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RESUMO

O estudo visou avaliar os efeitos do tebuthiuron na respiragdo microbiana do solo,
considerando a aplicacéo do herbicida tebuthiuron e a resposta dos microrganismos
a essa exposicao. O experimento foi conduzido no laboratorio do GAIA (Grupo de
Acdo em Impactos Ambientais) da FCAT/Unesp-Dracena, utilizando um Latossolo
vermelho-amarelo distréfico. O tebuthiuron foi aplicado de acordo com as
recomendacdes do fabricante sendo de 2,0 L de produto comercial ha' (1000 g de
ingrediente ativo ha'), que é a dosagem recomendada para solos arenosos. Cinco
espécies microbianas, fornecidas por uma empresa comercial, incluindo bactérias e
fungos filamentosos (M1, M2, M3, M4 e M5), foram utilizadas. Um solo com microbiota
nativa também foi utilizado como tratamento controle (M0). A metodologia incluiu a
analise da respiracdo microbiana por meio da quantificacdo da emissédo de CO2. Os
resultados do estudo revelaram que a aplicacdo de tebuthiuron no solo impactou a
quantidade de CO:2 emitida pela respiracdo microbiana ao longo do tempo. Os
tratamentos bioaumentados apresentaram uma maior média acumulada de CO2 em
comparac¢ao com o tratamento controle. Em particular, o tratamento M3 obteve a maior
média acumulada de CO2 (1343 mg), seguido pelo M5 (1256 mg) e M1 (1193 mg). A
pesquisa buscou contribuir para o conhecimento sobre os impactos dos pesticidas no
solo e na sustentabilidade ambiental, destacando a importancia de considerar néo
apenas os efeitos nas plantas-alvo, mas também nas comunidades microbianas do

solo.

Palavras-chave: bactéria, bioaumentacdo, fungo, herbicida, producdo de COg2,

respirometria.



ABSTRACT

The study aimed to evaluate the effects of tebuthiuron on soil microbial respiration,
considering the application of the herbicide tebuthiuron and the response of
microorganisms to this exposure. The experiment was conducted in the GAIA
(Environmental Impacts Action Group) laboratory of FCAT/Unesp-Dracena, using a
dystrophic red-yellow Latosol. Tebuthiuron was applied according to the
manufacturer's recommendations, at 2,0 L of commercial product ha* (1000 g of active
ingredient ha't), which is the recommended dosage for sandy soils. Five microbial
species, supplied by a commercial company, including bacteria and filamentous fungi
(M1, M2, M3, M4 and M5), were used. A soil with native microbiota was also used as
a control treatment (M0). The methodology included the analysis of microbial
respiration by quantifying CO2 emissions. The results of the study revealed that
tebuthiuron application to soil impacted the amount of CO2 emitted by microbial
respiration over time. Bioaugmented treatments showed a higher cumulative mean
CO2 compared to the control treatment. In particular, treatment M3 had the highest
cumulative mean COz2 (1343 mg), followed by M5 (1256 mg) and M1 (1193 mg). The
research sought to contribute to the knowledge on the impacts of pesticides on soll
and environmental sustainability, highlighting the importance of considering not only

the effects on target plants, but also on soil microbial communities.

Keywords: bacterium, bioaumentation, fungal, herbicide, CO2 production,

respirometry.
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1. INTRODUCAO

O tebuthiuron é um herbicida que atua como um agente sistémico de amplo
espectro e que se destaca pela capacidade de inibir o fotossistema Il, impedindo a
realizacdo da fotossintese e, consequentemente, levando a morte das plantas
(MENDES et al., 2021). Em funcdo desse mecanismo de acéo, o tebuthiuron tem a
capacidade de suprimir efetivamente a vegetacao, incluindo em dicotiledéneas, como
Commelina benghalensis, Urochloa decumbens, Digitaria horizontalis e Panicum
maximum.

O tebuthiuron possui uma relacdo com o meio ambiente, dentre suas
caracteristicas, destaca-se a alta solubilidade em agua 2,50 g L™ a 25 °C e possuli
meia-vida em média de 268,7 dias a depender do tipo de solo. Esse aspecto permite
que o herbicida se disperse facilmente em corpos d'agua e se transporte para
diferentes areas do ambiente, aumentando o risco de contaminacdo. Além disso,
demonstra uma persisténcia no solo, permanecendo ativo por mais de 15 meses,
como documentado por Rodrigues e Almeida (2011) e Moraes et al. (2016).

A persisténcia prolongada do herbicida pode continuar afetando o solo e a
vegetacdo por longos periodos, aumentando o impacto ambiental e levantando
guestdes importantes sobre os efeitos a longo prazo nos ecossistemas. Além disto,
sua aplicacdo também pode provocar alteracBes significativas nas condi¢cdes
microbiol6gicas do meio ambiente.

Os microrganismos desempenham uma série de func¢des cruciais para a saude
e a funcionalidade dos ecossistemas terrestres. Essas funcdes incluem a reserva de
matéria organica, que disponibiliza nutrientes para as plantas e melhoram a qualidade;
ciclagem de nutrientes, essencial para a manutencao do solo e a agregac¢ao do solo,
que influencia a porosidade e retencdo de agua (ZHAO et al., 2024). Como o0s
microrganismos desempenham um papel fundamental nesses processos, é crucial
monitorar sua atividade para entender os impactos ambientais do uso de herbicidas,
como o tebuthiuron no solo (MURINDANGABO et al., 2023).

Nesse sentido, a biorremediacdo no solo surge como uma técnica promissora
para reduzir a toxicidade dos herbicidas, que depende da capacidade dos
microrganismos inoculados de se adaptarem e multiplicarem no ambiente

contaminado, facilitando a degradacao das substancias (MUTER, 2023).
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A adicao de vinhaca pode nesse contexto, estimular a atividade microbiana na
biodegradacéo de pesticidas por meio da bioestimulacéo, que consiste na introducao
de nutrientes para promover o0 crescimento de microrganismos em solos
contaminados (NANTES et al., 2022). Além disso, a abordagem da bioaumentacao
contribui para o tratamento da area ao introduzir microrganismos especializados, com
metabolismo especifico, capazes de transformar substancias nocivas em compostos
menos toxicos ou inertes (LOPES et al., 2022).

Esses inoculantes sdo essenciais para melhorar as condi¢des bioquimica do
solo, promover o crescimento das plantas e acelerar a degradacdo de poluentes,
como pesticidas, restaurando o equilibrio ecolégico, contribuindo para a
sustentabilidade e eficiéncia na descontaminagcdo ambiental. Porém, um dos
principais desafios € manter a atividade dos microrganismos ao longo do tempo,
especialmente em condicdes desfavoraveis, como a falta de nutrientes, pH
inadequado e a presenca de outros contaminantes (MUTER, 2023).

Para abordar essa questdo, é essencial o monitoramento continuo da
respiracdo microbiana utilizando a técnica de respirometria, desenvolvida por Bartha
e Pramer (BARTHA; PRAMER, 1965). Essa técnica mede a producéo de didxido de
carbono (CO;) pelos microrganismos, que é um indicador direto da atividade
respiratoria e, consequentemente, da capacidade de decompor os compostos no solo.
A aplicacdo da respirometria para monitorar a biodegradac¢éo do herbicida tebuthiuron
foi também destacada em diversas pesquisas, mostrando a importancia do método
para analisar as mudancas temporais na atividade microbiana e na degradacao do
pesticida (FARIA et al., 2019; LIMA et al., 2022; NANTES et al., 2021; NEVES et al.,
2021).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a biodegradagdo do herbicida tebuthiuron no solo com o uso de
microrganismos isolados de inoculante agricola.

2.1 Objetivos especificos

e Determinar o metabolismo microbiano na degradacdo do tebuthiuron pelo
método respirométrico;

e Monitorar o efeito da liberagdo CO2 dos isolados microbianos sob o tebuthiuron;



17

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Impactos ambientais de herbicidas

As plantas daninhas competem diretamente com as culturas agricolas por
recursos essenciais, como agua, luz e nutrientes, o que dificulta tanto a implantacéo
guanto o manejo das lavouras, comprometendo o crescimento das plantas cultivadas
e diminuindo significativamente a produtividade; além disso, elas servem de abrigo
para pragas e doencas, facilitando sua entrada e propagacéo no campo (SALOMAO
et al., 2020). O manejo e controle dessas plantas é essencial para otimizar os recursos
essenciais e maximizar o rendimento agricola.

Nesse contexto, o uso de herbicidas para o controle de plantas daninhas é
amplamente utilizado no Brasil. Esses produtos s&o os mais utilizados entre os
agrotoxicos aplicados na agricultura nacional, evidenciando a forte dependéncia do
setor agricola em relacdo a solucdes quimicas (ALBUQUERQUE et al., 2016).

Um exemplo de herbicida é o tebuthiuron [1-(5-terc-butil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-
1,3-dimetilureia]. Este herbicida pré-emergente que pertence ao grupo das ureias, é
utilizado no controle de plantas daninhas de folhas largas e estreitas da cana-de-
acucar, apresentando acao sistémica e seletivo (FEITOSA et. al., 2023).

Sua molécula atua inibindo o fotossistema Il (FSII), interrompendo diretamente
0 transporte de elétrons entre as quinonas A e B. Esse bloqueio causa uma
instabilidade energética no centro de reacdo do FSIl, levando a peroxidacdo dos
lipideos nas membranas celulares. Como consequéncia, desencadeia-se uma série
de processos celulares que resultam no rompimento das membranas e
extravasamento do conteudo citoplasmético, o que provoca a morte da planta por
estresse oxidativo (OLIVEIRA et al., 2011).

Entretanto, é importante considerar que a interacdo entre solo, planta, agua e
atmosfera busca um equilibrio natural, no qual pode ser afetado pela introducéo dos
herbicidas (OLIVEIRA et al., 2018). No ambiente, esses produtos podem seguir
diferentes caminhos e passar por diversas transformacdes, dependendo das
caracteristicas especificas de cada molécula. Eles podem ser levados pelo vento para
lugares distantes, permanecer adsorvidos nos coloides do solo, escoar
superficialmente até lixiviar para o lencol freatico (CORREIA, 2018).

Esses processos podem resultar na contaminacdo de fontes de agua e

impactar negativamente organismos nao-alvo, como insetos benéficos, plantas



18

nativas e fauna aquatica. Além disso, a persisténcia dos herbicidas no meio ambiente
pode comprometer a salde dos ecossistemas, levando a degradacéo que afeta tanto
a biodiversidade quanto a qualidade de vida das comunidades locais (CHOWDHURY
et al., 2008).

Neste contexto, Bicalho et. al. (2013) detectaram altas concentracdes de
residuos de tebuthiuron até uma profundidade de 0,80 m no solo em areas nao-alvo,
como florestas ribeirinhas, localizadas a 40 m do ponto de aplicagdo. Essas
concentragfes podem ser atribuidas as caracteristicas fisico-quimicas do herbicida,
que favorecem sua persisténcia e mobilidade no solo. Isso demonstra que sua
molécula possui elevada acao residual, alta toxicidade e potencial de lixiviacéo,
resultando em impactos ambientais de curto, médio e longo prazo (JOROSOSKI,
2023).

Um aspecto relevante a ser considerado em compostos com alta acéo residual
€ seu impacto na degradacdo microbiana, pois a morte dos microrganismos leva a
uma reducédo significativa da produtividade agricola. As altera¢cdes ou perdas das
propriedades bioldgicas s6 diminui a microbiota, o que esta relacionado a degradacao
da matéria organica. Certos compostos podem inativar ou até eliminar o0s
microrganismos do solo, agravando os impactos ambientais negativos (BORSOI et al.,
2014).

No entanto, sob uma perspectiva ambiental positiva, esses compostos podem
ser degradados ou reduzidos por técnicas de biorremedia¢cédo que ajudam na remocao
sustentavel de contaminantes do meio ambiente. Isso inclui a bioestimulacéo, que
utiliza residuos e a bioaumentacao, que envolve inoculantes. Assim, a biorremediacéo
torna-se essencial para eliminar componentes téxicos a longo prazo, sendo uma

técnica ecologicamente correta, de forma natural e barata (JOROSOSKI, 2023).

3.2 Biorremediacdo em agroecossistemas

Devido a essas preocupacOes, existe atualmente um forte impulso para o
desenvolvimento de biotecnologias destinadas a descontaminacdo de ambientes
afetados (GAYLARDE et al., 2005), tornando indiscutivel o investimento em métodos
alternativos para o tratamento de residuos e a recuperacdo de areas contaminadas.

Além do avanco biotecnologico, € fundamental promover a conscientiza¢do individual
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e coletiva sobre a necessidade de desenvolver e implementar essas solu¢des em prol
da preservacéo ambiental (CORREA et al., 2005.)

Entre as técnicas de remediacdo de solos, a biorremediacéo se destaca como
uma abordagem menos agressiva ao meio ambiente, sendo mais adequada e eficaz
para a preservacao do equilibrio ecologico. Aléem disso, é reconhecida por ser de baixo
custo e altamente promissora (MACHADO, 2018). De acordo com Yakubu (2007), a
biorremediagdo é um dos métodos biotecnologicos que utiliza o metabolismo de
microrganismos para eliminar poluentes de forma eficiente, reduzindo sua
concentracéo e convertendo-os em compostos de menor estrutura quimica.

No processo, o substrato absorvido é decomposto em moléculas menores, que
sdo metabolizadas em reagbes que geram energia, resultando no aumento da
biomassa da populagdo microbiana na medida em que o substrato é consumido, o
gue leva a uma reducdo significativa de sua concentracdo; durante esse processo, a
molécula é completamente degradada em compostos inorganicos (MELO; AZAVEDO,
2008). Portanto, os componentes finais de uma biorremediagdo eficiente se
transformam em agua e gas carbonico (etapa conhecida como mineralizacdo) desta
forma estes compostos possuem subprodutos de baixa toxidade que sao incorporados
ao ambiente sem prejuizo a fauna e flora presente (MARIANO, 2006).

Uma estratégia importante nesse processo € a bioestimulacéo, que consiste na
adicdo de nutrientes organicos e inorganicos para estimular a degradacdo de
contaminantes pela microbiota nativa, por meio de sua atividade metabdlica (TONINI
et al.,, 2010). Esse processo também melhora as caracteristicas fisicas do solo
contaminado, tornando-o mais adequado a biorremediacao (PEREIRA et al., 2012). A
principal vantagem desse método € a ativacdo de microrganismos ja adaptados as
condicdes locais, 0 que pode aumentar a eficacia do tratamento.

Outra abordagem € a bioaumentacdo, que envolve a insercdo de
microrganismos especializados, com metabolismo especifico, capazes de transformar
substancias nocivas em compostos menos toxicos ou inertes, otimizando a
degradacéao de poluentes (MACHADO, 2018).

A degradacéo de compostos quimicos demonstra que diversos microrganismos
sdo altamente versateis na quebra de moléculas recalcitrantes. Pesquisas recentes
em biotecnologia destacam fungos e bactérias como 0s principais microrganismos
eficazes na degradacdo de poluentes, mostrando um elevado potencial para a

recuperacdo de ambientes contaminados (BALAN, 2002).
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Segundo Lima et al. (2022), os microrganismos nativos da cana-de-agucar
podem ser eficazes na biorremediacdo do tebuthiuron no solo. A combinacdo da
microbiota de sistemas convencionais e de plantio direto forma um conjunto
bacteriano sinérgico que potencializa a transformacdo do pesticida em CO,. Além
disso, essa estrutura bacteriana se destaca por mineralizar o tebuthiuron em meia
dose de maneira mais eficiente do que as estruturas isoladas.

Assim, 0s microrganismos desempenham um papel ativo nos ciclos
biogeoquimicos, sendo essenciais para a manutencdo da vida e fundamentais na

reciclagem da maioria das moléculas presentes na biosfera (GAYLARDE et al., 2005).

3.3 Bioinsumos agricolas e microrganismos

A transformacao e o crescimento do setor agropecuario brasileiro nas ultimas
décadas sao nitidos. Com o objetivo de reduzir o uso de agrotoxicos e atender as
demandas do mercado o Governo Federal publicou o Decreto n°® 10.375, de 26 de
maio de 2020, que instituiu 0 Programa Nacional de Bioinsumos (MAPA, 2024).

Os bioinsumos séo produtos, processos ou tecnologias de origem vegetal,
animal ou microbiana utilizados na producéo, armazenamento e beneficiamento
agropecudrio, incluindo sistemas aquéticos e florestas plantadas (VIDAL, 2021).

A fracdo bioldgica composta pelos microrganismos sdo essenciais para o
equilibrio dos ecossistemas, pois ajudam na mineralizacdo e na absorcdo de
nutrientes pelas plantas, melhorando sua nutricdo (MATOS, 2006).

Os microrganismos utilizam vias metabdlicas para gerar energia (ATP) e
biomassa, sendo essas vias especificas para cada grupo microbiano e influenciadas
pela disponibilidade de oxigénio (O;) no ambiente. A respiracdo aerbbia, presente na
maioria dos microrganismos do solo, desempenha um papel crucial na decomposicao
da matéria organica (BINI et al., 2016).

Durante o processo de respiracdo, ocorre a formacéo de CO,, H,O e ions H¥,
que sao transferidos para moléculas carreadoras. Esses elementos desempenham
papéis fundamentais nos processos bioldégicos e quimicos, contribuindo
significativamente para a eficiéncia da biorremediacdo de pesticidas recalcitrantes
devido a sua forte adsor¢cdo em materiais organicos (FERREIRA et al., 2024).

Ha uma ampla variedade de microrganismos viaveis que podem ser utilizados

em processos de biorremediacdo, com énfase nas bactérias por sua taxa de
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crescimento mais rapida em comparacao com fungos e leveduras, especialmente em
condicbes favoraveis (COLLA et al., 2008). Podem se destacar bactérias dos géneros
Azospirillum, Pseudomonas, Alcaligenes, Enterobacter, Proteus, Klebsiella, Serratia,
Bacillus, Arthrobacter, Streptomyces e Nocardia, além de fungos como Mucor e
Fusarium (TOMASSONI et al., 2024).

A diversidade de microrganismos de diferentes dominios reflete a
complexidade e as possibilidades metabdlicas para a degradacdo de compostos
toxicos e poluentes, o que torna sua participacdo essencial para o sucesso dessas
estratégias (SANCHES et al., 2003). O monitoramento pode ser feito por meio da
atividade microbiana, utilizando o método respirométrico, que permite avaliar a

producdo de CO2 ao longo de diferentes ensaios (NANTES, 2023).

3.4 Monitoramento da atividade microbiana

A respiracdo do solo € conhecida como um comportamento da atividade
microbiana, além de refletir os efeitos de toxicidade e processo da biodegradacéo de
compostos organicos adicionados ao solo (CETESB, 2024). Durante a decomposi¢éo
da matéria orgéanica, os microrganismos utilizam O, disponivel, resultando na
formacédo CO, (BINI et al., 2016).

Esse comportamento pode ser avaliado medindo o consumo de oxigénio ou
através da producdo de gas carbbnico durante a biodegradacdo dos compostos
organicos através do método respirométrico (CETESB, 2024). O método é baseado
na Norma Técnica L6.350 da CETESB (1990) e na NBR 14283 (ABNT, 1999) pela
utilizacdo de frascos respirométricos para determinacdo da biodegradacdo de
residuos pelo método respirométrico de Bartha.

O respirbmetro de Bartha e Pramer (1965) € um sistema fechado com duas
camaras interligadas (Figura 1). No frasco de Erlenmeyer, ocorre a biodegradacao do
composto em estudo, e 0 CO2 gerado pela respiracao microbiana é capturado por uma
solucdo de hidréxido de potassio (KOH) no braco lateral do sistema. A quantificacdo
do CO2 pode ser feita por titulacdo do KOH residual ou pela medi¢c&o da condutividade
apos a adicao de cloreto de bario. Assim, os niveis de dioxido de carbono liberados
podem ser calculados e expressos em funcao do tempo de incubacao (BALBA et al.,
1998).
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Figura 1: Desenho esquematico de um frasco respirométrico conforme o método de
Bartha e Pramer (1965).
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Fonte: Lopes e Bidoia (2009).

Os microrganismos desempenham um papel crucial na descontaminacao de
ambientes por meio da biorremediacdo, uma técnica de baixo custo e menos
agressiva ao meio ambiente (MORAIS FILHO et al., 2016). O conhecimento dos
processos metabdlicos microbianos e dos fatores que influenciam sua atividade pode
fornecer informacdes valiosas para o desenvolvimento de novas estratégias (BINI et
al., 2016). O entendimento dos processos e das condi¢cdes ambientais que a influéncia
pode maximizar a eficiéncia da biorremediacdo, tornando-a uma solucdo mais
sustentavel e eficaz para a descontaminacao de ambientes, contribuindo, assim, para

a preservacao do equilibrio ecolégico.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — FCAT/Unesp, Campus
de Dracena. O solo utilizado foi um Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico de textura
franco-arenoso (SANTOS et al., 2018) sem histérico de aplicacdo de pesticida,
coletado da Fazenda Experimental a uma profundidade de até 20 cm, sendo
posteriormente peneirado e armazenado. Ressaltando que o solo coletado é de um
experimento anexo. Subsequentemente, uma analise granulométrica descreveu o
solo como contendo 79,40% de areia, 14,10% de argila e 6,50% de silte
caracterizando a textura arenosa. A correcdo do solo, foi realizada com base na

composicdo quimica antes da instalacao do experimento, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Analise quimica do solo.

Parametros Valor Unidade
pH 4,3
Matéria Orgénica 7,0 g.dm™
Potassio 1,1
Calcio 2,0
Magnésio 9,0 mmolc.dm™
Hidrogénio + Aluminio 22,0
Aluminio 9,0
Cobre 0,1
Ferro 1,0
Manganés 0,5
Zinco 0,1
Fosforo 2,0 mg.dm~
Boro 0,08
Enxofre 50
Soma de bases 12,1
CTC 34,1
Saturacéo de Bases 35 %
Saturacdo de Aluminio 43

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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O herbicida analisado foi o tebuthiuron, adquirido em estabelecimento
comercial na forma do produto Combine® 500SC (500 g i.a. L™, Dow AgroSciences
Industrial Ltda.). Além disso, foram obtidas cinco cepas microbianas fornecidas pela
empresa AMTec Bioagricola® Ltda. (Uberlandia-Brasil).

Estes microrganismos sdo componentes do inoculante agricola comercial da
empresa e tém origem em isolamentos ambientais do Brasil. Para os experimentos,
eles foram codificados como CMA 468, CMA 474, CMA 473, S27 (bactérias) e CMA
FB1 (fungo filamentoso), sendo que a identificacao filogenética é de dominio privado
da empresa (AMTec Bioagricola®) e, por isso, ndo pode ser divulgada.

4.1 Desenho experimental

O experimento teve um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 6
tratamentos e 4 repeti¢des, totalizando 24 unidades experimentais. Esses tratamentos
incluiram a presenca de um microrganismo nativo ja presente no préprio local de
coleta do solo e cinco isolados com tebuthiuron propondo a bioaumentacao, conforme

descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Tratamentos para monitoramento respiromeétrico.

Tratamentos Cadigo Grupo microbiano
MO Controle Nativo
M1 CMA 468 Bactéria
M2 CMA 474 Bactéria
M3 CMA 473 Bactéria
M4 S27 Bactéria
M5 CMA FB1 Fungo filamentoso

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.2 Aplicacéo de fertilizantes e herbicidas no solo

Com base nas analises realizadas conforme a Tabela 1, foram adotadas
estratégias de correcdo da fertilidade do solo e acidez, a fim de otimizar os
subsequentes processos (Figura 2). Para 144 kg de solo, foram aplicados 52,50 g
(947,92 kg.hat) de calcério para regular o pH. Enguanto para a correcéo da fertilidade,

foram aplicados adubos sintéticos, sendo que para 144 kg de solo, aplicou-se 25 g
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(451,4 kg.hat) de superfosfato simples para suplementacéo de fésforo e 5,53 g de
cloreto de potassio (99,85 kg.hal) para garantir teores adequados de fésforo e
potéssio respectivamente, ressaltando que os calculos estédo disponiveis no Apéndice
1.

ApoOs a correcao, foram preenchidos vasos plasticos de 4,0 L com solo para
receber a aplicacdo do tebuthiuron na dose recomendada pela bula do produto. O
herbicida foi pulverizado a uma taxa de 2,0 L de produto comercial ha! (1000 g de
ingrediente ativo hal), que é a dosagem recomendada para solos arenosos. A
pulverizacao foi realizada usando equipamento de laboratério automatizado fornecido
pelo Grupo de Pesquisa NETA (Nucleo de Estudos em Tecnologia de Aplicacdo), a
uma velocidade de 5 km h, a 0,75 m acima do solo, com bicos XR 8002 a uma
pressdo de 2,0 bar e uma vazdo de 0,65 L min?, espacados 0,5 m entre si e
pressurizados com COz2, fornecendo um volume de aplicacdo da calda de 156 L ha*
(Figura 3).

Figura 2: Correcao da fertilidade do solo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 3: Pulverizacdo automatica do herbicida tebuthiuron.

W

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.3 Padronizacao do inéculo

Preliminarmente, os isolados microbianos foram obtidos pela empresa apés
reativacao das cepas e crescimento em caldo nutritivo por 48 h a 25 °C. Assim, 0s
inoculantes foram padronizados para uso no experimento, de acordo com o seguinte
procedimento: Para o grupo bacteriano (CMA 468, CMA 474, CMA 473 e S27), foi
adotada a determinacao por densidade Optica com medicdes de absorbancia a 620
nm por meio do espectrofotdmetro UV-Vis.Com uma média de 0,744 a.u., o inéculo
das cepas bacterianas foi padronizado para 108 CFU mL™L. A padronizacgédo do isolado
fungico (CMA FB1) contou 0 niumero de esporos por microscopia em camara de
Neubauer. Da mesma forma, o numero total de esporos para esse inoculo foi

determinado em 108 mL1.

4.4 Testes respirométricos

Com base na bula do inoculante microbiano comercial, aaplicacdo deve ser
realizada em solo Umido. Portanto, o ponto de saturacdo liquida do solo foi
determinado antes da adicdo da dose recomendada de cada isolado microbiano,
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inserido em 20 mL kg™ de solo. Com base nessa medigéo, foram calculados o volume
de inoculante e de agua deionizada a serem adicionados a cada respirémetro.

A partir disso, os frascos respirométricos foram preparados, contendo uma
camara com 50 gramas de solo com tebuthiuron, acompanhados de 1 ml da cepa
microbiana padronizada e 7,5 mL de agua deionizada, a fim de manter o solo em
estado de umidade adequado. A camera lateral do dispositivo foi reservada para
conter 10 mL de uma solucédo de hidréxido de potassio (KOH) a 0,2 mol, conforme a
Figura 4. Este composto desempenha um papel importante na captura do CO2
liberado durante o processo de degradacdo. Os bioensaios monitoraram a
biodegradacdo por 60 dias com a incubagdo em condi¢cdes controladas na BOD
(Biochemical Oxygen Demand) a uma temperatura constante de 28 + 2°C, com

auséncia de luz.

Figura 4: Respirdmetros montados.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O procedimento para medir a liberagéo de COg, foi realizado por meio da leitura
da condutividade elétrica (CE), utilizando um condutivimetro OneSense Cond 2500.

Esse método envolve varias etapas, comecando pela insercdo de uma seringa
na solucéo de hidréxido de potassio (KOH) e retirando do braco lateral do respirador.
Em seguida, o sensor foi lavado duas vezes com 10 mL de agua deionizada fervida,

livre de CO2. Apés a lavagem, adicionou-se 1 mL da solucdo de cloreto de bario
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(BaCl2) a 0,25 mol nas amostras retiradas e entdo é feita a leitura. Para garantir a
renovacdo do ambiente interno, € efetuada a injecéo de ar no respirdbmetro. Por fim,
foi adicionada uma nova porcédo da solucdo de KOH no frasco para que possa

continuar o processo de monitoramento (Figura 5).

Figura 5: Analise da respiracédo microbiana pelo método respirométrico.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
Legenda: A) retirada da solugdo KOH, B) adi¢cdo de 4gua deionizada isenta de CO; e C) adicdo
da solucao de BaCl,, D) medi¢éo da condutividade elétrica, E) renovagao da atmosfera interna

e F) adic&o de nova solugéo de KOH.

A produgdo de CO2 microbiano foi quantificada indiretamente (Eq. 1; R? ~
0,9999) utilizando medi¢des de condutividade elétrica transformando os valores de
em mS para mg de CO2 (FARIA et al., 2013).

GCO2= 1554,8-95,726+CE (Eq.1)
GCOz2 = geragéo de gas carbdnico em mg;
CE = condutividade elétrica, em mS.
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4.5 Anélise de dados

Os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett para normalidade e homocedasticidade
verificaram a distribuicdo e a variancia dos dados, respectivamente. Uma analise de
variancia e o teste post-hoc de Tukey (p < 0,05) avaliaram os dados experimentais
para comparar a produgéo de CO:2 entre diferentes cepas microbianas. Além disso,
um modelo logaritmico foi ajustado aos dados de respirometria para descrever o
comportamento cinematico da producao de CO: (Eq. 2):

y=a *In(x)+b (Eq. 2)
onde,

y: CO2 acumulado em mg (variavel dependente);
x: tempo em dias (varidvel independente);
a: coeficiente da inclinacao da curva logaritmica; e

b: coeficiente do intercepto da curva logaritmica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 6 mostra a producéo de CO2 em cada avaliagdo semanal ao longo de
60 dias. De maneira geral, as amostras de solo com tebuthiuron mostraram uma taxa
metabdlica mais alta pelos microrganismos no inicio, mesmo no controle sem inoculo
(MO0). Subsequentemente, a evolugdo de CO:2 reduziu gradualmente devido a menor
concentracdo de substrato para o metabolismo microbiano. No entanto, a cepa
bacteriana CMA 473 (M3) se destacou com uma respiracao mais alta do que os outros

isolados, especialmente entre os dias 30 e 40.

Figura 6: Producdo semanal de CO2 durante 60 dias de respiracdo microbiana em

solo com tebuthiuron em ambiente controlado.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Enquanto na Figura 7, os resultados revelaram uma taxa de respiragdo mais
alta aos 60 dias no M3 (1343 mg CO2), seguida pela cepa fungica (M5 - 1256 mg
CO2). As outras trés espécies bacterianas mostraram um comportamento semelhante
com metabolismo mais baixo. Desta forma, o solo controle sem inoculo (MO - 943 mg
CO2) teve a menor taxa de producao de CO2, evidenciando o impacto positivo da
inoculacdo microbiana na biodegradacéo do tebuthiuron.

Esses resultados sdo importantes para perspectivas futuras na area, conforme
a conclusdo de uma revisdo recente por Lopes et al. (2022). Os autores observaram
gue o grupo fangico é pouco explorado como agente biodegradavel para pesticidas

no solo. Portanto, a segunda maior taxa de respiracdo encontrada no M5 revela o
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potencial desses microrganismos que pode ser explorado no desenvolvimento de
ferramentas biotecnoldgicas em solo agricolas.

Em relacdo as equacdes do modelo matematico na Figura 8, observa-se que a
fase estacionaria do solo controle (M0) est4 mais préxima de ocorrer em comparagao
com 0s outros tratamentos. A auséncia de microbiota especifica representou uma
producédo de CO2 menor, que quase atingiu seu ponto maximo em 60 dias. Por outro
lado, amostras de solo com tebuthiuron e bioaumentagdo exigirdo periodos mais
longos para que as curvas desacelerem, uma vez que as cepas microbianas
apresentaram uma alta taxa de respiracéo, especialmente M3 e M5.

Isso demonstra que os modelos logaritmicos se ajustaram bem aos dados de
producdo de CO: (Figura 8), mostrando uma tendéncia de aumento na respiracao
microbiana, seguida de desaceleracdo ao longo do tempo, conforme avaliacdes
semanais. Esses resultados indicam que o modelo proposto, que relaciona o
metabolismo dos microrganismos ao tempo de incubacao, € uma ferramenta util para
avaliar a biodegradacao do tebuthiuron no solo, com coeficientes de determinagéao
(R?) acima de 0,88. Assim, a andlise foi baseada nessa modelagem matematica que
€ uma ferramenta importante para tomadas de decisdes sobre o tratamento de solos
com herbicida (LIMA et al., 2022; NANTES et al., 2023)

O modelo logaritmico € uma ferramenta (til para descrever a atividade
microbiana. No entanto, o modelo assume que o crescimento microbiano é
exponencial continuo, o que ndo é realista em ambientes onde 0s recursos estdo
esgotados ou onde ha inibicdo pelos produtos do metabolismo. Esse é um fator
limitante, pois 0 modelo s6 pode ser util para modelar a fase inicial da atividade
metabdlica e da degradacédo de pesticidas, onde as popula¢gdes microbianas estédo se
estabelecendo e comecgando a se multiplicar rapidamente.

Portanto, usar este modelo como exemplo para prever o comportamento futuro
dos valores é errbneo. Neste caso, é necessario recorrer a modelos capazes de
capturar as dindmicas nao sigmoides do crescimento microbiano a longo prazo, como
Monod e Haldane, quando o crescimento microbiano € influenciado pela concentracéo
do pesticida (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2021) ou Michaelis-Menten, que
descreve a cinética da degradacéo de pesticidas (WILSON e GERBER, 2021). Thieffry
et al. (2024) destacaram que, para monitorar a relacéo entre pesticida e comunidade
microbiana, é fundamental utilizar métodos de aprendizado de maquina e modelos

estatisticos de previsao.
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Apesar de todas as adversidades, o0 modelo matematico do presente estudo
forneceu resultados preliminares muito satisfatorios e € apoiado por outras analises
estatisticas para revelar o impacto do tebuthiuron na comunidade microbiana
bioaumentada ou ndo bioaumentada. Além disso, fatores externos e condicfes
ambientais, como temperatura, umidade, teor de matéria organica e pH, podem
influenciar a diminuicdo da atividade enzimatica do metabolismo microbiano e
determinar o sucesso da biorremediacdo (WANG et al., 2023; GIRI et al., 2021).

Embora os microrganismos nativos estivesse adaptado ao solo desequilibrado
e as condi¢cdes ambientais, a inclusdo de tebuthiuron no sistema reduziu a atividade
microbiolégica e, concomitantemente, a taxa de respiracdo, especialmente em MO.
Em termos praticos, ha opgbes para resolver esse impasse. Em primeira instancia, €
possivel melhorar as condicbes quimicas do solo (bioestimulacdo), adicionando
matéria organica, nutrientes, entre outros, ao sistema. No entanto, pesticidas
recalcitrantes, como o tebuthiuron, sao fortemente adsorvidos em materiais organicos,
o que dificulta sua dissipacdo (FERREIRA et al., 2024). Portanto, a alta afinidade
desses pesticidas com a matéria organica reduz sua biodisponibilidade, dificultando a
degradacdo microbiana. Essa persisténcia ho ambiente pode levar a contaminacgao
prolongada e possiveis efeitos adversos na saude do solo e nos ecossistemas.

Ensaios bioquimicos de respiracdo ja demonstraram que a mineralizacao do
tebuthiuron no solo é dependente do tempo, mesmo com a presenca de vinhaca como
bioestimulante microbiano (FARIA et al., 2019; NANTES et al., 2023; NEVES et al.,
2021). No entanto, doses elevadas do herbicida podem causar toxicidade aos

microrganismos e comprometer a atividade no solo (SOUTO et al., 2013).
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Figura 7: Teste de comparacao de médias para a producdo acumulada de CO:2 aos

60 dias de respiracdo microbiana em condi¢cfes controladas.
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Figura 8: Producdo acumulada de CO:2 durante 60 dias de respiracdo microbiana no

lo com tebuthiuron em condi¢des controladas.
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Em segunda instancia, pode-se realizar a bioaumentagéo, técnica proposta
neste estudo. A inoculacdo de cepas microbianas, sejam flngicas ou bacterianas,
pode promover a dissipacdo de pesticidas recalcitrantes (RAMIREZ et al., 2023).

Cepas microbianas isoladas com potencial para biodegradar o composto poluente
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maximiza o tratamento do solo com tebuthiuron por meio da bioaumentacéo (LIMA et
al., 2022; LOPES et al., 2022). De acordo com PAIDI et al. (2021), a bioaumentacao
melhora o metabolismo microbiano, auxiliando na degradacédo de pesticidas e
potencialmente aumentando as taxas de respiracdo dos microrganismos em solos
contaminados com pesticidas.

Além disso, como os resultados mostraram que os inoculantes foram eficazes
em tolerar e remover os residuos de tebuthiuron em condi¢cdes controladas, a
bioaumentacdo em campos agricolas contaminados poderia ser uma sugestéo para
definir a verdadeira eficiéncia e eficacia dos inoculantes. Por exemplo, Fang et al.
(2008) observaram que a taxa de degradacéo do clorpirifés no campo aberto foi mais
rapida do que na estufa, o que pode ser atribuido as diferentes condigcdes ambientais.

Portanto, os inoculantes utilizados nesta pesquisa mostraram evidéncias de
gue podem ser usados como biorremediadores do herbicida tebuthiuron. Esses
microrganismos elevam a bioaumentagcado a um nivel superior no que diz respeito ao
papel dos inoculantes comerciais em solos contaminados por pesticidas. Por isso, um
entendimento mais preciso da ecologia e dos modos de acdo das cepas de
inoculantes é essencial para otimizar sua eficiéncia e eficacia, possibilitando a
orientacdo de estudos sobre 0 uso de inoculantes na agricultura (HARIS et al., 2023).

No entanto, a implementacdo deve ser cuidadosamente planejada e
monitorada para evitar possiveis impactos na microbiota nativa e no ecossistema do
solo. De fato, as cepas introduzidas competem com 0S microrganismos nativos por
nutrientes e espaco. Em alguns casos, isso pode resultar na supressao de populacdes
microbianas nativas benéficas, afetando negativamente a saude do solo e a fungcdes
ecoldgicas em agroecossistemas (MUTER, 2023).

Além disso, para futuros experimentos, a bioaumentacdo poderia ser integrada
com outros métodos de remediacdo de pesticidas, como bioestimulacéo,
fitorremediac&o ou o uso de biochar. Essas praticas ja foram comprovadas na limpeza
de solos contaminados com poluentes organicos persistentes (SILVA et al., 2020),
promovendo o desenvolvimento sustentavel e a protecdo ambiental (BONES et al.,
2023). Entretanto, incluir estudos ecotoxicoldgicos na biorremediacao € essencial para
avaliar os possiveis efeitos téxicos dos microrganismos introduzidos em organismos

nao-alvo, como plantas, insetos e outros microrganismos.
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Este estudo preliminar fornece informacdes importantes sobre a influéncia do
tebuthiuron na respiracdo microbiana do solo, destacando a bioaumentacdo como
uma estratégia promissora para mitigar os efeitos negativos dos pesticidas no
ambiente. Os resultados obtidos dos in6culos apontam para o desenvolvimento de
solucbes inovadoras e eficazes na degradacdo de compostos quimicos no solo,
gquando comparado ao solo controle sem inoculo que apresentou a menor taxa de
producéo de COz2. Isso contribui para a sustentabilidade ambiental e para melhorias
praticas de remediacdo de ecossistemas terrestres contaminados por residuos de
tebuthiuron, representando um avanco significativo na busca por solucdes
biotecnoldgicas para a descontaminacdo ambiental e a restauracao da qualidade dos

solos e ecossistemas afetados.
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6. CONCLUSAO

A bioaumentacdo com inoculantes microbianos comerciais, tanto do grupo
bacteriano quanto do flingico, mostrou-se promissora para a remediacdo de solos
contaminados com tebuthiuron. O uso de inoculantes comerciais resultou em maior
produgcdo de COg2, indicando alta atividade microbiana e potencial degradag¢do do
herbicida, na qual o tratamento com a cepa bacteriana CMA 473 (M3) destacou-se
com a maior taxa de respiracao (1343 mg COz2), seguido pelo tratamento com fungos
filamentosos (M5 - 1256 mg CO3), sugerindo que ambos 0s grupos de microrganismos
podem ser eficazes na biorremediacéo do tebuthiuron.

Os fungos, sdo importantes ndo apenas pela contribuicdo a biorremediacéao,
que ajuda na restauracdo do solo, mas também porque a pesquisa sobre eles ainda

€ escassa e merece ser aprofundada.
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APENDICE 1

CALCULO DA CORRECAO DA FERTILIDADE DO SOLO

A. Dados

e Profundidade de coleta do solo de 20 cm;
e 144 kg de solo no total,

e 52,50 g de calcario;

e 25 g de superfosfato simples; e

e 5,53 g de cloreto de potassio.

B. Adotar a densidade do argissolo
e 1,3 g/cm®=1.300 kg/m3.

C. Volume do solo de 1 ha na camada aravel
e 10.000 m? de solo (area) x 0,20 m (profundidade) = 2.000 m3.

D. Calcular a quantidade de solo em 1 ha (através da densidade)

d_m
Y
1.300 = 3500

m = 2.600.000 kg de solo em 1 ha.

E. Calcular a quantidade de fertilizantes em 1 ha

n

e Calcério
144 kg de solo ------------ 52,50 g calcario
2.600.000 kg de solo ---------- X
X =947.916,67 g/ha ou 947,92 kg/ha de calcario.

e Superfosfato simples
144 kg de solo ------------ 25 g superfosfato simples
2.600.000 kg de solo ---------- X
x = 451.388,89 g/ha ou 451,4 kg/ha de superfosfato simples.

e Cloreto de potassio
144 kg de solo ------------ 5,53 g cloreto de potassio
2.600.000 kg de solo ---------- X
X =99.847,22 g/ha ou 99,85 kg/ha de cloreto de potassio.



