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RESUMO

A cultura da cana-de-acucar (Saccharum spp.), devido a sua producdo em larga escala,
necessita da aplicagdo de produtos quimicos para o controle de plantas daninhas. Assim, é
comum o uso de herbicidas principalmente pela sua eficiéncia e baixo custo. Neste sentido, 0
tebuthiuron é um dos herbicidas mais usados no cultivo da cana-de-agucar no pais. Embora os
pesticidas possam ter um efeito benéfico sobre a produtividade agricola, deve-se considerar o
risco potencial desses compostos quimicos no ambiente, o que tem despertado o interesse
cientifico para sua degradacdo e seu comportamento ambiental junto aos compostos
relacionados. Em vista dos efeitos adversos da sua utilizacdo, como toxicidade para espécies
ndo-alvo e producdo de compostos intermediarios no ambiente, ele tem chamado a atencéo
para melhor compreensdo da persisténcia no ambiente e no desenvolvimento de métodos
eficientes de descontaminacdo. Logo, o presente trabalho prop6s compreender a acdo de
isolados microbianos de dois sistemas de cultivos na biodegradacgao do herbicida tebuthiuron.
Primeiramente, foram isoladas linhagens potencialmente biodegradadoras de tebuthiuron a
partir de amostras de solo em &rea cultivada com cana-de-agUcar em sistema convencional
(ICV) e de cultivo minimo (ICM). Assim, ensaios respirométricos foram conduzidos com solo
associado a trés doses do herbicida (auséncia, 0,5T e 1,0T) e a quatro in6culos microbianos
(auséncia, ICM, ICV e ICM-ICV). O experimento foi conduzido por 91 dias, sendo 0s
resultados analisados estatisticamente e elaborados modelos matematicos da cinética do
metabolismo microbiano. Os resultados revelaram que as linhagens bioprospectadas foram
capazes de degradar a molécula de tebuthiuron no solo. Na presenca da maior concentragdo
do herbicida, houve uma maior atividade microbiana na producdo de CO». Os tratamentos que
utilizaram os indéculos consorciados (ICV-ICM) apresentaram uma maior taxa respiratoria
quando presente a dose do herbicida recomendada no produto comercial. Além disso, o estudo
cinético evidenciou o maior potencial de metabolismo do tebuthiuron pelos indculos
bioprospectados em solo de sistema convencional de cultivo de cana-de-agicar com histérico
de aplicagdo de tebuthiuron. Vale ressaltar que as curvas de respiragdo microbiana ao longo
do tempo ajustaram-se ao modelo de Gompertz que estimou a cinética de biodegradacdo do
tebuthiuron sob acdo dos diferentes indculos microbianos. Neste sentido, o estudo destaca-se
como o pioneiro na demonstracgdo de modelos matematicos adaptados a cinética de
degradacdo microbiana do tebuthiuron.

Palavras chave: Respirometria. Biodegradacdo. Bioprospeccdo. Herbicida. Modelagem
matematica.



ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum spp.) large-scale production requires the application of chemicals to
control weeds. Thus, it is common to use herbicides mainly for their efficiency and low cost.
Tebuthiuron is one of the most widely used herbicides in sugarcane crops in Brazil. Although
pesticides can have a beneficial effect on agricultural productivity, the potential risk of
chemical components in the environment must be considered, which has aroused scientific
interest for their degradation and environmental behavior with related compounds. About
these adverse effects such as toxicity to non-target species and intermediate compounds
generation, it has drawn attention to a better understanding of persistence in environment and
the development of efficient decontamination methods. Therefore, the present research
proposed comprises microbials action from two cultivation systems in the biodegradation of
tebuthiuron. Firstly, potentially biodegradable tebuthiuron strains were isolated from soil
samples in an area cultivated with sugarcane in conventional (ICV) and no-tillage (ICM)
systems. Thus, respirometric tests were conducted with soil associated with three herbicide
doses (zero, 0.5T and 1.0T) and four microbial inocula (absent, ICM, ICV and ICM-ICV).
Experiment was performed for 91 days and results were analyzed statistically and also used in
a mathematical modelling. Results revealed that bioprospected strains were able to degrade
the tebuthiuron molecule in soil. In the presence of the highest herbicide concentration, there
was a greater microbial activity in CO. production. Treatments that used the intercropped
inoculants (ICV-ICM) presented a higher respiratory rate when present the recommended
dose of the herbicide. Moreover, the kinetic study showed the greatest potential for
metabolism of tebuthiuron by the bioprospecting inoculum in soil of sugarcane cultivation in
conventional system with a history tebuthiuron application (ICV). Furthermore, microbial
respiration curves over time adjusted to the Gompertz model that estimated the tebuthiuron
biodegradation kinetics under the action of different microbial inoculums. Therefore, this
study stands out as the pioneer in demonstrating mathematical models adapted to the
tebuthiuron microbial degradation kinetics.

Keywords: Respirometry. Biodegradation. Bioprospecting. Herbicide. Mathematical
Modeling.
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1 INTRODUCAO

A producéo de cana-de-acUcar possui grande importancia nacional devido a sua alta
produtividade, com destaque nos setores energético e econdémico. Nesta cultura, as plantas
invasoras representam o maior fator bidtico com capacidade de interferir negativamente na
produtividade, pois competem pelos recursos disponiveis e elevam os custos de produgédo
pelos tratos culturais (MACIEL et al., 2008; BERGMANN, 2019).

Assim, visando uma alta produtividade em cultivos agricolas 0 método quimico é o
mais empregado para o controle de plantas daninhas. Neste sentido, o Brasil é o lider do
ranking da utilizacdo de pesticidas, ressaltando sua utilizacdo ao longo de todo ano para
inimeras culturas (NASCIMENTO, 2016).

O aumento na demanda global por alimentos intensificou o uso de herbicidas nas
lavouras, o que promoveu o langcamento intensificado desses compostos no ambiente, cujo
potencial de deslocamento no solo ocasiona impactos ambientais maiores. A contaminacgéo
das aguas superficiais e subterrdneas pelos processos de lixiviacdo e percolacdo em &reas
agricolas maximiza o impacto ao meio ambiente e a saude humana (MACIEL et al., 2008).

Somado a isso, diversas transformac6es podem ocorrer quando pesticidas sao langados
no meio ambiente. Esta série de reagcdes pode modificar ou degradar partes da sua molécula e,
desta forma, alterar sua estrutura quimica, e gerar outros compostos intermediarios (AZANIA
et al., 2005). No processo de degradagédo, o resultado ideal seria originar compostos com
menor efeito toxico que a molécula original, mas em muitos casos 0s compostos gerados
podem ter efeito ainda mais nocivo ao meio ambiente (VILLAVERDE et al., 2017).

Dentre os herbicidas empregados na producdo de cana-de-agUcar, destacam-se 0
tebuthiuron, a hexazinona, o diuron e a ametrina (BRASIL, 2020).

O tebuthiuron possui agdo pré-emergente, que atua na fotossintese ao interromper o
transporte de elétrons no fotossistema Il nas plantas. Assim, o modo de agédo é pela inibicéo
da fotossintese, se ligando ao sitio de ligacdo da plastoquinona QB, e proteina D1 do
fotossistema Il. Ha ainda nesse processo um bloqueio de transporte de elétrons, que resulta na
paralisacdo da fixacdo de CO2 e producao de ATP e NADHP2, elementos fundamentais para a
sobrevivéncia da planta. Desta forma, é induzida a morte da planta invasora (BRASIL, 2020;
WANG et al., 2019; OLIVEIRA JR. et al., 2011). Sua molécula (N-t5-(1,1-dimetiletil) -1,3,4-
tiadazol-2-il-N, N-dimetilureia) pertence ao grupo das ureias substituidas, sendo seletivo e de
acdo sisttmica (MORTON; HOFFMAN, 1976; BRASIL, 2020). Possui alta solubilidade em
agua e, portanto, torna-se altamente persistente no solo e em aguas superficiais e subterraneas

0 que ocasiona uma elevada toxicidade ambiental. Esta molécula esta registrada sob registro
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n°® 00718701, sendo classificada como classe Il (BRASIL, 2020). Desta forma, pelas suas
caracteristicas quimicas, meia vida alta e ser largamente utilizado, o tebuthiuron representa
um dos principais contaminantes em dareas agricolas. Sua meia vida é de 15 meses
(RODRIGUES; ALMEIDA, 2011), em outros estudos pode-se encontrar residuos ap6s 24
meses ou mais, posterior a sua aplicagdo (HUSSAIN et al., 2015; PRETE et al., 2017;
IBAMA, 2019).

Logo, a biorremediacdo apresenta-se como estratégia ecologicamente viavel no
tratamento de areas impactadas com residuos organicos, como os aplicados na lavoura de
cana-de-acucar. Seu principal fundamento baseia-se na aceleracdo dos processos biologicos
de degradacdo, estimulando a agdo de microrganismos sobre compostos orgénicos a fim de
metaboliza-los em moléculas menos toxicas (VILLAVERDE et al., 2017; FRANCISCO;
QUEIROZ, 2018).

Varios estudos ja relataram o impacto do tebuthiuron residual em diferentes
ecossistemas aquaticos e no entorno da area plantada com cana-de-agucar (MICKELSON et
al., 2001; DONALD et al., 2004; SIBER et al., 2009; LEWIS et al., 2012; FLORES et al.,
2013), assim como a sua bioacumulacdo nos organismos, impactando negativamente na
biodiversidade de espécies vegetais e animais em diferentes ecossistemas (DAM et al., 2004;
SIBER et al., 2009; WAN et al., 2014; QIAO et al., 2014). Assim, ha prejuizo a saude
humana devido a ingestdo de alimentos contaminados ou através do contato com
contaminante (BOUWMAN et al., 2012).

Diante do exposto, surge como alternativa a utilizacdo de cepas de microrganismos
bioprospectados com o intuito de diminuir os efeitos toxicos deste herbicida. A microbiota
natural do solo possui um alto potencial para degradar e transformar pesticidas em moléculas
organicas menos toxicas e/ou inertes (VILLAVERDE et al., 2017). O modelo de remediacgéo
utilizando a propria capacidade do ambiente denomina-se atenuacdo natural. Logo, sua
eficiéncia pode ser melhorada por técnicas que minimizam os efeitos negativos de moléculas
poluentes (CARDOSO, 2016; MORILLO; VILLAVERDE, 2017).

Diferentes fatores podem interferir na taxa de metabolizacdo de moléculas de
interesse, como o0 substrato; a atividade de hidrélise enziméatica dos microrganismos
biodegradadores, os parametros fisicos e quimicos do solo; temperatura; entre outros
(MARCATO; YABUKI; FONTANETTI, 2014). Na literatura cientifica, ndo ha estudos
especificos de microrganismos que possam degradar o tebuthiuron relacionados a cinética de

mineralizacdo do herbicida no solo in situ ou em laboratério.
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Desta forma, relatar a produgdo de CO> a partir do metabolismo do tebuthiuron por
isolados microbianos de solo com cultivo de cana-de-agUcar se faz importante para suprir essa
lacuna de conhecimento. Assim, nesse estudo sdo fornecidos parametros e modelos
matematicos até entdo inexistentes para este herbicida, a fim de nortear futuramente

investigacdes de bioprocessos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cana-de-Acucar

A cana-de-agUcar esta no grupo das gramineas do género Saccharum spp e
representa uma cultura perene introduzida no Brasil junto a colonizacdo portuguesa.
Atualmente, ha um interesse crescente no desenvolvimento desta cultura pela alta
produtividade em biomassa, energia, bioetanol e aclcar (GOLDEMBERG et al., 2008;
SPAROVEK et al., 2009; WALTER et al., 2011; ADAMI et al., 2012).

Esta cultura representa um dos setores mais importantes da economia brasileira,
sendo o pais 0 maior produtor mundial de cana-de-agucar, gerando uma riqueza equivalente a
US$ 43 bilhdes por ano, ou seja, cerca de 2,0% do PIB nacional. Em aproximadamente 8,5
milhGes de hectares na safra 2019/20 foi cultivado cerca de 642,7 milhdes de toneladas na
producéo nacional de cana-de-agucar (CONAB, 2020).

O investimento em fontes energéticas com baixa demanda de carbono e o aumento
pela busca por fontes de energia renovaveis estimularam o mercado mundial de
biocombustiveis, o que propiciou um significativo aumento na produgdo e no consumo no
setor sucroenergético (CALDARELLLI, 2018). Além disso, destaca-se seu impacto positivo na
geracdo de empregos diretos e indiretos na cadeia produtiva, mas também de forma negativa
no extenso uso de recursos naturais e geragdo dos residuos agroindustriais (ASSAD, 2017;
UNICA, 2019).

Neste contexto, o Brasil possui uma alta produtividade devido as condicGes
favordveis ao seu cultivo como &rea e caracteristicas edafocliméaticas. No entanto, esses
fatores ambientais favorecem também o desenvolvimento de uma alta diversidade de espécies
daninhas, as quais interferem no desenvolvimento e produtividade da cultura da cana-de-
acucar (NASCIMENTO, 2016).

A diversidade nos fatores ecoldgicos proporciona base para o surgimento de uma
grande variedade de espécies vegetais, as quais competem com as culturas por recursos como:
agua, luz e nutrientes (OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011). Consequentemente, as extensas
areas da lavoura canavieira devem ter um sistema eficiente de controle dessas espécies
infestantes, o que € representado pela aplicacdo de herbicidas com acdes pré- e pds-
emergentes (MACIEL et al., 2008; BERGMAN, 2019).

2.2 Impacto Ambiental de Herbicidas
O método quimico é o mais utilizado para o controle de plantas daninhas visando

uma alta produtividade em cultivos agricolas. Neste sentido, o Brasil € o lider do ranking da
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utilizacdo de pesticidas, ressaltando sua utilizacdo ao longo de todo ano para inUmeras
culturas (NASCIMENTO, 2016).

Os herbicidas sdo substancias que agem na germinacao e/ou no desenvolvimento de
plantas especificas e sua eficacia e seletividade neste controle estéo relacionadas a intensidade
em que ocorrem 0s processos de sorcdo, transformacdo e transporte (CHRISTOFFOLETI et
al., 2008).

O aumento na demanda global por alimentos intensificou o uso de herbicidas nas
lavouras, 0 que promoveu o acumulo desses compostos no ambiente, cujo potencial de
deslocamento no solo ocasiona impactos ambientais maiores. A contaminagcdo das aguas
superficiais e subterrdneas pelos processos lixiviacdo e percolacdo em areas agricolas
maximiza o0 impacto destas substancias ao meio ambiente e a salde humana
(CHRISTOFFOLETI et al., 2008; MACIEL et al., 2008).

Somado a isso, diversas transformacdes ocorrem quando pesticidas séo langadas no
meio ambiente. Esta série de reacdes pode modificar ou degradar partes da sua molécula e,
desta forma, alterar sua estrutura quimica, gerando outros compostos intermediarios
(AZANIA et al., 2005).

2.3 Tebuthiuron

Como grande produtor agricola, o Brasil assume igualmente o papel de grande
consumidor de pesticidas no mundo. Quanto aos pesticidas empregados na cana-de-agtcar
destacam-se o tebuthiuron, a hexazinona, o diuron e a ametrina (BRASIL, 2020).

@) tebuthiuron (N-t5-(1,1-dimetiletil)-1,3,4-thiadazol-2-yll-N,N-dimetilureia)
pertence ao grupo das ureias substituidas, sendo seletivo e de acdo sistémica (BRASIL, 2020).
Ele € altamente soltvel em agua e, portanto, torna-se altamente persistente no solo e em aguas
superficiais e subterraneas. Sua molécula (Figura 10) pertence a Classe I, sendo considerado
perigoso ao meio ambiente (IBAMA, 2019), e apresenta elevada toxicidade e persisténcia no
ambiente (PRETE et al., 2017; FERREIRA, 2019).

Figura 1 — Estrutura molecular do herbicida tebuthiuron
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Fonte: Pubchem (2018).
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Pelas suas caracteristicas e por ser amplamente utilizado, este herbicida representa
um dos principais contaminantes em areas agricolas, uma vez que possui um tempo de meia
vida muito alto, sendo possivel encontrar residuos por dois anos ou mais ap6s sua aplicacédo
(RODRIGUES; ALMEIDA, 2011; HUSSAIN et al., 2015).

2.4 Biorremediacédo

Como forma de remediar impactos ambientais pelas a¢fes antropicas, processos
fisicos, quimicos e bioldgicos podem ser utilizados em diferentes formas de tratamento. Neste
sentido, a biorremediacdo utiliza organismos vivos com capacidade de transformar ou
eliminar compostos poluentes no meio e, assim, surge como uma importante alternativa
econdbmica e ecologicamente viavel para a descontaminacdo de é&reas contaminadas
(CORIOLANO; MORAIS FILHO, 2016).

Vérias técnicas podem ser empregadas na biorremediacdo com o intuito de atenuar
ou eliminar o efeito prejudicial dos contaminantes nos ecossistemas, tais como:
biodegradagdo microbiana, vermicompostagem com minhocas e fitorremediagdo com
espécies vegetais (MORILLO; VILLAVERDE, 2017).

A microbiota natural do solo possui um alto potencial de mineralizar transformar
pesticidas em moléculas orgéanicas menos toxicas e/ou inertes (MORILLO; VILLAVERDE,
2017). O modelo de remediacgdo utilizando a propria capacidade do ambiente denomina-se
atenuacdo natural. Logo, sua eficiéncia pode ser melhorada por técnicas que minimizam ainda
mais os efeitos negativos de moléculas poluentes (FASANELLA; CARDOSO, 2016;
MORILLO; VILLAVERDE, 2017).

Porém, alguns compostos organicos, como os herbicidas, podem gerar compostos
intermediarios com toxicidade maior que a molécula original, quando submetidos a agéo
microbiana. Este processo maximiza o impacto ambiental e seus efeitos deletérios a
biodiversidade, aumentando o potencial ecotoxicologico da contaminacdo (MORILLO;
VILLAVERDE, 2017; ROCHA et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar a acdo de isolados da microbiota natural de dois sistemas de cultivos,

minimo e convencional, na biodegradacgéo do herbicida tebuthiuron.

3.2 Especificos
e Estudar a cinética de degradacdo do tebuthiuron por microrganismos bioprospectados
de dois sistemas diferentes de producédo canavieira; e
e Propor alternativas sustentaveis a partir de modelos matematicos para a remediacéo de
solo contaminado por tebuthiuron, utilizando-se isolados microbianos de area com o

cultivo de cana-de-agucar.
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas,
Universidade Estadual Paulista, campus de Dracena. A primeira parte, envolvendo a coleta de
amostras de solo para bioprospeccdo em dezembro de 2019, e na segunda, realizou-se as
andlises respirométricas na bioremediacdo do tebuthiuron, que ocorreram entre fevereiro e
maio de 2020.

4.1 Coleta do Solo de Cultivo de Cana-de-agucar

As amostras de solo para selecdo de potenciais cepas biodegradadoras de tebuthiuron
foram coletadas em dezembro de 2019 em duas areas com histérico de aplicacdo deste
herbicida, na regido de Dracena-SP, e imediatamente encaminhadas a FCAT/Unesp, campus
de Dracena.

O municipio de Dracena estd sob as coordenadas 21°28’S e 51°31°0 com altitude
média de 400 m. O clima da regido é classificado como do tipo Aw (tropical imido), segundo
Kdppen (1948). As variaveis climaticas (pluviometria; temperatura e umidade relativa) da
regido de coleta estdo representadas na Figura 2, obtidas a partir da estacdo meteoroldgica de
Dracena EMA/FCAT.

Figura 2 - Variaveis climaticas do ano de 2019 na regido de Dracena-SP.
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Com o intuito de obter isolados microbianos com potencial de biodegradacdo da
molécula alvo, amostras de solo foram coletadas em areas de plantios de cana-de-agucar
diferentes (minimo e convencional), com historico de aplicacdo do herbicida tebuthiuron.

A érea de sistema convencional (ICV) estava com cana-planta (variedade 11459) e
havia recebido a ultima aplicacdo de tebuthiuron na formulagcdo do produto comercial
(800 g i.a. kg™ de produto comercial) cinco meses antes da coleta, em area total de cultivo.

A érea de cultivo minimo (ICM) estava com cana-soca (variedade 11125) no seu
terceiro corte. Esta cultura recebeu a Gltima aplicagio de tebuthiuron (800 g i.a. kg de
produto comercial) em &rea total de cultivo um més antes da coleta. Ressalta-se que, além do
herbicida, havia também histérico de aplicacdo de vinhaga via canh&o por fertirrigacéo.

A coleta foi realizada no dia 02/12/2019 nas duas areas de estudo. Previamente a
coleta foram removidas, restos de palhada e outros detritos presentes na area. Em seguida,
coletaram-se trés amostras de solo cultivado com cana-de-agucar em cada sistema (ICM e
ICV), numa profundidade de até 15 cm. A definicdo dos pontos foi realizada de forma
aleatéria em uma extensdo de aproximadamente 100 m2. Assim, seis amostras de solo
coletadas foram armazenadas e lacradas em sacos plasticos estéreis, sendo trés de cada
sistema. Todas foram transportadas ao laboratorio da FCAT/Unesp, onde foram
acondicionadas em geladeira a 4 °C (ABNT, 1999).

4.2 Herbicida Tebuthiuron

O herbicida tebuthiuron foi adquirido em estabelecimento comercial pelo produto
comercial Combine® 500SC - Dow AgroSciences Industrial Ltda sob o lote n° 041-14-2000.
A partir dele foi preparada a solugdo de tebuthiuron para adicdo de 100 mg L™ nos meios de

cultura.

4.3 Meios de Cultura
Foram preparados os meios de cultura caldo nutriente (CN), agar nutriente (AN) e
meio mineral minimo (MMM), sendo esterilizados em autoclave a 121 °C durante 15 min

previamente ao uso. Todos 0s meios de cultura eram da KASVI®.

4.3.1 Caldo nutriente e 4gar nutriente

Para o preparo de 0,200 L do caldo nutriente (CN), foram dissolvidos 2,6 g de
Nutrient Broth em 0,200 L de &gua deionizada, seguindo as normas do fabricante. Apos esse
procedimento, foi acrescido 0,8 mL da solugdo de tebuthiuron (25 g L), que resultou no
meio de cultura caldo nutriente + 100 mg L™ de tebuthiuron (CN-T).
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Para o preparo de 0,500 L de &gar nutriente (AN), foram dissolvidos 14,0 g de
Nutrient Agar em 0,500 L de &gua deionizada, seguindo as normas do fabricante. Apos esse
procedimento, foram adicionados 2,0 mL da solugdo de tebuthiuron (25 g L), que resultou
no meio de cultura agar nutriente + 100 mg L™ de tebuthiuron (AN-T).

Ap0Gs o preparo, 0s meios estéreis foram armazenados em frascos Erlenmeyer de 250

mL e acondicionados em geladeira a 4° C até seu uso.

4.3.2 Meio mineral minimo

Foi realizado o preparo do meio mineral minimo (MMM) seguindo a metodologia de
Richard e Vogel (1999). Os compostos utilizados no seu preparo foram, em g L™:: KCI 0,7;
KH2PO4 2,0; Na;HPO4 3,0; NH4NOs 1,0; além de 1,0 mL L da solugdo de micronutrientes.
Esta solugdo foi preparada com os seguintes elementos, em g L: MgSO4 4,0; FeSO4 0,2;
MnCl2 0,2; CaCl, 0,2. O pH inicial do MMM foi ajustado para 7,2.

A partir do meio mineral minimo (MMM), foram preparados frascos Erlenmeyer de
125 mL contendo 90 mL de MMM. Estes frascos foram vedados com bonecas e submetidos a
esterilizacdo em autoclave e, posteriormente, foram adicionados 0,36 mL da solucdo de
tebuthiuron (25 g L) em cada um dos frascos, formando a solugdo meio mineral minimo +
100 mg L'* do herbicida (MMM-T).

4.4 lsolamento de Potenciais Cepas Biodegradadoras

Os microrganismos potencialmente degradadores de tebuthiuron foram isolados em
laboratorio segundo Rani et al. (2008) e Qiao et al. (2014), com adaptacoes.

Inicialmente, pesou-se separadamente em papel aluminio 10 g de cada uma das
amostras de solo coletadas nas areas de cultivo de cana-de-aclcar. Cada uma delas foi
transferida respectivamente para um frasco Erlenmeyer com 90 mL de MMM-T. Os frascos
foram incubados em um agitador rotativo a 120 rpm por 3 dias a 30 °C (t0). Transcorrido este
periodo, 10 mL do meio com crescimento microbiano foi transferido em novo frasco
Erlenmeyer de 125 mL com 90 mL MMM-T, ja esterilizado. A incubacdo foi realizada
novamente sob agitacéo orbital a 120 rpm por 3 dias a 30 °C (t1).

A cada trés dias, uma nova transferéncia de 10 mL do meio do frasco com
crescimento foi realizada para um novo MMM-T, sob as mesmas condi¢bes. Este

procedimento foi realizado mais duas vezes, totalizando 12 dias —t2 e t3.

4.4.1 Verificagdo do crescimento microbiano na bioprospeccgao
Aos nove dias de cultivo microbiano, foi realizado um teste qualitativo previamente

ao final do periodo de bioprospeccdo para verificar a presenca de microrganismos. Assim,
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foram inoculados 10 mL de MMM-T do cultivo microbiano em um frasco Erlenmeyer
contendo caldo nutriente estéril, o qual ficou por mais trés dias sob as mesmas condi¢c6es de
cultivo juntamente com as demais amostras da bioprospeccdo microbiana (120 rpm por 3 dias
a 30 °C).

Transcorrido esse periodo de 12 dias de biosprospec¢do, 1,0 mL do MMM-T com
crescimento microbiano foi inoculado em placas de Petri com meio AN-T pelo método Pour
Plate. Para cada uma das seis amostras de solo foram preparadas duas placas, cuja incubacéo
ocorreu por 48 h a 37 °C. ApGs 48 horas de inoculagdo, as placas com crescimento de UFC
foram acondicionadas em geladeira a 4 °C.

4.5 Coleta de Solo para os Ensaios Respirométricos
O solo utilizado nos ensaios respirométricos foi obtido sem qualquer interferéncia de
aplicacdo de pesticidas e outros compostos organicos. Assim, foi coletado na area
experimental da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas da Universidade Estadual —
FCAT/Unesp, Dracena. Apos coleta, a amostra foi peneirada em peneira de 2,0 mm e,
posteriormente, suas propriedades fisicas e quimicas caracterizadas no Laboratério Qualisolo
- Laboratorio de Fertilidade do Solo, Presidente Prudente/SP (Tabela 1).

Tabela 1 - Propriedades fisicas e quimicas do solo para 0s ensaios respirométricos

Propriedades Valor
Ph 5,2
Matéria organica, mg m- 3,0
Fosforo, mmolc dm 5,0
Potassio, mmolc dm™ 1,7
Calcio, mmolc dm 15
Magnésio, mmolc dm 4,0
Acidez potencial, mmolc dm 13
Cétions permutaveis, mmolc dm 21
Capacidade de troca catidnica, mmolc dm 34
Saturagdo dos cations permutaveis, % 61
Boro, mg dm 0,17
Cobre, mg dm 0,5
Ferro, mg dm? 8,0
Manganés, mg dm 7.8
Zinco, mg dm 0,3

Fonte: Adaptado do Laboratorio Qualisolo - Laboratério de Fertilidade do Solo (2020).
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4.6 Ensaios Respirométricos

O monitoramento do metabolismo microbiano na degradacdo de tebuthiuron em solo
foi realizado com a adi¢do dos isolados microbianos pelo método respirométrico, baseado na
Norma Técnica L6.350 da CETESB (1990) e na NBR 14283 (ABNT, 1999).

A andlise possibilitou determinar o comportamento do metabolismo microbiano,
através da andlise quantitativa na producdo de CO> no interior do respirdmetro em diferentes
ensaios (BARTHA; PRAMER, 1965).

Desta forma, a respirometria € um dos protocolos mais simples e rapidos para
auxiliar na quantificacdo precisa e confiavel da producéo de CO; a partir do metabolismo do
substrato alvo (GRAVES et al., 1991). Nesta técnica o volume de geragdo de CO: originado
da biodegradacdo do composto em analise produzido durante a respiragdo microbiana é
capturado pela solucdo alcalina (KOH), localizada no braco lateral do respirdbmetro, que
consiste em um sistema fechado, apresentando duas camaras conectadas, o braco lateral e o
frasco Erlenmeyer.

Assim, os niveis de didxido de carbono (CO.) foram calculados e representados em
funcdo do tempo da incubacdo, sendo analisada e quantificada periodicamente em cada
tratamento ao longo da analise respirométrica (BALBA, 1998). Com esta técnica, podemos
associar taxas especificas de biodegradacio com as fases do processo de degradagdo (FIUZA,;
VILA, 2005).

O delineamento experimental utilizado na anélise da biodegradacédo foi inteiramente
casualizado, no esquema fatorial 3x4, ligado: (i) & dose recomendada de tebuthiuron pelo
Combine® 500SC; e (ii) & adicdo das linhagens isoladas na bioprospeccao.

Logo, foram analisadas trés doses do herbicida: auséncia total do herbicida, 0,5T
(metade da dose indicada na bula do produto comercial), e 1,0T (dose inteira indicada na bula
do produto comercial); associadas a quatro inocula¢des de microrganismos: ausente, isolados
em sistema de cultivo minimo - ICM, isolados em sistema convencional - ICV, e utilizacdo de
ambos os in6culos em consorcio (ICM-ICV).

Portanto, foram preparados doze tratamentos em triplicata, sendo utilizado o
Tratamento 1 como Controle, para compara¢do entre os demais tratamentos. Todos 0s
tratamentos estdo descritos na Tabela 2.

Nota-se que 0s microrganismos potencialmente biodegradadores de tebuthiuron,
isolados previamente, foram cultivados em meio caldo nutriente durante 24 h a 37 °C em

modo estatico. Sua inoculacdo nos ensaios respirométricos foi padronizada pela utilizacdo do
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meio cultivado com diluicdo em solucdo salina estéril (NaCl 0,9% m/v). Para isto, a aliquota
foi estabelecida em espectrofotdbmetro com 0,800 u.a. no comprimento de onda 600 nm.
Tabela 2 - Composicdo dos ensaios respiromeétricos de monitoramento da biodegradacéo

microbiana do tebuthiuron com os isolados microbianos.

Tratamentos Dose_ de Isolados
tebuthiuron ICM ICV

1 Controle Ausente Ausente Ausente
2 0,5T 0,5 Ausente Ausente
3 10T 1,0 Ausente Ausente
4 ICM Ausente + Ausente
5 0,5T-ICM 0,5 + Ausente
6 1,0T-ICM 1,0 + Ausente
7 ICV Ausente Ausente +

8 0,5T-ICV 0,5 Ausente +

9 1,0T-ICV 1,0 Ausente +

10 ICM-ICV Ausente + +

11 0,5T-ICM-ICV 0,5 + +
12 1,0T-ICM-ICV 1,0 + +

*Legendas: T = dose de tebuthiuron; ICM = linhagens isoladas em sistema de cultivo minimo;
ICV = linhagens isoladas em sistema de plantio convencional; Controle = auséncia total das
doses de tebuthiuron e linhagens isoladas. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6.1 Andlise quantitativa da respirometria

O monitoramento do metabolismo microbiano foi realizado por 91 dias sem agitacao
dos frascos e com aeracdo semanal ap6s a quantificacdo de CO,. Este procedimento foi
realizado por meio de técnica de condutividade elétrica com o auxilio de um condutivimetro,
estabelecida por Faria et al. (2013). Logo, garantiram-se eficiéncia e menores riscos de
interferéncia dos resultados por variagdes nos protocolos experimentais.

Retirou-se a solucdo de KOH do braco lateral, adicionou-se 1,0 mL da solucdo de
BaCl: e, assim, foi inserido um sensor de condutividade previamente calibrado e seco. Com
base na Equacdo 1 (R? = 0,9997) da curva padrio proposta por Faria et al. (2013), foi possivel
transformar os valores de condutividade, em mS, para mg de CO..

GCO, =1554,8 - 95,726 * C [1]
em que, GCO,= geracdo de gas carbdnico em mg;
C = condutividade em mS.

A quantificacdo de CO2 ao longo dos dias permitiu projetar modelos matematicos

para prever o comportamento dos isolados microbianos e da dosagem do tebuthiuron em solo.
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Apos cada anélise da taxa de CO> evoluida, os respirdmetros foram incubados a 28 + 2,0 °C

até a quantificacdo seguinte.

4.7 Analise Estatistica e Modelagem Matematica

O modelo de Gompertz foi utilizado para representar o comportamento da producéo
de CO> resultante do metabolismo microbiano na degradacédo do tebuthiuron. Os dados foram
expressos na funcdo de crescimento, cujos parametros foram pré-definidos (a = 100, g = 10, e
K =0,5), para ajuste no modelo matematico (Equagdo 2) (TIGRVE; TIJRVE, 2017).

) = el 2]

em que, f(x): producéo de mg COg;
X: tempo de amostragem, em dias;
a: assintota superior ou 0 maximo de producdo de CO2, em mg;
B: ponto de inflexao;
K: taxa de crescimento especifico, mg CO, d;

e: nimero de Euler.

Os dados obtidos a partir do monitoramento da geracdo de CO, serviram de base
para a modelagem matematica. O conjunto de critérios para analise de qualidade de ajuste das
curvas de Gompertz foi composto por AIC, BIC e Rag.

A escolha do modelo estatistico se relaciona diretamente a modelos com parametros
possiveis de serem estimados e que explique de forma clara e concisa 0 comportamento da
variavel resposta. Os critérios para selecdo de modelos sdo apresentados na literatura e séo
baseados no maximo da funcdo de verossimilhanca (mensura a quantidade de informacdes
perdidas), sendo os mais utilizados: AIC - Critério de Informacédo de Akaike, e BIC - Critério
de Informacéo Bayesiano (BOZDOGAN, 1987; WOLFINGER, 1993; LITTEL et al., 2002).

O AIC ¢ fundamentado na teoria da informacdo, na qual um modelo estatistico é
utilizado a fim de representar um determinado processo, estimando-se a quantidade relativa de
informacdes perdidas por um determinado modelo. Assim, quanto menos informacdes um
modelo perde, maior a qualidade desse modelo e menor a pontuacdo AIC. Além de favorecer
a escolha de modelos mais simples, admite a existéncia de um modelo “real” que descreve os
dados desconhecidos (BOZDOGAN, 1987; LITTEL et al., 2002).

J& 0 BIC tem como pressuposto a existéncia de um “modelo verdadeiro” partindo-se

de que todos os modelos séo estimativos ao descreverem a relacdo entre a variavel dependente
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(nimero de parametros; espaco de delineamento experimental) e as diversas varidveis
explanatorias entre os diversos modelos sob selecdo. Assim, o critério é definido como a
estatistica que maximiza a probabilidade de se identificar o verdadeiro modelo dentre os
avaliados. O modelo com menor valor BIC é considerado o de melhor ajuste, pois a
quantidade de informagdes perdidas em relacdo ao espaco de delineamento experimental e
grau de complexidade de parametros € menor (BOZDOGAN, 1987; WOLFINGER, 1993).

Desta forma, AIC e BIC séo critérios de selecdo de ajustes de modelo ndo lineares,
que apresentam a qualidade de ajuste no modelo proposto — Gompertz.

Assim, quanto menor os valores destes ajustes mais preciso serd o modelo. O
pardmetro Rag? estabelece a relagdo entre os eixos x e y ao informar o quanto a variabilidade
dos dados do eixo y é explicada pela variabilidade dos dados do eixo x. Desta forma, quanto
maior o valor de R mais proximo da realidade estd o0 modelo, ou seja, quanto maior o valor de
R?, melhor o modelo se ajusta aos seus dados (MCELREATH, 2016; PELEA et al.,2019;
TADDY, 2019).

A plotagem de contorno 2D também foi utilizada como método aplicado na
modelagem matematica a fim de descrever os dados de variabilidade temporal da producéo de
CO- e a analise da biodegradagao microbiana no periodo.

Além disso, para uma otimizacdo na previsdo dos dados gerados e visualizacdo de
padrdes que ndo permitem o entendimento apenas com a légica booleana classica, utilizou-se
a logica fuzzy (KHANDARE; THAKUR, 2020). Estas analises e modelagens foram
realizadas com o uso do software R (R CORE TEAM, 2020.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento de Potenciais Cepas Biodegradadoras

A verificagdo do crescimento microbiano na bioprospeccéo foi evidenciada pelo teste
de crescimento em meio de cultura liquido que, apos trés dias, passou de brilhante e
transparente para opaco e turvo (Figura 3).

Além disso, apdés a etapa de bioprospeccdo de linhagens potencialmente
biodegradadoras de tebuthiuron foi observada a formacdo de UFC em meio de cultura sélido
(Figura 4).

Figura 3 - Constatacdo do crescimento microbiano em meio CN-T. Direita: meio estéril.

Esquerda: com inoculacdo da amostra apds 9 dias e com mais trés dias de incubacéo.

SERY . NS "- "v"'
) . 3 . A Y

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4 - Placas de Petri com crescimento de linhagens microbianas apos o cultivo de
bioprospeccao. Sistema de cultivo minimo (a, b, c) e Sistema convencional (d, e, f).

: (f)
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Monitoramento da Atividade Microbiana - Biodegradacéo
5.2.1 Producéo diaria de CO:

Os resultados referentes a geracgdo diaria de CO- pela atividade microbiana avaliada
pela respirometria estdo apresentados na Figura 5.

Na Figura 5, o pico geral da producéo de CO- diaria ocorreu nos primeiros 14 dias de
avaliacdo, sequido de declinio até os 35 dias. Em seguida, houve tendéncia de estabilidade
com um pico de crescimento novamente na atividade microbiana (63 dias) e estabilidade até o
término da anélise.

Dentre os 12 tratamentos, T7 (ICV) apresentou 0 maior volume de producéo de CO>
diario registrado durante os 91 dias na segunda semana de avaliagdo 545,88 mg CO2 d . Em
contrapartida, T9 (1,0T-ICV) registrou o menor volume de producdo de CO: diario na
pendltima semana de avaliagdo 7,18 mg CO.d™* (Figura 5).

Segundo Faria et al. (2019), a alta atividade microbiana evidenciada nos primeiros
dias pode ser relacionada a grande concentracdo de compostos organicos prontamente

disponiveis, que estavam presentes no solo, o0 que acelerou exponencialmente o metabolismo
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microbiano. Ja o declinio ap6s os 14 dias pode ser justificado pela desaceleracdo dessa

degradacéo pelos microrganismos em virtude do esgotamento de matéria organica.
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Figura 5 - Producéo diaria de CO durante 91 dias de biodegradacéo.
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Legenda: T (dose de tebuthiuron), ICM (isolado de cultivo minimo), ICV (isolado de sistema convencional).

T1 = Controle; T2 =0,5T; T3=1,0T; T4 = ICM; T5 =0,5T-ICM; T6 = 1,0T-ICM; T7 = ICV; T8 = 0,5T-ICV;
T9=1,0T-ICV; T10 = ICM-ICV; T11 = 0,5T-ICM-ICV; T12 = 1,0T-ICM-ICV. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Neste sentido, Duah-Yentumi e Kuwatsuka (1982) verificaram que diversos fatores
contribuiram para a rapida degradacdo do herbicida 2,4-D, tais como: textura do solo,
diversidade de macro- e micronutrientes e concentracdo do proprio herbicida. Martinez et al.
(2008) também citaram que uma possivel explicacdo para a degradacdo do herbicida
sulfentrazone pode estar relacionada a umidade, que interfere diretamente na proliferagdo dos
microrganismos degradadores e, consequentemente, na sua taxa de respiracdo. Desse modo,
sugere-se que o desempenho das linhagens ndo se deva apenas a sua adaptabilidade em
metabolizar o tebuthiuron, mas também esteja influenciado por caracteristicas fisico-quimicas
do solo, da molécula e de outros compostos associados.

Portanto, a analise em escala laboratorial representa uma importante ferramenta,
pois esses representativos de biodegradacdo permitem uma avaliacdo do impacto sobre
diversos parametros, que podem interferir na eficacia do biotratamento. Este tipo de analise
fornece instrucdes a respeito de reduzir a duracédo e o custo do processo, além de vislumbrar a

aplicacdo em campo futuramente (SZULC et al., 2014).

5.2.2 Producéo média diaria de CO:

A producdo média de CO> diario dos doze tratamentos submetidos a avaliagcdo pode
ser observada pela Figura 6. O desempenho médio de cada tratamento € reflexo da soma das
emissdes de CO- diéria mensuradas do dia 0 até o dia 91.

Figura 6 - Producdo média diaria de CO2 apds 91 dias de biodegradacéo.
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Legenda: T (dose de tebuthiuron), ICM (isolado de cultivo minimo), ICV (isolado de sistema convencional). T1
= Controle; T2=0,5T; T3=1,0T; T4=ICM; T5=0,5T-ICM; T6 = 1,0T-ICM; T7 = ICV; T8 =0,5T-ICV; T9 =
1,0T-ICV; T10=ICM - ICV; T11 =0,5T-ICM - ICV; T12 = 1,0T-ICM-ICV. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em T1 e T3 geraram em média 151,12 e 150,85 mg CO.d?, respectivamente,
enquanto T2 mostrou comportamento divergente (99,45 mg CO.d?), obtendo menor
desempenho comparado a todos os demais tratamentos (Figura 6).

Nos tratamentos com isolados de cultivo minimo (ICM), T4 apresentou 0 menor
valor médio de produgdo de CO, (129,47 mg CO,d™?), enquanto T6 registrou a maior
capacidade de geracdo média entre essas linhagens (161,6 mg CO,d™?). Nos tratamentos com
isolados de plantio convencional (ICV), T8 produziu o maior volume médio diario de CO;
(173,50 mg CO,d?), seguido de T7 (145,42 mg CO.d ™) e T9 (131,78 mg CO,d™).

Por fim, quando analisado o solo com os isolados consorciados (ICM-ICV), T10
obteve a menor (114,51 mg CO.d?) e T12 a maior (148,86 mg CO,d™?) produgdo média
diaria de CO- (Figura 6).

5.2.3 Producéo acumulada de CO:

Apobs a comparacdo do metabolismo diario na biodegradacdo das amostras de solo,
foi calculada a producgédo de CO, acumulado na respirometria no decorrer do tempo para todos
os tratamentos (Figura 7).

Na Figura 7 € possivel evidenciar que, apds a primeira semana, ocorreu uma
disparidade dos dados e alguns tratamentos que tiveram herbicida aplicado se destacaram (T®6,
T8, T11 e T12), apresentando producdo de CO2 mais acentuada, em especial T8, que se
sobressaiu acima de todos apds 35 dias.

Com excecdo de T7, os tratamentos com auséncia de herbicida (T1, T4 e T10)
figuraram entre os menores valores acumulados de geracdo de CO3, juntamente com T2, T5 e
T9. Portanto, foi demonstrado que a aplicacdo de herbicida alterou 0 metabolismo microbiano
de modo que os microrganismos ficassem mais ativos, principalmente nos tratamentos com
isolados de diferentes sistemas de plantio (cultivo minimo e convencional) com histérico de
aplicacdo da moléecula-alvo. Logo, sugere-se que o tebuthiuron tenha sido assimilado com

uma fonte de carbono no metabolismo dos microrganismos bioprospectados.
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Figura 7 - Producéo acumulada de CO> durante 91 dias de biodegradacéo.
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Legenda: T (dose de tebuthiuron), ICM (isolado de cultivo minimo), ICV (isolado de sistema convencional).
T1=Controle; T2=0,5T; T3=1,0T; T4=ICM; T5=0,5T-ICM; T6 = 1,0T-ICM; T7 = ICV; T8 = 0,5T-ICV;
T9=1,0T-ICV; T10 = ICM-ICV; T11 = 0,5T-ICM-ICV; T12 = 1,0T-ICM-ICV (Fonte: Elaborado pelo autor).
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Corroborando com os resultados, Pires et al. (2005) observaram que o solo
rizosférico com tebuthiuron apresentou maior producdo de CO2 quando comparado ao solo
sem vegetacao, sendo esse fato atribuido a microbiota pré-adaptada. Em solo tratado com essa
mesma molécula, mas na auséncia de vinhaca, houve um ligeiro aumento na producao de CO>
em relacéo ao solo ausente de ambos os compostos (FARIA et al., 2019).

Souto et al. (2013) relataram um aumento na producdo de CO. em solos com
aplicacdo de imazetapir e imazapique, condicionado pela biodegradacdo dessas moléculas.
Porém, a presenca de triasulfuron e prosulfocarb teve impacto negativo na atividade
microbiana (GARCIA-DELGADO et al., 2019), enquanto a aplicacio de mesotrione nio teve
efeito na taxa de respiracdo do solo (POSE-JUAN et al., 2015).

Analisando as trés maiores produgdes de CO: isoladamente (Figura 7), uma foi
submetida a 0,5T (meia dose do produto comercial = T8) e duas a 1,0T (dose recomendada do
produto comercial = T6 e T12). Logo, ndo houve diferenca evidente entre as doses 0,5T e
1,0T. Esses resultados corroboram os estudos de Neves (2017) e Faria et al. (2019), cuja dose
do herbicida influenciou proporcionalmente a geracdo de COa.

Contudo, o tratamento com indculo de sistema convencional e que ndo foi exposto ao
composto xenobidtico (T7 = ICV) teve o quarto melhor desempenho na producdo de CO;
acumulado (Figura 7). Esse comportamento possivelmente ocorreu pela presenca de matéria
orgénica no solo e pela facilidade de assimilacdo desses isolados. Esta amostra de solo foi
coletada em sistema convencional, o que prognostica a adaptabilidade, eficiéncia e
superioridade dessas linhagens perante as outras classes microbianas em utilizar matéria
organica como fonte de carbono e energia e, consequentemente, gerar grandes quantidades de
CO2 (FOLLET; SCHIMEL, 1989; ALVAREZ et al., 1995; HENDRIX et al., 1988).

Em contrapartida, os resultados na Figura 7 diferem-se do observado por Faria et al.
(2014) que, ao investigarem os efeitos de herbicidas na atividade da microbiota rizosférica em
solo com cana-de-agUcar, afirmaram que o tebuthiuron teve influéncia negativa sobre a
populacdo microbiana, limitando o seu crescimento e reduzindo sua taxa respiratoria.
Enfatiza-se, assim, a relevancia dos isolados quanto ao potencial de degradar o tebuthiuron,
cuja molécula possui alta persisténcia no solo.

A partir dos resultados de producdo acumulada de CO», foi realizada a analise de
variancia apos 91 dias de metabolismo microbiano (Tabela 3).

Por meio da Tabela 3, evidencia-se que a produgédo de CO2 nos tratamentos sem

herbicida (T1, T4, T7 e T10) ndo apresentou diferenca significativa na comparacdo de T1 e
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T4, assim como esses tratamentos ndo diferiram significativamente de T7. J& T10 apresentou-

se estatisticamente diferente com relacdo a T7.

Tabela 3 - Andlise de variancia da producdo de CO2 acumulado ap6s 91 dias de

biodegradacéo

Tratamentos Producdo de CO. acumulado / mg (91 dias)
Tl 1919,06 +65,41 bcd
T2 1700,19 + 90,62 bc
T3 2018,53 +£134,93 bc
T4 1984,23 + 30,03 bc
T5 1763,26 + 60,00 cde
T6 2199,13 £ 126,00 ab
T7 2151,91 + 158,92 ab
T8 2312,96 £115,73 a
T9 1591,11 £22,35 e
T10 1804,82 + 62,14 cde
T11 2047,87 + 45,68 ab
T12 2179,03 £ 64,75 ab

*médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: T (dose de tebuthiuron), ICM (isolado de cultivo minimo), ICV (isolado de
sistema convencional). T1 = Controle (Auséncia total de in6culos e doses de
tebuthiuron); T2 = 0,5T; T3 = 1,0T; T4 = ICM; T5 = 0,5T-ICM; T6 = 1,0T-ICM;
T7=ICV; T8 =0,5T-ICV; T9 = 1,0T-ICV; T10 = ICM-ICV; T11 = 0,5T-ICM-ICV;
T12 = 1,0T-ICM-ICV. Fonte: Elaborado pelo autor.

Além disso, pela Tabela 3 confirma-se a eficiéncia do consorcio na degradacdo do
composto-alvo, posto que esses tratamentos submetidos a meia dose do produto comercial
(0,5T = T11) e dose completa (1,0T = T12) de tebuthiuron ndo diferiram significativamente
entre si. Contudo, houve diferenca em comparacdo ao tratamento consorciado que néo
recebeu herbicida (T10).

Quanto aos ensaios com a dose inteira recomendada, 1,0T (T3, T6 e T12), ndo houve
diferenca significativa entre si. Por outro lado, a amostra com o isolado do sistema de manejo
convencional (T9) apresentou-se estatisticamente diferente dos outros (T3, T6 e T12).

Em relacdo aos tratamentos com isolados de sistema de cultivo minimo - ICM (T4,
T5 e T6), o tratamento com metade da dose (T5) diferiu significativamente daquele com a
dose completa (T6), mas ndo da amostra sem o herbicida (T4).

Verificou-se que, para as linhagens bioprospectadas em solo com manejo

convencional (T7; T8 e T9), o tratamento que recebeu a dose completa 1,0 diferenciou-se
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significativamente de T7 e T8, enquanto que esses tratamentos (ausente e com 0,5T) ndo
apresentaram diferencas estatisticas.

Diferente da tendéncia descrita pelo desempenho dos isolados individualmente, os
tratamentos com a presenca dos dois isolados microbianos em consorcio (T10; T11 e T12)
néo tiveram diferenca significativa quando o herbicida foi aplicado (0,5T e 1,0T — T11 e T12,
respectivamente). Entretanto, sua presenca, independente da dose, foi capaz de gerar mais
CO:2 pela diferencga desses tratamentos em relagdo aquele com as linhagens ICM e ICV e sem

a presenca de tebuthiuron (T10).

5.3  Andlise Estatistica e Modelagem Matematica
5.3.1 Modelo cinético de Gompertz

Os modelos cinéticos de evolucdo de CO2 de acordo com modelo de Gompertz estdo
demonstrados na Figura 8. Cada curva obtida demonstra a adequacao do ajuste dos dados ao
modelo e, assim, permite estimar o tempo de biodegradacdo da molécula-alvo sob acdo do
metabolismo microbiano. E possivel observar que o modelo conseguiu predizer e quantificar a
producdo de CO:; ao relacionar a atividade microbiana na biodegradacgdo do tebuthiuron em
relacdo ao tempo (91 dias) nos ensaios respirométricos.

Pela Figura 8, observa-se que entre os tratamentos ausente de tebuthiuron e com os
indculos microbianos (T4, T7 e T10), T4 (ICM) obteve a melhor resposta no crescimento do
modelo com inflex&o da curva entre 25 e 30 dias.

Para os tratamentos com meia dose de tebuthiuron — 0,5T (T2, T5, T8 e T11), T11
(0,5T-ICM-ICV) apresentou uma resposta na inflexdo da curva de crescimento superior aos
demais. No entanto, os outros tratamentos também obtiveram mudanca de comportamento no
crescimento comparativamente aos tratamentos sem a presenca de tebuthiuron (T1, T4, T7 e
T10).

Em relacdo aos tratamentos submetidos a dose comercial do herbicida — 1,0T (T3,
T6, T9, T12), T12 (1,0T-ICM-ICV) apresentou um declinio na forma da curva com posterior
estabilidade em 24 dias na cinética de biodegradacdo. Contudo, os demais tratamentos
também obtiveram mudanca na cinética de degradagdo do tebuthiuron comparativamente aos
tratamentos sem a presenca de tebuthiuron (T1, T4, T7 e T10) e com 0,5T (T2, T5, T8 e T11).

Pela Tabela 4, estas observac6es dos tratamentos séo corroboradas pela producéo de
altas taxas de crescimento especifico (k) ao apresentar maior eficiéncia em T12 (1,0T-ICM-
ICV), considerando o menor tempo estimado de degradacdo de 24 dias (GCOzmaxT, d) com

maior eficiéncia na producéo de CO..
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Figura 8 - Modelo de Gompertz na produgéo de CO; a partir do metabolismo microbiano.
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Legenda: T (dose de tebuthiuron), ICM (isolado de cultivo minimo), ICV (isolado de sistema convencional):T1
= Controle (auséncia total das doses de tebuthiuron e linhagens isoladas); T2 =0,5T; T3=1,0T; T4 =ICM; T5 =
0,5T-ICM; T6 = 1,0T-ICM; T7 = ICV; T8 = 0,5T-ICV; T9 = 1,0T-ICV; T10 = ICM-ICV; T11 = 0,5T-ICM-ICV;

e T12 = 1,0T-ICM-ICV. (Fonte: Elaborado pelo autor).
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Tabela 4 - Parametros e adequagdo do modelo de Gompertz para a produgéo de CO-a partir

do metabolismo microbiano do tebuthiuron.

Tratamentos Parametros Qualidade de ajuste
o, mg B xmgd! GCOumaT,d AIC BIC Radj?
T1 1981,3150 1,6680 45,0205 44,0090 364,2270 369,8315 0,9540*
T2 1780,6900 1,9560 60,0300 29,6630 335,6625 341,2670 0,9465*
T3  2420,0360 2,0465 39,0655 61,9480 360,8330 366,4380 0,9450 *
T4  1856,6485 1,9830 80,5625 23,0460 334,5820 340,1865 0,9810*
T5 2144,8030 1,8065 49,5330 43,3005  323,4520 329,0570 0,9905 **
T6  2749,1625 1,7945 39,5005 69,5980 354,0185 359,6230 0,9825*
T7 1968,3860 1,9520 40,5785 48,5080 290,5405 296,5410 0,9960 **
T8 2161,6450 1,9400 34,5990 62,4770  317,3815 322,9865 0,9910 **
T9 1936,1700 1,8810 38,5150 50,2705  298,4065 304,0115 0,9945 **
T10 1969,6030 1,9030 42,5250 46,3160 313,4130 319,0175 0,9920 **
T11 2516,0010 1,6350 49,5550 50,7720  369,1560 374,7610 0,9655*
T12 2141,0290 1,9755 89,5705 23,9030 365,3595 370,9640 0,9725*

Caodigo de significancia:

**p<0,01; *p<0,05.

Legenda: T (dose de tebuthiuron), ICM (isolado de cultivo minimo), ICV (isolado de sistema convencional):
T1 = Controle (auséncia total das doses de tebuthiuron e linhagens isoladas); T2 = 0,5T; T3 =1,0T; T4 = ICM;
T5=0,5T-ICM; T6 = 1,0T-ICM; T7 = ICV; T8 =0,5T-ICV; T9 = 1,0T-ICV; T10 = ICM-ICV; T11=0,5T-
ICM-ICV; e T12 = 1,0T-ICM-ICV.

o= producéo diaria de CO2 , p= ponto de inflexdo da curva (mudanca de comportamento de crescimento da
curva), k= taxa de crescimento especifico (quanto maior os valores mais eficiente o processo, menor tempo na
degradacdo da molécula em estudo), GCO-T,d= tempo estimado para que ocorra a degradagdo, AIC=Critério
de Ajuste de Akaike representa a qualidade do ajuste ao modelo, valores menores mais preciso é o modelo,
BIC= Critério de Ajuste de Bayesiano representa a qualidade do ajuste a0 modelo, valores menores mais
preciso é 0 modelo , Ragi?= R ajustado apresenta o quanto de informagéo é perdida no modelo, quanto maior
o valor menos informagdes sao perdidas no modelo, mais preciso € o modelo. Fonte: Elaborado pelo Autor

Na Tabela 4, os outros tratamentos apresentaram uma taxa de crescimento especifico

(k) tdo alta quanto o T12, porém com a utilizagdo de um maior tempo estimado para que

ocorra a degradacdo (GCO2maxT, d) da molécula. Como exemplo, tem-se T4 com taxa de

crescimento especifico (k) e tempo estimado de degradacdo (GCO2maxT, d) comparavel ao

T12, mas com baixa producéo diaria de CO> (a). Portanto, T4 torna-se uma alternativa menos

eficiente na degradacdo da molécula alvo.

Assim, com base na modelagem de Gompertz, infere-se que a escolha do tratamento

mais eficiente se baseia na analise dos parametros que o compdem, apresentando-se valores

preditivos da producdo de CO2 com eficiéncia.
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O tratamento com consorcio microbiano e meia dose do herbicida (T11 = 0,5T-ICM-
ICV) teve resposta semelhante ao T12 (1,0T-ICM-ICV), mas com uma menor taxa de
crescimento, apesar de geracdo comparavel de CO.. Uma possivel resposta para este
comportamento seria uma pressdo ambiental exercida pelo tebuthiuron levando a microbiota
obter propriedades enzimaticas particulares até a amostragem dos dois locais para
bioprospeccdo (NETO et al., 2017; VILLAVERDE et al., 2017). Possivelmente, o histérico
de aplicacdo de tebuthiuron no solo no sistema convencional permitiu a adaptacdo de sua
comunidade microbiana mais rapidamente (ANDRIGHETTI et al., 2014; FARIA et al.,
2018).

Os tratamentos apresentaram uma maior produgdo de CO> quando presente a dose
completa de tebuthiuron (1,0T) ao invés da dose parcial (0,5T). Logo, a concentracdo do
herbicida disponivel influenciou na cinética de biodegradacao, conforme observado na Tabela
4 (BETANCOURT-PORTELA et al., 2018; ISLAM et al., 2018). Infere-se que este fato
ocorreu sob a acdo de diferentes fatores: propriedades fisico-quimicas do pesticida
(estabilidade quimica, estrutura molecular, interacdo com outras moléculas, metabolitos
intermediarios); falta de receptores e doadores de elétrons; baixa disponibilidade de carbono
do meio; e baixo estimulo sobre a atividade da enzima degradante. Tais fendmenos podem
inibir ou retardar a mineralizacdo da molécula e, portanto, afetam sua cinética de
biodegradagédo (GAW et al., 2003; COSGROVE et al., 2010; KANISSERY; SIMS, 2011,
KAPUSTA et al., 2011; LEE, 2011; JI et al., 2016; VILLAVERDE et al., 2017; ZHU et al.,
2019).

5.3.2 Variabilidade espacial na cinética de producéo de CO:

O monitoramento da cinética de biodegradagdo pelo metabolismo microbiano também
foi analisado através da variabilidade espacial da producdo de CO; relacionando as variaveis:
tempo (dias); dosagem de tebuthiuron (0,0; 0,5 e 1,0); inoculo (ausente, ICV, ICM, ICM-
ICV) aplicada a plotagem 2D de contorno (Figura 9).

Este tipo de plotagem apresenta os resultados de um conjunto de dados sobre a
geometria do modelo, no qual os resultados sdo divididos em subintervalos que recebem um

conjunto de cores em relacdo as variaveis (JIAN et al., 1996).
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Figura 9- Tracado 2D de contorno difuso para a variabilidade espacial da producéo de CO- a
partir do metabolismo microbiano do tebuthiuron.
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Legenda: T (dose de tebuthiuron), ICM (isolado de cultivo minimo), ICV (isolado de sistema convencional): T1
= Controle; T2 = 0,5T; T3=1,0T; T4 = ICM; T5 = 0,5T-ICM; T6 = 1,0T-ICM; T7 = ICV; T8 = 0,5T-ICV; T9 =
1,0T-ICV; T10 = ICM-ICV; T11 = 0,5T-ICM-ICV; e T12 = 1,0T-ICM-ICV. Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao longo do experimento ocorreram altas taxas de crescimento especifico na
producdo de CO,, como se é observado no comportamento da produgdo de didxido de
carbono em relacdo a degradacdo de tebuthiuron ao longo do tempo (Figura 9).

Os tratamentos inoculados com o consorcio microbiano ICM-ICV (T10, T11 e T12)
mantiveram a producdo continua durante o periodo, obtendo-se a producdo de 499,36 e
675,21 mg CO2 no 30° e 60° dias, respectivamente. No entanto, a maior producdo foi
encontrada ap6s 90 dias com uma producéao de 810,36 mg de CO: independentemente da dose
de pesticida.

As amostras de solo com a presenca somente do in6culo de cultivo minimo - ICM (T4,
T5 e T6) tiveram taxa de geragdo de CO: consideravel no ultimo periodo (90° dia), cuja
quantidade produzida comparou-se as taxas dos tratamentos em consércio microbiano (T10,
T1le T12).

No entanto, para a analise da variabilidade espacial da producdo de CO; a partir do
metabolismo microbiano do tebuthiuron, exigem-se estudos mais aprofundados dos dados na
avaliacdo de parametros que possam fechar as lacunas deste estudo, por exemplo: presenca de
receptores e doadores de elétrons; baixa disponibilidade de carbono do meio; condicdes
favoraveis e desfavoraveis a acdo enzimatica degradante do tebuthiuron, etc. (COSGROVE et
al., 2010; KANISSERY; SIMS, 2011; VILLAVERDE et al., 2017).
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Neste sentido, foi realizada uma analise acerca da distribuicdo de informacdes da
producdo de CO. pela origem de inoculo: ICM ou ICV. Assim, foram estabelecidos
diagramas de Pareto com relacdo a presenca de cada grupo microbiano bioprospectados em

sistemas de cultivo diferentes, conforme apresentado na Figura 10.

Figura 10 —Diagramas de Pareto em relacéo a producdo de CO2 quanto & origem dos indculos

microbianos: ICM — cultivo minimo e ICV — cultivo convencional.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se uma maior densidade de observacdes de valores maiores na producédo de

CO2 no sistema de cultivo convencional como é observado no diagrama de Pareto (Figura 10),
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coerente com a cinética de degradacgdo do tebuthiuron pela microbiota de origem do sistema
de cultivo convencional (CV) a qual foi intensificada se comparada com uma distribuicdo de
valores menores apresentada no cultivo minimo (Figura 8).

Na distribuicdo dos dados da Figura 10, tem-se a producdo de CO, em intervalos
nuUMEricos no eixo x que evidencia que as amostras de solo com ICV possuiam maior geracao
em relacdo as amostras com ICM. Este fenbmeno possivelmente se relaciona ao fato da
microbiota bioprospectada em sistema convencional estar pré-adaptada ao estresse ambiental
(tratos culturais, adubacdo e a presenca de nutrientes necessario a cultura), além da presenca
do tebuthiuron, uma vez que se demonstrou capaz de metaboliza-lo. No sistema de cultivo
minimo, h& pouco contato da microbiota com fatores causadores de estresse, pois o solo sofre
minimamente intervencdo para o plantio da cultura. Logo, a microbiota presente neste sistema
pode se tornar mais sensivel ao estresse causado por varios fatores, como a presenca do
herbicida.

Portanto, tratamentos com ICV adicionado isoladamente ou conjuntamente com ICM
tiveram maior taxa de crescimento especifico em fungdo do tempo. Logo, € possivel afirmar
gue a microbiota isolada no sistema convencional de cultivo de cana-de-agicar com histérico
de aplicacdo de tebuthiuron possui uma pré-adaptacdo na degradacdo desta molecula que
permite estabelecer novas tecnologias sustentaveis na remediacdo de solos com alta

concentracéo deste herbicida de elevado potencial de impacto ambiental.
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6 CONCLUSOES

A metodologia de bioprospeccdo microbiana utilizada permitiu o isolamento de
linhagens altamente vidveis como potencial ferramenta na remediacdo de solo com elevada
concentracdo do herbicida tebuthiuron.

Assim, a presenca de tebuthiuron em maiores concentragdes elevou a atividade
microbiana de isolados de sistemas de cultivo minimo e convencional, o que confirmou a
seletividade desses indculos na degradacdo desta molécula quando utilizados isoladamente.
Contudo, a producdo acumulada de CO> do inéculo consorciado nédo se alterou de acordo com
a dose de tebuthiuron, mas foi menor na auséncia do herbicida.

Os modelos matematicos propostos e o estudo cinético da atividade microbiana foram
capazes de propor parametros confidveis para orientar a otimizacdo de processos de
biodegradacdo, tais como: a taxa de crescimento especifico, 0 maximo de geracdo de CO; e
tempo final de metabolismo microbiano.

O modelo matematico de Gompertz e o diagrama de Pareto evidenciaram o0 maior
potencial de metabolismo do tebuthiuron pelos inéculo bioprospectados em solo de sistema
convencional de cultivo de cana-de-agucar com historico de aplicacdo de tebuthiuron.

Por fim, este estudo relatou como inovagdo a cinética da biodegradagdo microbiana do

tebuthiuron através da modelagem matematica.
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