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RESUMO

O uso intensivo de herbicidas na agricultura, como o diuron e o sulfentrazone, tem provocado
preocupacdes relacionadas a contaminacdo ambiental, especialmente do solo. Nesse contexto,
a biorremediagdo surge como uma alternativa sustentavel, por meio da utilizacdo de
microrganismos capazes de degradar esses compostos. Este estudo teve como objetivo
selecionar isolados microbianos do solo com potencial para degradar os herbicidas diuron e
sulfentrazone. As amostras de solo foram coletadas em areas com histérico de aplicacdo desses
herbicidas, e os microrganismos foram isolados em meio seletivo contendo o herbicida Stone
(mistura de sulfentrazone e diuron). Foram obtidos 43 isolados, dos quais 10 demonstraram
tolerdncia & menor concentragdo do herbicida (C1) e foram selecionados para ensaios in vitro
de degradagdo. As amostras foram incubadas em meio liquido contendo cada herbicida
isoladamente e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em diferentes
intervalos de tempo. Os dados foram ajustados aos modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem
(PPO) e pseudo-segunda ordem (PSO), avaliados pelo coeficiente de determinacédo (R?) e pelo
Critério de Informacdo de Akaike corrigido (AlCc). Os isolados 3, 19 e 36 apresentaram as
maiores taxas de degradacdo, superando o controle, especialmente para o diuron. Para a
caracterizacao preliminar dos isolados, foram realizados testes bioquimicos (TSI, SIM, citrato,
lisina) e coloragdo de Gram. A andlise de agrupamento hierarquico possibilitou identificar os
grupos com maior potencial biorremediador. Os resultados indicam que esses microrganismos
apresentam capacidade metabolica significativa para degradar os herbicidas estudados,
evidenciando seu potencial para aplicacdo em estratégias de biorremediacdo de solos
contaminados. Recomenda-se o prosseguimento das pesquisas para identificacdo molecular dos

isolados e investigacdo das vias enzimaticas envolvidas no processo degradativo.

Palavras-chave: Biorremediagdo, Microrganismos do solo, Diuron, Sulfentrazone, Herbicidas.



ABSTRACT

The intensive use of herbicides in agriculture, such as diuron and sulfentrazone, has raised
concerns about environmental contamination, particularly of the soil. In this context,
bioremediation emerges as a sustainable alternative by utilizing microorganisms capable of
degrading these compounds. This study aimed to select soil microbial isolates with potential
for degrading the herbicides diuron and sulfentrazone. Soil samples were collected from areas
with a history of herbicide application, and microorganisms were isolated in a selective medium
containing the herbicide Stone (a mixture of sulfentrazone and diuron). A total of 43 isolates
were obtained, of which 10 showed tolerance to the lowest herbicide concentration (C1) and
were selected for in vitro degradation assays. The samples were incubated in liquid medium
containing each herbicide individually and analyzed by high-performance liquid
chromatography (HPLC) at different time intervals. The data were fitted to pseudo-first-order
(PFO) and pseudo-second-order (PSO) kinetic models, evaluated by the coefficient of
determination (R?) and the corrected Akaike Information Criterion (AlCc). Isolates 3, 19, and
36 exhibited the highest degradation rates, outperforming the control, especially for diuron. For
preliminary characterization, biochemical tests (TSI, SIM, citrate, lysine) and Gram staining
were performed on the isolates. Hierarchical cluster analysis helped identify groups with greater
bioremediation potential. The results indicate that these microorganisms possess significant
metabolic capacity to degrade the studied herbicides, highlighting their potential for application
in bioremediation strategies for contaminated soils. Further research is recommended for
molecular identification of the isolates and investigation of the enzymatic pathways involved

in the degradation process.

Keywords: Bioremediation, Soil Microorganisms, Diuron, Sulfentrazone, Herbicides.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda por alimentos, impulsionada pelo aumento populacional global,
tem intensificado o uso de herbicidas na agricultura, especialmente como ferramenta para o
controle eficaz de plantas daninhas. Esses insumos sdo aliados na manutencao da produtividade
agricola, ao evitar a competicdo das invasoras com as culturas de interesse. No entanto, 0 uso
intensivo e, por vezes, inadequado desses compostos tem levantado preocupacgfes quanto aos
seus impactos ambientais, incluindo a contaminacédo do solo e da agua, além da persisténcia de

residuos que podem afetar organismos ndo-alvo e a saide humana (Parven et al., 2025).

Nesse contexto, os herbicidas se consolidam como uma das principais ferramentas de
manejo quimico adotadas em diversas culturas, principalmente devido a relacdo favoravel entre
custo e eficacia que oferecem aos produtores. Contudo, o uso inadequado ou intensivo desses
compostos pode desencadear efeitos ambientais e ecoldgicos significativos, como a
contaminacgdo de corpos d'agua, a toxicidade para organismos ndo-alvo e a persisténcia no
ambiente. No solo, a aplicagdo continua e em excesso tende a comprometer a biodiversidade
microbiana, afetando diretamente a abundancia e diversidade de microrganismos essenciais, e,
consequentemente, prejudicando processos biogeoquimicos como o ciclo do nitrogénio e do
carbono (Galon et al., 2012).

Dentre os diversos herbicidas utilizados no pais, destaca-se o sulfentrazone, amplamente
empregado no manejo de plantas daninhas em culturas como soja, cana-de-agUcar, café e
eucalipto. Aplicado em pré-emergéncia, esse composto pertence a classe das triazolinonas e
atua inibindo a enzima protoporfirinogénio oxidase (PROTOX), essencial para a biossintese de
clorofila e heme nas plantas. Sua persisténcia no ambiente, com meia-vida variando de 110 a
280 dias, estd diretamente relacionada as condigdes edafoclimaticas, sendo sua degradagéo

inicial fortemente dependente da atividade microbiana no solo (Cheung; Irwin, 2019)

Outro herbicida de destaque é o diuron, que também apresenta amplo uso na agricultura
e elevada frequéncia de deteccdo no ambiente. Estudos demonstram que sua presenca em solos
e sedimentos pode causar a reducdo da diversidade microbiana, com impacto direto nas
comunidades bacterianas. Trata-se de um composto de natureza ndo ionizavel, relativamente
persistente, com tempo de meia-vida entre 90 e 180 dias, cuja principal rota de degradagao é
microbiana, reforcando a importancia dos microrganismos na sua decomposicao (Duc et al.,
2022)
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Diante da persisténcia desses compostos no ambiente e de seus diversos impactos
negativos, cresce o interesse por alternativas sustentaveis de remediacdo. Além da alteragdo na
microbiota do solo, os herbicidas podem causar contaminacdo de recursos hidricos por
lixiviacdo e escorrimento, bioacumulacdo em organismos, efeitos toxicos em espécies ndo-alvo
e até contribuir para a selecdo de plantas daninhas resistentes. Nesse cenario, a biorremediacéo
desponta como uma tecnologia promissora, pois consiste no uso de organismos capazes de
transformar ou degradar poluentes, convertendo-os em substdncias menos toxicas ou
inofensivas. Microrganismos como bactérias e fungos desempenham papel central nesse
processo, utilizando os contaminantes como fontes de energia e nutrientes. Recentemente, até
mesmo algumas espécies vegetais passaram a ser exploradas como aliadas nesse tipo de

intervengdo ambiental (Francisco; Queiroz, 2018)

Nesse sentido, o presente trabalho tem como objetivo principal selecionar isolados
microbianos com capacidade de degradar os herbicidas diuron e sulfentrazone em solos
contaminados. A identificacdo desses microrganismos pode contribuir com estratégias
sustentaveis para a descontaminacdo de areas agricolas, especialmente frente aos prejuizos
ambientais associados ao uso recorrente desses compostos e a consequente reducdo da

biodiversidade microbiana.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HERBICIDAS

As plantas daninhas e mudancas ambientais podem causar perdas de até 28% na
produtividade das culturas agricolas, representando uma das principais ameacgas a seguranca
alimentar global (Vila et al., 2021) No Brasil, entre 2010 e 2020 o pais vendeu 157,512 e
329,697 toneladas de ingredientes ativos de herbicidas, respectivamente, com estes dados,
houve entdo um certo aumento de 128,1% na questdao de vendas em 11 anos. (Procépio et al.,
2024)

Esse cenario evidencia o papel central dos herbicidas como estratégia de manejo
quimico, especialmente diante da reducdo da méao de obra no campo causada pelo éxodo rural
e pela crescente urbanizacdo. Em naces industrializadas, o uso intensivo desses produtos ja é
consolidado, enquanto em paises em desenvolvimento, como o Brasil, a substituicdo da capina
manual por métodos quimicos tem se tornado cada vez mais frequente. (A. Matos et al., 2020)

Os herbicidas sdo compostos quimicos que, quando aplicados em dosagens apropriadas,
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promovem o controle de plantas indesejaveis sem causar danos a lavoura. Contudo, seu uso
deve ser criterioso e bem planejado, a fim de evitar a selecdo de espécies vegetais resistentes
ou a degradacdo ambiental, como a contaminagdo do solo, dos recursos hidricos ou da
atmosfera. (CORREIA, 2021).

A intensificacdo do uso de agrotoxicos acompanha o avan¢o do setor agricola no Brasil,
refletido no expressivo crescimento da colheita de grdos, que passou de 149 milhGes de
toneladas em 2010 para 238 milhdes em 2017. Para o ano de 2025, a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB) estima uma safra recorde de mais de 325 milhdes de toneladas de
graos, demonstrando a continua expansao da producéo agricola no pais (CONAB, 2025). Esse
cenario também esta atrelado a ampliacdo das areas destinadas a monocultura, um modelo
produtivo que compromete a estabilidade dos ecossistemas e reduz a diversidade bioldgica,
criando condigdes propicias ao surgimento e a proliferacdo de pragas e enfermidades (Souza et
al., 2023).

2.1.1 DIURON
O diuron é um dos herbicidas mais utilizados na agricultura brasileira devido a sua

comprovada eficiéncia agrondmica no controle de plantas daninhas em culturas de grande
importancia econémica, como café, cana-de-acucar e citrus (Alba; Esmeralda; Jaime,
2022).Seu uso recorrente no campo contribuiu para que esse composto se tornasse um dos
pesticidas mais estudados nas Ultimas décadas, sobretudo quanto ao seu comportamento
ambiental e toxicidade (Asgari; Abdipour; Shadjou, 2023).Quimicamente, o diuron (N’-(3,4-
diclorofenil)-N,N-dimetiluréia) é um herbicida de acdo sistémica pertencente ao grupo das
uréias substituidas, cuja principal forma de atuacdo se da por meio da inibi¢do do fotossistema
I1. Esse mecanismo o torna eficaz no controle de uma ampla variedade de plantas daninhas,
incluindo espécies de folhas largas e gramineas, sendo aplicado tanto em pré quanto em pos-
emergeéncia.

No cenario brasileiro, o diuron destaca-se entre os herbicidas mais utilizados, ocupando
a 122 posicdo entre os mais comercializados no pais. Apesar de sua relevancia no manejo de
plantas daninhas, preocupacfes vém sendo levantadas sobre os impactos ambientais e
toxicologicos associados ao seu uso. A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA) o classifica como “possivelmente cancerigeno para seres humanos”, o que reforga a
necessidade de estudos sobre sua persisténcia e mobilidade no ambiente (Viana et al., 2020)

As propriedades fisico-quimicas do diuron estdo diretamente ligadas ao seu

comportamento no solo e ao seu potencial de contaminacdo ambiental. Trata-se de um
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composto de baixa solubilidade em 4agua (Sw = 35,6 mg L™ a 20 °C), ligeiramente volatil, com
persisténcia intermediaria (meia-vida — DTso = 89 dias), e apresenta pouca mobilidade vertical
devido ao seu coeficiente de parti¢cdo octanol-agua (Kow = 589) e ao coeficiente de adsorcao
de Freundlich (Kf = 17,95 pmol&-V/mL(/mke™y (Pareja; Palladino, 2024). Tais caracteristicas
indicam que o composto tende a permanecer nas camadas superficiais do solo, especialmente
em ambientes com alto teor de matéria orgénica e textura argilosa.

Nesse contexto, diversos estudos apontam que a lixiviacdo do diuron é altamente
dependente das condicdes edafoclimaticas, sendo influenciada pelo tipo de solo e pelo regime
de chuvas. Solos com maior conteddo de matéria organica favorecem a retencdo do herbicida
nas camadas superiores (0—5 cm), limitando sua mobilidade vertical. Por outro lado, chuvas
intensas podem intensificar o transporte do composto no perfil do solo, elevando o risco de
contaminacgdo de aguas subterraneas e superficiais. (A. Matos et al., 2020)

Como consequéncia dessa mobilidade potencial e de sua baixa taxa de degradacédo
natural, o diuron é frequentemente classificado como contaminante hidrico. Ele tem sido
detectado em diferentes ambientes aquaticos, principalmente devido ao escoamento superficial
apos aplicagdes em areas agricolas (Franco et al., 2024). Alem de representar risco a qualidade
da agua, sua presenca em corpos hidricos levanta preocupacdes ecoldgicas, ja que o herbicida
apresenta alta toxicidade para organismos ndo-alvo, podendo causar efeitos adversos em niveis
celular e subcelular, comprometendo o equilibrio ecologico dos ecossistemas aquaticos
(DEHNAVI, 2024).

2.1.2 SULFENTRAZONE

O herbicida sulfentrazone é um herbicida pré-emergente, seletivo condicional, de acdo
sistémica, pertence a classe das aril triazolinonas e tem se destacado pela alta eficacia no
controle de diversas gramineas daninhas, desempenhando papel fundamental no manejo dessas
plantas competidoras. Entre as espécies controladas, ressalta-se 0 capim-pé-de-galinha
(Eleusine indica), para o qual o produto atinge até 100% de eficacia, tanto quando utilizado
isoladamente quanto em associa¢do com outros herbicidas. (Begitschke et al., 2025)

Essa eficiéncia, no entanto, estd relacionada a sua elevada persisténcia no solo,
caracteristica que Ihe confere uma meia-vida prolongada variando de 121 dias em solos
arenosos até 302 dias em solos argilosos. Embora essa durabilidade aumente sua eficacia no

controle residual, ela também eleva o risco de contaminagdo de corpos d'agua e pode impactar
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negativamente a diversidade microbiana do solo, especialmente em casos de uso repetitivo
(Langaro et al., 2020).

O sulfentrazone atua em pré-emergéncia, por meio da inibicdo da enzima
protoporfirinogénio oxidase (PROTOX), o que desencadeia a producdo de espécies reativas de
oxigénio que causam danos celulares. Esse modo de acdo tem ampliado seu uso em regides
agricolas em expansdo, como areas de varzea destinadas ao cultivo de soja, areas de cerrado
voltadas a producdo de soja e cana-de-agucar, além de plantios de eucalipto (Gehrke; Camargo;
Avila, 2020).

Diante do avanco da resisténcia de espécies daninhas ao glyphosate, a combinacdo do
sulfentrazone com outros herbicidas tem se mostrado uma alternativa eficaz de manejo,
especialmente no controle de Amaranthus spp. na cultura da soja. Essa estratégia integrada
amplia o espectro de controle e ajuda a retardar a selecéo de novas resisténcias (Faustino et al.,
2015).

Quimicamente, o sulfentrazone caracteriza-se como um é&cido fraco (pKa 6,56), com
baixo coeficiente de particdo octanol/agua (Kow de 9,8 em pH 7) e solubilidade em agua que
aumenta com o pH: 110 mgL™" em pH 6, 780 mgL "' em pH 7 ¢ 1.600 mg L™ em pH 7,5, a
25 °C. Esses fatores influenciam diretamente sua mobilidade e persisténcia no ambiente (A.
Matos et al., 2020).

Além disso, exibe baixa afinidade de adsor¢do, com coeficiente de distribuicdo (Kd)
inferior a 1,0 mL g! e coeficiente de particdo organico-carbono (Koc) de 43 mL g'. Por esses
motivos, o herbicida é considerado altamente propenso a lixiviacdo, com elevado risco de
contaminacdo dos lencois freaticos (Paszko et al., 2015).

Apesar de ser considerado um produto de baixa volatilidade, sua eliminacdo no
ambiente depende majoritariamente da degradacdo microbiana. Contudo, em ambientes
aquaticos, sua decomposicdo ocorre de forma mais lenta, o que eleva os riscos ambientais
associados a sua presenca prolongada. (Teixeira et al., 2017). A absorc¢do do sulfentrazone
ocorre pelas raizes, e embora sua translocacédo via floema seja limitada, ele atua de forma eficaz
nas espécies sensiveis, provocando desestabilizacdo das membranas celulares e resultando na
rapida dessecacédo das folhas apos a emergéncia. (Universidade Federal da Fronteira Sul et al.,
2019).
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2.2 ASSOCIACAO DE HERBICIDAS

A combinacdo entre sulfentrazone e diuron fundamenta-se principalmente no uso
conjunto desses compostos herbicidas para um manejo eficiente de plantas daninhas, além de
apresentar a possibilidade de efeitos residuais em cultivos posteriores. Tal associacdo €
amplamente reconhecida pela sua alta performance no controle de espécies invasoras em
plantacdes de cana-de-aglUcar e soja, embora apresente também certas limita¢Ges, como 0s
impactos do carryover, que podem comprometer o desenvolvimento de culturas cultivadas em
sistema de rotacdo. (Andrade, 2021)

A associacdo de defensivos agricolas atende a diversos propdésitos, como o controle
conjunto de pragas e plantas daninhas, diminuicdo das doses aplicadas, elevacdo da eficiéncia
no manejo e prevencdo do surgimento de resisténcia aos agroquimicos. Além disso, essa
estratégia pode otimizar custos operacionais e ampliar o espectro de acdo dos ingredientes
ativos utilizados (Vidal et al., 2016).

No entanto, do ponto de vista ambiental, essas combinagdes podem alterar
significativamente o comportamento dos compostos no ambiente. A combinagdo de
sulfentrazone com diuron pode intensificar a persisténcia ambiental, a mobilidade e,
consequentemente, potenciais efeitos toxicos em organismos ndo-alvo, tornando-se um tema
critico para estudos voltados a degradacéo e biorremediacao desses compostos. (MATOS, A et
al.,2020) .

2.3 COMPORTAMENTO DO HERBICIDA NO AMBIENTE

O uso frequente de herbicidas tem resultado na poluicdo de solos e corpos d'agua,
trazendo prejuizos tanto ao meio ambiente quanto a salde humana. A persisténcia desses
compostos no ambiente depende de fatores como o pH, a concentracdo aplicada e o tipo de
adsorvente presente no meio. (Li et al., 2023).

Essa preocupagdo ambiental se justifica pelo comportamento complexo dos herbicidas
no ambiente, que é governado por trés processos interligados: transporte, retengdo e
transformacdo. O transporte envolve mecanismos como volatilizacdo, deriva, lixiviacdo e
escoamento superficial, que movimentam o herbicida entre diferentes compartimentos do
ecossistema, muitas vezes sem a perda de sua toxicidade. Isso favorece sua acumulacdo em
culturas sensiveis, na atmosfera ou em corpos d’agua. Ja a retencao se da por meio da absorcao
por plantas e microrganismos ou da sorc¢do ao solo, influenciando diretamente no destino dos

herbicidas e em seus potenciais efeitos ambientais. (CORREIA, 2018).
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Por fim, a transformacdo dos herbicidas compreende mecanismos abidticos, como
degradagdo quimica, fotoquimica e hidrolise, e biodticos, como a degradagdo realizada por
microrganismos presentes no solo. Essa Ultima, conhecida como degradacdo bioldgica,
representa um dos principais processos naturais de destoxificacdo de compostos xenobidticos e
sera abordada com maior profundidade nas se¢fes seguintes, dada sua relevancia ambiental e

agrondémica (Chand et al., 2022).

2.4 BIODEGRADACAO

Biodegradacdo ¢ um processo natural no qual microrganismos presentes no ambiente,
como bactérias e fungos, utilizam compostos organicos complexos incluindo pesticidas como
fonte de carbono e energia. Essa degradacdo ocorre por meio da acdo de enzimas especificas,
que catalisam reagdes como oxidagdo, reducdo, hidrolise e descloracdo, resultando na
transformacao dos xenobidticos em moléculas mais simples e, em muitos casos, menos toxicas.
O processo pode culminar na mineralizacdo, ou seja, na conversdao completa do contaminante
em dioxido de carbono, agua e biomassa microbiana. Considerando a importancia da
biodegradacdo como mecanismo de autodepuracdo ambiental, estratégias como a
biorremediacdo tém sido desenvolvidas para maximizar e acelerar esse fendbmeno. A
biorremediacgéo consiste na aplicacdo controlada de microrganismos degradadores ou de suas
enzimas em ambientes contaminados, promovendo a degradacdo de compostos clorados e
aromaticos de forma mais eficiente e direcionada (Singh; Ward, 2004).

O estudo mostrou que as bactérias do género Bacillus foram mais eficazes na redugao
dos residuos deixados pela mistura de sulfentrazone e diuron, especialmente quando
comparadas ao uso isolado de fungos ou a combinacéo de fungos com Bacillus. (Helvig et al.,
2025). A biorremediacdo se mostrou uma Opgao promissora para amenizar 0S impactos
causados por esses herbicidas no solo. No entanto, ainda sdo necessarios mais testes em

diferentes condicGes para entender melhor como aplicar essa técnica de forma mais ampla.

2.5 BIORREMEDIACAO
A biorremediacdo € uma técnica sustentavel e economicamente viavel que utiliza

microrganismos, como bactérias e fungos, para degradar poluentes organicos presentes no
ambiente. Esses organismos empregam 0s contaminantes como fonte de carbono e energia,

promovendo sua transformacdo em compostos menos téxicos ou até inofensivos. Por ser um
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método bioldgico eficiente e aplicavel em larga escala, a biorremediacéo tem se destacado como
uma alternativa promissora para a recuperagao de areas contaminadas (Elahi et al., 2022).

A Dbiorremediacdo é uma alternativa sustentavel e econdmica que utiliza
microrganismos, como bactérias e fungos, para transformar poluentes téxicos em compostos
inofensivos. Esses organismos usam os contaminantes como fonte de carbono. No entanto, nem
todos possuem as enzimas necessarias para degradar substancias sintéticas criadas pelo homem.
A eficacia do processo aumenta quando a estrutura quimica do xenobiotico se assemelha a de
compostos naturais. 1sso aumenta a probabilidade de que o processo de biorremediacdo tenha

maior perspectiva de éxito (Francisco; Queiroz, 2018).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de solo

Os experimentos foram realizados nos laboratorios de microbiologia, fitopatologia e manejo de
plantas daninhas da Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA), campus Mossoro-
RN. As amostras de solo foram coletadas na Fazenda Muriaé, localizada em Natal-RN, em uma
area com historico de aplicacdo continua do herbicida comercial Stone®. Foram retiradas 20
amostras em pontos distribuidos aleatoriamente na area, a uma profundidade de 10 cm. O solo
foi acondicionado em caixas térmicas e transportado ao laboratorio, onde foi destinado as
analises microbiol6gicas, visando a deteccdo de microrganismos com potencial para

degradacdo dos principios ativos do herbicida.

3.2 Isolamento dos microrganismos do solo e sele¢cio de microrganismos tolerantes ao
Stone
As amostras de solo foram inicialmente unificadas e homogeneizadas para formar uma amostra

composta. Em seguida, 1 g dessa amostra foi diluido em 9 mL de agua destilada e esterilizada
em tubo Falcon, sendo agitado em vortex por 1 minuto. Realizou-se uma série de diluicGes

seriadas a partir dessa solucéo, e entdo obtiveram as dilui¢des 103 ¢ 10~* (Tortora et al., 2024).

Aliquotas de 100 pL dessas diluigdes foram semeadas em placas de Petri com meio Nutriente
Agar (NA), utilizando alga de Drigalski para garantir dispersio uniforme. As placas foram
incubadas em estufa BOD a 30 + 2 °C por 48 horas. Apos esse periodo, as colonias bacterianas
foram repicadas em novas placas contendo meio NA suplementado com Stone nas
concentragcdes C1 (250 ppm de sulfentrazone e 500 ppm de diuron) e C2 (1000 ppm de
sulfentrazone e 2000 ppm de diuron). Essas concentracdes representam, respectivamente,

aproximadamente 11 e 45 vezes a dose recomendada para aplicacdo em campo.
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Apos incubacdo nas mesmas condigdes, foram selecionadas as col6nias que apresentaram
crescimento nas duas concentracfes para isolamento em culturas puras, utilizando a técnica de
esgotamento de indculo. Os isolados selecionados foram preservados em tubos Eppendorf com
caldo BHI acrescido de 20% de glicerol e armazenados a -80 °C, assegurando sua viabilidade

para etapas posteriores.

A escolha das concentracdes baseou-se nas recomendagbes da bula do produto Stone®,
considerando aplicagdo de 5 L ha™, o que corresponde a 875 g ha™' de sulfentrazone e 1750 g
ha™! de diuron. Dada a area da placa de Petri (0,00785 m?) e o volume médio de 25 mL de meio
de cultura, as concentragdes reais aplicadas foram estimadas em 22 ppm para o sulfentrazone e

44 ppm para o diuron.

3.3 Capacidade de degradac¢io do herbicida por meio dos isolados in vitro
Dez isolados bacterianos foram selecionados com base na tolerancia aos herbicidas: 3,

4, 18, 19, 31, 34, 36, 39, 41 e 42. Esses isolados foram avaliados quanto a capacidade de
degradar os compostos presentes na formulacdo Stone®. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), onde cada tratamento consistia na inoculacéo de
um isolado em meio liquido contendo sulfentrazone (22 ppm) e diuron (44 ppm), além de um
controle sem microrganismo. Antes da inoculacdo, os isolados foram repicados em placas de
NA e incubados por 48 horas em estufa BOD (30 £+ 2 °C). As colonias formadas foram raspadas
com auxilio de bisturi estéril e suspensas em 9 mL de agua destilada estéril. A suspensao foi
homogeneizada em vortex por 1 minuto. A densidade dptica (DO) das suspensées foi medida a
600 nm, sendo padronizada para 0,8, garantindo uniformidade na concentracdo dos indculos.
Cada Erlenmeyer (250 mL) recebeu 70 mL de meio liquido contendo NaCl, extrato de carne,
extrato de levedura e peptona, além de 10 mL da solugdo contendo os herbicidas. Em seguida,
foi adicionado 100 pL da suspensdo bacteriana. As culturas foram mantidas em incubagao

(30 £2 °C) e amostras foram retiradas nos dias 1,2, 3,5,7,9 e 11.

A extracdo dos herbicidas foi feita com base no protocolo QUEChERS (Kaczynski,
2017) com modificacdes. Para isso, 10 mL de cultura foram transferidos para tubos Falcon de
50 mL, com adicdo de 10 mL de acetonitrila e 2 mL de dgua. Ap0s agitacdo por 30 minutos (12
rpm) e sonicagdo por 5 minutos, foram adicionados 1 g de NaCl e 2 g de MgSOa. A mistura foi
agitada em vortex e centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi filtrado (0,22

KUm) e armazenado em frascos tipo vial (1,5 mL) para analise por UHPLC.
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3.4 Caracterizacao bioquimica e coloracdo de Gram dos isolados
As coldnias bacterianas isoladas foram semeadas em meio NA e incubadas a 30 °C por 24 horas.

Posteriormente, uma coldnia de cada isolado foi inoculada em meios especificos para testes
bioguimicos: Triple Sugar Iron (TSI), Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM), Citrato de Simmons e
Lisina. A coloragdo de Gram foi realizada para determinacdo da estrutura da parede celular. A

morfologia das col6nias também foi observada por microscopia oOptica.

3.5 Condi¢bes Cromatograficas e de Espectrometria de Massa
As andlises dos residuos dos herbicidas foram realizadas por UHPLC acoplado a

espectrometro de massas (LCMS-8040, Shimadzu, Japdo), com fonte de ionizagdo por
eletrospray (ESI) operando em modo positivo e negativo. A separacdo foi feita em coluna
Pinnacle DB AQ C18 (50 x 2,1 mm; 1,9 um), com fluxo de 0,2 mL min™!, volume de inje¢ao
de 5 puL, amostrador a 15 °C e forno da coluna a 45 °C.

A fase movel consistiu em eluicéo isocratica com 80% de acetonitrila (fase B) e 20% de
agua ultrapura com 0,1% de acido formico (fase A). O espectrometro foi ajustado com tensédo
de interface de 4,5 kV, temperatura de dessolvatagdo de 250 °C, temperatura do bloco de
400 °C, fluxo de gas de secagem (N2) de 15 L min™', gas de nebulizacdo de 3 L min™' e gas de
colisdo (Ar) com pressdo de 230 kPa. As transicdes MRM utilizadas estdo resumidas na Tabela
1.

Tabela 1. Parametros cromatograficos e de espectrometria de massas otimizados.

Quantificacdo Confirmacéo
o Tempo de : :
Herbicida 3 ) MRM transicito DP  CE MRM transicito D CE
retencdo (min)
m/z N (V) m/z N~ (V)
Diuron 3,45 233,00>72,00 29 -19 233>160,00 -29 -25
Sulfentra
2,75 385,00>307,10 20 24 385,00>199,00 19 40
zone

Monitoramento por reagbes multiplas (MRM), potencial de decomposicéo (DP) e Energia de coliséo (CE).

3.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos experimentalmente do ensaio in vitro, submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, em seguida, os modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem
(PPO, Eq. 1) e pseudo-segunda ordem (PSO, Eg. 2) foram ajustados aos dados experimentais.

Para verificar o modelo que melhor se ajusta ao fendmeno da cinética de degradacdo dos
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herbicidas, os modelos foram comparados quanto ao seu ajuste aos dados considerando o
coeficiente de terminacgdo (R?, Eq. 3) e o critério informativo de Akaike corrigido (AlICc, Eq.
4),

Modelo cinético pseudo-primeira ordem (PPO)
[Cle = [Cloe™"a¢ (Eq. 01)
Modelo cinético pseudo-segunda ordem (PSO)

[Cle = 1L (Eq. 02)

Coeficiente de determinacéo

2 1 _RSS
RP=1-22 (Eq. 03)

Critério informativo de akaike corrigido

(SSE) 2Np (Np+1)

AICCZNZTIT+2NP+ N—Np—1 (Eq.
04)
Nas quais,

[Clo (mg L) é a concentragéo inicial, [C]: (mg L™?) é a concentragdo no tempo, t (Dia) é o
tempo, Ki (min?) e Kz (L mg?* min?) sdo, respectivamente, as constantes cinéticas para 0s
modelos PPO e PSO, RSS ¢é a soma dos quadrados dos residuos, TSS é a Soma total dos
quadrados, Np € o nimero de parametros do modelo e N o tamanho da amostra e SSE é a soma

dos desvios ao quadrado.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Isolamento dos microrganismos do solo e selecio de microrganismos tolerantes aos
herbicidas
Foram isolados 43 microrganismos a partir de uma amostra composta de solo. Na

concentracdo C1, 10 isolados demonstraram toleréncia, apresentando crescimento abundante
por toda a superficie das placas. Por outro lado, os 33 isolados restantes apresentaram
crescimento limitado ou ausente, sendo, portanto, descartados por indicarem baixa tolerancia

ao herbicida nessa concentragdo (Figura 1).



Figura 1. Colonizacao dos microrganismos em meio NA.
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A diferenca na sobrevivéncia dos microrganismos pode estar relacionada a fatores como
variabilidade genética, presenca de mecanismos especificos de resisténcia e adaptacao a esses
xenobidticos, capacidade de metabolizacio ou degradacdo do composto toxico.
Microrganismos tolerantes podem possuir enzimas capazes de modificar ou degradar os
principios ativos do herbicida, reduzindo seus efeitos nocivos (THORGERSEN et al., 2024).
Na concentracdo mais elevada (C2), nenhum microrganismo apresentou crescimento, o que
indica que o nivel de toxicidade do herbicida nessa condicdo ultrapassa os limites de tolerancia
mesmo dos isolados mais resistentes. Dessa forma, os 10 microrganismos tolerantes a
concentracdo C1 foram selecionados para 0s ensaios posteriores, visando a avaliacdo mais
aprofundada de suas caracteristicas e possiveis mecanismos de tolerancia.

Esse resultado reforca a hipotese de que apenas uma parcela especifica da microbiota do
solo possui mecanismos bioguimicos capazes de lidar com os efeitos toxicos do herbicida em
niveis menos agressivos. Entre esses mecanismos, destacam-se a atividade de enzimas como a
catalase e a glutationa S-transferase, que atuam na neutralizacdo de espécies reativas de

oxigénio e na detoxificacdo de xenobioticos, respectivamente (Rabelo et al., 2023).

4.2 Capacidade de degradac¢io dos herbicidas in vitro
Os dados obtidos no experimento de degradacgdo in vitro mostram que alguns isolados

apresentaram maior eficiéncia na degradacdo e velocidade do sulfentrazone e diuron,
destacando-se como materiais promissores para aplicagdo em processos de biorremediacdo de
ambientes contaminados por esses herbicidas. A elevada capacidade degradativa observada em
determinados microrganismos pode estar associada a uma maior tolerancia ao diuron e ao
sulfentrazone, conforme verificado na triagem inicial, o que sugere a presenca de mecanismos
adaptativos ou a inducdo de sistemas enzimaticos especificos envolvidos na degradagdo de
compostos xenobidticos.(Thorgersen et al., 2024)

Os modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem (PPO) e pseudo-segunda ordem (PSO)
foram aplicados aos dados experimentais para identificar o modelo que melhor representa os
resultados observados e, assim, compreender a dindmica e 0s mecanismos envolvidos no
processo de degradacao dos herbicidas (Figura 2). A escolha desses modelos se deve ao seu uso
consolidado na descrigcdo de processos de adsorcao e degradacédo, permitindo inferir se a taxa
de reacdo estd mais relacionada a concentracdo do herbicida (PPO) ou a interacdo entre o
herbicida e os agentes bioldgicos (PSO) (Chen et al., 2023).

A avaliagdo do ajuste dos modelos foi realizada com base no coeficiente de determinacao

(R?) e no Critério de Informacdo de Akaike corrigido (AlCc), uma abordagem estatistica
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robusta amplamente utilizada para selecdo de modelos, por considerar ndo apenas a qualidade

do ajuste, mas também a complexidade do modelo (SILVA et al., 2025)

Figura 2. Cinética de degradacdo do diuron e sulfentrazone in vitro pelos 10 isolados
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Para o sulfentrazone, os valores de R? variaram de 0,94 a 0,99 tanto para 0 modelo PPO

quanto para o PSO, enquanto para o diuron, os valores oscilaram de 0,97 a 0,99 em ambos 0s

modelos, indicando que, com base apenas no R2, ambos 0os modelos cinéticos apresentam bom

desempenho e capacidade de descrever os dados experimentais. No entanto, a similaridade nos
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valores de R2 ndo permite distinguir de forma conclusiva qual modelo é mais adequado para
cada caso. Dessa forma, foi adotado o AICc como critério decisivo de selegdo. Com base nos
valores de AlICc obtidos (Tabela 2), verificou-se que para o sulfentrazone os isolados 3, 19, 31,
34, 39 e 42 foram mais bem descritos pelo PPO, ja os isolados 4, 18, 36 e 41 sdo melhor
ajustados ao modelo PSO. Para o diuron os isolados 3, 4 e 36 apresentaram melhor ajuste ao
modelo PPO, enquanto os isolados 18, 19, 31, 34, 39, 41 e 42 foram mais bem descritos pelo
modelo de PSO. Esses resultados sugerem que diferentes isolados podem adotar mecanismos

distintos de degradacao, reforcando a importancia da analise cinética individualizada.
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Tabela 2. Parametros dos modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem (PPO) e pseudo-segunda ordem (PSO) obtidos a partir dos dados de
degradacao do diuron e sulfentrazone no solo.

Paramet

Herbicida M(z)del 0 CONT ISO3 ISO4 1ISO18 ISO19 ISO31 ISO34 ISO36 ISO39 1SO41 1SO42
Co 41,650, 40,030, 41,14+0, 39,620, 39,2240, 39,2940, 39,29+0, 39,21+0, 38,55+0, 39,02+0, 40,2040,
41 24 14 16 23 39 39 45 12 47 35
PPO K x10° 23,40+1, 40,48+1, 37,84+1, 39,000, 44,64+1, 32,63+1, 32,631, 34,12+1, 36,740, 34,351, 36,15%1,
62 51 13 92 49 33 33 71 55 42 44
R? 0,97 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,98 0,99 0,98 0,98
Diuron AlCc -7,97 -6,88 -7,95 -12,03 -5,66 17,50 -3,77 6,47 7,64 5,21 6,45
Co 41,94+0, 40,89+0, 41,85+0, 40,420, 39,9940, 39,78+0, 39,850, 39,89+0, 39,10+0, 39,5640, 40,870,
46 01 16 01 22 35 01 41 18 41 29
PSO K X104 6,69+0,4 12,70+0, 11,10+0, 12,20+0, 14,40+0, 9,97+0,3 9,98+0,0 10,70+0, 11,60+0, 10,70+0, 11,1040,
5 02 31 02 40 1 1 42 23 32 33
R? 0,97 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
AlCc 1,74 -0,62 -6,91 -12,23 -10,48 17,54 -4,45 7,17 7,16 4,88 6,09
Co 23,430, 22,20+0, 20,65+0, 21,18+0, 20,05+0, 21,740, 21,740, 20,740, 20,32+0, 19,44+0, 18,600,
21 39 70 46 13 22 22 26 84 63 34
PPO K x10° 39,751, 76,58+2, 63,44%5, 65,69+3, 46,771, 62,44+3, 62,44+3, 55,82+2, 53,3615, 56,214, 65,7843,
52 94 0 7 29 08 08 78 67 13 12
R? 0,99 0,99 0,96 0,98 0,99 0,99 0,99 0,98 0,94 0,96 0,98
Sulfentrazo AlCc -10,16 -6,88 -3,51 -8,54 1,17 -8,79 2,88 0,57 11,76 10,79 -3,99
ne Co 23,81+0, 23,88+0, 22,310, 22,360, 20,2940, 22,37+0, 22,84+0, 21,57#0, 0,94+10 20,110, 19,5440,
19 04 63 02 16 27 02 22 8 60 31
Kx 21,10+0, 51,300, 44,60+2, 43,900, 29,60+1, 37,80+1, 40,10+0, 37,00+1, 36,50+3, 39,50+2, 50,501,
PSO 104 63 16 05 12 01 94 10 29 51 13 74
R? 0,99 0,99 0,98 0,99 0,99 0,98 0,99 0,99 0,94 0,99 0,99
AlCc -13,73 -0,62 -11,43 -12,47 2,82 -1,25 3,07 0,08 12,42 10,26 -9,45
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A constante cinética é um parametro fundamental na descri¢io de reagdes quimicas, pois
expressa 0 quao rapido uma reacdo ocorre sob determinadas condic¢des (Cavallotti, 2023). No
presente estudo, os valores da constante de pseudo-primeira ordem (K:) obtidos para os isolados
3,19, 31, 34, 39 e 42, durante a degradacdo do sulfentrazone, foram aproximadamente 1,96,
1,18, 1,57, 1,57, 1,34 e 1,65 vezes superiores ao valor observado no controle, respectivamente.
Por outro lado, os isolados 4, 18, 36 e 41, cujos dados foram melhor ajustados ao PSO, os
valores da constante de pseudo-segunda ordem (Kz), apresentaram valores 2,11; 2,08; 1,75 e
1,87 vezes maiores que o controle.

Esses resultados indicam que, para os isolados ajustados ao PPO, a taxa de degradacéo
do herbicida esta diretamente relacionada a concentracdo do sulfentrazone no meio. Em
contrapartida, os isolados ajustados ao PSO indicam que a taxa de degradacdo depende nédo
apenas da concentracdo do herbicida, mas também da disponibilidade e da atividade das cepas
microbianas presentes, o que reflete um processo possivelmente mais complexo, envolvendo
interacdes especificas entre 0os microrganismos e 0 composto-alvo. Tais resultados sugerem
maior afinidade enzimatica ou adaptacdo metabdlica a molécula do sulfentrazone por parte
desses microrganismos (Ngigi et al., 2011) .Uma possivel explicacdo para a degradacdo
acelerada observada € o histérico de uso recorrente do herbicida na area de coleta das amostras,
0 que pode ter favorecido a selecdo de populacdes microbianas adaptadas a presenca do
xenobidtico, com capacidade aumentada para sua metaboliza¢do por meio de vias enzimaticas

especificas.

Além da analise das constantes cinéticas (Ki ¢ Ks), a Figura 3 ilustra diretamente a
velocidade de degradacdo dos herbicidas pelos diferentes isolados ao longo do tempo. Essa
representacdo grafica permite uma comparacdo mais visual e direta do desempenho de cada
cepa microbiana em relacdo ao sulfentrazone e ao diuron. Observa-se que o isolado 3 se
destacou com uma das maiores velocidades de degradacdo para ambos os herbicidas,
apresentando taxa acentuada logo nos primeiros dias de incubacdo, o que corrobora com 0s
elevados valores de K: descritos anteriormente. Da mesma forma, o isolado 42 também
demonstrou uma boa performance, com degradacéo eficiente e rapida tanto para o sulfentrazone

quanto para o diuron, reforcando seu potencial como biorremediador versatil.

Por outro lado, alguns isolados demonstraram desempenho diferenciado entre os
compostos. Por exemplo, o isolado 19 apresentou velocidade de degradacgdo consideravelmente
maior para o diuron em comparacao ao sulfentrazone, o que indica uma possivel especializacido

enzimatica ou maior afinidade por esse herbicida especifico. Em contraste, o isolado 34 mostrou
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velocidade mais expressiva para o sulfentrazone, destacando-se menos na degradacdo do
diuron. E importante destacar ainda que os isolados 4 e 36, embora tenham apresentado boa
cinética (Ki e Kz), mostraram velocidades mais acentuadas para o diuron do que para o
sulfentrazone, sugerindo uma preferéncia metabdlica ou adaptacdo microbiana distinta para

£SSe COmposto.

Ja o isolado 18 teve performance satisfatéria para ambos, mas com velocidade um pouco
mais estavel ao longo do tempo. Essas diferencas de comportamento reforgcam a importancia da
avaliacdo integrada dos dados cinéticos e graficos para a selecdo de isolados com maior
eficiéncia e versatilidade. A comparagdo entre 0os dois herbicidas demonstra que alguns
microrganismos sdo capazes de atuar de forma eficaz sobre ambos os compostos, enquanto
outros apresentam atividade mais seletiva. 1sso evidencia o potencial de aplicacdo estratégica
desses isolados em programas de biorremediacdo direcionados, considerando-se o tipo de

contaminante predominante em cada area impactada.
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Figura 3. Velocidade de degradacdo do diuron e sulfentrazone nos meios contendo os isolados
bacterianos e no controle ap6s 11 dias. Barras indicam o erro padrdo das médias. Letras minGsculas diferentes

indicam diferencas entre as médias pelo teste Scott-knott ao p-valor < 0,05.

A concentracéo final de diuron e sulfentrazone no sistema foi avaliada apds 11 dias de

incubacédo (Figura 4). Com excegdo do isolado 4, todos os outros isolados apresentaram uma



33

reducdo significativa na concentracdo dos herbicidas em comparagdo ao controle, indicando
uma taxa de degradacdo superior. Isso mostra o potencial dos isolados microbianos na
degradacdo dos residuos de herbicida ao longo do tempo. (Singh; Singh, 2014). Dentre 0s
tratamentos, os isolados 3 e 19 foram os que mais se destacaram, apresentando menores
concentragdes residuais de diuron ao final do periodo avaliado. Esses tratamentos receberam a
mesma letra estatistica "Ac", o que indica que ndo apresentaram diferenca entre si, mas se
diferenciaram estatisticamente do controle, que recebeu a letra "Aa", enfatizando melhores

resultados desses isolados na degradacao do herbicida.
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Figura 4. Grafico da concentracao final concentragdo apés 11 dias, a presenga de letras diferentes (Abc)
indica diferenca significativa entre os tratamentos segundo o teste estatistico adotado (Teste de Tukey a 5% de

probabilidade), enquanto letras iguais significam auséncia de diferenca significativa.

Portanto, os isolados que apresentam a letra "A" no eixo superior da barra (diuron)
pertencem ao mesmo grupo estatistico, e a letra ""c" na parte inferior (sulfentrazone). Osisolados
3 e 19 também se destacaram na degradacdo do diuron, apresentando desempenho
significativamente superior ao controle, o que reforca o potencial biorremediador desses
microrganismos, especialmente em relagdo a esse herbicida. Embora tenham promovido a
degradacdo do sulfentrazone, a taxa de remocdo do diuron foi notavelmente maior. Esse
comportamento pode estar relacionado a diferentes fatores. Uma hipdtese é a maior afinidade
dos microrganismos pela estrutura quimica do diuron, que pode favorecer o reconhecimento e

0 metabolismo do composto por enzimas especificas envolvidas nos processos de degradacao.
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Outra possibilidade esta relacionada a concentracdo inicial dos herbicidas no experimento:
como o diuron foi adicionado em massa aproximadamente duas vezes superior a do
sulfentrazone, ele se encontrava mais disponivel no meio, o que pode ter influenciado
positivamente sua degradacdo. Portanto, tanto aspectos fisioldgicos dos microrganismos quanto

fatores experimentais devem ser considerados na interpretagdo desses resultados.

Ao avaliar a eficiéncia dos isolados bacterianos na degradacao dos herbicidas, observou-
se varia¢do no desempenho entre os diferentes microrganismos testados (Figura 5). A referida
figura expressa a razdo entre a degradacdo do diuron e do sulfentrazone para cada isolado,
permitindo interpretar qual herbicida foi mais efetivamente degradado por cada um. Valores
acima de 1 indicam que o isolado degradou mais diuron do que sulfentrazone, enquanto valores
abaixo de 1 sugerem maior degradacéo do sulfentrazone. Nesse contexto, os isolados 3, 19 e 42
apresentaram valores de 1,42; 1,80 e 1,45, respectivamente, evidenciando uma preferéncia ou
maior capacidade de degradacdo do diuron em relacdo ao sulfentrazone. Esse resultado pode
ser atribuido a maior disponibilidade do diuron no meio, ja que foi aplicado em massa
aproximadamente duas vezes superior a do sulfentrazone, bem como a possiveis caracteristicas

estruturais do composto que favorecem sua metabolizacdo por enzimas microbianas.

Esse desempenho sugere que esses isolados possuem mecanismos enzimaticos capazes
de atuar na quebra da estrutura quimica do sulfentrazone, possivelmente por meio de vias
oxidativas ou reacBes de hidrolise promovidas por enzimas como monooxigenases ou
hidrolases especificas (Yi et al., 2024). A presenca dessas enzimas pode estar associada a
capacidade metabodlica dessas bactérias em utilizar o herbicida como fonte alternativa de

carbono ou energia, favorecendo sua borremediacdo no ambiente.
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Figura 5: Porcentagem de degradacdo do diuron e sulfentrazone em relacdo a concentragdo inicial
aplicada aos meios contendo isolados bacterianos e no controle ap6s 11 dias. Barras indicam o erro padrdo das

médias. Letras mindsculas diferentes indicam diferencas entre as médias pelo teste Scott-knott ao p-valor < 0,05.

De acordo com o dendrograma (Figura 6), advindo da analise de agrupamento
hierarquico, os 10 isolados microbianos foram classificados em trés grupos principais com base
no desempenho em relacéo ao herbicida diuron, considerando os parametros de velocidade de
degradacdo, constante cinética e porcentagem de remocao do herbicida. O grupo 2 (G2) contém
os isolados 03 e 19 apresentaram degradacdo de 39,12 e 36,79%, respectivamente, da
concentragdo inicial apds 11 dias. Enquanto o grupo 1 (G1), com os isolados 04, 18, 31, 34, 36,
39, 41 e 42, variaram de 27,39 a 33,07% da concentragéo inicial. Enquanto o grupo 3 (G3) foi
formado exclusivamente pelo controle que apresentou uma degradagao de apenas 17,42% em
relacdo a concentracdo inicial, isso devido a auséncia dos microrganismos que S&o0
potencialmente capazes de estar realizando essa degradac¢do do herbicida. Quando se trata de
degradacao os isolados 34 e 39 apresentaram as menores taxas de degradagdo com valores de
27,98 e 27,39% respectivamente, este ponto em conjunto com os baixos niveis de velocidade e
constante cinética indica que esses isolados tem uma capacidade inferior a lidar com as
moléculas do diuron quando comparados com os isolados do G2. Portanto, a utilizacdo desses

isolados para processos de biorremediacdo demonstra ser menos eficaz.
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Tree Diagram for 11 Cases
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Figura 6. Dendrograma gerado pela analise de agrupamento utilizando o método de Ward, considerando as
varidveis de remocao, taxa de degradacdo e constante cinética do diuron. Os isolados foram agrupados de acordo
com a similaridade entre os pardmetros avaliados, permitindo a identificacdo dos grupos com maior potencial
biorremediador.

Para o sulfentrazone o grupo 1 (G1) com os isolados 04, 18, 31, 34, 39, 41 e 42,
apresentaram os valores de degradacao de 45,73, 46,92, 47,08, 42,48, 47,22, 48, 34 e 46,57%
respectivamente, ja o grupo 2 (G2) estdo os isolados 3 e 36 com degradacdo de 52,19 e 50,79
de forma correspondente. Enquanto o isolado 19 que se encontra no grupo 3 (G3) juntamente
com o controle apresentou valor de 41,32%. Portanto os isolados pertencentes ao G2
apresentaram maior taxa de degradacdo, demonstrando alta eficiéncia dessas bactérias. Esses
dados indicam que esses microrganismos possuem rotas metabdlicas versateis e robustas, além
de possivel expressdo de multiplas enzimas envolvidas na quebra de diferentes estruturas
quimicas, como monooxigenases, peroxidases, laccases e hidrolases(Muhammad et al., 2024).
A presenca de sistemas enzimaticos com uma vasta especificidade pode possibilitar a esses
isolados um potencial interessante para utilizagdo em projetos de biorremediacdo de areas
contaminadas por misturas de herbicidas. A eficiéncia simultanea nos dois compostos também
pode estar relacionada a adaptacdo evolutiva desses microrganismos a ambientes agricolas
intensivamente tratados com defensivos, agregando bastante na selecdo de cepas degradadoras.

Esses resultados reforcam a importancia de selecionar isolados com multiplas capacidades
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metabolicas para uso em consorcios microbianos voltados a recuperagio de solos contaminados,

aumentando a eficécia e a abrangéncia dos processos de biorremediacéo. (Figura 7)

Tree Diagram for 11 Cases
Ward's method
Euclidean distances

Gl G2 G3

Linkage Distance

1]

Iso 34 Iso 41 Iso 31 Iso 04 Iso 03 Controle
Iso 42 Iso 39 Iso 18 Iso 36 Iso 19

Figura 7. Dendrograma gerado pela analise de agrupamento (método de Ward) com dados de remocdo, taxa e

constante de degradacéo do herbicida sulfentrazone, destacando os isolados com maior potencial biorremediador.

Tais dados demonstram o potencial biorremediador dos isolados os isolados 3 e 36 com
52,19 e 50,79 respectivamente evidenciando que a capacidade de degradacao é especifica para
cada herbicida e depende das caracteristicas metabdlicas e fisiologicas de cada microrganismo.
A identificacdo dos isolados mais eficientes representa um passo importante na selecao de cepas
com potencial para uso em estratégias de biorremediacdo de areas agricolas contaminadas por
residuos de herbicidas. No entanto, é necessario compreender melhor 0s mecanismos
fisiologicos envolvidos nesse processo através da analise do perfil bioquimico dos
microrganismos. Por meio de testes especificos, foi possivel tracar caracteristicas metabélicas
que auxiliam na inferéncia de possiveis rotas enzimaticas associadas a degradagdo dos

compostos avaliados (Tabela 3).
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Tabela 3: Resultados das analises bioquimicas e da coloracdo de Gram dos isolados

bacterianos

Isolados Testes Bioquimicos
Formato Gram TSI SIM CIT LIA

ISO-3 Bacilo + K-A -/-/+ + +

1ISO-4 Bacilo + K-A -/-/+ + -
ISO-18 Bacilo + K-K -/-/+ + +
ISO-19 Bacilo + K-K -/-/+ + +
ISO-31 Bacilo - K-A -/-/+ + +
ISO-34 Bacilo - K-K -/-1+ + +
ISO-36 Bacilo + K-A -/-I+ + +
ISO-39 Bacilo + K-K -/-I+ + -
ISO-41 Bacilo - K-K -/-1+ + +
ISO-42 Bacilo - K-A -/-+ + +

Resultados das provas bioquimicas e da identificacdo pelo teste de Gram dos isolados bacterianos. TSI: meio
Triple Sugar Iron, com os resultados expressos como K/A (inclinacdo alcalina e fundo acido), apontando
fermentacdo apenas da glicose; K/K (inclinagdo e fundo alcalinos), indicando auséncia de fermentacdo de
carboidratos. SIM: teste de produgdo de sulfeto de hidrogénio (H=S), produgdo de indol (Ind) e motilidade (M),
sendo H.S— efeito negativo para producdo de sulfeto de hidrogénio, Ind— negativo para producéo de indol, e M+
indicando microrganismo mével. Urease, expressando os resultados como positivo (+) ou negativo (-). LIA: teste
de lisina descarboxilase, CIT: teste de utilizacdo de citrato como Unica fonte de carbono, Gram: classificacdo

morfoldgica dos isolados, sendo GP correspondente a Gram-positivo e GN a Gram-negativo.

Com o objetivo de caracterizar os microrganismos isolados, foram realizados testes
bioguimicos padrdo. Todos os isolados apresentaram morfologia do tipo bacilar. Com base na
coloracdo de Gram, os isolados 3, 4, 18, 19, 36 e 39 foram classificados como bacilos Gram-
positivos (Figura 8). Essa caracteristica pode estar relacionada a maior resisténcia a estresses

ambientais, como a presenca de herbicidas, j& que a parede celular espessa de peptidoglicano
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das bactérias Gram-positivas oferece maior protecdo contra compostos toxicos(Pasquina-
Lemonche et al., 2020).

Por outro lado, os isolados 31, 34, 41 e 42 foram identificados como bacilos Gram-
negativos. Esse grupo, embora possua uma parede celular mais fina, conta com uma membrana
externa que pode conter proteinas de transporte (porinas) e bombas de efluxo, mecanismos que
contribuem para a tolerancia e até para a degradacdo de xenobidticos, como os herbicidas.
Assim, a presenca de ambos os tipos de Gram entre os isolados sugere diferentes estratégias

adaptativas a presenca dos herbicidas diuron e sulfentrazone (Lingens et al., 1985).

Todos os isolados apresentaram resultados positivos no teste do citrato de Simmons,
indicando a capacidade de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono. Essa habilidade é
metabolicamente relevante em ambientes contaminados, pois revela flexibilidade metabdlica e
a possivel ativacdo de enzimas que podem estar envolvidas em rotas de degradacdo de

compostos aromaticos presentes em herbicidas (Yang et al., 2022).

No teste SIM (Sulfeto, Indol e Motilidade), nenhum dos isolados apresentou producéo
de sulfeto de hidrogénio (H2S) nem de indol. A auséncia de H:S sugere a inatividade da enzima
cisteina-desidratase, e a auséncia de indol indica que a enzima triptofano-desaminase pode nao
estar presente ou ativa nesses isolados (Nissa Maulia Bestari et al., 2025). Por outro lado, todos
os isolados apresentaram motilidade positiva, caracteristica importante para bactérias do solo,
uma vez que confere maior capacidade de deslocamento no ambiente e, consequentemente,

melhor acesso a moléculas de herbicidas dispersas no solo (Liao et al., 2021).

O teste TSI (Triple Sugar Iron), utilizado para avaliar a fermentacdo de glicose, lactose
e sacarose, revelou que os isolados 18, 19, 34, 39 e 41 ndo foram capazes de fermentar esses
acucares. Por outro lado, os isolados 3, 4, 31, 36 e 42 apresentaram fermentagdo da glicose,
indicando atividade metabdlica associada a vias glicoliticas comum em processos de
biorremediagédo (Bulmash; Fulton, 1964).

No teste de descarboxilacdo da lisina, os isolados 3, 18, 19, 31, 34, 36, 41 e 42
apresentaram resultados positivos, sugerindo a producdo da enzima lisina descarboxilase,
responsavel por converter lisina em cadaverina. Esse composto esta envolvido na regulacdo do
pH intracelular e pode contribuir para a resisténcia a estresses quimicos (Kirchner et al., 2025)
. Ja os isolados 4 e 39 apresentaram resultados negativos, indicando auséncia dessa atividade

enzimatica (Figura 9).
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Esse conjunto de caracteristicas bioquimicas permite tracar um perfil funcional dos
isolados, evidenciando mecanismos fisiologicos e possiveis rotas metabdlicas associadas a
tolerancia e/ou degradacdo de compostos tdxicos como o diuron e o sulfentrazone. A integracdo
dos dados permite inferir, ainda que preliminarmente, possiveis géneros bacterianos, como
Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter ou Serratia, comumente associados a biorremediacéo de
xenobidticos em solos contaminados. Mais testes sdo necessarios para identificar a colecdo a
nivel de género e ou espécie. (ARORA, P.,2020.).

Figura 8. Resultado do teste bioquimico de Gram.

Figura 9. Resultados dos testes bioquimicos Citrato (CIT); Motilidade (SIM);
Descarboxilacdo da Lisina(LIA); Fermentacdo de acucares(TSI).

TSI
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Esse conjunto de caracteristicas bioquimicas permite tracar um perfil funcional dos
isolados, evidenciando mecanismos fisiologicos e possiveis rotas metabdlicas associadas a
tolerancia e/ou degradacdo de compostos tdxicos como o diuron e o sulfentrazone. A integracao
dos dados permite inferir, ainda que preliminarmente, possiveis géneros bacterianos, como
Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter ou Serratia, comumente associados a biorremediacéo de

xenobioticos em solos contaminados ( ARORA, P.,2020.).

5 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstrou o potencial de microrganismos isolados do solo na degradacéo
dos herbicidas diuron e sulfentrazone. Dos 43 isolados iniciais, 10 apresentaram tolerancia ao
herbicida Stone na menor concentracdo testada, sendo, por isso, selecionados para 0s ensaios
de degradacdo. Os experimentos in vitro revelaram que alguns isolados, especialmente os 3, 19
e 36, apresentaram as maiores taxas de degradacgédo, com destaque para o diuron, sugerindo uma
possivel adaptacdo microbiana a presenca continua desse composto no ambiente.

A analise cinética indicou diferencas entre os isolados quanto ao ajuste aos modelos
matematicos de degradacdo, refletindo mecanismos distintos de atuacdo enzimatica ou de
absorcao/metabolizacdo dos compostos herbicidas. Enquanto alguns isolados, como o 19, se
ajustaram melhor ao modelo de pseudo-primeira ordem sugerindo uma degradacao diretamente
proporcional a concentracdo do herbicida, outros, como o isolado 3, apresentaram melhor ajuste
ao modelo de pseudo-segunda ordem, o que pode indicar uma maior dependéncia das interacdes
entre 0 microrganismo e o substrato (herbicida) ou a formagdo de complexos intermediérios

durante o processo de degradacao.

Os testes bioquimicos e a coloracdo de Gram permitiram tracar o perfil fisiologico dos
isolados bacterianos. Dos 10 isolados analisados, 6 foram classificados como bacilos Gram-
positivos (isolados 3, 4, 18, 19, 36 e 39) e 4 como bacilos Gram-negativos (isolados 31, 34, 41
e 42). Todos apresentaram morfologia bacilar e motilidade positiva, caracteristica relevante
para microrganismos do solo com potencial de biorremediacdo. No teste de fermentacéo,
metade dos isolados (3, 4, 31, 36 e 42) fermentou a glicose, indicando atividade glicolitica
compativel com a degradacdo de compostos organicos. Além disso, todos foram capazes de
utilizar o citrato como unica fonte de carbono, sugerindo flexibilidade metabdlica. Oito isolados

(3, 18, 19, 31, 34, 36, 41 e 42) apresentaram atividade da enzima lisina descarboxilase,
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envolvida na regulagdo do pH intracelular e potencialmente associada a tolerancia a estresses

quimicos.

A andlise de agrupamento hierarquico confirmou a superioridade dos isolados 3, 19 e
36 quanto a eficiéncia na degradacdo, reforcando sua aplicabilidade como agentes
biorremediadores de solos contaminados por diuron e sulfentrazone. Em sintese, os dados
obtidos sugerem a presenca de vias metabolicas especificas, incluindo a atuacdo de enzimas
como a lisina descarboxilase e citrato sintase, implicadas na degradagdo de xenobidticos.
Recomenda-se a continuidade dos estudos para aprofundar a identificacdo taxondmica dos

isolados e elucidar os mecanismos enzimaticos envolvidos.
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