2,3 x107
2 (entrelinhas) 1,2 x10° 6,9 x107
3 (entrelinhas) 3,6 x10° 1,3 x107
4 (rizosfera) 1,3 x107 1,9 x107
5 (rizosfera) 4,7 x10° 7,1 x107
6 (rizosfera) 1,1 x1068 1x107
7 (entrelinhas) 8 x10* 2,7 x107
8 (entrelinhas) 2 x10% 1,5 x108
9 (entrelinhas) 1,1 x10° 1,6 x107
10 (entrelinhas) 3,3 x10° 2,4 x106¢
11 (rizosfera) 1,9 x107 1,3 x107
12 (rizosfera) 7 x 107 2,3 x108
13 (rizosfera) 4,2 x107 2 x108
14 (entrelinhas) 1,2 x10° 1,7 x108
15 (rizosfera) 3,2 x10° 2,3 x107
16 (rizosfera) 3,2 x107 5,7 x107
17 (entrelinhas) 3 x10° 1,3 x108
18 (rizosfera) 0,7 x 102 1,4 x108
19 (entrelinhas) 2,2 x10? 1,4 x107
20 (entrelinhas) 3 x107 2,5 x107
21 (entrelinhas) 5 x10¢ 4,2 x107

A biodegradacao de tricloroetileno (TCE) foi maior
em solo da rizosfera, quando comparado com o solo néo
rizosférico (Walton & Anderson, 1990). Os autores verificaram
gue, o solo da rizosfera de plantas presentes em uma area
contaminada com TCE, apresentou uma evolugéo de “CO,
3 vezes maior que o solo da mesma &rea sem vegetacao.

Crescimento das linhagens em meio de cultura sélido

A selecéo das linhagens bacterianas baseou-se
em observagdes macroscépicas de pleno crescimento em
meio de cultura M9 e J.E. suplementado com diuron, e
caracteristicas morfoldgicas, escolhendo col6nias
diferentes, evitando-se purificar colénias com crescimento
lento e irregular (TABELAS 3 e 4).

Na avaliacdo de crescimento, as linhagens
bacterianas EMBRAPA-CNPMA D12-12 e D12-14
apresentaram nos dois meios de cultura mineral (J.E. e
M9) e nas diversas dosagens de diuron, um 6étimo
crescimento (TABELAS 3 e 4). As linhagens EMBRAPA-
CNPMA D11-9, D12-18 e D16-12 cresceram bem em meio
mineral J.E. (TABELA 3), o que n&o foi observado quando
0 meio M9 foi utilizado (TABELA 4).
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TABELA 3 - Avaliacdo de crescimento de linhagens bacterianas em meio mineral J.E. sélido + diuron (20 1234g mL) apés

96 horas de incubacgéo.

Linhagem Crescimento Linhagem Crescimento Linhagem Crescimento
D1-9 -+ D12-12 ++ D13-12 =
D2-5 -+ D12-14 ++ D15-7 -+
D2-7 - D12-18 ++ D15-10 +
D5-6 -+ D13-3 - D16-2 +
D11-9 ++ D13-6 + D16-10 ==
D12-7 - D13-11 - D16-12 ++

- nenhum crescimento, -- pouco crescimento, -+ crescimento razoavel, + crescimento satisfatério, ++ 6timo crescimento

TABELA 4 - Avaliacdo de crescimento de linhagens
bacterianas em meio mineral M9 + diuron,
apo6s 168 horas de incubacéo.

Linhagem DIURON (mg mL?Y)

5 10 20
D1-8 ++ ++ -+
D1-9 ++ ++ -+
D2-5 -+ -+ -+
D5-5 - - -
D5-6 -+ ++ ++
D11-9 -+ -+ -+
D12-12 ++ ++ ++
D12-14 ++ ++ ++
D12-16 -+ -+ -+
D12-17 -+ -+ -+
D12-18 -+ - -+
D12-20 -+ -+ -
D13-7 ++ - ++
D13-13 -+ -+ -+
D16-2 -+ - -
D16-3 - - -
D16-12 -+ - 4

- nenhum crescimento, -+ crescimento razoavel, + crescimento
satisfatério, ++ 6timo crescimento

Crescimento das linhagens em meio de cultura liquido

Baseado nas avaliac@es iniciais, em meio mineral
contendo diuron, as linhagens EMBRAPA-CNPMA D11-9,
D12-12, D12-14, D12-18 e D16-12 foram selecionadas
para avaliacdo do crescimento em meio de cultura liquido.

A biodegradacado do diuron e a avaliacdo do
crescimento, para o fungo Rhizoctonia solani, foi obtida
por Vroumsia et al. (1996). Os autores observaram que 0
tempo de estabilizag@o do crescimento foi de 120 horas,
semelhante ao encontrado neste trabalho para as
linhagens bacterianas EMBRAPA-CNPMA D11-9, D12-12,
D12-14, D12-18 e D16-12 (Figura 1). A presenca de uma
fonte de carbono mais facilmente disponivel (Meio LB), ndo
alterou a fase inicial de crescimento (Figura 2).
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Figura 1 - Crescimento das linhagens EMBRAPA-CNPMA D11-9,
D12-12, D12-14, D12-18 e D16-12, em meio mineral
mineral J.E. acrescido de 20 1234g mL* de diuron, ava-
liado nos intervalos de 48, 110 e 134 horas, por
espectrofotometria (absorbéncia a 560 nm).
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Figura 2 - Crescimento das linhagens EMBRAPA-CNPMA D11-9,
D12-12, e D16-12, em meio LB (controle), avaliado nos
intervalos de 48, 110 e 134 horas, por espectrofotometria
(absorbancia a 560 nm).

Utilizagao de fonte de carbono e nitrogénio

A linhagem EMBRAPA-CNPMA D12-12
apresentou uma fase de adaptacéo de 6 horas a partir da
qual ocorreu crescimento até 24 horas, observou-se uma
diminuicdo no crescimento entre 48-120 horas,
independente da concentragdo de diuron (Figura 3), no
meio de cultura 1 (meio mineral suplementado com diuron
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como fonte de carbono). O melhor crescimento da bactéria
foi obtido no meio suplementado com diuron e NH,NO..

O crescimento da linhagem EMBRAPA-CNPMA
D12-12 no meio de cultura suplementado com o diuron nas
concentracdes de 50 e 100 ng mL™" e glicose aumentou
no intervalo de 6 a 24 horas, apds este periodo ocorreu
uma diminui¢do que permaneceu até a Ultima avaliacdo
com 216 horas (Figura 4). Na auséncia do diuron (meio
2/0) a linhagem n&o cresceu, mesmo na presenca da
glicose. No meio de cultura 3 (diuron + glicose + NH,NO,,
Figura 5), a linhagem manteve a tendéncia do meio de
cultura 2 apresentado na Figura 4, mas somente 0 meio
3/100 (Figura 5) apresentou crescimento no intervalo entre
6-24 horas.

Shelton et al. (1996), estudaram o metabolismo de
12 herbicidas por Streptomyces, onde a degradagao do
diuron foi comparada com e sem fonte de nitrogénio (NH,).
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Figura 3 - Crescimento da linhagem D12-12, em meio mineral
suplementado com o diuron, nas concentra-
¢Oes de 20, 50 e 100 1234g mL?, avaliado nos interva-
los de 0, 6, 24, 48, 120, 169 e 216 horas, por
espectrofotometria (absorbéncia a 560 nm).
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Figura 4 - Crescimento da linhagem D12-12, em meio mineral
(-NH,NO,) suplementado com diuron nas concentragdes
de 0, 20, 50 e 100 1234g mL* e glicose (0,5%), avaliado
nos intervalos de 0, 6, 24, 48, 120, 169 e 216 horas, por
espectrofotometria (absorbéncia a 560 nm).
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Os autores constataram uma baixa taxa de biodegradacéo
do produto (19%), sendo esta aumentada na presenca de
nitrogénio (55%), apds 7 dias de incubacéo. Estes dados
corroboram com o0s apresentados neste experimento, onde
o diuron como fonte de carbono foi importante para o
metabolismo bacteriano.

Para compreender a forma de metabolismo e os
mecanismos envolvidos na utilizacdo de compostos
xenobidticos por microrganismos, se faz necessario um
estudo aprofundado do crescimento das linhagens
bacterianas, e a utilizacdo do composto alvo como fonte
de N ou carbono. Neste trabalho, pode-se estudar a
cinética de crescimento de Acinetobacter baumannii
EMBRAPA-CNPMA D12-12, degradadora do diuron
(Roque et al., 1998) e verificar a importancia da fonte de
nitrogénio e de carbono para a biodegradacdo. Os
melhores resultados foram observados na presenga de
NH,NO,; a glicose como fonte de carbono ndo estimulou
0 crescimento, sugerindo uma atividade de repressao
catabdlica na presenca de glicose. E, principalmente, a
presenca do diuron , com ou sem outra fonte de N ou C,
foi o fator seletivo para a ocorréncia do crescimento da
linhagem EMBRAPA-CNPMA D12-12. Esta caracteristica
pode estar relacionada com o local de isolamento da
bactéria (solo rizosférico) e com a aplicagdo do diuron,
segundo Sandmann & Loos (1984), a rizosfera de
cana-de-acuUcar é rica em exsudatos analogos de
moléculas xenobidticas e, a utilizacdo intensiva destas
pode promover uma sele¢do dos microrganismos com
mecanismos enzimaticos capazes de biodegradar o
composto.

Identificagdo das Bactérias

Procedeu-se a identificacéo ao nivel de espécie,
com a classificacdo taxonémica sendo realizada na
Fundacédo de Pesquisas Tropicais André Tosello. As
linhagens EMBRAPA-CNPMA D12-12, D12-18 e D16-12
foram identificadas como Acinetobacter baumannii.
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Figura 5 - Crescimento da linhagem D12-12 em meio mineral
suplementado com diuron, nas concentra¢des de 0, 20,
50 e 100 1234g mL* + glicose (0,5%), intervalos de 0,
6, 24, 48, 120, 169 e 216 horas.
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