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RESUMO 
 
A utilização da biotransformação para a diminuição da toxicidade de compostos 

químicos pode ser usada como um processo de biorremediação, uma tecnologia onde 

se utilizam plantas, microrganismos ou suas enzimas para tratar ambientes poluídos. 

Uma classe importante de poluentes ambientais são as aminas aromáticas (AA), 

muitas possuem propriedades tóxicas e/ou genotóxicas e algumas são resíduos de 

herbicidas em água e solos. Desse modo, o presente trabalho propôs estudar a 

capacidade de biorremediação de AA, incluindo um resíduo de pesticida, por fungos 

filamentosos isolados de plantas e solos do cerrado sul-mato-grossense. Inicialmente, 

foi realizada uma triagem com 12 cepas dos quais 7 foram selecionadas: 

Cladosporium cladosporioides, Aspergillus niveus (43), Aspergillus terreus (31), 

Aspergillus terreus (CM6), Aspergillus flavus (SM6), Aspergillus flavus (SM3) e 

Aspergillus niger. Elas foram utilizadas para realizar um ensaio de biotransformação 

com 0,406 mmol das AA: p-anisidina, anilina, o-toluidina, p-bromoanilina, p-

nitroanilina. Dentre as AA testadas somente a p-bromoanilina e a p-nitroanilina não 

foram acetiladas. Os melhores rendimentos das AA acetiladas foram: 82% para a 

acetanilida com C. cladosporioides; 75% para a N-(4-metoxifenil)acetamida com  A. 

niveus (43); 55% para a N-(2-metilfenil)acetamida  com C. cladosporioides. Ensaios 

de tolerância à toxicidade da 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA), um resíduo do herbicida 

diuron, e seu produto acetilado foram realizadas, sendo a concentração de 500 µM a 

maior tolerada pelo fungo C. cladosporioides, A. niveus (43) e A. terreus (31). Também 

foi observado um maior crescimento dos fungos com a amina 3,4-DCA do que com 

seu derivado acetilado. O ensaio da biotransformação da 3,4-DCA foi realizado com 

C. cladosporioides, A. niveus (43) e A. terreus (31) na concentração de 500 µM, 

obtendo-se rendimentos do produto acetilado de 26, 29,4 e 43,5%, respectivamente. 

Esses resultados são muito promissores para a aplicação destes fungos em 

processos de biorremediação de AA, principalmente da 3,4-DCA, devido à alta 

concentração tolerada pelos fungos. 

 
Palavras-chave: Biorremediação. Fungos Filamentosos. Arilaminas 
  



 

ABSTRACT 
 

 

The use of biotransformation to reduce the toxicity of chemical compounds can be 

used as a bioremediation process, a technology where plants, microorganisms or their 

enzymes are used to treat polluted environments. An important class of environmental 

pollutants are aromatic amines (AA), many have toxic and/or genotoxic properties and 

some are herbicide residues in water and solos. Thus, the present work proposed to 

study the bioremediation capacity of AA, including a pesticide residue, by filamentous 

fungi isolated from plants and soils of the cerrado sul-mato-grossense. Initially, 12 

strains were selected: Cladosporium cladosporioides, Aspergillus niveus (43), 

Aspergillus terreus (31), Aspergillus terreus (CM6), Aspergillus flavus (SM6), 

Aspergillus flavus (SM3) and Aspergillus Niger. They were used to perform a 

biotransformation assay with 0.406 mmol AA: p-anisidine, aniline, o-toluidine, p-

bromoaniline, p-nitroaniline. Among the AA tested only p-bromoaniline and p-

nitroaniline were not acetylated. The best yields of acetylated AAs were: 82% for 

acetanilide with C. cladosporioides; 75% for N-(4-methoxyphenyl)acetamide with A. 

niveus (43); 55% for N-(2-methylphenyl)acetamide with C. cladosporioides. Toxicity 

tolerance tests of 3,4-dichloroaniline (3,4-DCA), a residue a residue of diuron, and its 

acetylated product were performed, the concentration of 500 μM being the highest 

tolerated by the fungus C. cladosporioides, A. niveus (43) e A. terreus (31). A higher 

growth of fungi with amine 3,4-DCA than with its acetylated derivative. The assay of 

3,4-DCA biotransformation was performed with C. cladosporioides, A. niveus (43) and 

A. terreus (31) at 500 μM, yielding the acetylated product yields of 26, 29.4 and 43.5%, 

respectively. These results are very promising for the application of these fungi in AA 

bioremediation processes, mainly 3,4-DCA, due to the high concentration tolerated by 

fungi. 

 

 

Keywords:   Bioremediation. Filamentous fungi. Arylamine 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

1.1 Biorremediação 

 

O desenvolvimento humano, desde as épocas mais antigas, veio acompanhado 

de alterações ambientais que foram agravadas no final do século XVIII, após a 

Revolução Industrial com os processos de liberação de poluentes que contaminam o 

meio ambiente de modo geral, como o mar, rios, ar e solo (PEARSON, 1995 apud 

OLIVEIRA, 2008). Essa contaminação é um risco ao meio ambiente e à saúde do 

homem, tornando-se uma preocupação mundial e que nos leva a um grande desafio 

para que ambientes degradados voltem a ser propícios ao desenvolvimento da vida 

(LIM, LEE e WU, 2016). Uma proposta para a descontaminação é a biorremediação, 

um processo que utiliza plantas, microrganismos ou suas enzimas para tratar os 

ambientes poluídos (GLAZER e NIKAIDO, 1995) e restabelecer a composição e a 

frequência das espécies encontradas originalmente no local (GRIFFITH apud 

TAVARES, 2015). 

Este método oferece a possibilidade de degradar ou tornar inofensivos vários 

contaminantes usando a atividade biológica natural de microrganismos e/ou plantas 

(VIDALI, 2001). Neste processo, os microrganismos, as plantas e a interação 

planta/micróbio usam os contaminantes como nutrientes ou fontes de energia (NITI et 

al., 2013). Assim, a biorremediação é a tecnologia mais promissora, sendo 

relativamente eficiente e econômica em relação a outras técnicas, pois pode utilizar 

os microrganismos do próprio ambiente com a opção de tratá-los sem remoção do 

material (solo ou água) (MEGHARAJ et al., 2011). Mas, para que seja segura e 

eficiente essa tecnologia precisa atender a alguns critérios: os microrganismos devem 

ter a capacidade de degradar os contaminantes a um grau razoável e a um nível de 

regulação satisfatório; os produtos da biodegradação também não podem ser mais 

persistentes ou tóxicos do que o composto original (NITI et al., 2013).  

As técnicas de biorremediação podem ser classificadas segundo a aplicação 

do tratamento, em: biorremediação in situ ou ex situ. A escolha entre um tratamento 

ou outro dependerá do tipo de poluente, do custo do processo e, principalmente, da 

concentração final do contaminante ao fim de todo o tratamento (OLIVEIRA et al., 

2008). A biorremediação in situ é aquela em que o tratamento é feito no próprio local 
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contaminado e inclui as técnicas de bioventing (injeção de ar em zonas de solo 

insaturada), biosparging (injeção de ar em zonas de solo saturada) e bioslurping 

(injeção de ar combinada com a extração de vapor de solo).  

Bioventing é uma técnica na qual o oxigênio e nutrientes (como nitrogênio e 

fósforo) são injetados no solo para manter a biorremediação. É adequado para solos 

bem drenados (insaturados de água), de textura média e grossa (NITI et al. 2013). 

Biosparging: tecnologia semelhante ao bioventing, porém o ar é introduzido na zona 

saturada, isto é, no lençol freático. A intenção é não somente suprir as necessidades 

de oxigênio, mas, também, transferir os poluentes voláteis para a zona insaturada na 

qual se encontram os microrganismos capazes de degradá-los (RIZZO et al., 2006). 

Bioslurping é uma tecnologia que associa elementos de bioventing e bombeamento à 

vácuo para remover contaminantes livres de águas (vapor) e solos subterrâneos 

promovendo a biorremediação aeróbia de hidrocarbonetos (DOS SANTOS, 2007). 

Na biorremediação ex situ, por exemplo, o solo é escavado e tratado em outros 

lugares; as técnicas usadas são: landfarming (preparo da terra para agricultura), 

biopiling (o solo contaminado é removido e empilhado para ser implementado em 

sistemas de aeração e irrigação), compostagem, biorreatores, precipitação ou 

floculação, microfiltração e eletro diálise (NITI et al., 2013). 

Landfarming é um processo no qual o solo contaminado é escavado e 

distribuído na superfície do solo de um local em tratamento através de aração, 

gradagem ou moagem para oxigenação. Nutrientes e umidade também podem ser 

adicionados para auxiliar o processo de remediação. O pH do solo também é regulado 

(próximo de 7,0) usando calcário triturado ou calcário agrícola (NITI et al., 2013). 

Biopiling é uma tecnologia variante do landfarming, baseando-se, no entanto, em um 

sistema mais complexo que permite o controle da perda de compostos voláteis 

durante a fase operacional e a introdução de água, nutrientes e oxigênio. Porém, esse 

tipo de sistema não permite a frequente mistura do solo para suprir limitações 

referentes à heterogeneidade e à disponibilização de nutrientes e contaminantes 

(RIZZO et al., 2006). Compostagem é um processo no qual os resíduos orgânicos são 

degradados por microrganismos em temperaturas elevadas, geralmente na faixa de 

55 °C a 65 °C. Essa faixa de temperatura resulta em maior solubilidade dos 

contaminantes, provável aumento de diversidade e número de microrganismos 

gerando maior atividade metabólica (NITI et al., 2013). Biorreatores: neste método, o 

solo contaminado é misturado com água e nutrientes e a mistura é agitada por um 
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biorreator mecânico para estimular a ação de microrganismos. Este método é mais 

adequado para solos argilosos do que outros métodos e é geralmente um processo 

rápido (RISER-ROBERTS, 1998 apud NITI et al., 2013). Precipitação ou floculação é 

um método utilizado para tratar águas residuais de indústria carregadas de metais e 

mais recentemente, está sendo escolhida para tratar águas residuais contaminadas 

com metais pesados, incluindo seus isótopos radioativos. No processo, ocorre a 

conversão de sais de metais pesados solúveis a sais insolúveis que precipitados, 

poderão ser removidos da água por métodos físicos como clarificação ou filtração. O 

método, geralmente, passa pelo ajuste de pH, adição de precipitadores químicos e a 

floculação (NITI et al, 2013). Microfiltração: membranas com um poro de 0,1 a 10 µm 

realizam a microfiltração. Membranas de microfiltração são usadas a uma constante 

pressão para remover sólidos dissolvidos em águas residuais. Mais de 90% das águas 

residuais podem ser recuperadas e reutilizadas (NITI et al., 2013). Eletro diálise é uma 

técnica que emprega corrente elétrica e membranas especiais que são semi-

permeáveis para íons baseada em suas cargas. Membranas que permeiam cátions e 

membranas que permeiam ânions são colocadas alternadamente com canais de fluxo 

entre eles e eletrodos são colocados em cada lado da membrana. Os eletrodos retiram 

seus contra-íons através das membranas, para que sejam removidos da água (NITI 

et al, 2013). 

 

 

1.2 Aminas Aromáticas 

 

Uma das mais importantes classes de poluentes ambientais é representada por 

aminas aromáticas (AA) (COCAIGN et al., 2013). Suas principais fontes 

compreendem setores industriais distintos, como corantes, refino de petróleo, 

cosméticos, medicamentos, borracha, agroquímicos, têxteis, produtos químicos 

intermediários para a preparação de polímeros sintéticos, adesivos, produtos 

farmacêuticos, pesticidas e explosivos (DE LIMA et al., 2018). No entanto, a exposição 

frequente às AA pode provocar uma alteração do DNA e levar a indução de 

carcinomas em tecidos humanos principalmente na bexiga e fígado (KIM e 

GUENGERICH, 2004). Além disso, elas são potenciais indutores da formação de 

metaemoglobinemia ou metemoglobinemia em animais e humanos, podendo causar 

anemia ou, nos casos mais graves levar à morte (OHTA et al.,1983 apud ARORA, 
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2015). A hemoglobina ferrosa pode ser oxidada a forma férrica formando a 

metaemoglobina (incapaz de ligar-se ao oxigênio), que em excesso leva a 

metaemoglobinemia (OLIVEIRA et al., 2014). AA são tóxicas para a maioria dos seres 

vivos e estão presentes no solo, resultantes da degradação de pesticidas agrícolas 

(SILAR et al., 2011). Infelizmente, dos 415 produtos químicos conhecidos como 

cancerígenos, 12% são AA (National Toxicology Program, 2005). 

Observações epidemiológicas da toxicidade das AA foram relatadas 

primeiramente em fábricas de tintas a partir da anilina (Figura 1) por Rehn em 1895, 

com a informação de que trabalhadores alemães e suíços sofreram com o 

aparecimento de tumores da bexiga (KIM e GUENGERICH, 2005). Durante algum 

tempo, esses tumores foram atribuídos à anilina, pois era o produto químico mais 

comum nessas fábricas (RADOMSKI, 1979).  

Outra AA tóxica é a 2-naftilamina (2-NA) (Figura 1), onde estudos confirmaram 

que a 2-NA é um dos carcinógenos responsável pelo câncer de bexiga (RADOMSKI, 

1979). Essa suspeita surgiu por conta da clornafazina (N-N-Bis(2-cloroetil)-2-

naftilamina) (Figura 1), um agente quimioterapêutico utilizado anteriormente para o 

tratamento da policitemia, que no organismo de um paciente tratado com o fármaco 

acaba por ser metabolizado em 2-NA (RADOMSKI, 1979). Segundo Doll e Peto (1981 

apud, WINDMILL et al., 1997) outros estudos epidemiológicos estabeleceram 

claramente que a 2-NA e outras AA como a benzidina e 4-aminobifenilo (Figura 1) são 

carcinógenos da bexiga humana. 

 

 

NH2

2-naftilamina

NH2

anilina

NH2

4-aminobifenilo

NH2NH2

benzidina

NH2

CH3

2-toluidina

(N,N-Bis(2-cloroetil)-2-naftilamina)

N

Cl

Cl

 
Figura 1 - Exemplos de AA que provocam câncer na bexiga urinária. 

 

Um grande número de mortes também foi observado em um grupo de 664 

trabalhadores de fábrica de corantes que foram fortemente expostos a AA entre os 
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anos de 1922 e 1972 na Itália, aonde 49 vieram a óbito por câncer de bexiga, e mesmo 

depois de 20 anos após a interrupção de exposição dos demais trabalhadores, o risco 

de câncer ainda continuava elevado (RUBINO et al., 1982; DECARLI et al., 1985; 

PIOLATTO et al., 1991 apud PIRA et al., 2010). Segundo Pira e colaboradores (2010), 

o estudo deste grupo conjuntamente com outros dois estudos, um nos Estados Unidos 

e um no País de Gales estão entre os poucos a fornecerem informações sobre o risco 

de câncer de bexiga após a exposição especificamente à AA, principalmente à 2-

toluidina (Figura 1). O principal uso da 2-toluidina é na preparação da metil-etil-anilina 

(Figura 2), um intermediário no preparo de certos herbicidas clorados como acetoclor, 

metolaclor e propisoclor (Figura 2); também é usado como intermediário na síntese 

de produtos químicos da borracha, corante e pigmentos, medicamentos e no 

tratamento de resinas de epóxidos (ENGLISH et al., 2012). 

 

N

O

O

Cl

acetoclor

N

O

Cl

O

metolaclor

N O

O
Cl

propisoclor

NH2

metil-etil-anilina
 

Figura 2 – Herbicidas clorados preparados a partir da 2-toluidina. 

 

Além disso, outra AA, a 4,4-metilenebis(2-cloroanilina) (Figura 3) possui perfis 

toxicológicos semelhantes como a 2-toluidina (o-toluidina), ou seja, demostram um 

modo de ação comum, tendo como consequência a interação com o DNA para formar 

adutos nas células uroteliais (IARC, 2009 apud ENGLISH et al., 2012), o aparecimento 

destes adutos de DNA está associado com o surgimento da carcinogênese na bexiga 

(ARORA, 2015). 

 

Cl Cl

NH2 NH2

4,4'-metilenebis(2-cloroanilina)
 

Figura 3 – Composto que interage com DNA podendo formar adutos em células uroletais. 

 

Uma vez no corpo animal, as AA carcinogênicas são metabolizadas para 

produtos de desintoxicação, que podem ser relativamente inócuos, sendo assim, 
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excretados pelo organismo, ou podem ser ativadas, resultando em diversas alterações 

metabólicas, incluindo o aparecimento de tumores (FANG et al., 1997). 

 

 

1.3 Enzimas 

 

A enzima arilamina N-acetiltransferase (NAT) é uma enzima envolvida em 

várias etapas de ativação e desintoxicação de arilamina, sendo encontrada em muitos 

tecidos de animais, de seres humanos, nos fungos e em bactérias (WEBER, 1987 

apud FANG, 1997; WESTWOOD, 2005). No entanto, a eficiência catalítica dos fungos 

em relação a 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA), um resíduo tóxico de pesticida, pelas 

enzimas NATs foi maior do que a observada em estudos realizados com a bactéria 

Pseudomonas aeruginosa (WESTWOOD, 2005) e maior ainda do que a observada 

para a bactéria Mesorhizobium loti (RODRIGUES-LIMA, 2006). 

Martins et al. (2009) demonstraram que uma NAT foi capaz de acetilar 

eficientemente AA tóxicas utilizando o fungo Podospora anserina. As NATs são 

enzimas metabolizadoras de xenobióticos (XME) que catalisam a transferência de um 

grupo acetil da Acetilcoenzima A (AcCoA) para substratos de arilamina, hidrazina e 

arilidroxilamina formando a Coenzima A (CoA) e o produto N-acetilado, como 

mostrado no Esquema 1 (BROOKE et al., 2002). 

 

NH2

R

AcCoA CoA

NH

R

O

arilamina produto N-acetilado

NAT

 
Esquema 1 - Reação geral da conversão de arilaminas por NATs (BROOKE et al., 2002). 

 

O estudo de Martins e colaboradores (2009) mostrou que o rompimento dirigido 

do gene responsável pela expressão da NAT no fungo levou à perda de tolerância a 

AA, confirmando assim que esta enzima permite que o fungo desintoxique a AA 

através do processo de N-acetilação. Essas descobertas auxiliam no entendimento 

dos mecanismos enzimáticos que contribuem para a adaptação dos organismos vivos 

ao seu ambiente e provam que em solos contaminados com resíduos altamente 
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tóxicos de pesticida como a 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA), a via de desintoxicação 

dependente de NAT dos fungos pode representar um novo modelo com custo razoável 

e baixo impacto ambiental para o biorremediação de ambientes contaminados por AA 

(MARTINS et al., 2009). 

Por vários séculos, o homem tem feito uso de microrganismos e de enzimas 

para o preparo de alimentos e bebidas, como a quimosina para preparar o queijo, a 

levedura no preparo da cerveja, onde ao longo do tempo a utilização se intensificou, 

pois o desenvolvimento da tecnologia proporcionou a descoberta de novas enzimas 

integrantes das vias metabólicas (LERESCHE e MEYER, 2006). Os microrganismos 

são os principais produtores de enzimas industriais (SILVA et al., 2013), como 

amilases, lipases e proteases (BASTOS e FERNANDES, 2015). Tratar a poluição 

ambiental através de microrganismos também é uma tecnologia promissora que conta 

com várias abordagens genéticas que são elaboradas e usadas para otimizar as 

enzimas, as vias metabólicas e os organismos relevantes para a biodegradação 

(CANCELADO, 2017). 

 

 

1.4 Biotransformação  

 

A biotransformação é definida como reação enzimática catalisada por células 

microbianas (FENG et al., 2013). Essa técnica é considerada uma ferramenta com 

grande potencial, especialmente para o desenvolvimento de tecnologias sustentáveis 

para a produção de produtos químicos e fármacos, uma vez que pode diminuir os 

processos e consequentemente os custos (BORGES et al., 2009). A síntese de 

algumas classes de produtos químicos podem exigir etapas sintéticas com controle 

quimiosseletivo. Muitas vezes os catalizadores químicos utilizados nestas etapas não 

são eficientes, no entanto, a quimiosseletividade nestas etapas pode ser facilmente 

obtida por ação de enzimas microbianas (STEWART, 2000 e ZHANG et al., 2008 apud 

FENG et al., 2013). Além da quimiosseletividade, as reações de biotransformação 

também apresentam alta regio- e estereosseletividade, produzindo uma ampla 

variedade de produtos químicos finos (BORGES et al., 2009). 

Um exemplo de quimiosseletividade é a produção do p-acetominofenol 

(Esquema 2) pela enzima arilacilamidase (AAA) encontrada na bactéria Escherichia 

coli, onde a AAA direciona a acetilação apenas do grupo NH2. Essa ação enzimática 
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possui várias vantagens, dentre elas boa especificidade reacional para o grupo amino 

em aminas bifuncionais envolvendo OH e grupos COOH (KO et al., 2012). 

 

OH

NH2

+
OH

O OH

NH

O + H2OAril acilamidase (AAA)

EC 3.5.1.13

p-aminofenol

ácido acético
p-acetoaminofenol

 
Esquema 2 – Síntese enzimática do p-acetoaminofenol (KO et al., 2012). 

 

Os seres humanos observaram as biotransformações bem antes de 

identificarem e entenderem que eram os microrganismos os responsáveis pelo 

processo e, ao longo do tempo, algumas dessas biotransformações foram temidas, 

como por exemplo, o apodrecimento dos alimentos, e outras foram apreciadas, como 

os processos fermentativos que passaram a ser utilizados na obtenção de bebidas 

alcoólicas e outros produtos (PARALES et al., 2002). Como em 1858, onde Louis 

Pasteur estudando os microrganismos que conduzem às fermentações no suco de 

uva, verificou que as reações podem levar a produção do vinho ou a produção do 

vinagre (PARALES et al., 2002). 

Atualmente, os estudos de biotransformação focados na descontaminação do 

ambiente envolvem vários tipos de poluentes: petrolíferos, resíduos de pesticidas, 

farmacêuticos e resíduos de metais que biodegradados podem levar ao processo de 

biorremediação depois de estudados e testados (DE LIMA et al., 2018). 

 

 

1.5 Fungos 

 

Os fungos são conhecidos por tolerar uma ampla variedade de compostos 

químicos naturais e antropogênicos (DE LIMA et al., 2017). Podemos citar como 

exemplos: o fungo Phanerochaete chrysosporium (conhecido como fungo da podridão 

branca) que foi capaz de mineralizar cloroanilinas tóxicas (ARJMAND e 

SANDERMANN, 1985); Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus também se 

mostraram como candidatos promissores na remoção de hidrocarbonetos do petróleo 

(AI-JAWHARI, 2014). 
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Uma ampla variedade de enzimas é liberada no ambiente por microrganismos 

que constituem grande parte da biomassa do solo (MEGHARAJ et al., 2011; 

COCAIGN et al., 2013). Os fungos constituem uma grande parte dessa biomassa e 

eles superam as bactérias em muitos processos de degradação ou sinergia de suas 

atividades (COCAIGN et al., 2013). Os fungos secretam de forma eficiente várias 

enzimas envolvidas na degradação da celulose/lignina, além disso, produzem também 

enzimas com potencial para metabolizar xenobióticos (DURRIEU, 1993 e BROOKE, 

2013 apud COCAIGN et al., 2013).  

O processo de biorremediação de AA através de fungos, ainda é pouco 

explorado no meio científico (DE LIMA et al., 2018). São encontrados, em sua maioria, 

trabalhos que relatam este processo através de bactérias. Porém, há uma limitação 

das bactérias, pois precisam de pré-exposição ao poluente específico que irão 

degradar para estimular a expressão de enzimas e o nível de concentração de 

poluentes pode limitar a expressão de enzimas bacterianas (RHODES, 2014 apud DE 

LIMA et al., 2018). Contudo, fungos filamentosos são promissores nesse processo 

pois possuem uma extensa rede de hifas que proporcionam muitas vantagens como 

viverem em ambientes bastante heterogêneos (HARMS; SCHLOSSER; WICK, 2011). 

Alguns fungos toleram condições ambientais extremas como temperaturas de -5 a +60 

°C, pH de 1 a 9 e crescem em uma baixa atividade de água e pouco oxigênio (HARMS; 

SCHLOSSER; WICK, 2011). 

As bactérias são mais fáceis de cultivar, pois possuem taxas de crescimento 

mais rápidas e são mais convenientes à manipulação genética. Porém, apesar das 

bactérias apresentarem essas facilidades nos experimentos laboratoriais, os fungos 

oferecem eficiência para a biorremediação de uma ampla gama de moléculas 

orgânicas, incluindo antibióticos que são uma classe emergente de poluentes da 

indústria farmacêutica (DE LIMA et al., 2018). 

Os fungos estudados neste trabalho ainda não foram estudados quanto à 

biorremediação de AA, sendo estritamente, fungos filamentosos isolados do solo e de 

plantas da região do cerrado sul-mato-grossense. 
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1.5. Pesticidas 

 

Os contaminantes mais suscetíveis ao processo de biorremediação são os 

hidrocarbonetos de petróleo, hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, hidrocarbonetos 

halogenados, pesticidas, solventes e metais (NITI et al., 2013). Entre esses 

contaminantes, destacamos os pesticidas, pois são amplamente utilizados na 

agricultura para proteção de pragas e potenciais perdas de rendimento (DAMALAS, 

2009). Mas o uso excessivo e a persistência de pesticidas levam à deterioração do 

meio ambiente (FREITAS et al., 2016). 

Pesticidas englobam os inseticidas, os herbicidas, os nematicidas e os 

fungicidas que são usados para controlar ou inibir doenças em plantas (NITI et al., 

2013). Em uma reportagem de Lazzeri e Vergoti (2017) sobre a pesquisa realizada 

por Bombardi (2016) é mostrada a grande diferença de limite aceitável de resíduos na 

água e nos alimentos entre o Brasil e a União Europeia (Figura 4). O Brasil permite 

limites máximos de resíduos de agrotóxicos superiores ao da União Europeia, tanto 

de alimentos quanto em água potável (que chega a ser 5 mil vezes maior a permissão 

para o glifosato). Duas AA também estão presentes na figura: a atrazina e o diuron 

(Figura 5), com os limites entre 5 e 900 vezes maior que o permitido na EU, 

respectivamente.  
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Figura 4 – Comparação entre limite máximo permitido em alimentos no Brasil e na União 
Européia. Fonte:  http://reporterbrasil.org.br. 
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Figura 5 – Estrutura química de dois herbicidas da classe das AA. 
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Existem 504 agrotóxicos permitidos no Brasil, desses 30% são proibidos na 

União Européia (alguns, há mais de 10 anos) e esses itens estão entre os mais 

vendidos aqui, consequentemente, estima-se que entre 2014 a 2017 mais de um 

milhão de brasileiros foram intoxicados, em diferentes graus, por agrotóxicos 

(LAZZERI e VERGOTI, 2017). 

Segundo Ducruet (1991, apud TIXIER et al., 2002) os derivados de feniluréia 

são amplamente utilizados como herbicidas, substâncias bem conhecidas por inibirem 

a fotossíntese ao entrar na planta através das raízes. Esses herbicidas podem ser 

degradados por microrganismos como bactérias, por exemplo, Arthrobacter sp. N2, 

em reações de N-desmetilação (Esquema 3) ou pela conversão em anilinas 

(Häggblom, 1992 apud TIXIER et al., 2002). O diuron, um derivado da feniluréia, tem 

como principal metabólito um produto de desmetilação a 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA), 

como observados em experimentos realizados com Arthrobacter sp. N2 (Esquema 3) 

(TIXIER et al., 2002). 
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N

C

O

N

H

R1

R2

NH2

Arthrobacter sp.

R
1 
= Cl   R

2 
= Cl    diuron 1

R
1 
= CH

3
   R

2 
= Cl    clorotoluron 2

R
1 
= iPr   R

2 
= H   isoproturon 3

3,4-dicloroanilina

3-cloro-4-metilanilina

4-isopropilanilina
 

Esquema 3 - Biotransformação por Arthrobacter sp. N2 de três herbicidas derivados de 
feniluréia: diuron (1), clorotoluron (2) e isoproturon (3). (TIXIER et al., 2002). 

 

 

O diuron também é muito utilizado para o controle total de ervas daninhas em 

áreas não cultivadas (manutenção de estradas, ferrovias e parques) e pode sofrer 

degradação natural no ambiente e gerar como um dos principais produtos a 3,4-DCA 

(Figura 6) (TIXIER et al., 2002). 

Tomlin (1997, apud TIXIER et al., 2002) relata que a aplicação no solo desses 

herbicidas derivados da feniluréia pode ter uma grande persistência: de dois meses a 

mais de um ano, sendo prejudiciais a uma ampla variedade de organismos vivos, 

tornando-se um problema para regiões agrícolas. Além disso, essa classe de 

herbicida é considerada muito prejudicial ao ambiente e à saúde da população, devido 

ao seu potencial de contaminação do solo e águas subterrâneas (TIXIER et al., 2002). 
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Neste contexto, este trabalho visa o estudo de fungos filamentosos, isolados 

do cerrado do Estado de Mato Grosso do Sul, quanto às suas capacidades de 

biotransformação de AA (Figura 6), incluindo um derivado de defensivo agrícola. 

 

NH2

anilina

NH2

OCH3

p-anisidina

NH2

o-toluidina

NH2

NO2

NH2

Br

p-nitroanilina p-bromoanilina

NH2

Cl

Cl

3,4-dicloroanilina
 

 
Figura 6 - Estrutura das AA testadas inicialmente. 
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2 OBJETIVOS 

 
2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a capacidade de fungos filamentosos, isolados do cerrado sul-mato-

grossense, quanto à biotransformação de AA. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

Realizar uma seleção dos fungos filamentosos, isolados do cerrado sul-mato-

grossense, capazes de biotransformar a p-anisidina; 

Avaliar a capacidade dos fungos selecionados previamente, na acetilação de 

diferentes AA, incluindo um resíduo de pesticida; 

Realizar ensaios de tolerância dos fungos às AA tóxicas submetidas nos 

ensaios de biotransformação. 

Identificar os produtos N-acetilados formados durante o processo de 

biotransformação de AA. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

3.1 Pré-seleção dos fungos 

 

Foi realizada uma pré-seleção de 12 cepas de fungos isolados de plantas e 

solo do Cerrado Sul-Mato-Grossense, com intuito de verificar a capacidade de 

acetilação de AA. As cepas de fungos utilizadas foram selecionadas da coleção da 

Micoteca-UFMS: Aspergillus flavus, Aspergillus flavus (SM3), Aspergillus flavus 

(SM6), Aspergillus niger, Aspergillus niveus (43), Aspergillus oryzae, Aspergillus 

terreus (31), Aspergillus terreus (CM6), Chaetomium sp., Cladosporium 

cladosporioides, Cunninghamela elegance, Mucor sp. Essa pré-seleção se baseou em 

pesquisas da literatura que já relataram a biotransformação de AA por alguns gêneros 

de fungos, como Aspergillus sp. (DE LIMA et al., 2018), Chaetomium sp. (MARTINS 

et al., 2009) e Cunninghamela sp. (TIXIER et al., 2002). 

 

 

3.2 Seleção dos fungos capazes de biotransformar a p-anisidina 

 

3.2.1 Obtenção da curva padrão de concentração da p-anisidina 

 

Foi realizada uma curva padrão de concentração da p-anisidina (Figura 7) para 

determinar a concentração exata de substrato durante os 5 dias de incubação em 

experimento realizado conforme descrito no item 4.3. 
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Figura 7 - Curva padrão da concentração da p-anisidina. 

 

A equação obtida através do coeficiente de determinação (R2) de 0,9996 

(Figura 7) apresentou uma ótima linearidade e foi utilizada para a conversão das 

absorbâncias mensuradas em concentração em mmol.L-1 da p-anisidina. Essa AA foi 

utilizada como padrão no experimento de triagem dos fungos verificando o consumo 

da mesma (item 3.2.2). 

 

3.2.2 Triagem dos fungos capazes de biotransformar a p-anisidina 

 

Analisando os resultados obtidos nos ensaios de biotransformação com p-

anisidina (Figura 8 de A-M), foi possível observar que A. niveus (43), A. terreus (CM6), 

A. terreus (31) e C. cladosporioides forneceram os melhores resultados no segundo 

dia de biotransformação, seguidos por A. niger, A. flavus (SM3), A. flavus (SM6), A. 

flavus e A. oryzae que também apresentaram resultados promissores no mesmo 

período de tempo. O fungo Chaetomium sp. também foi capaz de acetilar a AA, no 

entanto, levou um maior tempo para a biotransformação da p-anisidina. Mucor sp. e 

C. elegans não se mostraram capazes de realizar a biotransformação. Todos os 

resultados foram comparados a um experimento controle realizado durante 5 dias 

(Figura 8A), onde não houve o consumo de p-anisidina. Todas as análises dos 

experimentos foram realizadas em triplicata e os dados obtidos foram submetidos ao 

Y = 0,4630x + 0,004689 

R2 = 0,9996 
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teste de Tukey (ANOVA), onde letras diferentes denotam uma diferença significativa 

entre os tratamentos (ANOVA, p ≤ 0,05). 
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Figura 8 – Ensaios de incubação de diferentes fungos com p-anisidina (mM) por 5 dias. Letras 
diferentes denotam uma diferença significativa entre os tratamentos (ANOVA, p ≤ 0,05). 

 

Desta forma, com base nos resultados obtidos, foram selecionados os fungos 

que mostraram os melhores desempenho em dois dias de experimento, ou seja, 48 h 

de biotransformação, mesmo tempo adotado para a biotransformação das outras AA. 

Assim, os fungos selecionados foram: A. terreus (31), A. terreus (CM6), A. niger, A. 

niveus (43) e C. cladosporioides. 

 
 

3.3 Biotransformação da anilina, p-anisidina, o-toluidina, p-nitroanilina e p-

bromoanilina 

 

As acetilações da anilina, da p-anisidina, o-toluidina, p-nitroanilina e p-

bromoanilina foram realizadas na concentração de 8,12 mM, através de experimentos 

com A. terreus (31), A, terreus (CM6), A. niger, A, niveus (43), C. cladosporioides 

utilizando um meio líquido King´s B modificado (SILVA et al., 2004). 

 

 

3.3.1 Biotransformação da anilina 

NH2 NH

O

anilina acetanilida

Biotransformação

30 °C, 110 rpm, 48 h   

 
Esquema 4 - Acetilação da anilina pelos fungos selecionados. 
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O produto foi purificado por cromatografia em placa preparativa de sílica gel-60 

e os rendimentos obtidos são mostrados na Tabela 1.  

 

Tabela 1 – Rendimento da acetanilida com os fungos testados 

Cepas dos fungos Acetanilida (%) 

Aspergillus terreus (31) 31 

Aspergillus terreus (CM6) 23 

Aspergillus niger 3 

Aspergillus niveus (43) 28 

Cladosporium cladosporioides 82 

 

O melhor rendimento ocorreu com o fungo C. cladosporioides com 82%; A. 

terreus (31) e A. niveus (43) também apresentaram bons resultados. 

A estrutura da acetanilida foi confirmada através das análises espectroscópicas 

de RMN de 1H e de 13C, onde valores de deslocamentos químicos (δ) são mostrados 

na Tabela 2, segundo a numeração da Figura 9. 

 

NH

O

1
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3
4

5

6

7
8 9

  
Figura 9 - Estrutura da acetanilida. 

 

O Espectro (1) de RMN 1H mostra o aparecimento de um simpleto (s) em 2,15 

ppm correspondente a um grupo metila (CH3) α-carbonila que evidencia a acetilação 

da anilina. Além disso, foi observada também a presença de um simpleto largo (sl) em 

7,65 ppm com integral para apenas 1H, referente a amida do produto acetilado. 
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Tabela 2 - Valores de deslocamentos químicos (δ) expressos em ppm, para a 
acetanilida obtidas dos experimentos de RMN de 1H e de 13C, em CDCl3. 

 

 
Espectro 1 - Espectro de RMN de 1H da acetanilida (CDCl3, 300 MHz). 

 

 

Posição 
RMN 1H δ (ppm), 

multiplicidade, J 
RMN 13C δ (ppm) 

1 - 137,8 

2 7,50, d, J = 7,8 Hz 119,9 

3 7,29, m 128,9 

4 7,09, m 124,4 

5 7,29, m 128,9 

6 7,50, d, J = 7,8 Hz 119,9 

7 7,65, sl - 

8 - 168,6 

9 2,15, s 24,4 
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Espectro 1-A - Ampliação do espectro de RMN de 1H da acetanilida (CDCl3, 300 MHz). 

 

O espectro de RMN de 13C, mostra um sinal em 24,4 ppm correspondente a um 

grupo metila (CH3), confirmando a acetilação da anilina. Além disso, foi observado 

também a presença de um sinal em 168,6 ppm correspondente a carbonila (CO). 

 

Espectro 2 - Espectro de RMN de 13C da acetanilida (CDCl3, 75 MHz). 

 

 

3.3.2 Biotransformação da p-anisidina 

 

O produto foi purificado por cromatografia em placa preparativa de sílica gel-60 

e os rendimentos obtidos são mostrados na Tabela 3. 
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NH2

O

NH

O

O

p-anisidina p-metoxiacetanilida

Biotransformação

30 °C, 110 rpm, 48 h

 

Esquema 5 – Acetilação da p-anisidina pelos fungos selecionados. 

 

O melhor rendimento da biotransformação da p-anisidina ocorreu com o A. 

niveus (43) com 75% seguido de A. terreus (31), A. terreus (CM6) e C. 

cladosporioides. 

 

Tabela 3 – Rendimento da p-metoxiacetanilida com os fungos testados 

Cepas dos fungos p-metoxiacetanilida (%) 

Aspergillus terreus (31) 67 

Aspergillus terreus (CM6) 62 

Aspergillus niger 28 

Aspergillus niveus (43) 75 

Cladosporium cladosporioides 62 

 

A estrutura da p-metoxiacetanilida foi confirmada através das análises 

espectroscópicas de RMN de 1H e de 13C, onde valores de deslocamentos químicos 

(δ) são mostrados na Tabela 4, segundo a numeração da Figura 10. 
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Figura 10 - Estrutura da p-metoxiacetanilida. 
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Tabela 4 - Valores de deslocamentos químicos (δ) expressos em ppm, para a p-
metoxiacetanilida obtidas dos experimentos de RMN de 1H e de 13C, em CDCl3 

 

O espectro de RMN de 1H mostra o aparecimento de um simpleto (s) em 2,12 

ppm correspondente a um grupo metila (CH3) α-carbonila que evidencia a acetilação 

da p-anisidina.  

E para confirmar a estrutura da p-metoxiacetanilida há um simpleto em 3,77 

ppm correspondente a metila do grupo metóxi. Foi observada também a presença de 

um sl em 7,65 ppm com integral para apenas 1H, referente a amida do produto 

acetilado. 

 

 
Espectro 3 - Espectro de RMN de 1H da p-metoxiacetanilida (CDCl3, 300 MHz). 

Posição 
RMN 1H δ (ppm), 

multiplicidade, J 
RMN 13C δ (ppm) 

1 - 130,9 

2 7,38 d, J = 8,9 Hz 114,0 

3 6,83 d, J = 8,9 Hz 121,9 

4 - 156,3 

5 6,83 d, J = 8,9 Hz 121,9 

6 7,38 d, J = 8,9 Hz 114,0 

7 7,65 sl - 

8 - 168,5 

9 2,12 s 24,1 

10 3,77 s 55,4 
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Espectro 3-A - Ampliação do espectro de RMN de 1H da p-metoxiacetanilida (CDCl3, 300 
MHz). 

 

O espectro de RMN de 13C, mostra um sinal em 24,1 ppm correspondente a um 

grupo metil (CH3), confirmando a acetilação da p-anisidina. Além disso, foi observada 

também a presença de um sinal em 168,5 ppm correspondente a carbonila (CO) e um 

sinal em 55,4 ppm da metila do grupo metóxi. 

 

 
Espectro 4 - Espectro de RMN de 13C da p-metoxiacetanilida (CDCl3, 75 MHz). 

 

 

3.3.3 Biotransformação da o-toluidina 

 

O produto foi purificado por cromatografia em placa preparativa de sílica gel-60 

e os rendimentos obtidos são mostrados na Tabela 5. 
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NH2 NH

O

o-toluidina N-(2-metilfenil)acetamida

Biotransformação

30 °C, 110 rpm, 48 h

 
Esquema 6 - Acetilação da o-toluidina pelos fungos selecionados. 

 

O melhor rendimento foi obtido com o C. cladosporioides com 55%, seguido 

por A. terreus (31) e A. niveus (43). 

 

Tabela 5 – Rendimento da N-(2-metilfenil)acetamida com os fungos acima citados 

Cepas dos fungos N-(2-metilfenil)acetamida (%) 

Aspergillus terreus (31) 21 

Aspergillus terreus (CM6) 10 

Aspergillus niger 2 

Aspergillus niveus (43) 15 

Cladosporium cladosporioides 55 

 

A estrutura da N-(2-metilfenil)acetamida foi confirmada através das análises 

espectroscópicas de RMN de 1H e de 13C, onde valores de deslocamentos químicos 

(δ) são mostrados na Tabela 6, segundo a numeração da Figura 11. 
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Figura 11 - Estrutura da N-(2-metilfenil)acetamida. 
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Tabela 6 - Valores de deslocamentos químicos (δ) expressos em ppm, para a N-(2-
metilfenil)acetamida obtidas dos experimentos de RMN de 1H e de 13C, em CDCl3 

 

O espectro de RMN 1H mostra o aparecimento de um simpleto (s) em 2,16 ppm 

correspondente a um grupo metila (CH3) α-carbonila que evidencia a acetilação da N-

(2-metilfenil)acetamida.  

Foi observado também um simpleto em 2,23 ppm correspondente a metila 

(H10) e um dupleto em 7,68 ppm relativo ao hidrogênio aromático H2. 

 

 
Espectro 5 - Espectro de RMN de 1H da N-(2-metilfenil)acetamida (CDCl3, 300 MHz). 

 

 

Posição 
RMN 1H δ (ppm), 

multiplicidade, J 
RMN 13C δ (ppm) 

1 - 135,5 

2 7,68 d, J = 7,77 Hz 123,6 

3 7,17 m 126,6 

4 7,17 m 125,3 

5 7,06 m 130,4 

6 - 129,6 

7 - - 

8 - 168,4 

9 2,16 s 24,0 

10 2,23 s 17,7 
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Espectro 5-A - Ampliação do espectro de RMN de 1H da N-(2-metilfenil)acetamida (CDCl3, 

300 MHz). 

 

O espectro de RMN de 13C, mostra um sinal em 24,0 ppm correspondente ao 

carbono C9 da metila do grupo acetila, confirmando a acetilação da o-toluidina. Além 

disso, foi observada a presença de um sinal em 168,4 ppm correspondente a carbonila 

(CO) e um sinal em 17,7 ppm proveniente ao carbono C10 da metila. 

 

 
Espectro 6 - Espectro de RMN de 13C da N-(2-metilfenil)acetamida (CDCl3, 75 MHz). 
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3.3.4 Biotransformação da p-nitroanilina 

 

NH2

NO2

NH

O

NO2

p-nitroanilina N-(4-nitrofenil)acetamida

Biotransformação

30 °C, 110 rpm, 48 h

 
Esquema 7 - Acetilação da p-nitroanilina pelos fungos selecionados. 

 
 

Através do monitoramento da biotransformação da p-nitroanilina por CCD não 

foi possível observar a formação do produto N-acetilado. Três fatores podem estar 

influenciando na não-acetilação. Primeiro, há um grupo retirador de elétrons (NO2), 

onde estaria deixando o N do grupo amina menos nucleofílico através do processo de 

ressonância, deixando seu par de elétrons menos disponível para a reagir com a 

carbonila (CLAYDEN, GREEVES e WARREN, 2012). Segundo, a p-nitroanilina foi 

solúvel em acetona e não em etanol, como no caso das outras AA, e Brooke (2002) 

sugere que a lipofilicidade do substrato possa ser um fator que contribui para a taxa 

de acetilação. E o terceiro fator é que os fungos testados podem não estar tolerando 

a p-nitroanilina e sua toxicidade impeça que ocorra a acetilação como relatado por 

Martins et al. (2009), Dupret et al., (2011) e Cocaign et al. (2013).  

 

 

3.3.5 Biotransformação da p-bromoanilina 

 

NH2

Br

NH

O

Br

p-bromoanilina N-(4-bromofenil)acetamida

Biotransformação

30 °C, 110 rpm, 48 h

 
Esquema 8 - Acetilação da p-bromoanilina pelos fungos selecionados. 

 

Através do monitoramento da biotransformação da p-bromoanilina por CCD 

não foi possível observar a formação do produto N-acetilado. No caso da p-
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bromoanilina, também há um grupo retirador de elétrons (Br) e este pode influenciar 

a nucleofilicidade do grupo amina (NH2) para o ataque à carbonila (CLAYDEN, 

GREEVES e WARREN, 2012). 

As biotransformações das AA anilina, p-anisidina e o-toluidina com as cepas 

dos fungos selecionados resultaram em produtos N-acetilados. De modo geral, os 

experimentos com a p-anisidina apresentaram os melhores rendimentos, seguido pela 

anilina e o-toluidina. A p-anisidina é uma AA que proporciona rendimentos altos com 

fungos filamentosos como descrito aqui no processo de biotransformação e também 

relatado por De Lima e colaboradores (2017), que obtiveram um rendimento de 76,1% 

em 24 h. 

O fungo que apresentou os melhores resultados foi o Cladosporium 

cladosporioides¸sendo observado os maiores rendimentos nos experimentos com a 

anilina (82%) e com a o-toluidina (55%), mas também não deixou de apresentar um 

bom resultado com a p-anisidina, com um rendimento de 62%, ficando atrás apenas 

do A. niveus (43), que apresentou um rendimento de 75%. 

As biotransformações com as outras cepas dos fungos mostraram rendimentos 

variados em relação a obtenção dos produtos N-acetilados, onde A. terreus (31) 

apresentou resultados de 21-67%, seguido por A. niveus (43) 15-75% e A. terreus 

(CM6) 10-62%. Já a biotransformação com a cepa do fungo A. niger apresentou os 

menores rendimentos que variaram de 2 a 28%. 

Lopo (2012) em seu trabalho também obteve amidas através da 

biotransformação de AA com fungo filamentoso, inclusive entre as AA utilizadas por 

ele estão a anilina (rendimento de 54,6%) e a p-toluidina (rendimento de 20,6%), 

sendo os produtos obtidos após 24 h de biotransformação. 

A biotransformação das AA, p-nitroanilina e p-bromoanilina, como já 

mencionado anteriormente, talvez não tenham ocorrido devido à influência dos grupos 

retiradores de elétrons (CLAYDEN, GREEVES e WARREN, 2012) ou os fungos 

testados não toleraram a toxicidade dessas AA como relatado em testes semelhantes 

por Martins et al. (2009), Dupret et al., (2011) e Cocaign et al. (2013). Tweedy, 

Loeppky e Ross (1970) conseguiram biotransformar 5% do herbicida metabromuron 

através do fungo Talaromyces wortmanii, sendo inicialmente convertido para p-

bromoanilina e em seguida, para p-bromoacetanilida (Esquema 9). 
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Esquema 9 – Biotransformação do metabromuron por fungo. (EERD et al., 2003) 

 

 

3.8 Acetilação da 3,4-DCA 

 

Com a intenção de analisar melhor a concentração tolerada pelo fungo para os 

ensaios de biotransformação, uma vez que tentativas já tinham sido feitas, foi 

realizado um teste de tolerância a AA observada por outros autores como Martins et 

al. (2009) e Cocaign et al. (2013) com a cepa do fungo C. cladosporioides, A. niveus 

(43), A. terreus (31). Antes, porém, foi realizada uma reação de acetilação (Esquema 

10) da 3,4-DCA com anidrido acético e acetato de sódio para realizar ensaios de 

toxicidade tanto da AA e do seu derivado N-acetilado, e assim determinar a maior 

concentração tolerada pelo fungo para a realização dos experimentos de 

biotransformação. 
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Esquema 10 – Reação de acetilação da 3,4-dicloroanilina. 

 

A acetilação da 3,4-DCA resultou em 84,8% da N-(3,4-diclorofenil)acetamida. 

A estrutura da N-(3,4-diclorofenil)acetamida foi confirmada através das análises 

espectroscópicas de RMN de 1H e de 13C, onde valores de deslocamentos químicos 

(δ) são mostrados na Tabela 7, segundo a numeração da Figura 12. 
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Figura 12 – Estrutura da N-(3,4-diclorofenil)acetamida. 

 

Tabela 7 - Valores de deslocamentos químicos (δ) expressos em ppm, para a N-(3,4-
diclorofenil)acetamida obtidas dos experimentos de RMN de 1H e de 13C, em DMSO-
d6 e CDCl3, respectivamente 

 

O espectro de RMN 1H mostra o aparecimento de um simpleto (s) em 2,05 ppm 

correspondente a um grupo metila (CH3) α-carbonila que evidencia a acetilação da N-

(3,4-diclorofenil)acetamida. 

 

Posição 
RMN 1H δ (ppm), 

multiplicidade, J 
RMN 13C δ (ppm) 

1 - 137,3 

2 7,96 d, J = 2,1 Hz 121,6 

3 - 132,6 

4 - 127,6 

5 7,53 d, J = 8,8 Hz 130,4 

6 7,45 m 119,1 

7 10,22 s - 

8 - 168,8 

9 2, 05 s 24,4 
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Espectro 7 - Espectro de RMN de 1H da N-(3,4-diclorofenil)acetamida (DMSO-d6, 300 MHz) 

e ampliações. 

 

O espectro de RMN de 13C, mostra um sinal em 24,4 ppm correspondente a um 

grupo metila (CH3), confirmando a acetilação da anilina. Além disso, foi observada 

também a presença de um sinal em 168,8 ppm correspondente a carbonila (CO). 
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Espectro 8 - Espectro de RMN de 13C da N-(3,4-diclorofenil)acetamida (DMSO-d6, 75 MHz). 

 

 

3.9 Teste de interferência do solvente (etanol) 

 

Para realizar o teste de toxicidade da 3,4-DCA, inicialmente, verificou-se a 

concentração de etanol ideal a ser utilizada na diluição desta AA para que não 

houvesse interferência no resultado do experimento. Foi realizado um ensaio com a 

cepa do fungo que se obteve os melhores resultados na acetilação das AA, ou seja, 

C. cladosporioides. Quantidades crescentes de etanol (concentrações finais de 0,4%, 

1,2%, 1,6% e 6,4% (v/v)) foram adicionados em placas de petri com o meio BDA 

(Batata-dextrose-ágar) para verificar a interferência do etanol no crescimento do 

fungo. 

 

 
Figura 13 – Teste de interferência do EtOH no teste de toxicidade com C. cladosporioides. 
Teste realizado em placa de petri (9 cm de diâmetro), em meio BDA, nas concentrações finais 
de 0,4%, 1,2%, 1,6% e 6,4% (v/v). Foto do 10º dia. 
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Figura 14 – Crescimento (em mm de diâmetro) do C. cladosporioides. Letras diferentes 
denotam uma diferença significativa entre os tratamentos (ANOVA, p ≤ 0,05). 

 

Observando as imagens das placas (Fig. 13) e a Figura14 foi possível notar 

que na concentração final de 0,4% (v/v) de etanol não ocorreu a interferência do 

solvente no crescimento do fungo, pois nessa concentração o fungo cresceu de modo 

semelhante ao controle sem observar diferença estatística significativa. 

 

 

3.10 Teste de tolerância a 3,4-DCA 

 

Os testes de tolerância foram realizados para avaliar a melhor concentração de 

3,4-DCA a ser utilizada para os experimentos de biotransformação, uma vez que esse 

experimento já havia sido realizado em concentrações iguais às outras AA 

anteriormente biotransformadas e não houve a formação do produto N-acetilado. O 

teste também serviu para comparar a toxicidade tanto da 3,4-DCA quanto do seu 

derivado N-acetilado, obtido de modo sintético (Item 3.8). Assim, as concentrações 

testadas foram: 50, 100, 200, 300, 400, 500 e 1000 µM da 3,4-DCA e da 3,4-DCA-

acetilada (3,4-DCA-Ac). 
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3.10.1 Cladosporium cladosporioides 

 

O teste de tolerância com o fungo C. cladosporioides foi realizado em placa de 

petri em meio BDA por 15 dias. Os resultados são mostrados na Figura 15. 

 

 
Figura 15 - Teste de tolerância da 3,4-DCA e da 3,4-DCA-Ac (ou 3,4-DCA-Acetilada) ao C. 
cladosporioides. Foto do 15º dia. 

 

O resultado do teste de tolerância de C. cladosporioides à 3,4-DCA (Figura 

16A) nas menores concentrações (50, 100 e 200 µM) demonstraram semelhança de 

crescimento, no entanto, apresentam diferenças significativas entre si. Já nas 

concentrações de 300, 400 e 500 µM o crescimento do fungo sofreu uma maior 

interferência no decorrer dos dias. E na maior concentração testada (1000 µM), não 

houve crescimento do fungo. Assim, para o ensaio de biotransformação da 3,4-DCA 

com C. cladosporioides selecionou-se a maior concentração testada em que houve o 

crescimento do fungo, ou seja, a de 500 µM, pois para esse ensaio é necessária uma 

maior quantidade da AA para a detecção e isolamento do produto N-acetilado.  

Na Figura 16B, o teste de tolerância de C. cladosporioides à 3,4-DCA-Ac 

mostrou que a concentração de 50 µM não apresentou diferença significativa em 

relação ao controle, sendo esta a concentração de 3,4-DCA-Ac que não apresenta 

toxicidade para o fungo, nos testes realizados. Já nas concentrações de 100, 200 e 

300 µM, apesar do fungo apresentar semelhanças de crescimento nos últimos dias, 

apresentaram diferenças significativas, principalmente, devido aos primeiros dias de 

crescimento. Nas concentrações de 400 e 500 µM, houve apenas um pequeno 

crescimento de modo gradual dos fungos e na concentração de 1000 µM não ocorreu 

o crescimento. 
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Figura 16 – Crescimento do C. cladosporioides no controle, em 3,4-DCA 50 µM, 100, 200, 
300, 400, 500 e 1000 µM (A) e 3,4-DCA-Ac (3,4-DCA-Acetilada) (B) nas mesmas 
concentrações. Letras diferentes denotam uma diferença significativa entre os tratamentos 
(ANOVA, p ≤ 0,05). 

 

Foi realizada uma projeção gráfica (Figura 17) das concentrações de 3,4-DCA 

e 3,4-DCA-Ac mais toleradas (50, 100, 200 e 300 µM) pelo fungo C. cladosporioides 

para analisar a existência de diferenças de toxicidade da amina em relação ao produto 

N-acetilado para o fungo testado. 



38 
 

C . c la d o s p o rio id e s 3 ,4 -D C A  x  3 ,4 -D C A -A c

D ia s

D
iâ

m
e

tr
o

 (
m

m
)

2 4 6 8 1 0 1 2 1 4

0

1 0

2 0

3 0

4 0

 5 0 M        ( a )

1 0 0 M       ( b )

2 0 0 M       ( c )

3 0 0 M       ( d )

A c  5 0 M    ( e )

A c  1 0 0 M  ( f,d )

A c  2 0 0 M  (g )

A c  3 0 0 M  (h )

 
Figura 17 – Comparação do crescimento do C. cladosporioides nas concentrações de 50, 
100, 200 e 300 µM de 3,4-DCA e 3,4-DCA-Ac (3,4-DCA-Acetilado). Letras diferentes denotam 
uma diferença significativa entre os tratamentos (ANOVA, p ≤ 0,05). 

 

Analisando a Figura 17 pode-se concluir que, apesar do crescimento de C. 

cladosporioides em 50 e 100 µM de 3,4-DCA e 50 µM de 3,4-DCA-Ac serem muito 

semelhantes, estatisticamente são diferentes. Contudo, o crescimento do fungo nas 

concentrações de 300 µM de 3,4-DCA e 100 µM de 3,4-DCA-Ac, apresentaram 

semelhanças na análise estatística. O crescimento do fungo nas outras concentrações 

(3,4-DCA 300 µM e 3,4-DCA-Ac 200 e 300 µM) resultaram em resultados de 

crescimentos diferentes entre si. De uma forma geral, esta comparação evidenciou 

que o produto N-acetilado se mostrou mais tóxico do que a AA. 

 

 

3.10.2 Aspergillus niveus 43 

 

O teste de tolerância com o fungo A. niveus 43 foi realizado em placa de petri 

em meio BDA por 14 dias. A Figura 18 mostra os resultados obtidos. 
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Figura 18 - Teste de tolerância de A. niveus 43 à 3,4-DCA e à 3,4-DCA-Ac (3,4-DCA-
Acetilado). Foto do 14º dia. 

 

As Figuras 19A e 19B mostram o crescimento do fungo A. niveus (43) durante 

14 dias na presença de 3,4-DCA e 3,4-DCA-Ac, respectivamente. A análise estatística 

realizada com os dados obtidos mostrou que o crescimento do fungo foi diferente em 

todas as concentrações testadas. No entanto, podemos observar que a maior 

concentração tolerada de 3,4-DCA pelo fungo foi a de 500 µM (Figura 19A) e a mesma 

para 3,4-DCA-Ac (Figura 19B) e a que apresentou a maior toxicidade para o fungo foi 

a de 1000 µM para ambos os substratos.  A concentração de 500 µM de 3,4-DCA foi 

escolhida para os ensaios de biotransformação com o fungo A. niveus (43). 
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Figura 19 – Crescimento do A. niveus 43 no controle, em 3,4-DCA 50, 100, 200, 300, 400, 
500 e 1000 µM (A) e 3,4-DCA-Ac (B) nas mesmas concentrações. Letras diferentes denotam 
uma diferença significativa entre os tratamentos (ANOVA, p ≤ 0,05). 

 

Também realizou-se a comparação das concentrações mais toleradas (50, 100, 

200 e 300 µM) pelo fungo A. niveus (43) na presença de 3,4-DCA e 3,4-DCA-Ac 

(Figura 20). Algumas concentrações entre os substratos não apresentaram diferenças 

significativas, como nas concentrações de 50 e 200 µM de 3,4-DCA e 3,4-DCA-Ac. E 

ainda, o crescimento do fungo na concentração de 100 µM de 3,4-DCA-Ac foi 
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semelhante à de 50 µM do mesmo substrato. Contudo, foi possível observar que o 

produto acetilado foi mais tóxico na concentração de 300 µM em relação a AA. 
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Figura 20 - Comparação do crescimento do A. niveus (43) nas concentrações de 50, 100, 200 
e 300 µM de 3,4-DCA e 3,4-DCA-Ac (3,4-DCA-Acetilado). Letras diferentes denotam uma 
diferença significativa entre os tratamentos (ANOVA, p ≤ 0,05). 

 

 

3.10.3 Aspergillus terreus (31) 

 

O teste de tolerância com o fungo A. terreus (31) foi realizado em placa de petri 

em meio BDA por apenas 8 dias, pois este fungo possui uma alta taxa de crescimento. 

A Figura 21 mostra os resultados obtidos. 
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Figura 21 - Teste de tolerância da 3,4-DCA e da 3,4-DCA-Ac ao A. terreus (31). Foto do 8º 
dia. 

 

As Figuras 22A e 22B mostram o crescimento do fungo A. terreus (31) durante 

8 dias na presença de 3,4-DCA e 3,4-DCA-Ac, respectivamente. A análise estatística 

realizada com os dados obtidos mostrou que o crescimento do fungo foi semelhante 

apenas na concentração de 50 µM de 3,4-DCA em relação ao controle (Figura 22A). 

Já no ensaio com 3,4-DCA-Ac, todas as concentrações testadas apresentaram 

diferenças significativas.  A maior concentração tolerada pelo fungo foi semelhante 

para ambos os substratos, ou seja, a de 500 µM, sendo a concentração utilizada para 

os experimentos de biotransformação da 3,4-DCA pelo fungo A. terreus (31).  A 

concentração de 1000 µM foi a que apresentou a maior toxicidade para o fungo para 

ambos os substratos. 
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Figura 22 – Crescimento do A. terreus (31) no controle, em 3,4-DCA 50, 100, 200, 300, 400, 
500, 1000 µM (A) e 3,4-DCA-Ac (3,4-DCA-Acetilado) (B) nas mesmas concentrações. Letras 
diferentes denotam uma diferença significativa entre os tratamentos (ANOVA, p ≤ 0,05). 

 

A Figura 23 mostra a comparação entre as concentrações mais toleradas (50, 

100, 200 e 300 µM) de 3,4-DCA e 4,3-DCA-Ac pelo fungo A. terreus (31).  Onde na 

concentração de 100 µM de 3,4-DCA o fungo apresentou crescimento semelhante as 

concentrações de 50 e 100 µM de 3,4-DCA-Ac. Ainda, a concentração de 300 µM de 

3,4-DCA apresentou resultado semelhante a concentração de 200 µM de 3,4-DCA-
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Ac. No entanto, foi possível observar que a concentração de 300 µM de 3,4-DCA-Ac 

causou uma maior interferência no crescimento do que 3,4-DCA na mesma 

concentração.  
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Figura 23 - Comparação do crescimento do A. terreus 31 nas concentrações de 50, 100, 200 
e 300 µM de 3,4-DCA e 3,4-DCA-Ac. Letras diferentes denotam uma diferença significativa 
entre os tratamentos (ANOVA, p ≤ 0,05). 

 

Foi realizado também a comparação entre o crescimento dos fungos C. 

cladosporioides, A. terreus (31) e A. niveus (43) na presença de 3,4-DCA e 3,4-DCA-

Ac nas concentrações de 400 µM (Figura 24) e 500 µM (Figura 25).  Onde foi possível 

notar que o crescimento desses fungos em 3,4-DCA e 3,4-DCA-Ac na concentração 

de 400 µM apresentaram perfis de crescimento diferentes entre os substratos e 

também entre as espécies testadas (Figura 24). E somente na concentração de 500 

µM (Figura 25) houve uma semelhança no crescimento de A. terreus (31) e A. niveus 

(43) na presença de 3,4-DCA. Em ambas as figuras foi possível notar que os fungos 

A. niveus (43) e A. terreus (31) foram os que mais cresceram na presença de 3,4-DCA 

e também de 3,4-DCA-Ac nas concentrações de 400 e 500 µM. Já o fungo C. 

cladosporioides apresentou o menor crescimento dentre os fungos analisados tanto 

na presença de 3,4-DCA e 3,4-DCA-Ac, no entanto, com uma menor tolerância ao 

derivado acetilado do que a AA. 
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Figura 24 – Comparação do crescimento dos fungos C. cladosporioides, A. niveus (43), A. 
terreus (31) na presença de 3,4-DCA e 3,4-DCA-Ac (3,4-DCA-Acetilado) na concentração de 
400 µM. Comparação até o 8º dia de crescimento. Letras diferentes denotam uma diferença 
significativa entre os tratamentos (ANOVA, p ≤ 0,05). 
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Figura 25 - Comparação do crescimento dos fungos C. cladosporioides, A. niveus (43), A. 
terreus (31) na presença de 3,4-DCA e 3,4-DCA-Ac (3,4-DCA-Acetilado) na concentração de 
500 µM. Comparação até o 8º dia de crescimento. Letras diferentes denotam uma diferença 
significativa entre os tratamentos (ANOVA, p ≤ 0,05). 
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Como discutido anteriormente, a concentração de 500 µM foi a escolhida para 

a biotransformação da 3,4-DCA com os fungos C. cladosporioides, A. niveus (43) e A. 

terreus (31). Porém, uma outra observação interessante é que o crescimento, de 

modo geral, dos fungos testados em 3,4-DCA se apresenta maior do que em 3,4-DCA-

Ac, o que leva a acreditar que a AA acetilada apresenta uma maior toxicidade para os 

fungos, sendo menos tolerada por eles. Dupret et al. (2011) realizou teste de tolerância 

dos fungos: Fusarium graminearum, Chaetomium globosum, Podospora anserina, 

Rhyzopus oryzae e Phycomyces blakesleeanus a 250 µM de 3,4-DCA e 3,4-DCA-Ac 

e obteve crescimento maior no composto acetilado. Cocaign (2013) testou a tolerância 

dos fungos: P. anserina, Trichoderma reesei e Trichoderma virens a 200 µM de 3,4-

DCA e seu acetilado chegando ao mesmo resultado. Assim, talvez seja possível 

afirmar que as enzimas ou o metabolismo dos fungos que foram testados neste 

trabalho ocorram de modo diferente dos citados na literatura acima, que descreve a 

N-acetiltransferase como a responsável pelo processo. 

Para os seres humanos as AA são consideradas mais tóxicas do que seus 

produtos N-acetilados, pois apresentam atividade mutagênica (IARC, 2009 apud 

ENGLISH et al., 2012). 

AA são relatadas na literatura como potenciais indutores da formação de 

metemoglobinemia em animais e humanos, podendo causar anemia ou, nos casos 

mais graves, levar à morte (OHTA et al.,1983 apud ARORA, 2015). Também há muitos 

trabalhos que relatam que a exposição a AA é um fator de risco para o 

desenvolvimento de câncer de bexiga (RADOMSKI, 1979; KING et al., 1997, KIM e 

GUENGERICH, 2005; YOON et al., 2015). Contudo, as AA podem ser desintoxicadas 

através da N-acetilação (POUPKO; HEARN; RADOMSKI, 1979; ORZECHOWSKI, 

1994; CHOU, LANG, KADLUBAR, 1995 apud YOON et al. 2015). English et al. (2012) 

descreve em seu trabalho vários estudos de casos humanos e estudos 

epidemiológicos que sugeriram que a exposição ocupacional a AA está associada a 

um risco maior de câncer de bexiga.  

Uma observação interessante de Lakshmi et al. (1995) apud IARC (2010), é 

que os cães desenvolvem mais prontamente tumores de bexiga com benzidina do que 

várias outras espécies pois os cães são “não-acetiladores”, então não conseguem 

atingir uma das etapas metabólicas de inativação da genotoxicidade. 
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 No entanto, são necessários maiores estudos sobre a toxicidade das AA e 

seus produtos N-acetilados em relação a indução de processos genotóxicos e 

mutagênicos em células eucarióticas. 

 

3.11 Biotransformação da 3,4-DCA 

 

A acetilação da 3,4-DCA foi realizada através de experimentos com A. terreus 

(31), A. niveus (43) e C. cladosporioides utilizando um meio líquido King´s B 

modificado (SILVA et al., 2004). Os fungos escolhidos para essa biotransformação 

foram os que resultaram nos melhores rendimentos nos experimentos iniciais. 

 

NH2

Cl

Cl

NH

O

Cl

Cl

3,4-dicloroanilina N-(3,4-diclorofenil)acetamida

Biotransformação

30 oC, 110 rpm, 48 h

 
Esquema 11 - Acetilação da 3,4-dicloroanilina pelos fungos selecionados. 

 

O produto foi purificado por cromatografia em placa preparativa de sílica gel-60 

e os rendimentos obtidos são mostrados na Tabela 8. Onde o maior rendimento do 

produto N-acetilado foi obtido com o fungo A. terreus (31) com 43,5%, seguido por A. 

niveus (43) com 29,4% e C. cladosporioides com 26%. Esse resultado foi semelhante 

ao observado no ensaio de tolerância dos fungos à 3,4-DCA na concentração de 500 

µM (Figura 25). Tixier et al. (2002) realizou a biotransformação de 3,4-DCA a uma 

concentração de 250 µM com os fungos A. niger, B. bassiana, C. echinulata var. 

elegans. Martins et al. (2009) realizou a biotansformação com Podospora anserina em 

250 µM de 3,4-DCA e após 3 dias de incubação, 45% da AA foi acetilada. Cocaign 

(2013) também realizou a biotransformação da 3,4-DCA a uma concentração de 250 

µM com o fungo Trichoderma reesei. Esses dados nos indicam que os fungos 

utilizados nesse trabalho tem capacidade de acetilar a 3,4-DCA a uma concentração 

(500 µM) mais elevada do que os relatados na literatura. 

 

Tabela 8 – Rendimento da N-(3,4-diclorofenil)acetamida com os fungos acima citados 
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Cepas dos fungos N-(2-metilfenil)acetamida (%) 

Aspergillus terreus (31) 43,5 

Aspergillus niveus (43) 29,4 

Cladosporium cladosporioides 26 

 

A estrutura da N-(3,4-diclorofenil)acetamida foi confirmada  pelas análises 

espectroscópicas de RMN de 1H e de 13C, onde valores de deslocamentos químicos 

(δ) são mostrados na Tabela 9, seguindo a numeração da Figura 26. 

 

NH

Cl

Cl

CH3

O

1

2

34
5

6

7
8

9

 
 

Figura 26 - Estrutura da N-(3,4-diclorolfenil)acetamida. 

 

Tabela 9 - Valores de deslocamentos químicos (δ) expressos em ppm, para a N-(3,4-
diclorofenil)acetamida obtidas dos experimentos de RMN de 1H e de 13C, em CDCl3. 

 

O espectro de RMN 1H mostra o aparecimento de um simpleto em 2,15 ppm 

correspondente a um grupo metila (CH3) α-carbonila que evidencia a acetilação da N-

(3,4-diclorofenil)acetamida. 

 

Posição 
RMN 1H δ (ppm), 

multiplicidade, J 
RMN 13C δ (ppm) 

1 - 137,2 

2 7,71 d, J = 1,8 Hz 121,4 

3 - 132,7 

4 - 127,4 

5 7,33 d, J = 8,7 Hz 130,4 

6 7,30 m 119,0 

7 7,50 sl - 

8 - 168,5 

9 2,15 s 24,5 
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Espectro 9 - Espectro de RMN de 1H da N-(3,4-diclorofenil)acetamida (CDCl3, 300 MHz) e 

ampliações. 

 

O espectro de RMN de 13C, mostra um sinal em 24,5 ppm correspondente a um 

grupo metila (CH3) e outro em 168,1 ppm correspondente a carbonila (CO), 

confirmando a acetilação da 3,4-dicloroanilina. 

 

 
Espectro 10 - Espectro de RMN de 13C da N-(2-metilfenil)acetamida (CDCl3, 75 MHz). 
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3.12 Ensaio de biotransformação da N-(3,4-diclorofenil)acetamida 

 

O ensaio de biotransformação da 3,4-DCA-Ac foi realizado na mesma 

concentração feita no ensaio para 3,4-DCA, ou seja, 500 µM. Os fungos utilizados 

foram: C. cladosporioides, A. niveus (43), A. terreus (31). 

 

NH2

Cl

Cl

NH

O

Cl

Cl

3,4-dicloroanilinaN-(3,4-diclorofenil)acetamida

Biotransformação

30 °C, 110 rpm, 48 h

 

Esquema 12 – Desacetilação da N-(3,4-diclorofenil)acetamida por A. niveus (43).  

 

Os três fungos foram testados, porém, através de monitoramento por CCD, não 

foi observada nenhuma biotransformação com C. cladosporioides. Já com A. terreus 

(31) a reversão ocorreu somente no 5º dia e com A. niveus (43) observou-se a 

formação do produto a partir do 4º dia. Logo, repetiu-se o experimento com uma maior 

quantidade de 3,4-DCA-Ac com A. niveus (43), onde o rendimento da 

biotransformação foi de 18,9% (96 h). Esse resultado mostrou que, apesar de ocorrer 

a desacetilação, a taxa de reconversão ainda é menor, quando comparada a 

acetilação da 3,4-DCA (Tabela 8), que mostrou um rendimento de 29,4% em 48 h. 

Isso é importante, pois mostra uma tendência de equilíbrio da biotransformação 

deslocado para o composto N-acetilado, considerado um derivado de menor 

toxicidade para os humanos (TIXIER, 2002). 

A biotransformação da N-(3,4-diclorofenil)acetamida em 3,4-DCA demonstra a 

reversão da reação, através de enzimas do fungo. Tixier e colaboradores (2002) 

observaram que Beauveria bassiana também foi capaz de realizar essa reversão. 

Quanto ao nível de toxicidade com relação ao herbicida, amina e amida, Tixier e 

colaboradores (2002) verificaram que a amina 3,4-DCA é a mais tóxica com EC50 de 

3 µM, seguida da amida 3,4-DCA-Ac com EC50 de 60 µM e bem menos tóxico, do que 
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o próprio herbicida diuron com EC50 de 290 µM, sendo o teste foi realizado com a 

bactéria marinha Vibrio fischeri. 

 

 

4 PARTE EXPERIMENTAL 

 

4.1 Material e métodos  

 

As análises cromatográficas em camada delgada (CCD) foram realizadas 

utilizando-se cromatofolhas de alumínio de sílica gel 60 F254 (Macherey-Nagel), para 

a visualização dos componentes nas análises em CCD utilizando lâmpada ultravioleta 

(254 nm). As purificações dos produtos foram realizadas por cromatografia em placa 

preparativa de silica gel 60 F254 (0,063-0,2 mm). Os espectros de RMN de 1H e de 13C 

foram obtidos em 300 MHz e 75 MHz, respectivamente, usando um aparelho Bruker® 

AVANCE DPX-300 do Laboratório de Pesquisa de Ressonância Magnética Nuclear 

do Instituto de Química – UFMS. Os deslocamentos químicos (δ) foram registrados 

em ppm e as constantes de acoplamento em Hertz (Hz). O tetrametilsilano (TMS) foi 

usado como padrão de referência interno para deslocamento químico (δ) em solução 

de CDCl3 e de DMSO-d6. As análises de absorbâncias foram realizadas no 

Espectrofotômetro Ultravioleta (Thermo Scientific® - Modelo: Genesys 10S UV-Vis) 

em 450 nm. Os solventes utilizados nos processos de extração e síntese foram de 

grau PA e quando necessário foram tratados conforme metodologia descrita por Perrin 

e Armarego, (1988). 

 

 

4.2 Microrganismos 

 

A Tabela 10 contém as informações sobre as 12 cepas de fungos isolados do 

cerrado Sul-Mato-Grossense, como o nome científico, o habitat, o local de coleta e 

dados do GPS. 

Todos os fungos são saprofíticos, com exceção do Aspergillus niveus (43), 

Aspergillus niveus (31) e Chaetomium sp., que são endofíticos, provenientes da planta 

Memora peregrina.  
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Tabela 10 – Origem das cepas dos fungos isolados do Cerrado sul-mato-grossense 

Fungo Habitat Local de coleta Dados GPS 

Aspergillus flavus Saprofítico 

Reserva Particular do 
patrimônio Natural RPPN–

UFMS, Campo Grande, MS, 
Brasil 

20°30'37"S 
54°36'58"W 

Aspergillus flavus 
(SM3) 

Saprofítico 
Centro de Pesquisa em Gado 
de Corte-CNPGC/EMBRAPA, 

Campo Grande, MS, Brasil 

20°26'33"S 
54°43'16"W 

Aspergillus flavus 
(SM6) 

Saprofítico 
Centro de Pesquisa em Gado 
de Corte-CNPGC/EMBRAPA, 

Campo Grande, MS, Brasil 

20°26'33"S 
54°43'16"W 

Aspergillus niger Saprofítico 

Reserva Particular do 
patrimônio Natural RPPN–

UFMS, Campo Grande, MS, 
Brasil 

20°30'37"S 
54°36'58"W 

Aspergillus niveus 
(43) 

Endofítico 
Centro de Pesquisa em Gado 
de Corte-CNPGC/EMBRAPA, 

Campo Grande, MS, Brasil 

20°26'48.5"S 
54°43'48"W 

Aspergillus oryzae Saprofítico 
Centro de Pesquisa em Gado 
de Corte-CNPGC/EMBRAPA, 

Campo Grande, MS, Brasil 

20°26'33"S 
54°43'16"W 

Aspergillus terreus 
(CM6) 

Saprofítico 
Centro de Pesquisa em Gado 
de Corte-CNPGC/EMBRAPA, 

Campo Grande, MS, Brasil 

20°26'33"S 
54°43'16"W 

Aspergillus terreus 
(31) 

Endofítico 
Centro de Pesquisa em Gado 
de Corte-CNPGC/EMBRAPA, 

Campo Grande, MS, Brasil 

20°26'48.5"S 
54°43'48"W 

Cunninghamella 
elegans 

Saprofítico 

Reserva Particular do 
patrimônio Natural RPPN–

UFMS, Campo Grande, MS, 
Brasil 

20°30'37"S 
54°36'58"W 

Chaetomium sp. Endofítico 
Centro de Pesquisa em Gado 
de Corte-CNPGC/EMBRAPA, 

Campo Grande, MS, Brasil 

20°26'48.5"S 
54°43'48"W 

Cladosporium 
cladosporioides 

Saprofítico 

Reserva Particular do 
patrimônio Natural RPPN–

UFMS, Campo Grande, MS, 
Brasil 

20°30'37"S 
54°36'58"W 

Mucor sp. Saprofítico 

Reserva Particular do 
patrimônio Natural RPPN–

UFMS, Campo Grande, MS, 
Brasil 

20°30'37"S 
54°36'58"W 
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As 12 cepas de 12 fungos filamentosos (Tabela 10) estão depositados na 

Micoteca (InBio) da UFMS. Estas cepas de fungos foram mantidas em tubos de 

ensaios inclinados contendo BDA (100 g de batata; 7,5 g de glicose; 9,1 g de ágar; 

500 mL de água) e foram repicados periodicamente para a manutenção das culturas. 

Estas cepas foram incubadas por um período de 4 a 5 dias a 30 ºC e após esse 

período foram estocados à 4 ºC até o momento do uso. 

 

 

4.3 Obtenção da curva padrão de concentração da p-anisidina 

 

Foram preparadas 2 soluções estoques de p-anisidina (solução 1: 0,05 mg.mL-

1; solução 2: 1 μg.mL-1). Essas soluções foram diluídas para obtenção das seguintes 

concentrações: 0,000 μg.mL-1; 0,001 μg.mL-1; 0,010 μg.mL-1; 0,100 μg.mL-1; 1,000 

μg.mL-1; e 10,000 μg.mL-1). Essas soluções foram transferidas para um tubo de 

ensaio, onde foi acrescentado um pouco de água (aproximadamente 5 mL), 400 μL 

de ácido tricloroacético (TCA) aquoso 20% e de 1.200 μL de 4-

(dimetilamino)benzaldeído (DMAB) aquoso 5%. O DMAB(aq) 5% reage com a p-

anisidina e produz um reagente de cor, uma imina, que poderá ser lida em 

espectrofotômetro em comprimento de onda a 450 nm. A análise foi realizada em 

triplicata. 

 

 

4.4 Preparo do meio de cultura e inóculo do fungo 

 

A metodologia utilizada para preparação dos meios foi adaptada de Silva e 

colaboradores (2004), utilizando o meio líquido King’s B modificado, contendo K2HPO4 

(0,075 g), MgSO4. 7H2O (0,075 g), peptona ou proteose peptona (0,500 g), glicose 

(0,609 g) e água deionizada (50 mL). A adaptação do meio foi testada em trabalho 

prévio, de conclusão de curso, por Ebbing (2016).  

Os esporos obtidos através de culturas estoques foram raspados com palito de 

madeira e suspensos em 10 mL de água deionizada autoclavada (estéril). Um volume 

de 200 µL da suspensão de esporos foi inoculado no meio de cultura (50 mL) contido 

em erlenmeyer de 250 mL a 30 ºC, sob agitação constante (110 rpm) por 48 h. 
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4.5 Triagem das cepas dos fungos analisados 

 

As 12 cepas dos fungos pré-selecionadas (Tabela 11) foram cultivadas como 

descrito no item 4.3. Após 48 h de incubação foi retirada uma alíquota de cada 

erlenmeyer para ser utilizada como branco. A seguir, foram adicionados 50 mg de p-

anisidina (substrato), que foram dissolvidos em 200 µL de etanol, a cada cultura em 

estudo. Alíquotas de 200 µL foram retiradas de cada frasco a cada 24 h durante 5 

dias.  

Foi utilizada a CCD para monitoramento do experimento e os cromatogramas 

foram desenvolvidos em cromatofolhas de alumínio de sílica gel com indicador de 

fluorescência 60 F254. A placa de CCD foi eluída em uma mistura de Acetato de 

Etila:Hexano (1:1 v/v) e posteriormente foi revelada em lâmpada de luz ultravioleta a 

254 nm. 

A detecção do consumo da p-anisidina foi verificada utilizando amostras do 

meio de cultura retiradas durante 5 dias de biotransformação. As alíquotas foram 

diluídas em água destilada às quais foram adicionados TCA(aq) 20% para cessar a 

reação de biotransformação (pela desnaturação das enzimas) e 1200 µL de DMAB(aq) 

a 5%, que reage com a p-anisidina produzindo uma imina, um reagente de cor. 

Leituras foram realizadas no espectrofotômetro a 450 nm (SINCLAIR et al., 1998). A 

mesma metodologia foi realizada para o branco e o controle. O branco continha 

somente o TCA(aq) 20% e o DMAB(aq) a 5%. E o controle continha o TCA(aq) 20%, o 

DMAB(aq) a 5% e p-anisidina. 

 

 

4.6 Ensaio de biotransformação das AA 

 

Após a triagem, os fungos escolhidos foram inoculados como descrito no item 

4.3. Em seguida, foram adicionados 0,406 mmol de cada AA (anilina, p-anisidina, o-

toluidina, p-nitroanilina e p-bromoanilina) em cada cultura em estudo. Essas AA foram 

dissolvidas em 200 µL de etanol, exceto p-nitroanilina que foi solubilizada em 200 µL 

de acetona. As biotransformações foram realizadas durante 48 h e depois extraídas. 
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4.7 Processo de extração e purificação de produtos da biotransformação das 

aminas aromáticas 

 

Após a realização do método 4.5 o meio de cultura e os micélios foram 

separados por filtração à vácuo. Uma extração com acetato de etila foi realizada com 

o filtrado. O solvente foi rotaevaporado e o produto foi purificado por cromatografia em 

placa preparativa de sílica gel-60. A mistura de eluentes foi hexano/acetato de etila 

(7:3 v/v). Posteriormente o produto obtido foi submetido à análise espectroscópica de 

RMN de 1H e de 13C. 

 

 

4.8 Teste de interferência do solvente (etanol) 

 

O etanol (EtOH) é o solvente que se utilizou para diluir a 3,4-DCA no ensaio de 

toxicidade dessa AA aos fungos. O ensaio de interferência do EtOH foi realizado em 

placa de petri com 20 mL de meio BDA (batata, dextrose e ágar) e diferentes 

concentrações de EtOH: 0,4%, 1,2%, 1,6%, 6,4%. Em cada placa foram adicionadas 

3 discos de 3 mm de meio de cultura sólido contendo esporos dos fungos. As placas 

foram incubadas a 27 ºC e os diâmetros dos halos de crescimento dos fungos foram 

medidos com auxílio de um paquímetro durante 10 dias. 

 

 

4.9 Reação de acetilação da 3,4-dicloroanilina 

 

Para realizar o teste de tolerância com a N-(3,4-diclorofenil)acetamida (3,4-

DCA-Ac) a acetilação química da 3,4-DCAfoi realizada. Para a reação foi utilizado 0,61 

mmol (100 mg) de 3,4-DCA em 2,5 mL de anidrido acético e 0,73 mmol (100 mg) de 

acetato de sódio. A reação prosseguiu sob agitação a 25 ºC, durante 2 h 

(KATHIRAVAN e NICHOLL, 2017). A mistura reacional foi transferida para um funil de 

separação e extraída com acetado de etila (5 mL) por 2 vezes, em seguida, a fase 

orgânica foi lavada com 5 mL de água destilada e depois seca com MgSO4 anidro. O 

solvente foi rotaevaporado e a amostra foi seca a pressão reduzida. O produto foi 

obtido com 84,8% de rendimento e a estrutura foi confirmada através da análise 

espectroscópica de RMN de 1H e de 13C. 
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4.10 Teste de tolerância à 3,4-DCA e à 3,4-DCA-Ac 

 

O teste de tolerância foi realizado inicialmente com os fungos Cladosporium 

cladosporioides, Aspergillus niveus (43) e Aspergillus terreus (31) com a 3,4-DCA e 

3,4-DCA-Ac, nas concentrações de 50, 100, 200, 300, 400, 500 e 1000 µM 

(solubilizada em 100 µL de EtOH 80%, concentração final de 0,4% v/v). O ensaio foi 

realizado em placa de petri (de 9 cm de diâmetro) em meio BDA (20 mL), e em cada 

placa foram adicionadas 3 discos de 3 mm de meio de cultura sólido contendo esporos 

dos fungos. As placas foram incubadas a 27 ºC e os diâmetros dos halos de 

crescimento dos fungos foram medidos com auxílio de um paquímetro, durante 15 

dias para Cladosporium cladosporioides, 14 dias para Aspergillus niveus (43) e 10 

dias para Aspergillus terreus (31), de acordo com o crescimento de cada fungo. 

 

 

4.11 Ensaio de biotransformação da 3,4-DCA 

 

Após o teste de tolerância, foi verificado que a concentração de 500 µM de 3,4-

DCA era ideal para a biotransformação. Os fungos escolhidos para essa 

biotransformação foram cultivados como descrito no item 4.3. Então, depois das 48 h 

de incubação foi adicionado 0,025 mmol de 3,4-DCA, solubilizada em 200 µL de EtOH. 

A biotransformação prosseguiu por 48 h nas mesmas condições de temperatura e 

rotação orbitalar e depois foi extraída. 

 

 

4.12 Processo de extração e purificação de produtos da biotransformação da 

3,4-DCA 

 

Após a realização do método 4.11 a extração e purificação foram realizadas 

como no item 4.6 com a diferença de que a mistura de eluente utilizada na purificação 

foi hexano/acetato de etila (2:8 v/v). Posteriormente o produto obtido foi submetido à 

análise espectroscópica de RMN de 1H e de 13C. 
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4.13 Teste de biotransformação da 3,4-DCA-Ac 

 

A biotransformação da N-(3,4-diclorofenil)acetamida (3,4-DCA-Ac) foi realizada 

para analisar a possibilidade de reversão do composto acetilado na AA (3,4-DCA). 

Esse ensaio foi realizado como descrito em 4.11, alterando apenas o substrato em 

estudo, ou seja, a N-(3,4-diclorofenil)acetamida na concentração de 500 µM. A 

extração e purificação também seguiu o procedimento descrito no item 4.12. 

 

 

4.14 Análises Estatísticas 

 

As análises foram realizadas pelo GraphPad Prism através da análise de 

variância de duas vias (two-way ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, ou testes não 

paramétricos equivalentes. Os resultados serão considerados significativos quando p 

≤ 0,05. 
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5 CONCLUSÕES 

 

A biotransformação da anilina, p-anisidina e o-toluidina foram as obtidas em 

maior concentração (8,12 mM) e com bons rendimentos, principalmente com o C. 

cladosporioides, A. niveus (43) e A. terreus (31). Porém, o mesmo não ocorreu com a 

p-nitroanilina, p-bromoanilina e 3,4-DCA na concentração de 8,12 mM. É possível que 

os grupos retiradores de elétrons da p-nitroanilina e a p-bromoanilina possam ter 

influenciado no resultado e isso pode realmente se confirmar se considerarmos os 

maiores rendimentos com a p-anisidina, que tem um grupo doador de elétrons. O teste 

de tolerância com o resíduo de herbicida, o 3,4-DCA, realizado com os fungos C. 

cladosporioides, A. niveus (43) e A. terreus (31) demonstrou que a concentração de 

500 µM de 3,4-DCA foi o limite tolerado pelos fungos, sendo utilizada nos 

experimentos de biotransformação com a referida AA. 

Os experimentos de tolerância apresentaram um maior crescimento dos fungos 

no meio contendo a 3,4-DCA do que a 3,4-DCA-Ac, ou seja, existe uma maior 

tolerância dos fungos a esta AA do que ao seu produto acetilado. No entanto, o 

experimento de biotransformação de 3,4-DCA-Ac pelo fungo A. niveus (43) 

apresentou um baixo rendimento do processo reverso (de desacetilação). 

Acreditamos que a 3,4-DCA-Ac apresenta maior toxicidade para os fungos do que a 

3,4-DCA, mas mesmo assim, eles foram capazes de realizar a N-acetilação. 

Experimentos de toxicidade in vitro em células de mamíferos serão realizados para a 

comparação dos efeitos genotóxicos e mutagênicos das AA e de seus produtos N-

acetilados, para demonstrar a finalidade deste processo de biorremediação na 

diminuição dos efeitos tóxicos das AA testadas.  

Contudo, os resultados obtidos com fungos C. cladosporioides, A. niveus (43) 

e A. terreus (31) na N-acetilação de AA são promissores para a aplicação destes em 

processos que envolvam a biorremediação de solos e águas contaminados com AA, 

principalmente a 3,4-DCA, devido à alta concentração tolerada pelos fungos. 
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