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AVALIAÇAO DA DEGWDAÇAO DO HERBICIDA 

DIURON UTILIZANDO EXTRAÇÃO 

EM FASE S~LIDA 

Milton R. A. Roque' 
Vera Luch f erracin P 
ltamar Soares Melo3 

RESUMO 

O diuron 3-(3-4-diclorofenil) 1,l-dimetilurdia 4 um herbicida 

comercialitado em vdrios pafses, entre eles Brasil e Estados Unidos. Este 

trabalho avaliou a degradação deste herbicida, em meio de cultura. Para 

quantificar a degradaçgo foi utilizado um metodo de extração em fase 

sólida (SPE). A taxa de recuperação do diuron em SPE foi de 84,5 %. 

Uma linhagem de Acinetobacter baurnannfl (O 1 2- 1 2) apresentou os 

melhores resultados, com uma taxa de degradaçgo de 14,4% e 13% na 

concentração de 20 e 40 pg ml", respectivamente. A linhagem 0 1 6-1 2 

de Acinetobacter baurnannii apresentou proporcionalidade na taxa de 

degradação em funçso da concentração do diuron. 

Palavras-chave: diuron, degradação, extração, cromatografia, 

Acinetobacter baumannii' . 
' Bidlogo M.Sc., Bolsista da Fapesp, Embrapa Meio Ambiente, caixa postal 69 

13820-000 Jaguariifna, SP. 
Qulmica Ph.D., Embrapa Meio Ambiente. 
Engenheiro Agrbnomo W.D., Embrapa Meio Ambiente. 



Xh8 diuron 3-(3,4-dichlorophenyll-1 ,l -dimethylurea is a 

herbicide cornrnercialized in various cotlntries, inclusive Bratil and USA, 

This work evaluated the degradation of this herbicide in culture media. 

To quantify the degradation a solid phase extraction (SPE) was used. 

The dfuran reeuperated- in SPE was 84,5%. The strain D12-12 a1 

Acinetobacter baumannii showed the best results, with a degradatior 

rste of 14,496 and 7 3% in 20 and 40 pg ml", respectively. f h e  strain 

0 1 6- 1 2 af A, baumannii sho wed proportfonality between degradatian 

tate and diuronk soncentration. 

Index terms: di~ron, degradation, extractian, chromatography, 

Acinetobacter baumannii . 



O herbicida diuron, aplicado principalmente em cana-de-açúcar 

no Estado de São Paulo apresenta alta persisthcia, fitotoxicidade e 

adsorção no solo (8lanco & Oliveira, 1987). Pode ser lixiviado e 

contaminar Bguas superficiais, lençdis freáticos, leitos de rios e 

estuhrios (Newman, 1995). Tornou-se um problema ambienta1 por ser 

aplicado em extensas dreas e por tempo superior a 15 anos (Musumeci 

et al., 1995). 

Devido A baixa degrabação quimica, uma das principais 

alternativas para a degradação do produto no solo 4 atravds do 

metabolismo microbiano. Alfonso Hernandez et al., (1984) observaram 

que a degradação do produto por processos não biolbgicos varia entre 

55 a 70% do ingrediente ativo ap&s 3 semanas e, essa taxa aumentei 

para 80 a 85% quando ocorre degradação microbiana. 

Um dos principais produtos do metabolismo do diuron 6 o OCA 

(3,4-dicloroanilina), o qual pode sofrer eondensaçbo formando TCAB 

(3', 3,4',4-tetracloroatobenteno) assim como outras reaçaes complexas 

de polimeriração (Field, 1997). 

Metodologias para sndlise e extração do diuron e de seus, 

metabólitos em meio de cultura são escassas, sendo utilizados mdtodos 

colorimdtricos (Walker, 1987 ) com baixa sensibilidade e alguns 

mdtodos cromatogríificos (Field, 1 997; Karu et al., 1994). 



Metodos rhpidos e seguros de extração e quantificação do 

diuron e metabólitos, em meio de cultura e no solo são de particular 

interesse, especialmente quando se trabalha com um número elevado 

'de amostras. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de degradação do 

diuron por linhagens de Acjnetobacter baumannii, isoladas previamente 

da rizosfera de cana de açúcar (Roque et al., 19961, utilizando extração 

em fase sólida. 

MATERIAL E METODOS 
I 

Utilizou-se tr6s linhagens 401 2-1 2, 01 2-1 8, e 01 6-1 2) de 

Aclnetobacter baumennii, isoladas da rizosfera de cana-de-açúcar e 

resistentes ao diuron (Roque, 1 996). 

Para testar o mdtodo de extração fase s6lida (SPE), foram 

utilizados os seguintes tratamentos, em duplicata: í)ggua, 2) dgua + 
diuron nas concentrações de 1.6 pg.mL1, 3) 3,2 pg.mL1, 4) 6,4 pg.ml' 

e 5) Meio J.E. K,HPO,-O,Sg .L"; (NHJ,S0,-0,5g.~1; MgS0,. 7H,O- I 

0.59.L"; CaCI,-10 mg.L1; MnC12-O,lmg.L1; ZnSO,-O.Olmg.L1]. (Jones 

& Edington, 1 968) + diuron 3,2 pg.rntt . 
Para a curva de calibração foi utilizado padrão tdcnico do 

diuron, nas concentrações de 1.6 pg.rnt', 3,2 pg.ml", 4.8 pg.mL*l e 

6,4 pg.rnt1. 



Na quantificação da degradação do diuron as linhagens foram 

repicadas, em duplicata, para meio mineral J.E. + diuron nas 

concentrações de 20 e 40 pg.mL1 e incubados par 32 dias. 

As amostras das diferentes linhagens foram concentradas em 

colunas de sflica C-1 8 SEP-PAK? Millipore, VAC-3mL (condicionadas 

com 10mL de isopropanol e 3mL de hgua), lavadas com 3rnL de hgua 

para retirada de sais, seca com N, e em seguida eluldas com 2 mL de 

metanol. 

Ap6s a evaporação do metanol com N,, as amostras foram 

diluidas em 2mt da fase mbvel (m8tanol:hgua; 63:37, v/vl e 50 pL 

foram injetados em um cromatdgrafo liquido de alta eficigncia (CLAE). A 

coluna utilizada para anhlise foi a de fase reversa C,, com fluxo de 1,5 

mL.min 'I ,  utilizando detetor ultravioleta, L. a 251 nm. O tempo de 

retenção do diuron foi de aproximadamente 10 minutos. 

A taxa de recuperação do diuron nas tr&s linhagens (01 2-1 2, 

01 2-1 8, e 01 6-1 21 de Acinetobacter baurnannii foi avaliada. 

RESULTADOS E D I S C U S S ~  

A tabela 1 mostra a porcentagem de recuperação do diuron em 

meio de cultura aquoso. As porcentagens de recuperação variaram de 

83,9 2 2,92 % a 1 18,8 I 3,24 %. Os valores de recuperação aceitos 

para a validaç2So de mdtodos analfticos devem estar entre 70% e 1 10%. 

A estimativa de desvio padrão destas recuperações não deve ser 



superior a 15% em relação ao valor médio (AOAC International, 1995; 

ISO, 1990). Neste caso ficou demonstrado que o mdtodo de extração 

em fase s6lida & valido para o meio de cultura utilizado. 

Tratamentos Área Cancent raqão % recuperação 

diuron Epg.rnL-l) 

2 3,609 1,79 1 18,8 k 3,42 

3 7,550 3,12 97,5 2 2,76 

4 14,228 537 83,9 I 4,52 

5 6,636 2,81 87,8 + 3,82 

TABELA 1. brcentagern de recuperação do diuran nos tratamentos 23 
(H,O + 1,6 pg.mL"], 33 /H,O + 3,2 pg.ml-'), 4) íH,O + 6,4 pgmtl) e 5) 
{J.E. + 3,2 pg.mL"). 

Na figura 1 temos a curva de calibraçáo do diuron com um coeficiente 
de correlação de 0,998. 



FIGURA 1. Curva de calibração do diuron tdcnico A , amostras 21 (i , H,O 
+ 1,6 pg.mL1), 3) (A , H,O + 3,2 pg.ml"1, 4) (A, H,O + 6.4 pg.ml"), e 
6) (m, J.E. + 3,2 pg.ml"] 

As porcentagens medias de recuperação do diuron para as 

linhagens de A. baumannii, nas concentraç6es de 20 pg.rnt1 e 40 

pg.ml" foram de 91,0596 *5,32 e 87,Q f 1,79%, respectivamente. A 

porcentagem de degradação do diuron, após 32 dias de incubação 

variou de 3,78 - 14,39016 na concentração de 20 pg.mL1. Na 

concentraç80 de 40 pg.rnl".de diuron a degradação variou de 10,86 - 
12,92%, conforme Tabela 2, 



Linhagens % de recuperaçio % de degradação 

do diuron do diuron 

20 pg.mL1 40 pg.rnL-' 20 pg.rnl" 40 pg.mL" 

O1 2-1 2 85,57 87,07 14,39 12,92 

012-18 91,37 89.13 8.63 10,86 

01  6.1 2 96.2 1 87,7 1 3,78 12,29 

Media * 91,05% .F 87,9 I 

S.D. 5,32 1,79% 

Testemunha 88,84 90,16 

TABELA 2. Porcentagem de recuperação e de degradação do diuron 

No experimento com as linhagens bacterianas, a concentrsçio 

de 40pg.mL1 apresentou maior uniformidade nas resultados e uma 

maior taxa de degradacio para todas as linhagens testadas, A linhagem 

016-12 apresentou variação na taxa de degradação em função da 

concentração do diuron. 

A linhagem 01 6-1 2 apresentou os melhores resultados, com 

uma taxa de degradação de 14,39 % e 12,92 % na concentração de 

20pg.m~'  e 40 pg.rnL1, respectivamente. 



O sistema de extração fase sólida, utilizando colunas C,, mostrou 

ser eficiente na recuperação de diuron em meio de cultura. 

As linhagens de Achetobscter baumannii apresentaram, em cultura 

pura, capacidade de degradação do herbicida diuron. 
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