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RESUMO

A ametrina é um herbicida utilizado em culturas de cana-de-acticar no periodo de pré e pds
emergéncia das plantas daninhas. E um composto persistente no meio ambiente, podendo
lixiviar para dgua subterrinea e escoar para dguas superficiais, provocando impacto na
comunidade aqudtica. No presente trabalho avaliou-se a atividade microbiana em solo com
histérico de aplicacio da ametrina em cultivo de cana de acucar, acrescidos de
concentracdes de solucdo de ametrina e biofertilizante comercial Microgeo. Coletou-se trés
amostras de solo em &rea de cultivo de cana de agucar, sendo o primeiro solo caracterizado
como argiloso, o segundo arenoso, o terceiro arenoso, mas esterilizado em estufa a 106°C.
As concentragdes utilizadas da ametrina nos experimentos foram de 8 e 12 ug/mL e, as de
biofertilizante foram 1, 5 e 10%. Para avaliar a atividade microbiana do solo utilizou-se o
método respirométrico de Bartha que quantifica a geracdo de CO, em mg/L e apds o
processo de biodegradacio o método enzimatico de hidrolise de FDA para avaliar a
estimativa da atividade microbiana. Quantificou-se a populacdo de bactérias heterotréficas
e fungos expressos em UFC/g de solo antes e apds o experimento de respirometria.
Realizou-se teste de toxicidade com o organismo-teste Daphnia similis exposta ao
herbicida ametrina nas concentragdes 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 pg/L, do biofertilizante nas
concentracdes 1, 10 e 100% e do solo antes e apds o experimento de respirometria,
utilizando a fragdo soluvel. Realizou-se teste de fitoxicidade com a semente Lactuca sativa
antes e apOs os experimentos de respirometria, utilizando a fracdo soltdvel do solo. De
acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que a produgdo de CO; foi maior em
solo arenoso € menor em solo argiloso e em solo estéril. A estimativa microbiana pelo
método de FDA foi maior em solo argiloso e arenoso e menor em solo estéril. O herbicida
ametrina apresentou toxicidade ao organismo Daphnia similis. Antes e apds o0s
experimentos de respirometria, o solo ndo apresentou efeitos toxicos a Daphnia simillis,
ndo sendo possivel calcular o CES50. Os solos antes e apds experimentos de respirometria
ndo apresentaram inibicdo na germinacdo e alongamento das raizes de Lactuca sativa.
Conclui-se que o herbicida ametrina como citado na literatura € lentamente biodegradado
no solo e a adicdo de biofertilizante Microgeo nao corroborou com a sua biodegradagao,
mas favoreceu a atividade microbiana do solo.

Palavras-chave: atividade microbiana; herbicidas; biofertilizantes; biorremediacao
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ABSTRACT

The ametryn is an herbicide used on crops of sugar cane in the pre and post emergence
weed. It is a compound persistent in the environment and can leach into groundwater and
surface water to drain, causing impact on the aquatic community. In this study we evaluated
the microbial activity in soil with a history of application of ametryn in cultivation of sugar
cane, plus concentrations of ametryn solution and commercial bio fertilizer Microgeo.
Three samples were collected from soil in sugar cane cultivation area, the first being
characterized as clayey soil, the second sandy, and the third gritty but sterilized in an oven
at 106 °C. The concentrations used in the experiments of ametryn were 8 and 12 ug / mL,
and the bio fertilizers were 1, 5 and 10 %. To evaluate the microbial activity in the soil it
was used the Bartha respirometric method that quantifies the CO, generation in mg / L and
after the biodegradation the process of the enzymatic hydrolysis of FDA to evaluate the
estimation of microbial activity. We quantified the population of heterotrophic bacteria and
fungi expressed in CFU / g of soil before and after the respirometry experiment. We held a
toxicity test with the Daphnia similis organisms test exposed to herbicide ametryn at 0.01,
0.1, 1, 10 and 100 mg/L of bio fertilizer concentrations 1, 10 and 100% and soil before and
after the respirometry experiment, using the soluble fraction. A test of fitoxicity was
performed with Lactuca sativa seed before and after the respirometry experiments using the
soluble fraction of the soil. According to the obtained results it can be concluded that the
CO, production was higher on sandy soil and smaller in clayey soil and sterile soil. A
method for estimating microbial FDA was higher in clay soil and sandy soil and lower in
sterile. The herbicide ametryn showed toxicity to the organism Daphnia similis. Before and
after the respirometry experiments, the soil showed no toxic effects to the Daphnia simillis,
it is not possible to calculate the EC50. The soils, before and after respirometry experiments
showed no inhibition on seed germination and root elongation of Lactuca sativa. It is
concluded that the herbicide ametryn as quoted in the literature is slowly biodegraded in
soil and the addition of the bio fertilizer Microgeo has not substantiated its biodegradation,
but favored the soil microbial activity.

Keywords: microbial activity; herbicides; biofertilizers; bioremediation
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores de alimentos no mundo, devido a sua imensa area
cultivada e produtividade, como soja, cana de actcar e milho.

O conceito de producdo agricola tem sido modificado em decorréncia do aumento na
demanda mundial por alimentos. Os agricultores consideram os pesticidas como uma
ferramenta essencial para garantir a producdo de culturas, para manter a demanda de
alimentos para a crescente populacdo mundial, pois cerca de 26-40% de toda safra eram
perdidas com a concorréncia com as plantas daninhas e pragas. Como resultado desse
aumento na producdo de alimentos, a utilizacdo de pesticidas intensificou-se nas ultimas
décadas, pois o seu uso ainda € a principal estratégia na agricultura para o controle e a
prevengdo de pragas nas culturas, garantindo alimentos com qualidade e em quantidades
capazes de suprir a demanda populacional (GRAHAM, 2006).

De acordo com Aradjo (2002) “agroquimicos sdo produtos utilizados na agricultura
com a finalidade de controle fitossanitidrio, aumento da produtividade e garantia da
producdo de alimentos para a humanidade que se encontra em continuo crescimento, ou
seja, sdo substancias utilizadas na agricultura destinadas a prevencdo e, ao controle de
qualquer praga, as quais resultam no prejuizo da producdo, transporte e comercializacio de
alimentos, da madeira e de produtos agricolas”.

Os herbicidas sdo os grupos mais utilizados de pesticidas, podem agir em contato
com a planta ou serem translocados para dentro da mesma, sendo estes mais importantes
para combater plantas daninhas perenes. A maior parte dos pesticidas aplicados nas culturas
acaba atingindo as dguas e o solo, resultando na contamina¢do ambiental.

A ametrina (2 thiomethyl-4-6-ethylamino isopropyls-triazina) € um herbicida
pertencente ao grupo da s-triazinas muito utilizado em plantagdes de cana-de-agucar, milho,
abacaxi, entre outras, em periodos de pré e pds emergéncia para o controle de plantas

daninhas e gramineas. E um herbicida com forte potencial de contaminagdo de dguas



superficiais e subterrineas em decorréncia da sua persisténcia ambiental, lixiviacdo e
escoamento superficial.

A aplicagdo de herbicidas altera a comunidade microbiana no solo, provocando
desequilibrio em suas funcdes no ambiente, como decomposicdo da matéria orginica e
ciclagem de nutrientes. Apds um periodo pode ocorrer o estabelecimento de um equilibrio
populacional semelhante ao seu estado inicial.

No entanto, os pesticidas podem influenciar positivamente ou negativamente a
dindmica da microbiota no solo, as quais por sua vez influenciam o comportamento dos
nutrientes presentes no solo, podendo resultar na evolucdo da biomassa no solo, no
potencial de solubilizacdo de compostos inorganicos como também o aumento da
quantidade de CO, presentes no solo.

Virios estudos na literatura tais como Medeiros e Lopes (2006), Souza e Resende
(2003), Santos (1992) e Bettiol et al. (1998), tém aplicado substratos organicos com a
finalidade de estimular a microbiota local para auxiliar na biodegradacdo dos compostos
xenobidticos descartados no solo.

Os biofertilizantes sdo compostos organicos ricos em nutrientes € contém biomassa
microbiana, capazes de suprir nutricionalmente o solo, auxiliando na atividade metabdlica
da comunidade local. O biofertilizante Microgeo vem sendo utilizado na agricultura desde
o ano de 2002, como alternativa vidvel de fertilizacao do solo a partir de fontes organicas.

Diante do exposto, tornam-se necessarios estudos para avaliar a degradacdo da
ametrina no solo com a adi¢do de biofertilizante, pois 0 uso em excesso desse herbicida
pode acarretar em varios problemas ambientais, tais como contaminacdo de &4guas
superficiais e subterraneas, e os biofertilizantes podem ser coadjuvantes na biodegradacao,

tendo em vista suas caracteristicas nutricionais.



2. OBJETIVOS
2.10Dbjetivos gerais
Este trabalho tem por objetivo a avaliar a atividade microbiana no solo na presenga

do herbicida ametrina e adi¢do de biofertilizante comercial Microgeo.

2.2 Objetivos especificos

-Avaliar a atividade microbiana do solo mediante aplicacdo do herbicida ametrina e adicao
do biofertilizante Microgeo, mediante os métodos:

o Respirometria de Bartha;

o Meétodo enzimético da Hidrélise de Diacetato de Fluoresceina (FDA);

o Quantificacdo de ametrina e metabdlitos por Cromatografia Liquida com detec¢do

por Espectrometria de Massas.

- Avaliar a toxicidade do solo antes e apés método respirométrico de Bartha, mediante os
organismos-teste Daphniasimilis € Lactuca sativa.
- Avaliar a toxicidade do herbicida ametrina mediante os organismos-teste Daphniasimilis.
- Avaliar a atividade microbiana de solo estéril mediante a aplicagdo do herbicida ametrina

e do biofertilizante Microgeo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Herbicidas triazinicos
O herbicida ametrina (CoH;7NsS) (Figura 1) pertence a familia das s-triazinas,
constitui um dos cincos herbicidas mais utilizados no cultivo de cana-de-agucar no Brasil.
A ametrina € um herbicida seletivo, sendo aplicado no controle de plantas daninhas, no
periodo de pré e pds-emergéncia com caracteristicas expressas na Tabela 1. Este herbicida
apresenta a capacidade de inibir a fotossintese e outros processos enzimdticos, sendo
absorvido pelas folhas e raizes com translocacdo no xilema e acumulagdo nos meristemas

apicais e nos cloroplastos (USEPA, 2005).

Figura 1. Estrutura quimica da ametrina.
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Fonte: (GAO et al., 2009).

TABELA 1. Carateristicas fisico-quimicas do herbicida ametrina

Nome comum Meia Vida Solubilidade Pressdo de pKa 21°C
(Dias) (H,0) vapor
a 20-25°C 10° mm Hg
(mol L' a 25°C
Ametrina 70-129 185 2,74 4,1

Fonte: (Adaptacdo de USEPA, 2005)



A ametrina € ligeiramente solivel em 4gua, como também na maior parte dos
solventes organicos tais como acetona, cloreto de metileno, metanol, tolueno, n-octanol e n-
hexano, sendo classificada como ligeiramente toxica (Classe III) para peixes de d4gua doce e
invertebrados (USEPA, 2005).

A ametrina € persistente e bioacumula-se no ambiente provocando impacto
significativo nos ecossistemas terrestre e aquatico (FARRE et al., 2002).

Desde os anos de 1950, os herbicidas triazinicos tem sido utilizados para o controle
de ervas daninhas e gramineas, em diversas culturas, e se tornaram mais eficientes para o
manejo de ervas daninhas do que outros herbicidas, como o ALS-inibidores e o glifosato. A
atividade residual apds aplicacdo € de oito a dez semanas na maioria das situacdes de
cultivo (VANDERHEYDEN, DEBONGNIE e PUSSEMIER, 1997).

Em 1964, o herbicida ametrina foi registrado para uso de controle de plantas
daninhas nos Estados Unidos. A USEPA (2005) estima que até 380.000 libras de ametrina
sdo utilizados por ano, principalmente na culturas de milho, abacaxi e cana de acucar.

A ametrina € um potente contaminante da &4gua, pois apresenta as seguintes
caracteristicas: elevado potencial de escoamento, média persisténcia em solo ocorrendo
pequenos deslocamentos para as regides ao seu redor, hidrélise lenta, de baixa a moderada
solubilidade em dgua e a forte adsor¢c@o a matéria organica (USEPA, 2005).

A biodegradagcdo da ametrina ocorre principalmente por cometabolismo, ou seja,
quando o composto organico é metabolizado por micro-organismos, mas este nao serve
como nutriente ou fonte de energia para o cometabolizante, ou seja, ndo responde em
crescimento microbiano (PRATA et al., 2001).

Durante a pulverizacdo dos herbicidas sobre as culturas, uma grande quantidade,
muitas vezes ndo atinge o seu alvo, sendo transportados para outros compartimentos
ambientais. A dissipa¢do do herbicida ametrina no ambiente ocorre através de escoamento
superficial, adsorcdo as particulas do solo, lixiviacdo, transformacdo (degradacdo) e

volatilizacdo (MCDONALD et al., 1999).



3.2Comportamentos dos herbicidas no solo
Ap6s a aplicacdo do herbicida ele pode sofrer processo de retencdo, como adsor¢ao
e absorcdo, processos de transformagdo, como a degradagdo bidtica e abidtica, e processos
de transporte, como a lixiviac¢do, volatilizacdo e escoamento superficial (Figura 2), sendo
de extrema importdncia o conhecimento desses processos, para delinear projetos de

monitoramento ambiental (SPADOTTO, MATALLO e GOMES, 2003).

Figura 2. Destino dos herbicidas no ambiente
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Fonte: (TOMITA, 2003).

Os fatores que interferem na mobilidade dos herbicidas no solo sdo a dose aplicada
do composto, sua solubilidade em dgua e as suas caracteristicas quimicas que determinam o
fator de adsorcdo as particulas do solo, os fatores ambientais como a temperatura,
quantidade de precipitacdo apds a aplicacdo do herbicida no solo, a capacidade de
drenagem do solo, a sua textura e o teor de matéria organica (CRUCIANI et al., 1996).

Propriedades fisico-quimicas dos herbicidas como a pressdao de vapor (Pva), a
solubilidade em &4gua (S) e o coeficiente de particdo octanol-dgua (Kow), também sio
fatores que influenciam no comportamento dos mesmos no solo.
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A pressao de vapor € a medi¢do da quantidade de pressdo requerida a temperatura
em que a fase de vapor estd em equilibrio com a fase liquida. Portanto, quanto maior a
pressdo de vapor de um herbicida, maior serd a sua volatilizagdo, resultando em menor
contamina¢cdo do solo, entretanto poderd causar polui¢do atmosférica (BARRIGOSI,
LANNA e FERREIRA, 2005).

A solubilidade em 4gua é a quantidade mdxima em que um composto organico se
dissolve em 4gua a certa temperatura e pH (BARRIGOSI et al., 2005). Herbicidas que
apresentam alta solubilidade em dgua, baixa sor¢do e alta lixiviacdo sdo mais propensos a
causarem a contaminacdo dos corpos d’aguas (GUIMARAES, 1987).

O coeficiente de particdo octanol-dgua (Kow) é a medida da lipofilicidade de um
composto, como a razdo da concentracdo do mesmo, apds dissolu¢do em um sistema de
duas fases, formadas por dois solventes imisciveis, dgua e octanol (SILVA e FERREIRA,
2003). Portanto, € a concentragcdo de herbicida presente na fase n-octanol saturada em dgua
e a concentracdo saturada em dgua em n-octanol (BARRIGOSI et al., 2005).

O Kow ¢ usado frequentemente como indicador de potencial de bioacumulacido de
um composto. Os pesticidas com Kow menor que 2,7 possuem baixa bioacumulacdo, de
2,7 a 3,0 s3o moderados e maiores que 3,0 altamente bioacumuldveis (SCHULMEYER-
KOCH et al., 2012). Herbicidas com coeficiente de particdo octanol-dgua acima de 10.000
possuem maior capacidade de acumulacdo em organismos (BARRIGOSI et al., 2005).

Segundo Costa (2004), “o solo ¢ definido como o meio natural para o
desenvolvimento das plantas terrestres, tal como se formou (solo dito natural), ou mais ou
menos modificado como resultado da sua utilizagdo pelo homem. Desta forma,
propriedades fisico-quimicas do solo como os minerais argila, o teor de matéria organica, o
potencial hidrogénionico (pH) e a capacidade de troca de cations (CTC), também sao
fatores que influenciam no comportamento dos herbicidas no ambiente”.

Os minerais presentes no solo, tais como o aluminio, ferro, manganés, cromo, zinco
e silicio, podem atuar cataliticamente acelerando a decomposicio do composto
(GUIMARAES, 1987).

A matéria organica refere-se a restos de plantas e outros organismos, em estado
mais ou menos avangado de alteracdo, os quais tem influéncia nas propriedades fisicas,
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quimicas, bioldgicas, e no processo de sorcdo dos herbicidas no solo (AHMAD et al.,
2001), sendo controlada pelo tipo da populacdo microbiana e por seu metabolismo, além

das condicdes ambientais (Figura 3) (DALMOLIN, 2002) .

Figura 3. Ciclo da matéria organica do solo.

RESIDUOS VEGETAIS E ANIMAIS
nE:_stru:u.‘as ainda organizadas)

e ]
= 0

ERMEDY
a k8

[

'\-.'A‘S Ih I..

f

A e

'\:\:(/S
5%
m
i

A

Fonte:(COSTA, 2004).

A matéria organica € um dos principais indicadores da qualidade do solo, composta
por residuos vegetais e animais em diferentes estdgios de decomposi¢ao, sendo fonte de
energia principalmente na forma de carbono e nitrogénio para toda a comunidade
microbiana local, as quais sdo responsdveis pela decomposicdo e reciclagem de nutrientes
como também a disponibilidade desses nutrientes as plantas (MACHADO e MACHADO,
2009).

O potencial hidrogénionico (pH) do solo possui a capacidade de interferir na
estabilidade dos minerais de argila, na capacidade de troca iOnica, como também na
degradacio bidtica e abidtica (GUIMARAES, 1987). Em dreas de solos de cardter menos
acido, favorecem a biodegradagdo de herbicidas em sua forma molecular, pois a sor¢do €
maior em condicdes acidas. Exemplos desses compostos sdo os pesticidas bentazon e o

clorimuron (SPADOTTO et al., 2003).



3.2.1 Processos de retencao

A retengdo constitui-se de processos de sor¢do, o qual se divide em absorcao e
adsor¢do. Esses processos aplicam-se a capacidade do solo em aderir a uma molécula
organica, impedindo a sua movimentacdo no perfil do mesmo, sendo controlado por
transformacdes quimicas e bioldgicas, influenciando no transporte dessas moléculas
(KOSKINEN e HARPER, 1990). Compreende-se de um processo interfacial, em que
ocorre a adesdo ou atragdo entre camadas idnicas ou moleculares em certa superficie
(PRATA e LAVORENTI, 2000).

O processo de adsor¢do € a interagdo da molécula do herbicida (soluto) da fase liquida
com a superficie das particulas da fase sélida do solo (GUIMARAES, 1987; BARIZON,
2004).

A adsorcdo afeta a biodisponibilidade e a persisténcia dos pesticidas no solo
(CORREIA et al., 2007).

Os fatores que interferem no processo de adsorcao sdo as caracteristicas fisico-quimicas
dos herbicidas, como também as dos coloides do solo, a constante de dissociacdo do
composto, a sua solubilidade em dgua, o pH, a temperatura, teor de umidade do solo, e o
tipo de formulagio do composto do herbicida (GUIMARAES, 1987).

A fase reversa da adsor¢do € denominada de dessor¢do, em que uma molécula €
liberada, ficando em equilibrio com a soluc@o do solo. O fendmeno conhecido quando a
energia de ligacao na dessor¢cdo € maior que a energia de ligacdo na sorcdo, € denominada
de histerase, a qual resulta na mobilidade da molécula do pesticida (BARIZON, 2004).

A absorc¢do € a entrada do herbicida nas particulas do solo, o qual pode ser acumulado
no sistema absorvedor e ser também metabolizado por uma planta ou um organismo vivo
(LAVORENTI, 1996).

Segundo Prata e Lavorenti (2000) quando a molécula de um herbicida chega ao solo,
ela pode sofrer os processos de degradagdo e sor¢ao, e os resultados destes dois processos
podem ser: a absor¢do da molécula pelas plantas, a lixiviagdo da molécula para camadas
sub superficiais do solo, podendo até mesmo atingir os cursos de dgua subterraneos ou a

formacao de residuos ligados.



A sorcao pode limitar a contaminac¢ao dos corpos d’agua causada pela presenga das
moléculas dos pesticidas, contudo pode reduzir a eficiéncia dos pesticidas que sdo
aplicados diretamente no solo diante das pragas invasoras, e diminuir a degradacdo dos
pesticidas, afetando a biodisponibilidade, na qual as moléculas dos pesticidas
sdosequestradas através das interacdes entre fragdes de pesticidas e fracdes no solo
(SUDHARSHAN et al., 2012). No entanto, com a adicdo de teores de matéria
organicaocorre o favorecimento da degradacdo desses compostos por micro-organismos
que atuam por cometabolismo (BARRIUSO et al., 1997).

Os fatores relacionados com o processo de sor¢do de pesticidas sdo pontes de
hidrogénio, forcas de Van derWalls, forcas eletrostaticas, ligagdes covalentes e interacdes
hidrofébicas. Os herbicidas triazinicos utilizam forcas eletrostidticas (PRATA e
LAVORENTI, 2000).

O mecanismo de sor¢do-dessorcdo € um dos principais fatores que influenciam no
comportamento dos pesticidas no ambiente (MUDHOO e GRAG, 2011).

A sor¢do de triazinas por matéria organica e fragdes do solo mineral envolve
mecanismos fisicos e quimicos devido a coexisténcia de sitios heterogéneos de sor¢do em
cada componente do solo, e a intensidade de adsor¢do estd relacionada com as
caracteristicas dos herbicidas tais como estrutura quimica, lipofilicidade e constante de
ionizacdo (MUDHOO e GRAG, 2011).

O mecanismo de ligacdo primaria das triazinas sdo as interacdes hidrofobicas para
as moléculas menos acida (Pka préximo de 2), e para as moléculas mais dcida (Pka> 4) a
forca de absor¢do é maior devido ao modo misto de ligacdo entre os constituintes do solo

(STIPICEVICS et al., 2009).

3.2.2 Transformacao
A transformac¢do do herbicida no ambiente pode ocorrer de forma bidtica, a partir da
degradacdo bioquimica dos contaminantes por meio da atividade metabdlica dos micro-
organismos e plantas aléctones ou autdctones (USEPA, 2005), e de forma abidtica, através
da acdo de componentes fisicos do meio ambiente, como fotodegradacdo e degradacao
quimica (LAVORENTI, 1996).
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A degradacdo depende das caracteristicas do préprio solo e das caracteristicas
fisico-quimicas da molécula do herbicida. Fatores como a presenca de moléculas
quecontém halogénios ou anéis aromdticos na sua estrutura, solos com altos teores de
matéria orginica, fazem com que os compostos dos herbicidas se tornem mais persistentes
no ambiente, pois sofrem processo de sor¢cao (FLORES et al., 2004).

A degradacdo bidtica ocorre através de compostos passiveis a degradacdo por
micro-organismo, resultando na mineralizacdo desse composto orginico. Constituem-se
como um processo de grande importancia, por ser econdmico e efetivo, resultando na
degradacao das moléculas dos herbicidas no ambiente (ARA[jJ 0, 2002).

A Dbiodegradacdo é o processo onde 0s micro-organismos se adaptam ao
xenobidtico, produzindo enzimas especificas a degradacdo da molécula, denominada de
“fase lenta”, seguida por um periodo de ‘“enriquecimento”, onde ocorre aumento da
populacdo microbiana resultante da utilizacio do composto como fonte de energia
(ALEXANDER, 1999).

Os fatores de crescimento essenciais para a comunidade microbiana sdo as
vitaminas, protefnas tais como as purinas, pirimidinas € os aminodcidos. Estes nutrientes
podem ser formados pelos proprios micro-organismos, por residuos organicos e até mesmo
por excrecdes das raizes de vegetais (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

No periodo em que a degradac@o do composto estd ocorrendo, espera-se 0 aumento
da populacdo microbiana, pois estes sdo os responsaveis pela transformacdo dos herbicidas.
Isto pode ser averiguado através da estimativa do nimero populacional de micro-
organismos, o qual pode ser realizado mediante a sua quantificagdo do solo (MONTEIRO,
1996).

O metabolismo microbiano mediado por mecanismos enzimaticos podem
apresentar-se das seguintes maneiras (TORSTERNSSON, 1980):

¢ Metabolismo incidental quando o composto por si s nido serve como fonte de
carbono, devido a participacdo de enzimas especificas presente em varias espécies
microbianas, tais como as hidrolases e oxidases.

% Cometabolismo quando as enzimas microbianas utilizam substrato semelhante ao
composto.
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¢+ Catabolismo quando parte da molécula do xenobidtico € utilizado como fonte de

energia.

A fotodegradacdo é o processo abidtico, em que ocorre a degradacdo do herbicida
por radiacdes ultravioletas. A molécula do herbicida absorve a energia de radiacdo, fazendo
com que os seus elétrons fiquem em fase de excitagdo, provocando a ruptura das ligacdes
quimicas envolvidas. Herbicidas que possuem anel aromadtico em sua estrutura sao
facilmente fotodegradados (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

A biodegradacdo do herbicida atrazina resulta em mais de 15 metabdlitos, ahidrélise é
um dos principais mecanismos de degradacdo em que ocorre a formacdo do metabdlito
denominado de Hidroxiatrazina (HYA), e também pode ocorrer através da N-desalquilagao
das cadeias laterais da estrutura resultando na formacdo de Desethylatrazine (DEA) e
Desisopropilatrazina (DIA) (MUDHOO e GRAG, 2011). O metabdlito HYA € o que sofre
maior retencdo nas particulas do solo, portanto apresenta menor mobilidade. No entanto, os
metabolitos DEA e DIA apresentam maior mobilidade nas fracdes do solo e solubilidade
em agua. Durante a degradacdo da atrazina por hidrdlise no dtomo de carbono, o cloro é

substituido por uma hidroxila (MUDHOO e GRAG, 2011).

3.2.3 Transporte

O processo de transporte determina a movimentagdao do herbicida no ambiente e
pode ser influenciado pelo processo de sorcdo, volatilizacdo, lixiviacdo e escoamento
superficial (Runoff). Além desses fatores o tipo de material constituinte do solo e sua
granulometria, contribuem para o transporte de poluentes, além do tamanho das particulas,
e o grau de compactagdo dos solos. Desse modo, o transporte € mobilidade de poluentes no
solo dependem também da forma e tamanho das particulas que o compdem, assim como o
seu grau de compactagcdao (COSTA, 2004).

O transporte por lixiviacdo segundo Keller e Weber (1998), é o carreamento do

herbicida em solugdo para baixo no solo por meio da for¢a gravitacional, que acarreta na
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movimentacdo ao longo do perfil do mesmo, percolag@o da solug¢do do solo, direcionando-
se ao lencgol freatico (LAVORENTI, 1996), resultando na contaminacio de corpos hidricos
e do lencol fredtico (FONTES et al., 2004), pois as substancias quimicas sdo carreadas coas
dguas de recarga dos aquiferos (SPADOTTO, 2002).

A lixiviagdo estd relacionada com o teor de matéria organica ou argila presente no
solo, com a solubilidade da molécula do herbicida e a quantidade de &4gua que se
movimenta no perfil do solo (GUIMARAES, 1987). As propriedades fisicas do solo, como
densidade, porosidade e permeabilidade sdo os responsdveis pelos processos de lixiviagao.
Esse processo ocorre através da conducdo das moléculas dos herbicidas para dentro do
perfil do solo, a partir da propagacdo do ar nos poros e da propagacdo do fluxo ascendente e
descendente de dgua no solo (INOUE et al., 2003).

O potencial de lixiviacao € maximizado quando ocorre o aumento da solubilidade (>
30 ppm) do composto no solo, baixo potencial de sorcao (K4< 5 LKg'1 ou K< 300-500 g‘1
carbono), alta persisténcia (t;2> 2 a 3 semanas) e quando aplicado em solos arenosos com
baixo teor de matéria organica (FUTCH e SINGH, 1999).

Em alguns casos nas areas de plantio direto, o potencial de lixiviagdo do herbicida é
maior resultante da alta quantidade de macro poros, canais no perfil do solo formados por
macro fauna e por raizes, como também da maior quantidade de matéria organica peculiar
destas dreas e principalmente em 4reas em condi¢@o de saturacao hidrica (FONTES et al.,
2004).

Os fatores que controlam a lixiviacdo sdo a taxa de adsor¢do e decomposi¢ao dos
herbicidas, além da quantidade da cobertura do solo com palha, pois os herbicidas
adsorvem-se nos residuos das plantas (FERRI e VIDAL, 2003).

A volatilizagdo € o processo que distribui o herbicida que estd contido nas fragoes
do solo ou em solugdo do mesmo para a atmosfera (LAVORENTI, 1996). Através da
medicdo da pressdo de vapor (Pva) do herbicida, pode-se determinar a sua utilidade de
aplicagdo em uma drea, por exemplo, um herbicida com alta volatilidade ndo pode ser

aplicado em local de clima seco (SILVA e FERREIRA, 2003).
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Desta forma, em climas tropicais a temperatura do ar e do solo é mais elevada do
que em regides temperadas, entdo se espera o aumento da perda de uma parte de pesticidas
para a atmosfera por volatilizacdo (LAABS et al., 2001).

Escoamento superficial (Runoff) é o processo que acarreta a movimentacdo do
herbicida ao longo do perfil do solo em declive, com a dgua da chuva ou o vento, em
direcdo aos rios e lagos (LAVORENTI, 1996). Este processo favorece a contamina¢do das
aguas superficiais através da presenca de herbicidas em solu¢do ou adsorvida nas particulas
do solo (SPADOTTO, 2002).

O uso indiscriminado de herbicidas acarreta na contaminacao de dguas subterraneas
e superficiais por fontes difusas. Estudos revelam que o herbicida ametrina ja foi
encontrado em 4guas brasileiras, como rio Corumbatai no interior do Estado de Sao de
Paulo (DANTAS et al., 2009; ARMAS et al., 2007).

Nas dguas do rio Corumbatai foi detectada a presenca do herbicida ametrina no
periodo de 2004 e 2005. Os niveis mais elevados do herbicida ocorreram em periodos de
chuvas, nio coincidindo com o periodo de maior de aplicacdo (ARMAS et al., 2007).

Estudos na regido Centro-Oeste do Brasil, que possui intensiva atividade agricola e
mecanizada, na regido do Pantanal com abundancia de 4gua doce e grandebiodiversidade,
relatam a presenga do herbicida ametrina em dguas superficiais e também em amostras de
sedimentos, com mais de 12% de deteccdo. Esse fato foi atribuido ao cultivo regional e
intenso de cana de agticar nas imediagdes da bacia superior do rio Sdo Lourenco (LAABS
etal.,2001).

No sul da Flérida, nos Estados Unidos, na década de 90, o herbicida ametrina foi
detectado em dguas superficiais e em amostras de sedimentos. As concentracdes diminuiam
no periodo de inverno devido a minimizagao das chuvas (PFEUFFER e RAND, 2004).

Nos anos de 1991 e 1993, estudos foram realizados nas dguas do Mélarchez, na ilha
de Martinica-Francga, detectaram a presencga de residuos de herbicidas triazinas em rios, tais
como a ametrina e a simazina (KOSKINE e HARPER, 1990).

Torna-se importante o conhecimento do comportamento dos pesticidas no ambiente,

como propriedades fisico-quimicas do solo e da molécula, taxa de biodegradabilidade e
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sor¢do, para estudar o tempo de permanéncia como também sua disponibilidade no solo,
para que desta maneira possa realizar o diagndstico sobre o risco de contaminagdo
ambiental por seu transporte no ambiente (SILVA et al., 2012).

As avaliagdes da eficiéncia, persisténcia e da magnitude do grau dos impactos
causados pelos herbicidas sdo observadas através do tempo de permanéncia no solo, assim
como da degradacdo. A persisténcia de um herbicida esta relacionada com a sor¢do deste a
superficie de particulas presentes no solo e sua biodegradacdo, o qual utiliza micro-
organismos do solo para a mineralizagdo do composto organico (PATHAK e DIKSHIT,
2012).

O periodo de tempo em que a substincia permanece inalterada é expresso como a
meia vida, tempo para que a concentracdo inicial seja reduzida a metade. Mediante o fator
de persisténcia no ambiente, os herbicidas podem ser classificados em nio persistentes,

moderadamente persistentes e persistentes ou recalcitrantes (Tabela 2).

TABELA 2- Classificagao dos herbicidas quanto a persisténcia no ambiente

Classificacao Meia vida
Nao persistentes Inferior a 3 meses
Moderadamente persistentes 3 a 12 meses
Persistentes ou recalcitrantes Superior a 12 meses

Fonte: MOREIRA e SIQUEIRA, 2006.

A alta concentragdo de um composto herbicida no solo pode tornar um produto
biodegraddvel em persistente, pois ird superar a capacidade de degradacdo dos micro-
organismos, acumulando-se no ambiente (DANTAS et al., 2009). Mais da metade dos
estados americanos apresentavam solos contaminados com altas concentracdes dos

herbicidas triazinicos, decorrente do seu carater de persisténcia (DANTAS et al., 2009).
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3.2.4 Biodegradacao

Os xenobidticos langados no ambiente podem sofrer alteracdes em suas estruturas
quimicas devido a fatores bidticos. No processo de biodegradacdo os compostos quimicos
podem servir de fonte de energia para o organismo ou servir como elementos estruturais
para a célula (AZEVEDO e CHASIN, 2004).

A biodegradacdo estd relacionada com a biodisponibilidade, ou seja, € o grau em
que o contaminante estd acessivel a conversdo pelo sistema bioldgico, que estd em funcao
das propriedades fisico-quimicas do contaminante e do meio ambiente (SUDHARSHAN et
al., 2012).

Os micro-organismos tém papel fundamental no comportamento dos herbicidas no
ambiente, pois possuem a capacidade de metabolizar esses compostos através de suas
enzimas e transformd-los em energia e nutrientes para a sua sobrevivéncia (BEIGEL,
CHARMAY e BARRIUSO, 1999). A degradacdo microbiana dos herbicidas geralmente
leva a formagdo de compostos menos téxicos, CO; e dgua.

Os principais micro-organismos responsdveis pela degradac¢do de herbicidas no solo
sdo as bactérias e os fungos, sendo mais abundante na camada superficial do solo, o qual
diminui com a profundidade (MONTEIRO, 1996).

As principais via de degradacdo dos herbicidas triazinicos sdao a decloracao,
desalquilacdo e oxidagdo. Os produtos hidroxilados como a hidroxiatrazine apresentam
cardter menos dcido do que o composto inicial (STIPICEVICS et al., 2009).

Em meados da década de 1990, as bactérias do género Pseudomonas sp ADP e
Nocardioidessp C190 foram isoladas e demonstraram rapidez na degradacdo de herbicidas
triazinicos (SHANER et al., 2010).

Existe uma variedade de cepas de bactérias envolvidas no processo de degradacao
das triazinas, a partir da via de hidroxilacdo seguido pela remoc¢do direta dos grupos
alquilamino. No entanto, apenas as bactérias gram-negativas atuam na mineralizagao
completa do anel triazinico, tais como os gé€neros Pseudomonas, Agrobacterium,
Pseudominobacter, Chelatobacter e alguns géneros ainda ndo identificados (SATSUMA,

2010).
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A enzima AtzA foi encontrada em Pseudomonassp.ADP, com a capacidade de
degradar especificamente os herbicidas atrazinas. Estas enzimas catalisam a primeira etapa
da hidroxilag@o para produzir hidroxilas-triazinas (Figura 4). No entanto, estao
distribuidas dentro de um género limitado as bactérias gram-positivas degradantes das
demais triazinas, como os géneros Rhodococcus, Arthrobacter e Nocardioides. A cepa

Rhodococcusdegrada as triazinas por via N-desalquilagdo (Figura 5) (SATSUMA, 2010).

Figura 4. Degradacdo do herbicida atrazina por bactérias do género Pseudomonas.
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Figura 5. Degradacdo do herbicida ametrina por bactérias do género Nocadioides.
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Severino e Silva (2012) apds 120 dias de incubagdo do herbicida ametrina no solo
observaram a formacdo de dois metabodlitos da ametrina. O metabdlito A, denominado
como N-ethil-N’-(1-methylethyl)-6 (methysulfinyl) -1,3,5- triazine -2,4- diamine e, o
metabolito B, denominado como 4-(ethylamino)-6- [(1-methylethyl) amino]- 1,3,5-triazin-

2-ol (Figura 6).
Figura 6. Metabolitos formados da degradacao do herbicida ametrina no solo.
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Fonte. (SEVERINO e SILVA, 2012).

CHs

Os efeitos adversos decorrentes da aplicagdo de herbicidas podem ocorrer na
comunidade bidtica do solo, com prejuizo aos micro-organismos benéficos, ou podem
ocasionar em desequilibrios nos processos bioquimicos, como decomposicdo da matéria
organica e ciclagem de nutrientes (TUFFI ef al., 2005).

A qualidade do solo interfere na dindmica populacional de micro-organismos.
Dentre os fatores, o manejo pode comprometer a capacidade de manter-se estavel como
também de sustentabilidade do sistema ecoldgico, mas isso pode ser menos severo se for
adotado em curto periodo de tempo. Estes efeitos sdo percebidos através dos critérios

bioquimicos e microbiologicos (TIRONI et al., 2009).
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O solo apresenta um balanco entre as fragdes liquida, gasosa e sélida. A fracdo
liquida compreende a dgua e materiais dissolvidos, a fragdo gasosa compreende os gases
atmosféricos e a fracdo sdlida sdo os minerais, raizes, macro € micro-organismos
metabolicamente ativos ou inativos e matéria organica. A fragdo sélida representa cerca de
50% do volume total do solo, dividindo-se em 45% de minerais € de 1 a 5% de matéria
organica e organismos vivos.

Segundo Araudjo et al. (2008) as fun¢des dos micro-organismos no solo sdo a
decomposicdo de matéria organica, liberacdo de nutrientes em formas disponiveis para as
plantas, degradacdo de substancias toxicas, associacOes simbilticas com as raizes das
plantas, controle biolégico de patdgenos, solubilizacdo de minerais e estruturacdo e
agregacdo do solo.

Os fatores abidticos limitam a sobrevivéncia e a atividade dos micro-organismos no
solo. Os principais sdo a temperatura, pH, luminosidade, salinidade, fontes de energia e
substratos organicos, nutrientes e elementos téxicos. O pH € um importante determinante
para a atividade e desnitrificacdo dos micro-organismos. A¢des como intensa adubacdo,
decomposicdo da matéria orginica contribuem para a modificacdo do pH do solo
(ARAUJO et al., 2008).

O potencial hidrogénionico (pH) do solo reflete as condi¢des ambientais do local,
sendo que em climas timidos o pH é &4cido em consequéncia da decomposi¢do da
serrapilheira. As atividades humanas contribuem para reduzir o pH do solo através de
fertilizagc@o incontrolada e a formacdo de chuva 4dcida. Em geral o pH varia para a maioria
dos solos brasileiros entre 4,0 e 8,5.

Para a microbiota do solo, os valores de pH menores que 5,0 sdo ideais para as
atividades dos fungos, e para as bactérias os valores entre 6,0 e 8,0 permitem melhores
atividades (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Normalmente as bactérias e os actinomicetos sao neutréfilos e basofilos com pH 6,0
e 8,0, e os fungos sdo acidofilos com valores de pH menores que 5,0. Em solos dcidos
ocorrem 2 toxicidade por manganés e aluminio (ARAUJO et al., 2008).

A temperatura afeta as reacOes fisiologicas das células como também das
caracteristicas fisico-quimica do ambiente. As reacdes microbianas sao maiores em
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temperaturas em torno de 28°C e sdo inibidas em temperaturas menores que 25°C ou
maiores que 35°C (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Segundo Moreira e Siqueira (2006) a atividade microbiolégica pode ser definida
como toda reagdo bioquimica catalisada pelos organismos do solo, podendo resultar em
atividade fisica, como no caso do efeito da excre¢do de polissacarideos na agregacdo do
solo.

A descamacido de células vegetais e os exsudatos radiculares sdo o caminho para o
transporte de fontes de energia como carbono e nitrogénio aos micro-organismos.

Nos exsudatos radiculares encontram-se os compostos aminados, dcidos organicos,
acidos graxos e esterdis, fatores de crescimento, aguicares, nucleotideos, flavononas e
enzimas, € compostos miscelaneos (ARA(JJO et al., 2008; MOREIRA e SIQUEIRA,
2006).

Os géneros de bactérias predominantes na rizosfera sdo a Pseudomonas,
AchromabactereAgrobacterium. Os fungos micorrizos e patogénicos sdo influenciados pela
rizosfera devido ao nimero de propdgulos. Os principais géneros sdo Fusarium e
Cylindrocarpon. Os actinomicetos sdo menos favorecidos na regido rizosférica em relacao
as bactérias e fungos, devido ao seu crescimento lento e menor competitividade, sendo que
os principais géneros predominantes sao Nocardia e Streptomyces (CARDOSO, TSAI e
NEVES, 1992).

O solo ndo possui a capacidade de ser infalivel para a degradacdo de todas as
substancias orgénicas, pois existem comunidades microbianas que sdo incapazes de
biodegradar algumas moléculas recalcitrantes. Tal percepcdo € importante para evitar o

crescimento da poluicao ambiental provenientes das acdes antrépicas.

3.3 Biofertilizantes
Em decorréncia do desenvolvimento sustentdvel, o setor agricola vem buscando a
utilizacdo de produtos organicos para atividades como o combate a pragas, controle de
doencas e a fertilizacdo do solo. Em resposta a essa busca, o biofertilizante traz em sua
composi¢do compostos organicos capazes de resolver esses fatores, de forma sustentdvel e
com baixo custo de producio (ARAUJO et al., 2007).
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A fertilidade do solo é o resultado do equilibrio de fatores quimicos, fisicos e
bioldgicos formados com base em macro e micro-organismos decompositores, biomassa
microbiana e complementos dos minerais em desequilibrio (MACHADO e MACHADO,
2009).

O termo biofertilizante teve seu registro no decreto n° 86.955 de 18 de fevereiro de
1982 do Ministério da Agricultura, denominado como um produto que contém principios
ativos capazes de atuar em culturas, resultando no aumento da sua produtividade
(PARANA, 1997).

Segundo Medeiros e Lopes (2006), os biofertilizantes sdo compostos bioativos,
residuo final da fermentacdo de compostos organicos, contendo células vivas ou latentes de
micro-organismos (bactérias, leveduras, algas e fungos filamentosos) e por seus
metabolitos, além de quelatosorgano-minerais. Sdo produzidos em biodigestores por meio
de fermentagdo aerdbia e/ou anaerdbia da matéria organica. Esses compostos sdo ricos em
enzimas, antibidticos, vitaminas, toxinas, fendis, ésteres e acidos, inclusive de acdo fito-
hormonal. Sao produtos que apresentam intensa atividade microbiana capaz de proteger as
culturas contra pragas e doencas, além de seu carater nutricional.

Para a producdo de biofertilizantes nio existe uma receita padrao. Medeiros e Lopes
(2006) relatam que o processo de fermentacdo € complexo e 0s micro-organismos
existentes passam por quatro fases distintas de crescimento celular: laténcia, crescimento
exponencial, fase estaciondria e morte celular. Cada micro-organismo participante degrada
o alimento para outro, numa relagdo de interdependéncia mutua e harmodnica, e assim o
processo de fermentacdo acaba sendo continuo, desde que seja alimentado com meio
nutritivo, processo conhecido como compostagem liquida.

Os biofertilizantes sdo adubos organicos liquidos obtidos a partir da dissolugdo de
composto organico em agua, e fermentacdo ou digestdo de micro-organismos. Esse
processo resulta em duas fases, sendo uma sélida que poderd ser usada como adubo
orgadnico no solo e a fase liquida utilizada como adubo foliar e no controle de pragas
(MEDEIROS e LOPES, 2006; VESSEY, 2003).

Para a producdo de biofertilizante como o utilizado neste estudo, sdo utilizados
tanques de volumes de até¢ 1000 litros, ou “piscinas” para volumes maiores. Estes devem
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localizar-se em drea com incidéncia dos raios solares mantendo o tanque descoberto.
Adiciona-se no tanque esterco fresco de gado (inoculante), e um composto enriquecido com
minerais e dgua ndo clorada. Deve-se agitar duas vezes ao dia manualmente. Apds quinze
dias da mistura inicial dos insumos o biofertilizante pode ser utilizado

Segundo Vessey (2003), fertilizantes e biofertilizantes sdo compostos distintos, pois
os fertilizantes sdao compostos quimicos que aumentam a fertilidade do solo, e os
biofertilizantes sd3o0 compostos organicos que possuem micro-organismos vivos, os quais
promovem crescimento das plantas, melhorando o seu estado nutricional.

A producdo de biofertilizante tem contribuido para a suplementacdo de nutrientes
em diversas culturas, seja por sistema de irrigacdo, aplicado ao solo ou pulverizado sobre as
plantas. Devido ao seu baixo custo de produgdo e alta concentragdo de nutrientes, tem
aumentado a sua utilizac¢do na agricultura (SOUZA e RESENDE, 2003).

Na década de 1980, o biofertilizante foi utilizado em lavouras de café e de cana de
actucar, com o objetivo de auxiliar na irrigacdo e complementacao nutricional das culturas.
Em 1985 foi utilizado em seringueiras, culturas de café e maracujd, resultando no aumento
da producdo e reducdo de ataques de fitopatogenos (SANTOS, 1992), e as mudas de
tomates e de pepino pulverizadas com biofertilizante apresentaram maior vigor, € em
culturas de alfaces quando tratadas pelo mesmo, os efeitos foram positivos aumentando a
producdo (BETTIOL et al., 1998).

Os adubos organicos ou biofertilizantes sdo fontes de macronutrientes tais como
nitrogénio, fésforo, potdssio, célcio, magnésio e micronutrientes tais como cobre € zinco.
Além da sua composi¢cdo mineral, os adubos orgadnicos aumentam teores de matéria
organica ativando a microbiota do solo, resultando no desenvolvimento da estruturacdo do
solo, aeragdo, infiltragdo e retencdo de agua (MACHADO e MACHADO, 2009).

Os biofertilizantes possuem em sua composicdo quase todos os nutrientes
(nitrogénio, fosforo, potdssio, fenol etc.), variando em suas concentra¢des, conforme a
matéria-prima utilizada na fermentacdo (NETO, 2006). Esta composicao rica em nutrientes
faz com que os biofertilizantes sejam uma alternativa para o uso na degradacdo de

xenobidticos no solo.
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3.4 Respirometria

A respirometria € definida por Chaui-Berlink e Bicudo (2006), como termo genérico
para designar uma técnica ou um conjunto de técnicas para a quantificacdo da respiragao
aerébia de organismos vivos intactos, ou seja, ¢ um método de avaliacdo do processo de
biodegradacdo de residuos organicos, que se baseia na quantificacdo de O, consumido ou
CO; produzido resultante da degradagcdao da matéria organica presente no residuo.

O processo de quantificacdo de CO; através da metabolizacdo de fonte de carbono
por micro-organismos € um importante recurso na avaliacdo de sistema bioldgico como
solos contaminados com os mais variados compostos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

O respirdbmetro de Bartha é um sistema fechado, constituido de duas camaras
interligadas, onde ocorrem a biodegradacdo do composto e a remocao do CO, produzido
para a sua quantificacdo. Este sistema € utilizado para estimar a taxa de respira¢do no solo
ao qual fo1 adicionado o composto (COSTA, 2009).

O método respirométrico permite analisar a remog¢ao do substrato no ambiente em
consequéncia da demanda biolégica de oxigénio necessdria para o metabolismo
microbiano. A taxa de degradacdo do substrato é proporcional a taxa de geracdo de
CO,(BERNARDES et al., 1999), portanto o método pode estimar o tempo de estabilizacdao
de um composto organico presente no solo.

A partir da aplicac@o desse método € possivel a classificacdo de residuos para o seu
tratamento, assim como inferir técnicas de manejo como taxas de aplicacdo e concentragdao
de nutriente.

Tironiet al. (2009) avaliaram os efeitos de herbicidas ametrina, trifloxysulfuron-
sodium e ametrina + trifloxysulfuron-sodium, para a atividade microbiana do solo, nas
doses referéncias de 10, 0,112 e 7,315 + 0,185 mg dm® do ingrediente ativo, mediante
método respirométrico, durante 15 dias de incubacdo. Concluiram que a evolucdo de CO; é
influenciada pelos herbicidas e doses aplicadas, ocorrendo os maiores efeitos logo apds a
aplicacdo do mesmo. Houve reducdo na evolucdo de CO, e biomassa microbiana
proporcionalmente ao acréscimo das doses.

Moreno et al. (2007) avaliaram o efeito da aplicacdo do herbicida atrazina, da
familia das triazinas, na biomassa e respiracdo microbiana, teor de ATP e atividade de
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desidrogenase e uréase em solo semidrido. Utilizaram solo com adi¢do de atrazina na
concentracio de 0,2 - 100 mg.Kg™', incubados durante 6 horas, durante 16 e 45 dias.
Concluiram que a variacdo na atividade microbiana do solo reflete a capacidade dos micro-
organismos em responder a aplicacdo de atrazina em solo semidrido com baixo teor de
matéria orginica. A atividade microbiana aumentou em resposta a adaptacdo do estresse
causado pela alta concentracdo do xenobidtico aplicado. Os parametros microbioldgicos,
como respiracio do solo, ATP e atividade de desidrogenase demonstraram-se

bioindicadores sensiveis a resposta da atividade microbiana na presenca de atrazina.

3.5. Herbicidas e Toxicidade

Toxicidade € a propriedade inerente de um agente quimico em produzir efeitos
deletérios tais como, agudos, subletais, letais e cronicos sobre um organismo (RAND,
1995).

As substincias toxicas podem ser mais ou menos perigosas dependendo das
condic¢des climdticas do local, tais como a luz UV, a formagao de smog fotoquimico, no
entanto a radiacdo UV acelera a degradacdo de substancias quimicas (AZEVEDO e
CHASIN, 2003).

Segundo Duffus (1986), é quase impossivel predizer exatamente o que ocorrerd com
um agente quimico quando este for liberado em razdo da complexidade ambiental.

A presenca de um xenobidtico no ambiente nao indica um efeito nocivo, no entanto
devem ser estabelecidas relagdes entre os niveis externos de exposicdo e 0s niveis internos
de contaminac¢do dos tecidos do organismo, além dos efeitos adversos que poderdo ocorrer
precocemente (AZEVEDO e CHASIN, 2003).

A liberacdo de um xenobidtico no ambiente significa a sua liberacdo em um
compartimento ambiental e posterior reparticdo entre esses compartimentos, o qual podera
atuar em movimentos e reagdes dentro desses compartimentos atingindo a biota numa
concentracdo suficiente para causar um efeito.

O processo de bioacumulacdo exprime a transferéncia dos contaminantes presentes
nos compartimentos ambientais a um organismo, em que as concentragdes observadas sao
superiores as do meio.
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Através do ar, dgua, solo e sedimento os xenobidticos sdo absorvidos pela biota.
Processos bioldgicos como ecologia alimentar, fisiologia e bioquimica das espécies
influenciam na bioacumula¢dao (AZEVEDO e CHASIN, 2003).

O conhecimento do grau de toxicidade das substincias quimicas permite estabelecer
limites para o seu uso protegendo o meio ambiente (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

Os peixes foram os primeiros organismos-testes relatados nos anos de 1920. A partir
de entdo, as pesquisas foram intensificando-se em decorréncia do aumento do nimero de
agentes quimicos e surgiu a necessidade de padronizagdo dos testes, definindo os métodos
de analises (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

O principio para todos os testes de toxicidade é semelhante, embora alguns detalhes
especificos possam diferir com a utilizacdo de diferentes organismos-testes, e o essencial é
requerer condi¢cdes ambientais adequadas de pH, temperatura, oxigénio dissolvido, dureza
da 4gua, fotoperiodo e duracdo dos testes.

De acordo com ZAGATTO e BERTOLETTI (2008), os ensaios de toxicidade
podem ser classificados da seguinte maneira:

= Toxicidade aguda: ensaios de curto periodo de duragdo, afetando apenas parte do
ciclo de vida do organismo-teste. A mortalidade e a imobilidade sdo os parametros

analisados neste teste.

= Toxicidade cronica: ensaios com periodo maior de duracdo, exposicdo ao agente
analisado, a qual afeta todo o ciclo de vida do organismo-teste, avaliando-se

parametros subletais.

Os resultados dos testes de toxicidade s@o analisados estatisticamente e expressos
em unidades numéricas como CL50 (Concentracado Letal: concentracdo real da amostra que
causa efeitos agudos a 50% dos organismos no tempo de exposi¢do, nas condi¢des de
ensaio), CE50 (Concentracdo Efetiva: concentragdes reais da amostra que causa efeitos
agudos a 50% dos organismos no tempo de exposi¢do, nas condi¢des de ensaio), e CENO
(Concentracdo de Efeito Nao Observado) (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

Os experimentos de toxicidade sdo ferramentas essenciais em experimentos de
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biodegradacdo para avaliar se o composto organico degradado teve a sua toxicidade
reduzida ou aumentada (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Nunes e Vidal (2008) observaram que apds 35 dias de aplicacdo dos herbicidas S-
metolachlor associado ao glifosato ou paraquat, ocorreu redugdo da toxicidade para plantas

indicadoras de nabo forrageiro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material
4.1.1 Ametrina

Para a realizacdo deste estudo, utilizou-se o herbicida ametrina (N-etil-N-(1-
metiletil)-6-(metiltio)-1, 3, 5 triazina 2,4-diamina) da marca Fluka (Germany), com 98,5%

de pureza, na forma granular.

4.1.2 Biofertilizante

O biofertilizante Microgeo foi cedido pela empresa Microbiol Biotecnologia, no
municipio de Limeira-SP, o qual foi patenteado pela mesma, com o registro P10207342-0
A2.

O mesmo foi formado por compostos orginicos fermentados, contendo células
vivas ou latentes de micro-organismos (bactérias, leveduras, algas e fungos filamentosos) e
por seus metabolitos, além de quelatosorgano-minerais. A sua producdo € baseada na
compostagem (fermentacdo) em meio liquido, de forma continua e realizada em um mesmo
tanque, através do uso de um composto organico especialmente desenvolvido e a adi¢do de

insumos extras, sem interrup¢ao da producao (D”ANDREA, 2010).

4.1.3 Solo

O solo foi coletado em area de plantacdo de cana de agucar, com historico de
aplicagdo do herbicida ametrina, na regido de Piracicaba-SP, a 20 cm de profundidade,
utilizando-se uma enxada e pd, de acordo com CETESB (1984).

Realizou-se a primeira coleta de solo em uma drea ao norte da regido de Piracicaba-
SP no més de agosto, € novembro de 2011 e maio de 2012 em uma area ao leste da regido

da regido de Piracicaba-SP.
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4.1.4 Respirometria de Bartha
Utilizou-se o respirdmetro de Bartha e Pramer (ABNT NBR 14283/1999) para

avaliar a atividade microbiana do herbicida ametrina no solo com a adicdo de
biofertilizante.

Os reagentes utilizados para a quantificagdo de CO; estdo de acordo norma ABNT-
NBR 14283/ 1999 sio eles:

e Solucdo de hidréxido de potassio (KOH) 0,2N;

e Solucdo padrao de 4cido cloridrico (HCI) 0,1N;

e Solucao de carbonato de célcio (Na,COs3) 0,1N;

e Solucdo de cloreto de bério (BaCl,) 1,0N;

e Solucdo indicadora de fenolftaleina;

e Solucdo indicadora de vermelho-de-metila;

) Agua isenta de CO,.

4.1.5 Vidrarias, reagentes e solucoes
Utilizou-se os equipamentos, reagentes e vidrarias usuais de Laboratério

Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental.

4.1.6 Organismo teste com Daphnia similis e Lactuca sativa

Para o experimento utilizou-se os organismos teste Daphnia similis cultivados no
laboratério de Ecotoxicologia eMicrobiologia Ambiental, bem como os materiais para o

experimento de fitoxicidade com Lactuca sativa.
4.2 Métodos
4.2.1 Analise granulométrica

Realizou-se a andlise granulométrica para determinar as fragdes minerais contidas
no solo com histoérico de aplicacdo do herbicida ametrina. O experimento foi realizado no

laboratério de solos da FT/UNICAMP de acordo com CETESB (1995).
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4.2.2 Analise fisico quimica

As amostras de solo foram analisadas no laboratério do Departamento de Ciéncia do

Solo, na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”.
Utilizaram-se amostras de solo seco e peneirado por peneira de 2mm. As metodologias
utilizadas estdo descritas abaixo, segundo Raijet al., (2001)e Korndorfer, Pereira e Nolla

(2004):

e pH em CaCl, (acidez ativa)- Método: CaCl, 0,01 mol.L!

Principio do método: Medida da atividade de hidrogénio com eletrodo combinado de
vidro e referéncia, na suspenséo de terra em CaCl, 0,01 mol.L, na propor¢do de 1:2,5.

e Matéria organica- Método: Colorimétrico

Principio do método: A determinacdo da quantidade de matéria orgédnica em solos
baseou-se na sua oxidacdo a CO, por ions dicromato, em meio fortemente A&cido.
Determinou-se a quantidade de fons Cr (III) por colorimetria, medindo-se a intensidade da
cor esverdeada produzida por esses ions em solugdo. A determinacdo por colorimetria
requer a montagem de uma curva padrido de calibracdo, que relaciona as quantidades de
matéria organica e a absorbancia do extrato preparado com dicromato de sédio e acido
sulfurico.

e H+Al (acidez potencial)- Método: pH SMP

Principio do método: A acidez da amostra de terra em contato com a solucdo tampao
SMP provoca um decréscimo do valor original do pH da solugdo (7,5), quando titulada
potenciometricamente com 4cido forte. A correlagdo destes valores com aqueles obtidos
pelo método do CaOAc 1IN (estudo de correlagdo) permitiu-se obter os valores de acidez
potencial da amostra.

e Aluminio trociavel- Método: Titulometria (1 mol.L™")

Principio do método: A solu¢do de KCl 1 mol/l, por ser um sal neutro, possui a
capacidade de extrair apenas cations ligados eletrostaticamente com coldides do solo
(cations trocdveis). Assim, utilizou-se esta solu¢do para extracao de Al trocavel, sendo a

quantificacdo realizada colorimetricamente pelo reagente alaranjado de xilenol.
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o Foésforo, Potassio, Calcio e Magnésio- Método: Resina trocadora de ions

Principio do método: A extragao dos teores “disponiveis” de P, K, Ca e Mg de amostras
de terra fez-se com uma mistura de resinas (catiénica e anidnica) trocadoras de ions,
saturadas com bicarbonato de sodio. Realizou-se a quantificacdo do P por colorimetria; do
Ca e Mg por espectrofotometria de absorcdo atdomica, e do K por fotometria de chama ou

por espectrofotometria de emissao atdmica.

. Enxofre(SO4)'2 - Método: Turbidimetria

Principio do método: Extracdo do sulfato (S-SO,*)das amostras de terra pelo fosfato
monocalcico e posterior medi¢do da turbidez, provocada pela presenca de BaSO,4 formado
pela reagdo do BaCl,.2H,O com o S-SO4 extraido das amostras de terra. Realizou-se as

leituras em espectrofotometro a 420 nm.

¢ Ferro, Manganés, Cobre e Zinco- Método: DTPA em pH 7,3

Principio do método: E a complexacio dos metais. O agente quelante reage com os fons
livres de Cu, Fe, Mn, Zn em solu¢do, formando complexos soldiveis, o que resulta em
reducdo da atividade dos metais livres em solu¢do. Em resposta, ions desses metais
dessorvem da superficie do solo ou dissolvem da fase sélida para reabastecer a solu¢@o do
solo. A quantidade de metais quelatados que acumula na solucdo durante a extracdo é
funcdo das atividades desses ions livres na solucao do solo (fator intensidade) da habilidade
do solo em reabastecer a solucdo (fator capacidade) da estabilidade do quelato e da
capacidade do quelante em competir com a matéria organica pelo ion.

Realizou-se as determinacdes dos elementos por espectrofotometria de absorcao atdmica
(AAS).

e Boro- Método: Agua Quente/microondas

Principio do método: Extracdo dos teores de Acido Bérico “disponivel” pelo cloreto de
bario, utilizando microondas como fonte de aquecimento e posterior quantificacdo por

espectrofotometria usando o reagente azometina-H.
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4.2.3 Obtencao da fracao solivel do solo em agua

Pesou-se 25 g de solo, em frasco de 250 mL e adicionou-se 100 mL de édgua
destilada, sendo estes mantidos sob agitacdo por 22 h + 2 h. Apds esse periodo, os frascos
ficaram em repouso por 30 min. Utilizou-se a fracdo solivel nos experimentos de
quantificacdo da microbiota do solo, testes de toxicidade com Daphnia similis e

fitoxicidade com Lactuca sativa

4.2.4 Quantificacao da microbiota do solo

A quantificagdo da microbiota do solo foi expressa em Unidades Formadoras de
Colonia por grama de solo (UFC/g de solo) de fungos e bactérias, mediante o método Pour
Plate, utilizando-se para bactérias o meio de cultura Plate Count Agar (PCA), e para fungos
o meio Sabouraud, em duplicata.

Realizou-se a diluicdo da fragcdo solivel do solo até a diluicdo 107, retirando a
aliquota de 1mL. As dilui¢des 10*, 10 e 10 foram colocadas nas placas de Petri, na
aliquota de 1mL, e depois adicionou-se os meios de culturas. As placas foram incubadas
durante 48 horas a 35,5°C para as bactérias heterotréficas, e para fungos foram incubados
durante 72 horas a 28°C.

Apds o periodo de incubacdo realizou-se a leitura das unidades de colOnias

formadoras por grama de solo (UFC/g solo).

4.2.5 Estimativa da atividade microbiana do solo pelo método FDA

A atividade microbiana total do solo foi avaliada pelo método da Hidrélise de
Diacetato de Fluoresceina (FDA), descrito por Boehm e Hoitinik (1992).

Esta metodologia consiste na quantificacdo da hidrélise de diacetato de fluoresceina
no solo. As enzimas responsdveis pela hidrélise do FDA sdo abundantes no ambiente do
solo. Enzimas ndo-especificas como esterases, proteases e lipases, t€m se mostrado capazes
de hidrolisar o FDA, estando envolvidas na decomposi¢do de muitos tipos de compostos. A
capacidade de hidrélise do FDA, parece generalizada, especialmente entre os principais
decompositores, bactérias e fungos (SCHNURER e ROSSWALL, 1982).
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A concentragdo de FDA hidrolisado (ug de FDA hidrolisado g'1 de solo seco por
minuto) foi determinada com auxilio da curva padrdo por meio da correlacio com a
absorbancia lida na amostra e o FDA hidrolisado. A curva de calibracdo foi obtida
adicionando-se FDA nas concentragdes de 0, 20, 40, 60 e 80 pg.g'1 de solo seco ( 0, 50,
100, 150, 200 uL) em 5 mL de solugdo tampao fosfato de potdssio, contidos em tubo de
ensaio. Os tubos foram fechados e colocados em banho-maria a 100° C por uma hora para a
hidrdlise total do FDA. Apds a hidrdlise, o FDA foi adicionado a frasco de Erlenmeyer de
250 mL contendo 5g de solo e 15 mL de tampao fosfato de potdssio. Os frascos de
Erlenmeyers foram colocados em shaker a 150 rpm a temperatura ambiente, durante 20
minutos. Em seguida, foram adicionados imediatamente 20 mL de acetona em cada frasco
para interromper a reacdo. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 15
min, para determinacdo da absorbancia em espectrofotometro a 490 nm.

Para a andlise das amostras, foram colocadas 5g de cada amostra de solo, em
duplicata, em Erlenmeyer de 250 mL, juntamente com 20 mL de tampao fosfato de potéssio
60mM (8,7g de K,HPOy,, 1,3g DE KH,POy4; 1000 mL de dgua destilada; pH 7,6). A reacdo
de hidrolise de FDA foi iniciada com a adicdo de 0,2 mL da solucdo estoque de FDA
(2mg/mL de acetona). As amostras foram agitadas a 150 rpm e incubadas a temperatura
ambiente, durante 20 minutos.

A reacdo foi interrompida pela adicdo de 20 mL de acetona P.A. por recipiente, que
permaneceram tampados até a centrifugacdo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
a 2500 rpm por 15 min. Logo apds, em espectrofotometro, foi determinada a absorbancia

dos centrifugados a 490 nm.

4.2.6 Experimento de respirometria

Utilizou-se o método respirometro de Bartha e Pramer (ABNT-NBR 14283, 1999)
para avaliar a atividade microbiana no solo mediante a geracdo de CO,. Foram realizados
trés experimentos de respirometria.

No experimento 1 avaliou-se a geragdo de CO, durante o periodo de 47 dias a
temperatura de 28°C (Tabela 3), e no experimento 2, durante o periodo de 30 dias (Tabela
4) com solo coletado em 4rea de cultivo de cana de agucar e peneirado. Para a realizacio do
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experimento 3 (Tabela 4), avaliou-se a geragdo de CO, durante o periodo de 104 dias,
entretanto neste experimento o solo foi coletado na mesma drea do experimento 2, mas este
foi deixado em estufa a 104°C durante o periodo de 24 horas, com o objetivo de torné-lo
estéril.

No experimento 3, adicionou-se aos respirdmetros 1 mL de acetona P.A. no 60° dia
de incubacdo, e 1 mL de caldo nutriente aos 85° dias do experimento, a fim de fornecer
fonte de carbono a fim de estimular a atividade microbiana no solo.

Em todos os experimentos, utilizou-se o biofertilizante Microgeo como coadjuvante
no processo de biodegradacao.

As concentragdes de ametrina utilizada foram de 8ug/L de acordo com Costa,
Monteiro e Tornisielo (2000), e 12 pg/L de acordo com a concentragdo de aplicacdo

utilizada no campo onde coletou-se o solo.

TABELA 3. Tratamentos realizados no experimento de respirometria do herbicida
ametrina no solo acrescido de biofertilizante Microgeo- Experimento 1com incubacgdo de

47 dias a temperatura de 28°C

Tratamentos 50 g de solo Herbicida ametrina Biofertilizante
respirometros Base seca (ng/L) (%)
Controle + - -
Tratamento 1 + 8 1
Tratamento 2 + 8 5
Tratamento 3 + 8 10
Tratamento 4 + 12 1
Tratamento 5 + 12 5
Tratamento 6 + 12 10
Tratamento 7 + 8 -
Tratamento 8 + 12 -

34



TABELA 4. Tratamentos realizados no experimento de respirometria do herbicida
ametrina no solo acrescido de biofertilizante Microgeo- Experimentos 2 com incubacdo de

30 dias e, experimento 3 com 104 dias de incubagdo a 28°C

Tratamentos 50 g de solo Herbicida ametrina Biofertilizante
respirometros Base seca (ng/L) (%)
Controle + - -
Tratamento 1 + 8 1
Tratamento 2 + 8 5
Tratamento 3 + 8 10
Tratamento 4 + 12 1
Tratamento 5 + 12 5
Tratamento 6 + 12 10
Tratamento 7 + 8 -
Tratamento 8 + 12 -
Tratamento 9 + - 1
Tratamento 10 + - 5
Tratamento 11 + - 10

4.2.7 Teste de toxicidade com o organismo Daphnia similis

Realizou-se os ensaios de toxicidade aguda com o organismo-teste Daphnia similis,
para o herbicida ametrina, do solo coletado e apds os experimentos de respirometria, e do
biofertilizante, de acordo com a norma técnica ABNT-NBR 12713 (2004). Foram utilizadas
neonatas de Daphnia similis, avaliando-se a imobilidade do organismo, expressos em
Concentracdo Efetiva Mediana CES0 ap6s 48 horas de exposi¢ao para o herbicida ametrina,
e para o ensaio de respirometria o teste foi expresso em Unidades Toéxicas (UT).

Na avaliacdo de toxicidade do herbicida ametrina, utilizou-se as seguintes
concentragdes 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 pg/L e o controle apenas com dgua de cultivo do
organismo, e para a avaliacdo de toxicidade do solo coletado e do solo apds o experimento
de respirdmetria utilizou-se a fra¢do solubilizada do mesmo. Para o biofertilizante, utilizou-
se as concentragdes 1, 10 e 100%.
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Os testes foram realizados em quatro réplicas em recipientes contendo 10 ml da
amostra e 5 neonatas de Daphnia similis. Os recipientes foram acondicionados embandejas
no escuro a 20°C durante 48 horas. Na leitura do teste, observou-se a quantidade de
neonatas imdveis por recipiente.

Para expressdo dos resultados utilizou-se a andlise estatistica através do programa

método TrimmedSpearman-Karber (HAMILTON et al.,1977).

4.2.8 Ensaios de fitoxicidade com sementes de Lactuca sativa

Os testes foram realizados antes e apds o 2° e 3° experimento de respirometria. Utilizou-
se sementes de Lactuca sativa (alface), avaliando a germinacdo e o elongamento da raiz,
baseando-se na metodologia de Castillo (2004). Os experimentos foram realizados em
triplicata constituidos de controle positivo com sulfato de zinco (ZnSQO4) como substancia
téxica de referéncia, e controle negativo utilizando-se dgua destilada. Realizou-se o teste
de fitoxicidade com a fragdo soldvel de solo.

Realizou-se o teste em triplicata, adicionando-se 4mL da fracdo solivel dos tratamentos
da respirometria e 20 sementes dispostas equidistante na superficie do filtro. As placas
foram mantidas no escuro a 22°C durante 120 horas.

Ao final de cada ensaio, mediu-se o comprimento da raiz das sementes germinadas.

Avaliou-se a germinagdo relativa de sementes e o alongamento relativo da semente.

4.2.9 Quantificacdo da ametrina no solo

As andlises de quantificacio da ametrina no solo foram realizadas mediante
extracdo com metanol e determinacdo por cromatografia liquida com deteccdo por
espectrometria de massas. O limite de detecg¢do foi de 0,3 mg/L, segundo norma ABNT-
NBR 14029 (2005). O equipamento utilizado foi LC/MS/MS Agilent/AB Sciex API-5000,

na empresa Plantec Laboratérios.
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4.2.10 Analise estatistica

As andlises dos resultados da geragdo acumulado de CO, obtidos nos experimentos
de respirometria foram realizadas utilizando o delineamento em blocos inteiramente
casualizado com 11 tratamentos e 3 repeticdes.

Os dados foram submetidos a Analise de Varidncia ANOVA, e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos nos experimentos de ecotoxicidade com Daphnia similis e
Lactuca sativa foram aplicados o Coeficiente de Pearson, o qual apresenta o nivel de
correlagdo entre os dados e se as correlacOes sdo positivas ou negativas, ou seja, se houve
aumento ou diminui¢do na toxicidade do herbicida ametrina juntamente com o

biofertilizante no solo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados das caracteristicas do solo
A Tabela 5 descreve a classificacdo dos solos coletados quanto a sua composicao

granulométrica.

TABELA 5. Composicdo granulométrica dos solos coletado de 0 a 20 cm de profundidade,
em lavoura de cana de acucar, na regido norte de Piracicaba-SP na primeira coleta, e regiao

leste de Piracicaba-SP na segunda e terceira coletas

Solo Composicao Classificacao
granulométrica

Etapa 1 50 % Argila Argila silto-arenosa
1? Coleta 28% Silte

22% Areia
Etapa 2 42% Areia Areia argilo-siltosa
2% Coleta 33% Argila

25% Silte
Etapa 3 69% Areia Areia argilo-siltosa
3* Coleta 18% Argila

13% Silte

Na primeira coleta, na regido norte de Piracicaba, o solo apresentou caracteristicas
argilosas, contendo 50% de argila. Na segunda e terceira coletas na regido leste de
Piracicaba-SP, o solo apresentou cardter arenoso, contendo 42% de areia na segunda

coleta e 69% de areia na terceira coleta.
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A Tabela 6 expressa a qualidade do solo coletado no més de novembro de 2011,

este solo foi classificado como argiloso, e a Tabela 7 descreve a qualidade do solo coletado

no més de maio de 2012.

TABELA 6. Caracteristicas fisico-quimicas do solo da segunda coleta, em lavoura de cana

de actcar, na regido leste de Piracicaba-SP

Solo pHy, K MO P Ca B Cu Fe Mn Zn Umidade %
lo
O V7t T — L )
63 35 42 72 87 0,16 28 31 126 48 24.4

TABELA 7. Caracteristicas fisico-quimicas do solo da terceira coleta, em lavoura de cana

de agucar, na regido leste de Piracicaba-SP

Solo pH K M. P Ca H+Al S B Mg Al Cu Fe Mn Zn Umidade
solo (0] %
(mol d/m>) (g/dm’)
6,2 24 25 30 115 11 11 0,13 78 0 82 10 16,1 2,6 16,19

LEGENDA:

K: Potéssio S: Enxofre Cu: Cobre

M.O:MatériaOrga B: Boro Fe: Ferro

nica

P: Fésforo Mg: Mn:
Magnésio Manganés

Ca: Célcio Al Zn: Zinco
Aluminio

H+AI: Acidez potencial S: Enxofre Cu: Cobre
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5.2 Resultados da Respirometria de Bartha

A Figura 7 expressa os resultados da geragdo de CO;, acumulado em mg/L durante o
periodo de 47 dias do experimento de respirometria com o herbicida ametrina no solo, nas
concentragdes de 8 e 12 pg/l. de ametrina e acrescido do biofertilizante Microgeo nas

concentracdes de 1, 5 e 10%.

Figura 7. Geracdo de CO; acumulado durante o periodo de 47 dias de incubagdo, em solo

argiloso, a temperatura de 28°C (Experimento 1)
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Observa-se que os tratamentos com maior producdo de CO, foram os que continha
8ng/L ametrina acrescido de 10% de biofertilizante com 35,07 mg/L de CO; e 12 pg/L
ametrina acrescido de 10% de biofertilizante com 34,37 mg/L CO,, com exce¢do do solo
controle.
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Esta geracdo de CO, estd relacionada com a presencga de mais carbono proveniente
do biofertilizante para a degradagdo, portanto mais energia para 0s micro-organismos.

O tratamento com 8ug/L ametrina acumulou 20,48 mg/L de CO,, e o tratamento
com 12 pg/LL de ametrina acrescido de 5% biofertilizante acumulou 4,31 mg/L. de CO,
apo6s 47 dias de experimento.

O solo coletado para essa primeira respirometria apresentou carater argiloso. Solos
com essas caracteristicas contribuem para maior sor¢do da ametrina, interferindo no
mecanismo de biodegradacdo da molécula, uma vez que esta fica pouco disponivel aos
micro-organismos, podendo até formar residuos ligados ao solo, e sdo impermeaveis com
pouca aeracdo, resultando na auséncia de O, (VIVIAN et al., 2007; SILVA et al., 2012).
Geralmente, solos com maiores teores de matéria orginica sdo mais férteis e apresentam
maior biomassa e atividade microbiana (PRATA e LAVORENTI, 2000).

Prata et al. (2001) observaram a degradacdo do herbicida ametrina, mediante
método respirométrico e cromatografia delgada, no periodo de 120 dias de incubagdo no
escuro com a adicdo de vinhaga. Apds esse periodo, concluiram que a adi¢do de vinhaca ao
solo faz com que o processo de mineralizacao da ametrina seja acelerado.

A Tabela 8, expressa o resultado do acimulo de CO, no experimento de
respirometria, quantificacdo de bactérias heterotréficas e fungos, e estimativa da atividade

enzimatica pelo método FDA antes e apds o primeiro experimento de respirometria.
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TABELA 8. Resultado da respirometria (CO, acumulado), quantificagdo de bactérias
heterotroficas e fungos e estimativa da atividade microbiana pelo método FDA

(Experimento 1)

Tratamentos CO; acumulado Bactérias Fungos (10%) FDA
47 dias heterotroficas (10% UFC/ g de pg FDA
UFC/g de solo solo hidrolisado/ g
de solo seco
Solo coletado * 1,2a 32a 37,99a
Solo controle 46,8b 0,16b 0,05b 35,47b
8ug/L ametrina+1% -2,5¢ 103c 0,46¢ 1,8c

biofertilizante

8ug/L ametrina+5% 0,1d 0,012d 0,03b 31,6d
biofertilizante

8ug/L ametrina+10% 35,0e 0,027d 0,23b 42,76e
biofertilizante

12pg/L ametrina+1% -13,4f Se 14d 67.91f
biofertilizante

12pg/L. ametrina+5% 43¢ 0,064d 0,37c 34,59b
biofertilizante

12pug/L ametrina+10% 34,3e 10,3f 4,5e 42.34e
biofertilizante

8ug/L ametrina 20,4h 3g 0,15¢ 45,21f

12pg/L ametrina -2,9¢ 0,02d 21f 5,16g

*CO, ndo quantificadono solo coletado. "Médias seguidas pelas mesmas letras nio diferem entre si, pelo

teste de Tykey a 5% de probabilidade.
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No tratamento 8 ug/L ametrina acrescido de 10% de biofertilizante houve maior
acimulo de CO, apds 47 dias de incubacdo e aumento na estimativa da atividade
microbiana avaliada pelo método FDA, com 42,76 ng FDA hidrolisado/ g de solo seco.

O segundo tratamento com maior actimulo de CO; foi 12ug/L ametrina acrescido de
10% de biofertilizante, o qual neste houve aumento da populagdo bacteriana e fingica e da
estimativa da atividade microbiana pelo método FDA.

Nota-se na Tabela 8 que a atividade microbiana no solo coletado avaliada pelo
método de FDA € maior, e que apds a adi¢do do herbicida ocorreu uma diminuicdo da
mesma, provavelmente pela toxicidade da ametrina. Entretanto, esta comunidade tende ao
estabelecimento do equilibrio da populacdo, pois segundo Alexander (1999) a resposta da
microbiota do solo na presenca dos herbicidas pode ocorrer em quatro fases: a) reducao
dristica das populacdes bacterianas e fingicas; b) adaptacdo da populacdo microbiana,
principalmente bactérias adaptadas e com aumento do nidmero populacional; c)
estabelecimento de um equilibrio; d) restabelecimento de um equilibrio populacional
semelhante ao original.

A degradacdo da ametrina por micro-organismos € o principal meio da sua
transformacdo no solo (FARRE et al., 2002), isto pode ser relacionado com o aumento da
populacdo bacteriana e flingica e maior acimulo de CO,, no tratamento contendo 12ug/L
de ametrina acrescido de 10% de biofertilizante.

Segundo Kontchou e Gschwind (1999), a degradagdo das triazinas (ametrina) ocorre
mediante a comunidade bacteriana. O carbono da cadeia lateral das triazinas pode ser
assimilado por bactérias heterotroficas. Indculos de I6MIX possuem potencial para
degradacdo de triazinas em baixas concentracdes encontradas em ambiente naturalmente
contaminado. Isto pode ser relacionado com o tratamento contendo 8ug/L de ametrina, no
qual houve aumento da populacdo bacteriana e na estimativa da atividade microbiana.

A Figura 8, expressa o segundo experimento de respirometria, avaliado durante o
periodo de 30 dias. Neste houve o aumento de tratamentos que continham apenas
biofertilizante no solo coletado na drea de cultivo de cana de agucar, nas concentracdes de
1, 5 e 10% do biofertilizante Microgeo.
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Figura 8. Geracao de CO; acumulado durante 30 dias de incubac¢do em solo arenoso, a

temperatura de 28°C (Experimento 2).
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Avaliando-se os resultados da Figura 8, pode observar que o biofertilizante
favoreceu a atividade microbiana do solo, pois nos tratamentos com 5 e 1% de
biofertilizante foram os que mais produziram CO; apds 30 dias do experimento. Entretanto,
a adi¢do do biofertilizante provavelmente ndo influenciou na biodegradacdo do herbicida
ametrina.

O biofertilizante possui matéria organica prontamente assimildvel para a microbiota

do solo, o qual pode ser verificado pela maior producdo de CO,.
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A adicdo de substratos foi estudada por Jenkinson (1966) concluindo que houve o
aumento da atividade microbiana no solo, acelerando a taxa de decomposicdo da matéria
organica, mecanismos conhecido como “efeito priming”.

Entry e Emmingham (1995) verificaram que a aplicacio de esterco animal em solos
de pastagem aumentou a quantidade da biomassa microbiana, resultando na mineraliza¢ao
do herbicida atrazina.

Os biofertilizantes sdo capazes de aumentar a disponibilidade e absorcdo de
minerais nutrientes pelas plantas, visto que contém micro-organismos vivos capazes de
aumentar o estado nutricional das plantas hospedeira através da sua continua existéncia em
associacdo com a planta (VESSEY, 2003).

A adicdo de substratos orginicos pode ativar a microbiota, uma vez que
disponibilizam nutrientes, resultando na diminui¢do da persisténcia das moléculas de
herbicidas em decorréncia do aumento da degradacdo de herbicidas (MEDEIROS,
WANDERLEY e WANDERLEY, 2003).

O herbicida ametrina possui o grupo thiomethyl-s-triazina, o qual dificulta a sua
degradacdo no ambiente, pois esse grupo € eletronegativo resultando no aumento da
estabilidade quimica da ametrina. A biodegradacdo da ametrina ocorre pela substituicao do
grupo alquil (KONTCHOU e GSCHWIND, 1999), geralmente acondicionada a atividade
metabodlica de bactérias do género gram-negativa, resultando na mineralizacdo do anel
aromético do composto através de processos de hidroxilacdo e a posterior remogdo do
grupo alquilamino (SATSUMA, 2010).

A Tabela 9, expressa o resultado do acimulo de CO,; no experimento de
respirometria, quantificagdo de bactérias heterotréficas e fungos, e estimativa da atividade

enzimatica pelo método FDA antes e apds o segundo experimento de respirometria.
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TABELA 9. Resultados do experimento de respirometria (CO; acumulado), quantificacao

de bactérias heterotroficas e fungos, e estimativa da atividade microbiana pelo método FDA

(Experimento 2)

Tratamentos CO; acumulado Bactérias Fungos FDA
mg/L heterotrdficas (10% ug FDA hidrolisado/ g de
30 dias (106) UFC/ g de solo seco
UFC/g de solo solo

Solo coletado * 1,2b 3,2a 259 a

Solo controle 422b 1,55b 2a 26,2 a

8ug/L ametrina+1% 43,9b 0,8b 1,8b 26,85 a
biofertilizante

8ug/L ametrina+5% 58.,8¢ 12a 2.4 24,78b
biofertilizante

8ug/L ametrina+10% 68,1d 3c 1,2b 13,73¢
biofertilizante

12ug/LL ametrina+1% 43,2b 17d 8,9¢ 13,78¢
biofertilizante

12ug/LL ametrina+5% 53,0e 0,03e 0,7d 18,43d
biofertilizante

12pg/L ametrina+10% 62,5¢ 0,1f 0,2d 18,72d
biofertilizante

8ug/L ametrina 56,3g 0,6b 0,22d 32,1e

12ug/L ametrina 53,8¢e 0,06e 0,8d 30,75¢e

1% biofertilizante 69,9d 0,105f 0,035¢e 47.93f

5% biofertilizante 92,7h 0,045e 0,255d 51,45¢g

10% biofertilizante 67,1d 3c 0,015¢ 22,48h

*CO, ndo quantificadono solo coletado. "Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo

teste de Tykey a 5% de probabilidade.
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O pH do solo (Tabela 6) foi de 6.3, de baixa acidez, no qual favorece a atividade da
populacdo bacteriana (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Isto pode ser relacionado com os
tratamentos 8ug/L ametrina acrescido com 10% de biofertilizante e o que continha 10%
biofertilizante, em que houve aumento da populacao bacteriana.

Nos tratamentos 8 e 12 ug/L ametrina, e 1 e 5% de biofertilizante tiveram aumento na
estimativa da atividade microbiana.

A ametrina podera lixiviar na maioria dos solos, no entanto esse fator poderd ser
maximizado em solos arenosos, como o solo coletado para esse segundo experimento, pois
possuem baixos teores de matéria organica e moderado potencial de sorcdo (SILVA et al.,
2012). Isto pode ser observado na comparacao entre o primeiro e o segundo experimento de
respirometria. No primeiro experimento utilizou-se solo argiloso, desta maneira supde-se
que a sor¢do do herbicida ametrina foi maior, portanto menor produgcdo de CO,. No
segundo experimento utilizou-se solo arenoso, dessa maneira supde-se que as moléculas da
ametrina ficaram biodisponiveis 4 microbiota do solo, além da adi¢do do biofertilizante,
que contém matéria organica, resultando maior produgdao de CO, nos tratamentos.

O herbicida ametrina possui carater de base fraca (pka= 4,1), e quando este valor esta
proximo ao valor do pH do solo, as moléculas do herbicida pode apresentar-se na forma
protonada, promovendo a adsor¢do das moléculas as particulas do solo que sao
predominantemente cargas negativas (FERRI et al., 2000; LINDSAY, 2001; FREITAS et
al., 2012). Em solos com baixo teores de matéria organica, o valor de pH da solucdo do
solo influencia na distribuicdo das cargas elétricas, e no potencial de lixiviacao
(OLIVEIRA JR, KOSKINEN e FERREIRA, 2001; FREITAS et al., 2012).

A presenca de herbicidas triazinicos foi observada por Armas et al. (2007), em que a
ametrina apresentava-se em niveis mais elevados em comparacdo com a atrazina e
simazina. A ametrina apresenta maior solubilidade em dgua e menor tendéncia de adsorcao
as particulas do solo.

Na Alemanha Ocidental, em mais de 100 mil amostras coletadas de dguas superficiais e
subterraneas, 80,7% dos contaminantes eram triazinicos (ARMAS et al., 2007).

Quando a molécula de pesticida € aplicada no ambiente, ela pode atingir diferentes
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caminhos, ficando retida pelas particulas minerais e organicas do solo, passando para a
forma indisponivel a biodegradacdo e sofrer processo de dessorcdo, sendo liberada a
solugd@o do solo na forma disponivel a microbiota (NASCIMENTO, 2003).

A Figura 9, expressa o terceiro experimento de respirometria, avaliado durante o

periodo de 104 dias, em solo seco.

Figura 9. Geracdo de CO, acumulado durante 104 dias de incubacdo, a temperatura de

28°C (Experimento 3).
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Nos tratamentos todos os valores dos tratamentos do experimento de respirometria
ficaram abaixo do solo controle.

Ap6s 60 dias do experimento de respirometria, adicionou-se 1,0 ml de acetona aos
tratamentos € ao solo controle, como fonte de carbono prontamente assimildvel para
estimular a microbiota do solo. Observa-se que houve aumento da geracdo de CO; nos
seguintes tratamentos: 12 pug/L. de ametrina + 1% de biofertilizante; 12 pg/L de ametrina;

8ug/L de ametrina + 5% de biofertilizante, e no tratamento com 5% de biofertilizante.
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Ainda aos 89 dias do experimento, adicionou-se 1 mL de caldo nutriente para
bioestimular a microbiota do solo. O tratamento que continham 12 pg/L de ametrina +
1% de biofertilizante acumulou 68,787 mg/L de CO,, aumentando cerca de 11,116mg/Lde
CO; da leitura anterior do experimento. O tratamento que continha 8u/L de ametrina + 5%
de biofertilizante, acumulou 39,642 mg/L de CO,, aumentando cerca de 7,01 mg/L de
CO,.

Verifica-se que desde o inicio até aos 49 dias do experimento, houve um periodo de
adaptacdo da microbiota com a presenca do herbicida ametrina. Ap6s esse periodo, em
alguns tratamentos, provavelmente ocorreu o restabelecimento do equilibrio da comunidade
microbiana (ALEXANDER, 1999).

Aos 104 dias, o solo controle acumulou 248,66 mg/L. CO,, os tratamentos com 12
pg/L ametrina e 12 pg/L ametrina+1% biofertilizante, produziram 60,24 mg/L. CO,,e o
tratamento 8ug/L ametrina + 5% biofertilizante produziram apenas 10,72 mg/L CO;,

Tironi et al. (2009) estudaram a degradac@o do herbicida ametrina mediante método
respirométrico, concluindo que as alteracdes na taxa de evolucdo de CO; pode ser atribuida
aos efeitos toxicos da ametrina, e nao houve diferencas entre os tratamentos que receberam
quatro, oito e uma vez a dose da ametrina. Isso pode ser explicado pela maior taxa
respiratéria por unidade de biomassa nas maiores doses, no entanto estas podem ter
reduzido a populagdo dos micro-organismos.

A ametrina atua na inibi¢ao da fotossintese nas plantas daninhas, podendo ser letal
aos micro-organismos fotossintetizantes, como algas, cianobactérias entre outras (TIRONI
et al.,2009).

Reis et al. (2008) observaram que quando a ametrina foi aplicada em solo
rizosférico, ela causou maiores efeitos negativos na evolugdo de CO, quando comparado
com os herbicidas 2,4-D e trifloxysulfuron-sodium.

A Tabela 10 expressa o resultado do acimulo de CO, em mg/LL no experimento de
respirometria, quantificacdo de bactérias heterotréficas e fungos, e estimativa da atividade

enzimatica pelo método FDA antes e apds o terceiro experimento de respirometria.
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TABELA 10. Resultado da respirometria (CO, acumulado), quantificacio de bactérias
heterotréficas e fungos, e estimativa da atividade microbiana pelo método FDA (Experimento

3)

Tratamentos CO, acumulado Bactérias Fungos (10% FDA
104 dias heterotroficas (10% UFC/ g de solo pg FDA
UFC/g de solo hidrolisado/ g de
solo seco
Solo coletado * 20a 16 a 28,47a
Solo controle 248,6b 18,1b 31,5b 15,18b
8ug/L ametrina+1% -35,1c 0,62c 3,5¢ 23,84c¢
biofertilizante
8ug/L ametrina+5% 10,7d 0,71c 2,5d 7,78d
biofertilizante
8ug/L ametrina+10% -164,3¢ 2,8d 0,6e 11,22e
biofertilizante
12pg/L ametrina+1% 61,7t 1,1e 0,9¢ 17,46f
biofertilizante
12u/L ametrina+5% -24,7¢ 0,45f 1,55f 12,51g
biofertilizante
12ug/L ametrina+10% -75,7h 0,82¢g 1,04f 15,01b
biofertilizante
8ug/L ametrina -34,01 3,2h 0,62¢ 10,46¢
12ug/LL ametrina 60,2f 0,6¢ 2d 12,76h
1% biofertilizante -74,5h 0,5¢ 1,3f 13,401
5% biofertilizante -35,0c 1,1e 0,3g 13,811
10% biofertilizante -74,1h 2,2d 2,8d 10,44

*CO, ndo quantificadono solo coletado. "Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo

teste de Tykey a 5% de probabilidade. 50



De acordo com a Tabela 10 é possivel observar que o solo possuia maior atividade
microbiana, entretanto com a adi¢do do herbicida e com a esterilizacio do mesmo, esta
atividade diminuiu. A adicdo do biofertilizante foi fundamental para estimular algumas
espécies sobreviventes pois, nos tratamentos com 8 pg/L de ametrina + 1% de
biofertilizante; 12 pg/L. de ametrina + 1% de biofertilizante e 12 ug/L. de ametrina + 10%
de biofertilizante, ocorreu aumento da atividade microbiana avaliada pelo método FDA
hidrolisado em comparagdo ao solo controle. Os tratamentos com 8 pg/L e 12ug/L de
ametrina apresentaram baixa concentracdo da enzima hidrolisada por FDA. Isto demonstra,
que mesmo apos a esterilizacdo do solo, permaneceram algumas espécies microbianas.

A colonizacdo em solo estéril por diferentes tipos de espécies de micro-organismos
representa o sucesso inerente de cada espécie para estabelecer um nivel predominante sobre
as outras na auséncia de fatores bidticos determinantes (AL-ACHI, PLATSOUKA e
LEVY, 1991).

O potencial de colonizagdo de micro-organismos depende de fatores ambientais e
intrinsecas ao seu desenvolvimento, como disponibilidade de nutrientes, auséncia de
espécies concorrentes. Em solos estéreis que estdo desprovido de concorrentes e
predadores, as condi¢cdes nutricionais e fisicas do solo sdo os principais fatores
determinantes (AL-ACHI, PLATSOUKA e LEVY, 1991).

A contaminagdo do solo por pesticidas estd relacionado as suas propriedades de
solubilidade em 4gua, mobilidade no perfil do solo assim como também a sua persisténcia,
propriedades do solo e do relevo local. Armas et al. (2007) verificou em estudos no rio
Corumbatai a presenca do herbicida ametrina em todo o seu periodo de estudo, em solo
predominantemente arenoso e a cultura de cana de agticar € predominante no local.

A biorremediagdo baseia-se no potencial metabdlico da microbiota para a
degradacdo de contaminantes que estdo no meio (MEDINA ef al., 2012). Os poluentes
devem estar em sua forma biodisponivel para a conversdo bioldgica, a qual estd em funcao
das propriedades fisico-quimicas dos contaminantes e fatores ambientais bem como do
sistema biolégico (SUDHARSHAN et al., 2012).

A adi¢do do biofertilizante contribuiu para o restabelecimento microbiano do solo, pois
sendo este rico em nutrientes inorganicos estimulam as atividades metabdlicas da
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microbiota (ATLAS e PHILP, 2005), contribuindo para a degradacdo de contaminantes
organicos.

Os biofertilizantes possuem fontes de nutrientes inorganicos, diferentes tipos de micro-
organismos que tem a capacidade de transformacdes de elementos minerais que se
encontram indisponiveis para a forma disponivel, através dos processos bioldgicos,
resultando na melhora da qualidade do solo (JILANI ez al., 2007).

A inoculag¢do de micro-organismos exdgenos, técnica conhecida como bioaumentagao,
foi observada por Medina et al. (2012), com a adi¢do de indculos de lodos ativados
melhoraram a biodegradacio de solos contaminados por hidrocarbonetos.

Nwachukwu (2001) observou que em alguns locais em que a terra fértil € escassa, hd a
necessidade da reutilizacdo de terrenos contaminados por petrdleo, para a implantagdo de
praticas agricolas. Primeiramente fez-se a aplicacdo de nutrientes com o objetivo de
estimular a microbiota autoctone para resultar na biodegradacdo do hidrocarboneto. Com a
selecdo da estirpe autdctone Pseudomonas putida (PP) e adicdo de suplementos
inorgénicos, obteve-se a eficiéncia de remogado de 98%.

Prata et al. (2001), observaram que a adi¢do de vinhaca acelerou o processo de
mineralizacdo da ametrina, concluindo que a adicao de vinhaga ndo interferiu no processo
de sor¢do da ametrina nas patrticulas do solo.

Estratégias para acelerar a biodegradacdo de xenobidticos no solo abrangem ativacio da
microbiota aloctone, com a adi¢do de nutrientes e oxigénio, controle de temperatura e pH.
A degradacao do poluente no solo € afetada por fendmenos de transferéncias de massa,
reduzindo a adsor¢do dos poluentes organicos hidrofébicos expandindo a extensdo da
biodegradacdo (MARIANO et al., 2007).

O potencial biolégico do biofertilizante revela a grande quantidade de micro-
organismos que possui, 0s quais sdo responsdveis pela liberacdo de metabdlitos e
antimetabdlitos, como antibidticos e hormonios vegetais, atuando na fertiliza¢ao do solo, na
bioprotecdo de plantas para cultivo, e ainda na biorremediacdo de solos contaminados por

compostos organicos passiveis a biodegradagdao (MEDEIROS et al., 2003).
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5.3 Analise cromatografica

As andlises cromatograficas foram realizadas pela empresa PLANTEC
Laboratdrios, mas ndo foi possivel obter resultados devido a unidade de quantificacido do
método realizado pelo laboratério que foi em mg/Kg, e neste trabalho utilizou-se

concentracdo de pg/L nos tratamentos.

5.4 Testes de toxicidade aguda com Daphnia similis

Foi realizado teste de toxicidade aguda do herbicida ametrina, em sua férmula pura,
com o organismo-teste Daphnia similis obtendo-se CE 50 de 43,65 mg/L. Farré et al.
(2002) utilizando o organismo teste Daphnia magna obteve CE 50 de 28 mg/L na
exposicdo do herbicida ametrina em sua férmula comercial, ou seja, 50% do herbicida e
50% de ingredientes inertes.

As Tabelas 11, 12 e 13 expressam a toxicidade do solo antes e apds o primeiro,

segundo e terceiro experimento de respirOmetria para o organismo teste Daphnia similis.

TABELA 11. Teste de toxicidade aguda com o organismo-teste Daphnia similis, antes e

apos o 1°experimento de respirometria

Tratamentos Imobilidade (%)
Solo coletado 10a
Solo controle 30b
8u/L ametrina+ 1% biofertilizante 25¢
8u/L ametrina+ 5% biofertilizante 40d
8u/L ametrina+ 10% biofertilizante 20c
12p/L ametrina+ 1% biofertilizante 10 a
12p/L ametrina+ 5% biofertilizante 20c
12p/L ametrina+ 10% biofertilizante 20c
8u/L ametrina 45d
12p/L ametrina 10 a

UMédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Tykey a 5% de probabilidade.
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TABELA 12. Teste de toxicidade aguda com o organismo-teste Daphnia similis, antes e

apos o 2° experimento de respirometria

Tratamentos Imobilidade (%)
Solo coletado 25a
Solo controle 25a
8u/L ametrina + 1% biofertilizante 15b
8u/L ametrina + 5% biofertilizante 30c
8u/L ametrina + 10% biofertilizante 40d
12p/L ametrina + 1% biofertilizante 30c
12p/L ametrina + 5% biofertilizante 45d
12p/L ametrina + 10% biofertilizante 35¢
8u/L ametrina 25a
12pu/L ametrina 35¢
1% biofertilizante 35¢
5% biofertilizante 35¢
10% biofertilizante 15b

UMédias seguidas pelas mesmas letras nio diferem entre si, pelo teste de Tykey a 5% de probabilidade.

54



TABELA 13. Teste de toxicidade aguda com o organismo-teste Daphnia similis, antes e

apo6s o 3° experimento de respirometria

Tratamentos Imobilidade (%)
Solo coletado 25a
Solo controle 30b
8u/L ametrina+ 1% biofertilizante 25a
8u/L ametrina+ 5% biofertilizante 35b
8u/L ametrina+ 10% biofertilizante 45¢
12p/L ametrina+ 1% biofertilizante 35b
12p/L ametrina+ 5% biofertilizante 30b
12p/L ametrina+ 10% biofertilizante 30b
8u/L ametrina 20 a
12p/L ametrina 25a
1% biofertilizante 25a
5% biofertilizante 25a
10% biofertilizante 30b

(UMédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Tykey a 5% de probabilidade.

Os resultados do teste de toxicidade aguda com o organismo aquético Daphnia
similis, mostram que nao houve indicios de toxicidade para calcular o CE50, desta maneira
ndo foram realizadas diluicdes dos materiais testados (tratamentos apds experimentos de
respirometria) e os resultados foram expressos em porcentagem de imobilidade.

Nenhum dos tratamentos obteve porcentagem de imobilidade maior que 50%. No
primeiro tratamento contendo 8pg/L de ametrina (TABELA 11) obteve 45% de
1imobilidade, e os demais tratamentos ficaram abaixo do solo coletado e do solo controle da
respirometria.

No segundo experimento de respirometria (TABELA 12), nenhum dos tratamentos
obteve porcentagem de imobilidade maior que 50%. Os tratamentos 8ug/L de ametrina +
1% de biofertilizante, 8 pg/L. de ametrina, 1% de biofertilizante, e 5% de biofertilizante
ficaram abaixo do solo coletado e do solo controle da respirometria.
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No terceiro experimento de respirometria (TABELA 13), nenhum dos tratamentos
obteve porcentagem de imobilidade maior que 50%. O tratamento que continha 8ug/L de
ametrina + 10% de biofertilizante apresentou 45% de imobilidade aos organismos e o
tratamento que continha 8ug/L de ametrina foi o que apresentou menor porcentagem de
imobilidade as Daphnias similis.

O biofertilizante ndo apresentou toxicidade aguda ao organismo aquatico Daphnia
similis. Concentracdo de 100% de biofertilizante apresentou 5% de imobilidade a Daphnia
similis, e nas concentracdes de 1 e 10% ndo apresentaram nenhum efeito adverso ao
organismo.

Segundo Liu (1981), um fator importante que afeta o comportamento de um
composto quimico no ambiente € a toxicidade.

Inafuku (2011) realizou experimentos de toxicidade aguda utilizando organismos
testes Ceriodaphnia silvestrii expostos aos herbicidas glifosato e ametrina. De acordo com
os seus resultados observou-se que o herbicida ametrina foi mais téxico aos crustidceos do
que o herbicida glifosato.

A USEPA (2005) classifica o herbicida ametrina como Classe III, moderadamente
téxico para peixes, mamiferos de grande porte e humanos, e altamente toxico para
crustdceos e moluscos.

Pereira (2012) observou que a presenca do herbicida ametrina na dgua interferiu nos
parametros funcionais do peixe neotropical Prochiloduslineatus, pois causou danos ao
material genético do organismo, podendo comprometer a saide desses animais.

Em processos de biodegradacdo, ao metabolizar o composto organico pode alterar o
seu carater toxico, diminuindo ou aumentando sua toxicidade (MOREIRA e SIQUEIRA,

2006).

5.5 Teste de fitoxicidade com semente de Lactuca sativa

A utilizacdo de sementes em testes de toxicidade é uma maneira simples e rapida de
avaliar se um composto organico diminuiu seu potencial toxico, observando o processo de
germinacdo. Esta depende de uma série de ocorréncias fisiolégicas influenciadas por fatores
externos como ambientais, fatores internos, estado de dorméncia e inibidores.
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Pelegrini-Brito et al. (2012) mostraram que testes cronicos com sementes de
hortalicas sdo metodologias ideais para averiguacdo da presenca de substancias tdxicas,
sendo de baixo custo, rdpida execug¢do e alta sensibilidade.

As Tabelas 14 e 15 expressam a toxicidade do solo antes e apds o segundo e

terceiro experimento de respirOmetria para a semente Lactuca sativa.

TABELA 14. Germinagao relativa e indice de germinagdo de Lactuca sativa antes e apos o

segundo experimento de respirometria

Tratamentos Germinacio relativa (%) Indice de germinaciio
Solo coletado 100 a 100 a
Solo controle 95,6 b 93,4b
8u/L ametrina+ 1% 77,2 ¢ 53.8¢c
biofertilizante
8u/L ametrina+ 5% 91,9d 65,08d
biofertilizante
8u/L ametrina+ 10% 108,3e 61,4e
biofertilizante
12p/L ametrina+ 1% 108,3e 81,9f
biofertilizante
12p/L ametrina+ 5% 85,6f 57,1g
biofertilizante
12u/L ametrina+ 10% 95,9b 66,8h
biofertilizante
8u/L ametrina 102,2 a 43 41
12p/L ametrina 102,2 a 72.,4j
1% biofertilizante 106, g 83,7k
5% biofertilizante 104,4h 82,2k
10% biofertilizante 95,9b 6391 e

(UMédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Tykey a 5% de probabilidade.
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TABELA 15. Germinagao relativa e indice de germina¢do de Lactuca sativa antes e apos o

terceiro experimento de respirometria

Tratamentos
Solo coletado
Solo controle
8u/L ametrina + 1%
biofertilizante
8u/L ametrina + 5%
biofertilizante
8u/L ametrina + 10%
biofertilizante
12p/L ametrina + 1%
biofertilizante
12p/L ametrina + 5%
biofertilizante
12p/L ametrina + 10%
biofertilizante
8u/L ametrina
12p/L ametrina
1% biofertilizante
5% biofertilizante

10% biofertilizante

Germinacao relativa (%)

79,2 a

48b
51c

56d

70e

73f

T1g

43h

751

55d

611

65k
781

Indice de germinacao
7a
7,70
6,6¢c

5,04d
11,06e
13,14f
12,78f
3,92¢g
13,73f
8,3b
7,08b

13f
26,06h

(UMédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Tykey a 5% de probabilidade.

Nos testes com semente Lactuca sativa, antes e apO0s os experimentos de

respirometria, ndo apresentaram inibi¢ao na germinacdo das mesmas e alongamento das

raizes, portanto esses dados impossibilitaram a realizacdo de cdlculos para obtencdo do

CENO.
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Em poucas amostras coletadas no rio Corumbatai com a presenca de herbicidas,

dentre eles a ametrina, apresentou efeitos toxicos para Lactuca sativa (SANTOS, 2008).
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

e A ametrina € um composto persistente no ambiente, de dificil degradacdo por via
microbiana;

e A produgdo de CO; avaliada por respirometria foi maior em solo arenoso € menor
em solo argiloso e em solo estéril;

e Tanto em solo argiloso como em solo estéril o melhor tratamento foi o que continha
8 nug/L ametrina ou 12 ug/L ametrina acrescido de 10% de biofertilizante;

e Houve aumento na atividade microbiana com adi¢@o de biofertilizante Microgeo em
solo argiloso com ametrina e em solo estéril com ametrina, portanto o biofertilizante
aumenta a atividade microbiana do solo;

e A estimativa da atividade microbiana foi maior em solo argiloso (Experimento 1) e
em solo arenoso (Experimento 2);

e A populacdo bacteriana foi maior em solo argiloso e arenoso, € menor em solo
estéril;

e A populacdo fungica foi maior em solo argiloso e arenoso, € menor em solo estéril;

e A estimativa da atividade microbiana pelo método de FDA foi maior em solo
argiloso e arenoso, e menor em solo estéril;

e A ametrina € toxica ao mini crustaceoDaphnia simillis;

e Antes e aplds os experimentos de respirometria, o solo nio apresentou efeitos
téxicos a Daphnia simillis, ndo sendo possivel calcular o CES0;

e Os solos antes e apds experimentos de respirometria ndo apresentaram inibi¢do na
germinagdo e alongamento das raizes de Lactuca sativa;

e O biofertilizante ndo influenciou na degradag@o do herbicida ametrina.
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