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RESUMO

A expansdo da cultura da cana-de-acucar no Brasil e, principalmente, no
estado de S&o Paulo, tem causado o0 uso de agroquimicos como pesticidas,
fungicidas e herbicidas. Estes, eventualmente, podem ser carreados até atingirem
corpos hidricos superficiais ou subterraneos. A persisténcia de defensivos agricolas
no meio ambiente pode provocar a desestabilizacdo ecossistémica, promovendo
efeitos prejudiciais a saide humana e de outras espécies. A ametrina € o ingrediente
ativo do Gesapax® CIBA GEIGY, um dos herbicidas mais amplamente utilizados em
monoculturas no Brasil. O tratamento de ambientes contaminados por herbicidas,
tem sido feito pelo uso de técnicas de biorremediacdo por microrganismos. Atraves
desse método € possivel selecionar consércios microbianos nativos do solo que sao
adaptados a degradacdo de contaminantes especificos, para utiliza-los na
descontaminacéo. A atividade de biodegradacao pode ser medida através da técnica
de respirometria, que quantifica a liberacdo de CO2 e o consumo de Oz2,
possibilitando analisar a eficiéncia da biorremediag&o no tratamento de um ambiente
contaminado. Este trabalho teve como objetivo estudar a biodegradacéo da ametrina
em meio liquido, pressupondo a contaminacéo de rios e lencdis freaticos. Para isso,
foi utilizado o método de respirometria baseado nos estudos de Bartha & Pramer
(1965), com auxilio de modelagem matematica para ajuste dos resultados. Também,
para verificar os efeitos da ametrina no crescimento vegetal, foram realizados testes
de ecotoxicidade a partir da germinacao de sementes de alface e ricula na presenca
do herbicida. Adicionalmente, foram medidos condutividade e pH para possibilitar a
comparacao dos parametros fisicos nas situacdes anterior e posterior ao processo
de biodegradacdo. Com os resultados, foi possivel determinar a eficiéncia da
biodegradacdo, uma vez que foi observado o consumo completo do contaminante
entre 70 e 80 dias. A ametrina apresentou-se nao téxica ou com indicios de
toxicidade em relagcdo as sementes de alface, e foi considerada toxica em relagéo as
sementes de rucula. Os testes de condutividade e pH forneceram outras evidéncias

do sucesso da biodegradacéo da ametrina.

Palavras-chave: Ametrina. Biodegradacéo. Ecotoxicidade. Gesapax® CIBA GEIGY.

Respirometria.



ABSTRACT

With the expansion of sugarcane culture in Brazil and especially in the state of
Séao Paulo, the use of agrochemicals such as pesticides, fungicides and herbicides
has increased. These can eventually be carried to rivers or aquifers. The persistence
of pesticides in the environment can lead to ecosystem destabilization, promoting
detrimental effects on human health and other species. Ametryn is the active
ingredient in Gesapax® CIBA GEIGY, one of the most widely used herbicides in
monocultures in Brazil. For the treatment of herbicide contaminated environments,
the use of microorganism bioremediation techniques has been increasing. It is
possible to select native soil microbial consortia that are adapted to the degradation
of specific contaminants, to use for decontamination. Biodegradation activity can be
measured by the respirometry technique, which quantifies the release of CO2 and
consume of O2, making it possible to analyze the efficiency of bioremediation in
treating a contaminated environment. The objective of this work was to study the
biodegradation of ametryn in liquid medium, assuming the contamination of rivers
and groundwater. For this, the method of respirometry based on the studies of Bartha
& Pramer (1965) was used, with the aid of mathematical modeling to adjust the
results. Also, to verify the effects of ametryn on plant growth, ecotoxicity tests were
performed from the germination of lettuce and arugula seeds in the presence of
herbicide. Additionally, conductivity and pH were measured to enable comparison of
physical parameters in situations before and after the biodegradation process. As a
result, it was possible to conclude the biodegradation efficiency, since the full
consumption of the contaminant was observed in the period of 70 to 80 days.
Ametryn showed itself non-toxic or with signs of toxicity in relation to lettuce seeds
and was considered toxic in relation to arugula seeds. Conductivity and pH tests

provided further evidence of the success of ametryn biodegradation.

Keywords: Ametryn. Biodegradation Ecotoxicity. Gesapax® CIBA GEIGY.
Respirometry.
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1. INTRODUCAO

O Estado de Sdo Paulo é o principal responsavel pela expansédo da
cultura da cana-de-acucar no Brasil. Devido a alta capacidade produtiva por hectare,
dada pelas condi¢cdes climéaticas adequadas e pela qualidade do solo, o setor
sucroalcooleiro, desde a década de 1970, com a instituicdo do Proalcool, tem sido
objeto de pesquisa de instituicbes publicas e privadas. De acordo com a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB), Sdo Paulo foi responsavel por 5.190,4 mil
hectares em areas de mudas, plantio e colheita, que se traduziram na producédo de
332.880,6 mil toneladas de cana-de-acUcar na Safra 2018/2019. Esse crescimento,
inerentemente, é acompanhado pelo aumento da aplicacdo de fertilizantes,
herbicidas e pesticidas. Segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para
Defesa Vegetal (SINDIVEG), atualmente, 81% dos defensivos agricolas utilizados no
Brasil sdo destinados as culturas de soja, milho, algoddo e cana-de-agUcar
(SINDIVEG, 2019, p.18).

O potencial de contaminacdo de recursos hidricos, portanto, € uma
crescente preocupacao frente ao intensivo uso pré e pés-emergencial de herbicidas
na cana-de-acgucar. O problema é agravado quando se trata de areas de recarga de
aquiferos, com solo de composicdo predominantemente arenosa, sendo ocupadas
por atividades agricolas onde ocorre expressiva aplicacdo de agroquimicos.
(BRITTO et al., 2012, p.391).

O uso de destes produtos, em aditivo a retirada da vegetacgéo ciliar para o
preparo do solo para cultivo, também confere forte potencial de lixiviacdo e
contaminacgdo dos corpos hidricos superficiais em areas adjacentes as lavouras. Os
herbicidas apresentam potencial de bioacumulagdo em diferentes niveis troficos,
como por exemplo na gordura de peixes e crustaceos, no leite de mamiferos e,
principalmente, em organismos do topo da cadeira tréfica. (CORBI et al., 2006,
p.61). Quando aplicados diretamente ao solo, eles podem ser degradados por vias
guimicas ou metabolizados por microrganismos. Contudo, moléculas de alta
persisténcia podem permanecer inalteradas no ambiente, serem adsorvidas a
particulas de solo e eventualmente carreadas pelas aguas superficiais. (BRITTO et
al., 2012, p.391).
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A ametrina (2-etilamina-4-isopropilamina-6-metiltio-s-2,4,6-trazina) € o
ingrediente ativo do Gesapax® 500 CIBA GEIGY, um herbicida comercializado no
Brasil para o controle de plantas infestantes nas culturas da cana-de-acucar e de
milho. E um composto altamente sollvel e persistente no solo. Pode, assim, ser
facilmente lixiviado pela chuva, inundacdes ou irrigacdo de culturas. Uma vez que
atinge um corpo d’agua, a ametrina pode interferir na microbiota local e prejudicar o

crescimento de algas, resultando em um ecossistema em desequilibrio.

Os microrganismos nativos do solo sdo capazes de influenciar o
comportamento dos herbicidas no ambiente. Eles possuem a capacidade de
metabolizar compostos por meio da producédo enzimatica, converté-los em energia e
utiliza-los como nutrientes para sua sobrevivéncia. A degradacdo dos herbicidas por
acdo microbiana, normalmente, leva a formacédo de compostos menos téxicos, CO,
e agua (REGO, 2017, p.16). Neste sentido, foram desenvolvidas metodologias que

utilizam os microrganismos como ferramenta de defesa ambiental.

A biorremediacdo consiste no uso de organismos, sejam eles fungos,
bactérias, algas ou mesmo vegetais, como ferramentas para a recuperacdo de
ambientes contaminados. No caso dos microrganismos, pode ser realizada por meio
de um ou mais consércios microbianos, indigenas ou ndo, para a degradacdo de
contaminantes organicos (PEREIRA; FREITAS, 2012).

O presente trabalho procura verificar a eficiéncia de microrganismos
autoctones na biodegradacdo da ametrina em meio liquido, pressupondo a
contaminac@o de corpos hidricos proximos a areas de cultivo de cana-de-agucar.
Para tal, foi realizada a selecdo de espécies microbianas nativas do solo aptas a
consumir o contaminante, testes de respirometria em frascos de Bartha & Pramer,
medicOes de pH e condutividade e testes de ecotoxicidade com sementes de alface

e rdcula.
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

Avaliar a biodegradacdo da ametrina em meio liquido e verificar sua

ecotoxicidade.

2.2 Especificos

- Selecionar microrganismos nativos capazes de degradar a ametrina
através de microbiota bioaumentada;

- Avaliar a biodegradacdo da ametrina atravées da técnica de
respirometria em frascos de Bartha & Pramer;

- Medir pH e condutividade para auxiliar na concluséo sobre a eficiéncia
da biodegradacdo da ametrina em meio aquoso;

- Verificar a ecotoxicidade da ametrina no solo através de testes de
germinacao de sementes de alface e rucula e concluir a seguranca da sua

liberacdo ambiental.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ametrina

A ametrina (CoH17NsS) (Figura 1), de nome comercial Gesapax® 500
CIBA GEIGY, pertence a familia das s-triazinas e encontra-se entre 0s cinco
herbicidas mais utilizados no cultivo de cana-de-acucar no Brasil. O grupo das
triazinas é o maior dentro da classe de herbicidas, representando 30% da producéo
mundial de agroquimicos para o controle de daninhas. Sua utilizacao teve inicio na
década de 1950, nos Estados Unidos, e ainda hoje € comum no controle pré e pos-
emergencial de plantas infestantes. Sendo um composto razoavelmente estavel, a
ametrina apresenta meia-vida de 20 a 100 dias, é muito movel no ambiente, devido
a suas propriedades fisico-quimicas, e persistente tanto na agua quanto no solo.
Seus residuos e metabdlitos podem ser encontrados em aguas subterrdneas mesmo
depois de longos periodos apos sua aplicacdo (CABRAL et al., 2003, p.41). A

Tabela 1 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas da ametrina.
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Figura 1: Férmula estrutural da ametrina.
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Fonte: United States Environmental Protection Agency (USEPA), 2005.

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas da ametrina.

Nome Meia Vida Solubilidade Pressio de pKa 21°C
comum (Dias) (H20) a 20-25°C vapor
(mol/L) Pa
Ametrina 20-100 200 1,12x10* 4,1

Fonte: Adaptado de REGO, 2017, p.20.

Quando em contato com a vegetacao, a ametrina apresenta capacidade
inibidora da fotossintese e outros processos enzimaticos, € absorvida pela raiz e
transportada até as folhas, onde acumula-se, principalmente, nos meristemas
apicais e nos cloroplastos, provocando clorose, necrose e morte da planta. Assim,
apresenta um nivel de ecotoxicidade que pode prejudicar o desenvolvimento
vegetal, principalmente de dicotiledoneas (USEPA, 2005; SYNGENTA, 2019).

De acordo com a bula, recomenda-se a aplicagdo do Gesapax® 500 CIBA
GEIGY em periodos de chuva, ou a irrigacdo da area de cultivo apds a
administracdo do tratamento, uma vez que a agua promove a incorporacdo uniforme
do produto na camada superficial. Sabendo-se que em 1 L do produto comercial
contém 500 g de ametrina, a Tabela 2 apresenta as condi¢cbes para aplicacdo na

pré-emergéncia das plantas infestantes na cultura de cana-de-acucar:



Tabela 2: Condi¢des de aplicacido do Gesapax® 500 CIBA GEIGY.

DOSES ( L p.c./ha) "
PLANTAS INFESTANTES Solo oBservacho | VOLIMEDE :#LT(E:(?@?EE
CONTROLADAS Leve Médio Pesado
Monocotiledoneas
Capim-marmelada _
(Brachiaria plantaginea) Doses maiores
s e
(Commelina benghalensis) |
: _ 5.5 6.7 6-8 solos com teor
Capim-colchdo de matéria
(Digitaria horizontalis) organica Desde que
Capim-pé-de-galinha elevada. aplicadoqnas
(Eleusine indica) 200 — 400 L/ha condigoes
Dicotiledéneas (aplicagao adequadas e com
terrestre) a observancia dos
Carrapicho-de-carneiro parametros
(Acanthospermum hispidum) 300 - 400 L/ha recomendados,
Caruru-roxo ‘ (aplicagdo normalmente,
(Amaranthus hybridus) dirigida) uma aplicagao é
Caruru-de-mancha suficiente para
(Amaranthus viridis) 40 a 50 L/ha atender as
Pigéo-pre!o (aplicagdo aérea) necessidades da
g‘gz’:‘:e’#';ﬁz) Doses maiores cultura.
. nas altas
Emilia sonchifolia ; =
E)orda-de-viola ) infestagoes &
(lpomoea purpurea) 5-6 6-7 6-8 SOIGS, com te_or_ de
Beldroega matéria organica
(Portulaca oleracea) elevada.
Poaia-branca
(Richardia brasiliensis)
Guanxuma
(Sida cordifolia)

Fonte: Gesapax® 500 CIBA-GEIGY, 2019.

3.2 Contaminacéao de solos e agua por herbicidas

14

O processo de contaminacdo ambiental por herbicidas esta diretamente

relacionado a capacidade do contaminante em se movimentar tanto vertical como
lateralmente no solo. Com a influéncia da acéo gravitacional, substancias méveis
sd0 mais suscetiveis a atingirem o nivel freatico, provocando a contaminacédo de
aquiferos. Muitos sdo os fatores que influenciam essa movimentacao, entre eles a
volatilizacdo do contaminante, a porosidade e granulometria do solo, e o
escoamento superficial (run-off). Lixiviacdo € o fendmeno que consiste no
carreamento das moléculas do herbicida em solucdo em dire¢do a corpos hidricos
subterraneos. Ela é influenciada pelas propriedades de sorcdo e persisténcia do
contaminante, assim como o teor de matéria organica presente e a quantidade de
agua que percola pelo perfil de solo. As caracteristicas fisicas do mesmo, como
porosidade, densidade e permeabilidade também s&o fatores determinantes do

potencial de lixiviacdo. Em areas de plantio direto, a ocorréncia de agroquimicos em
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corpos d’agua é elevada, devido a alta quantidade de macroporos e canais no perfil

do solo, formados pela macrofauna e pelas raizes (REGO, 2017, p.25).

Tendo isso em vista, em 2005, foi publicada a Resolucéo
CONAMA 357/05, que incluiu testes ecotoxicolégicos a legislagédo federal que regula
a qualidade de aguas para abastecimento humano e para a vida aquatica. Nela, os
corpos hidricos séo classificados em classes de qualidade ambiental e séao
estabelecidos as condicdes e o padrdao de lancamentos de efluentes permitidos a
cada classe (BRASIL, 2019).

Em estudo conduzido por Armas et al. (2007, p.1-11), foi realizado um
diagnéstico da ocorréncia de moléculas de herbicidas nas aguas do Rio Corumbatai,
que integra a bacia hidrografica Piracicaba/Capivari/Jundiai (UGRHI 05). Dentre
contaminantes de diversos grupos, foram identificados quali-quantitativamente
residuos de herbicidas do grupo das triazinas (ametrina, atrazina e simazina) nas
amostras de agua. Contudo, apenas a ametrina foi identificada em nivel quantificavel
em um unico local. Também, foi possivel concluir que os niveis mais elevados da
ocorréncia de moléculas de herbicidas no Rio Corumbatai se deram no més de
novembro, coincidindo com o inicio do periodo de chuvas, o qual aumenta o

potencial de lixiviagdo dos contaminantes (ARMAS et al., 2007, p.1-11).

3.3 Biorremediacao e selecdo de microrganismos

Biorremediacdo é uma técnica de tratamento de areas contaminadas que
utiliza a biotecnologia para acelerar a transformagdo de compostos quimicos em
produtos menos toxicos (TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010, p.1014). A
biodegradacdo depende, principalmente, da presenca de microrganismos capazes
de metabolizar a molécula original e seus produtos de degradacdo (GAYLARDE;
BELLINASO; MANFIO, 2005, p.37).

Para iniciar a biorremediacdo microbiana é necessario selecionar 0s
microrganismos adequados, sejam eles autoctones ou aléctones. Para a obtencéo
de microrganismos indigenas, portanto, € necessario estudar as colénias que
habitam locais com histérico de contaminacdo. De maneira légica, se um grupo de
organismos é capaz de sobreviver e se multiplicar em um sitio com altas

concentragcdes de uma substancia contaminante, existe grande probabilidade de que
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eles possuam metabolismo adaptado a degradacdo da mesma (BRITO et al., 2010,
p.296). Assim, 0 uso de microrganismos selecionados a partir do meio natural
contaminado representa uma estratégia importante e de baixo custo, com vista na

obtencado de agentes para a biorremediacdo destas &reas.

Para concluir a eficiéncia de uma tecnologia de biorremediacdo é
importante verificar o processo de biodegradacdo sob condi¢cdes controladas.
Ensaios laboratoriais sdo capazes de medir qualitativa e quantitativamente o
potencial de determinado tratamento na remocdo de substancias especificas
(MARIANO, 2006, p.38).

3.4 Crescimento Bacteriano

Em microbiologia, o termo crescimento refere-se ao aumento, em numero,
de individuos, e ndo em tamanho. Quando em condicBes favoraveis a sua
multiplicagdo, os microrganismos tendem a acumular-se em populagdes, ou
colénias. Os fatores necessarios para o crescimento microbiano dividem-se em duas
categorias: fisicos e quimicos. Os fatores fisicos compreendem as condi¢cdes de
temperatura, pH, e pressao osmatica; enquanto 0os quimicos envolvem a disposicéo
de nutrientes, fontes de carbono, nitrogénio, enxofre, oxigénio e matéria organica. A
maioria dos microrganismos se desenvolve bem em temperatura ideal aos seres
humanos (25 a 40 °C) e pH préoximo a neutralidade (entre 6,5 e 7,5). Uma vez que
as células microbianas sdo compostas por aproximadamente 80% de agua,
condicdes elevadas de pressdo osmotica podem resultar na perda de agua para o
ambiente, o que inibe o seu crescimento. O carbono € o esqueleto estrutural de
qualquer matéria viva, e, portanto, € essencial para a manutencdo da atividade
celular. A principal fonte de carbono é a matéria organica, como as proteinas,
lipideos e carboidratos. (TORTORA, 2012, p. 157).

O crescimento bacteriano pode ser representado graficamente através de
uma curva (Figura 2) que indica o crescimento das células em fung¢édo do tempo.
Esse padrédo pode ser observado quando as bactérias sdo inoculadas em meio
liquido de crescimento e a populacéo € contada em intervalos regulares (TORTORA,
2012, p. 172).

A curva de crescimento pode ser dividida em quatro fases basicas:
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Figura 2: Curva de crescimento bacteriano.

Log do numero de bactérias —M8 ———

o
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Tempo (h)

Fonte: TORTORA, 2012, p. 173.

1- Fase lag ou de retardo: periodo de pouca ou nenhuma divisao celular,
no qual os microrganismos passam pelo processo de adaptacdo enzimatica para se
tornarem capazes de degradar o substrato;

2- Fase log ou de crescimento exponencial: momento de maior atividade
metabodlica, com taxa constante de crescimento, dada pela disponibilidade em
excesso de nutrientes no meio;

3- Fase estacionaria: 0 esgotamento de nutrientes causa a estabilizacéo
temporaria da populacdo, quando o numero de mortes se iguala ao numero de
células novas;

4- Fase de morte celular: quando o nimero de mortes devido a escassez
de substrato ultrapassa o numero de células novas e a populacdo entra em declinio

logaritmico.
3.5 Método da Respirometria

A eficiéncia da biorremediacdo pode ser medida através da avaliacdo da
atividade microbiana na presenca da substancia contaminante. No cenario aerdbio,
a respiracdo € um importante parametro para avaliar a biodegradacdo. A taxa de
respiracdo € representada pela quantidade de oxigénio consumido ou de CO2

produzido, por unidade de volume e tempo, por microrganismos aerobios; e pode ser
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relacionada a outros dois fatores relevantes para o processo de descontaminacédo: o

crescimento bacteriano e o consumo de substrato (ANDREO,1999, p.8).

E possivel, portanto, realizar a medicéo desses parametros sob condi¢des
controladas através do uso de respirdmetros, que consistem em equipamentos
capazes de medir o consumo de O2 ou producéo de CO2, ao colocarem em contato
0 substrato a ser consumido, a biomassa e o oxigénio. No Brasil, a técnica
respirométrica de maior destaque € baseada no uso de respirbmetros de Bartha &
Pramer (1965). Estes, sdo capazes de medir a liberacdo de CO2 através da sua
captura por uma solucéo alcalina, comumente o hidroxido de potassio (KOH) ou o
hidroxido de sédio (NaOH). Com a adicdo de cloreto de bario (BaCl2), a solugéo
alcalina precipita-se na forma de carbonato de bario (BaCOz3) e, quando titulada com
acido cloridrico (HCI), permite o calculo da producdo de gas carbbénico (COSTA,
2009, p. 23). Ao fim da andlise, € gerado um grafico que permite identificar o tempo

de maior atividade metabdlica, assim como o valor de producdo maxima de CO2.

No Estado de Sao Paulo e no Brasil, respectivamente, as normas que
regulam as atividades envolvidas na técnica de respirometria sdo: a norma técnica
L6.350 da CETESB: ““Solos - determinacdo da biodegradacéo de residuos - método
respirométrico de Bartha - Método de ensaio”; e a ABNT NBR 14.283/99: “Residuos
em solos - Determinacdo da biodegradacdo pelo método respirométrico”. Ambas
foram canceladas devido a popularizacdo de outras técnicas de respirometria,
contudo, ainda norteiam os trabalhos, principalmente académicos, que fazem uso

dos respirobmetros de Bartha & Pramer.
3.6 Biodegradacdo e Modelagem Matemética

Em estudos de biorremediacgéo, a utilizacdo de modelagem matemética e
estatistica auxilia na compreensdo da dindmica populacional dos microrganismos. A
atividade microbiana, durante o processo de biodegradacdo, € regulada pela
quantidade de substrato disponivel para consumo. Em situacfes de contaminacao,
quando a disponibilidade de nutrientes é restrita, é possivel representar
graficamente a queda na taxa de utilizacdo de oxigénio e, consequentemente, na
producdo de gas carbodnico, por parte dos microrganismos. Com base no fendmeno

de crescimento bacteriano, descrito no Item 3.4, portanto, é possivel fazer o uso de
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modelos de producdo de CO2 para o ajuste dos dados respirométricos e concluir
sobre a eficiéncia dos métodos de biorremediacdo adotados (CARMONA, 2016, p.
26).

3.7 Ecotoxicidade e testes com sementes

A ecotoxicologia € um campo emergente da ciéncia, que descreve a
forma com que os ecossistemas sao capazes de metabolizar, degradar, acumular,
transformar ou serem afetados pela toxicidade de contaminantes neles introduzidos
(REGO, 2017, p.69). Bioindicadores sdo seres vivos que, ao serem expostos a uma
substancia quimica especifica, desempenham o papel de indicar a sua
ecotoxicidade. No caso da fitotoxicidade, a influéncia de um agente pode ser
conclusiva através da germinacdo e crescimento, ou ndo, das sementes de uma

espécie vegetal arbitraria.

A germinagdo pode ser compreendida como um fenémeno bioldgico que
ocorre quando o embrido deixa o repouso fisiologico e passa a exercer atividade
metabolica, em condicbes ambientais favoraveis. Portanto, com eventuais alteracdes
no meio, o desenvolvimento do tecido vegetal pode ser afetado (CARMONA, 2016,
p.25). E por meio da absorcdo de agua que a respiracdo e demais atividades
metabolicas sé&o intensificadas. Assim, caso a agua esteja contaminada, o

crescimento vegetal pode ser prejudicado (ASAHIDE et al., 2012).
4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Area de estudo e coleta do solo

O solo utilizado para a selecdo dos microrganismos autoctones adaptados
a degradacao do contaminante foi retirado de um canteiro do Jardim Experimental
da UNESP Campus de Rio Claro (Figura 4), localizado nas coordenadas geograficas
22°23'47.21"S e 47°32'39.59"W, no dia 19 de marco de 2019.

Coletou-se 3 kg de solo, que foram colocados em um saco plastico e
levados ao laboratério, onde foram peneirados e acrescidos de 50 ml de solucdo de
ametrina (6,25 pg/mL). Em seguida, o saco foi vedado, perfurado com furos
distantes, aproximadamente, em 1 cm entre si, e levado de volta ao Jardim

Experimental, onde foi enterrado no mesmo local da retirada do solo. Essa prética
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tem o objetivo de promover, através da microbiota aumentada, a selecdo dos
microrganismos mais adaptados ao consumo da ametrina.

A coleta foi feita de acordo com a norma técnica L6.350 da CETESB, que
determina que o tempo adequado para a selecdo dos microrganismos é de 15 dias.
No dia 02 de abril de 2019, desenterrou-se o saco plastico para o preparo do liquido-
base.

Figura 3: Saco plastico antes e apds enterramento.

Fonte: Autora, 2019.

Figura 4: Canteiro do Jardim Experimental.

Fonte: Autora, 2019.
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4.2 Ligquido-base

Apéds desenterrado o saco plastico, o solo foi novamente peneirado, para
a retirada de material grosseiro e insetos, e foram pesadas em balanca digital duas
porcdes de 1 kg (cada uma), para o preparo do liquido-base. Cada porc¢éao foi diluida
em 1,5 L de agua destilada, reservada em frasco de vidro ambar, e mantida em

refrigeracao.
4.3 Ensaios de Respirometria

A proposta dos ensaios de respirometria é analisar a acdo de
microrganismos selecionados na biodegradacédo da ametrina, em concentracao

recomendada para uso em campo.

Os respirdbmetros de Bartha & Pramer baseiam-se na captacdo do CO2
produzido durante a respiracdo microbiana por uma solucdo alcalina (KOH 0,2
mol/L) e na titulacdo da mesma com &acido (HCI 0,1 mol/L). Esse procedimento foi
repetido semanalmente para a quantificacdo periddica da respiracdo. A Figura 5

ilustra o respirdbmetro e cada um de seus componentes.

Figura 5: Respirébmetro de Bartha & Pramer.

75 mm

Fonte: Montagnolli et al.,2009.
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Onde:

- A: Tampa da canula;

- B: Cénula (g entre 1 e 2 mm);

- C: Rolha utilizada para vedar D e G;

- D: Brago lateral (@~40mm; H~100mm);

- E: Solucéo alcalina (KOH 0,2 mol/L);

- F: Liquido-base ou solo (contém a substancia a ser degradada);
- G: Frasco de Erlenmeyer 250 ml;

- H: Valvula;

- I: Suporte (la de vidro ou algodao);

- J: Filtro de ascarita (@~15mm; H~40mm).

4.3.1 Célculos da concentragédo e volume de ametrina

A concentragao a ser usada nos ensaios de respirometria foi calculada a
partir dos valores indicados para a aplicacao terrestre do Gesapax® CIBA GEIGY.
Foi adotada a concentracdo de 6,25 pg/mL (3 L/ha), recomendada para o uso em
campo, em cultura de cana-de-acgUcar, tendo em vista que 1 L do herbicida contém

500 g de ametrina.

Foi decidido variar 0s ensaios respirométricos em volume de ametrina. A
partir dos valores recomendados pela bula (Tabela 2) para o volume de calda,
escolheu-se, hipoteticamente, a area de aplicacdo de 1 m2. Para a montagem dos
respirometros, adotou-se a parcela de ametrina contida na solucéo a ser aplicada na
area escolhida (120 pL) e variou-se o volume supondo o uso excessivo do herbicida

(240 pL), conforme a Tabela 3, no item a seguir.

4.3.2 Montagem dos respirdmetros

Para possibilitar a analise da biodegradacdo da ametrina em meio
aguoso, optou-se por utilizar nos testes respirométricos, o liquido-base preparado
com solo rico em microrganismos nativos. Para tal, foi necesséario filtra-lo, para que o
excesso de matéria organica e demais nutrientes ndo influenciasse na respiracao
dos microrganismos. Anteriormente a montagem dos respirdbmetros foi necessario,
também, preparar os reagentes que seriam utilizados ao longo das semanas de

analise. Sao eles:
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- Hidréxido de Potassio (KOH 0,2 M);
- Acido cloridrico (HCI 0,1 M);

- H20 isenta de CO2,;

- Fenolftaleina 1% alcodlica;

- Cloreto de bério (BaCl2 0,1 M).

Todos o0s ensaios foram realizados em triplicata, totalizando 9
respirometros de Bartha & Pramer. Para o ensaio controle (respirbmetros C1, C2 e
C3), foram adicionados 100 ml do liquido-base em cada respirbmetro. Aos ensaios
de numero 1 (respirébmetros 1.1, 1.2 e 1.3) e 2 (respirdbmetros 2.1, 2.2 e 2.3),
incialmente, foram adicionados 120 e 240 yL da solucdo de ametrina (6,25 pg/mL),
respectivamente, e em seguida completou-se com o liquido-base até a marcacéao de

100 mL do frasco. A Tabela 3 explicita o conteldo dos ensaios realizados.

Tabela 3: Conteudo de cada respirbmetro.

ENSAIOS CONTEUDO
Controle (C) 100 ml de liquido-base
1 99,88 mL de liquido-base + 120 yL de ametrina
2 99,76 mL de liquido-base + 240 uL de ametrina

Fonte: Autora, 2019.

No braco lateral de cada respirdbmetro foram adicionados 10 mL de
solucdo de hidroxido de potassio (KOH 0,2 M), cuja finalidade € de capturar o gas
carbonico produzido e possibilitar a quantificagéo da respiragdo microbiana. Por fim,
os frascos foram hermeticamente fechados e mantidos em incubadora a 28 + 0,1 °C
(Figura 6).
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Figura 6: Ensaios respirométricos na incubadora.

Fonte: Autora, 2019.

4.3.3 Titulagdo do KOH residual

Apés 7 dias de incubacdo, os respirbmetros foram retirados para a
realizacdo da primeira analise semanal. A quantificacdo do CO2 produzido foi
possivel através da titulacdo do hidréxido de potassio (KOH 0,2 M) residual com

uma solugéo padrédo de &cido cloridrico (HCI 0,1 M).

Primeiramente, foram retiradas a rolha do filtro de ascarita e a tampa da
canula, que vedavam o sistema, e abriu-se a vélvula para a remo¢do do CO2
excedente no frasco. O KOH foi retirado do braco do respirbmetro, com o auxilio de
uma seringa de plastico de 20 mL, e depositado em um frasco Erlenmeyer de 125
mL, onde foram adicionados 1 mL de BaCl2 0,1 M e duas gotas do indicador acido-
base fenolftaleina. Foi realizada a lavagem do braco do respirémetro, injetando-se
com a seringa 10 mL de agua isenta de CO2 e, em seguida, transferindo-a para o
Erlenmeyer. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes, totalizando 30 mL de
agua. Para os ensaios controle (C), foi realizada apenas uma lavagem do braco e
outros 20 mL de &gua isenta foram injetados diretamente no Erlenmeyer. O
conteudo deste foi titulado imediatamente, utilizando-se de uma bureta graduada de
25 mL preenchida com HCIl. Com a canula do braco lateral aberta, o respirdmetro foi
conectado a uma bomba de ar comprimido, para garantir a reoxigenacao do sistema.

Durante a titulagdo, o liquido foi submetido a agitagdo magnética, até que se
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atingisse o ponto de virada, no qual a amostra passa de cor-de-rosa a incolor (Figura
7). Buscou-se adotar o mesmo padréo visual para o ponto de virada de todas as
amostras. Anotou-se, entdo, o volume de HCI necessario para a titulacdo do KOH
residual e novos 10 mL de KOH foram inseridos no braco. Finalmente, o
respirébmetro foi vedado e levado a incubadora até a proxima medicao.

Figura 7: Coloracdo do ponto de virada adotado pela autora.

Fonte: Autora, 2019.

Como base para a proxima determinacdo de CO2, 0 mesmo procedimento
de titulacéo foi realizado em um ensaio em branco, contendo 10 mL da solucdo de
KOH 0,2 M, 30 mL de agua isenta de CO2, 2 gotas de fenolftaleina e 1 mL de
solugéo de BaClz2 0,1 M.

A quantificacdo do gas carbonico produzido no processo de
biodegradacéo foi possivel através da conversdo baseada na relacdo entre o volume
de HCI consumido na titulacdo de cada ensaio e na titulacdo do branco, conforme a
equacao 1:

GCO2 = (A - B) * 50 x OHCL x 0,044 L

Onde:
- GCOz2: geracédo de gas carbonico;
- A: volume de HCI 0,1 M gasto (em mL) na titulagdo do branco;

- B: volume de HCI 0,1 M gasto (em mL) na titulagdo da amostra;
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- 50: fator para transformar equivalente em umol de COz2;
- © (HCI): fator do HCI 0,1 M;

- 0,044 fator para transformar umol em mg de COa.

4.4 Modelagem matemética e softwares utilizados

Segundo Montagnolli (2011, p.84) para a obtencdo dos graficos de CO2
produzido em relagdo ao tempo, é necessario ajustar os dados respirométricos a
modelos matematicos ja existentes. A Equacdo 2 é uma adaptacdo da equacao
logistica de Schmidt et al. (1985), que foi utilizada por fornecer a previsdo da

producdo maxima de CO2 no processo de biodegradacao.
B = (Bmax)/((1 + [(Bmax — Bo)/Bo] e™™)) )

Onde:

- B: CO2 produzido;

- Bmax: valor de produc¢do maxima de COz2;
- Bo: valor da producéo inicial de CO2;

- I taxa maxima de producéo especifica; e

- t: tempo.

A Equacao 3 representa o modelo proposto por Membré et al. (1996) para

crescimento e morte de comunidades microbianas:

B = [(Gpe™m) + (Gp)e™ )™ ®)

Onde:

- B: CO2 produzido;

- K1: constante de aumento de produgéo;

- K2: constante de diminui¢do de producéo;

- m1l: taxa de aumento na producéo de CO2;

- m2: taxa de diminui¢do na producéo de COz2; e

- t: tempo.

As equacbes auxiliaram na geracdo dos graficos de producdo acumulada
e semanal de COz2. Para isso foi utilizada a plataforma SYSTAT SIGMAPLOT 14.0.

O Microsoft Office Excel também foi utilizado para o processamento dos dados
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laboratoriais, confeccao de graficos e tabelas.

4.5 Teste de ecotoxicidade com sementes de alface e rucula

A andlise da fitotoxicidade da ametrina foi baseada nos testes de
respirometria. Como estes foram realizados em triplicata, o conteudo de cada
respirometro de Bartha & Pramer foi tido como um ensaio isolado para os testes de
toxicidade. O principal objetivo desta anélise é comparar o crescimento vegetal nas
situacOes anterior e posterior ao processo de biodegradacdo, para que se possa
concluir a eficiéncia da biorremediacdo. Para cada uma dessas situacdes foram
feitos: ensaios de controle, utilizando o liquido-base sem a adi¢cdo de contaminante;

e ensaios com o contetdo de cada respirometro.

As sementes escolhidas como bioindicadores foram as de alface
manteiga (Lactuca sativa), da marca Isla Sementes (Lote: 111453-021-S2 Valido
até: nov/2019), e de racula (Eruca sativa), também da marca Isla Sementes (Lote:
116177-003-S2 Vélido até: jun/2020), ambas livres de tratamento quimico anterior.

Cada um dos ensaios apresentados abaixo (Tabela 4) foi realizado

separadamente com sementes de alface e ricula, totalizando 36 placas de Petri.

Tabela 4: Contetido dos ensaios de ecotoxicidade.

ENSAIOS CONTEUDO
AC1

o CONTROLE AC2 4 mL do liquido-base + 20 sementes
L (C)
<
o AC3
=
8 Al.l 4 mL do conteudo do respirdmetro 1.1 + 20 sementes
a
g 1 Al.2 4 mL do conteddo do respirdbmetro 1.2 + 20 sementes
3
N Al3 4 mL do contetdo do respirdmetro 1.3 + 20 sementes
-
<2,1 A2.1 4 mL do contetido do respirdmetro 2.1 + 20 sementes

2 A2.2 4 mL do conteudo do respirdbmetro 2.2 + 20 sementes

A2.3 4 mL do conteudo do respirdbmetro 2.3 + 20 sementes



DC1
CONTROLE
© DC2

DEPOIS DA BIODEGRADACAO

DC3
D11

1 D1.2

D1.3

D2.1

D2.2

D2.3

4 mL do sobrenadante do respirdbmetro C1 + 20 sementes

4 mL do sobrenadante do respirdbmetro C2 + 20 sementes

4 mL do sobrenadante do respirdbmetro C3 + 20 sementes

4 mL do sobrenadante do respirdbmetro 1.1 + 20 sementes
4 mL do sobrenadante do respirdmetro 1.2 + 20 sementes
4 mL do sobrenadante do respirdbmetro 1.3 + 20 sementes
4 mL do sobrenadante do respirbmetro 2.1 + 20 sementes
4 mL do sobrenadante do respirdmetro 2.2 + 20 sementes

4 mL do sobrenadante do respirbmetro 2.3 + 20 sementes

Fonte: Autora, 2019.
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Para cada ensaio foram adicionados 4 mL da solugdo em placas de Petri

forradas com discos de papel de filtro. Para os testes anteriores ao processo de

biodegradacéao, o liquido-base foi filtrado em bomba a vacuo, com o auxilio de funil

de Bichner, filtro de papel e um kitassato. Ja para os testes realizados apos a

biodegradacéo, foi coletada a solugdo sobrenadante de cada respirdbmetro, apos as

12 semanas de andlise. Em seguida, 20 sementes foram dispostas em fileiras de 6,

4 e 3 sementes, como ilustra a Figura 8, de forma a fornecer espaco suficiente para

o desenvolvimento das plantulas.
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Figura 8: Padréo de distribuicdo das sementes.

Fonte: Autora, 2019.

Depois de montadas, as placas foram vedadas com plastico-filme de
PVC, para evitar a perda de umidade, e cobertas com papel aluminio, para impedir
qualquer influéncia da luminosidade na germinacdo. Os ensaios foram incubados a
22 +1 °C durante 120 horas e entdo congelados, para impedir o desenvolvimento

das sementes até a ocasido da contagem.

A influéncia da ametrina no crescimento vegetal foi verificada através de
medi¢c6es das principais estruturas de cada plantula: o hipocétilo e a raiz, como
ilustrado na Figura 9. Foram consideradas germinadas as sementes que
apresentassem crescimento radicular maior ou igual a 2 mm. A partir disso, foi
possivel concluir sobre a toxicidade da ametrina, considerando-a: i) toxica: caso
obtivesse valor maior ou igual a 40% na mortalidade de sementes; ii) ndo toxica:
caso houvesse mortalidade entre 0 e 10% das sementes; e iii) com indicios de
toxicidade: caso a mortalidade compreendesse entre 10 e 40% dos organismos
(BARBOSA, 2000, p.110).

Apbés o descongelamento dos ensaios, cada plantula foi manuseada
cautelosamente com o auxilio de uma pin¢a, para evitar o rompimento das suas

estruturas, e estendida sobre uma placa feita de papel plastificado, especialmente
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para facilitar o procedimento de contagem. As medicdes, realizadas com uma régua
comum de 15 cm, consideraram separadamente os comprimentos do hipocaétilo e da

raiz de cada plantula.

Figura 9: Hipocdtilo e raiz de uma plantula.

Hipocétilo

Raiz

Fonte: Autora, 2019.
4.5.1 Germinag&o das sementes

Com os dados obtidos, foram calculados o indice de crescimento radicular
(ICR) e o indice de germinacéao (IG), utilizando as seguintes férmulas:

Equacéo de indice de crescimento radicular:
ICR= CRA/CRC (4)

Onde:
- ICR: indice de crescimento;
- CRA: comprimento da radicula na amostra;

- CRC: comprimento da radicula no controle negativo.
Equacéo do indice de germinacao:
IG = ICR x (SGA/SGC) x 100 (5)

Onde:

- IG: indice de germinacéao;

- ICR: indice de crescimento;

- SGA: numero de sementes germinadas na amostra;

- SGC: numero de sementes germinadas no controle negativo.
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4.6 Condutividade e pH

Foram realizadas medi¢bes de pH e condutividade a fim de proporcionar
embasamento através da correlacdo entre os resultados obtidos nos testes de

respirometria e toxicidade e as caracteristicas fisicas das amostras estudadas.

Primeiramente, foi necessario realizar a calibragem dos equipamentos.
Para o condutivimetro Tecnopon CA 150 utilizou-se solu¢gbes padrdo de 10 e 100
mS/cm. Para o medidor de pH Digimed DMPH-2, as solu¢bes padrao utilizadas
foram de pH 4,0 e 7,0. A andlise dividiu-se em duas etapas: anterior e posterior a
biodegradacéo. Para o estudo anterior a biorremediagdo foram feitas medicdes de
condutividade e pH do liquido-base sem adicdo de ametrina e com adicdo do
contaminante nas proporcdes utilizadas nos testes repirométricos. Para a analise
posterior ao processo de biodegradacdo foram coletadas aliquotas de 20 mL do
liguido sobrenadante nos respirdbmetros ao fim das 12 semanas de medicfes de
CO:z.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios de Respirometria

O acompanhamento semanal do processo de biodegradacédo possibilitou
a obtencéo dos dados respirométricos apresentados no Grafico 1. Foi comparada a

producdo semanal de CO2 medida em cada um dos ensaios.
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Figura 10: Comparativo da producéo semanal de COz2.
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Figura 11: Produg&o de CO2 semanal.
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Como esperado, 0s respirdbmetros correspondentes ao ensaio controle
apresentaram as menores taxas de respiracdo, ndo sendo possivel identificar um
pico na producdo de COz2. Isso pode ser justificado devido a menor quantidade de
nutrientes a serem consumidos pelos microrganismos, em comparag¢do as demais
amostras. Os respirdmetros do ensaio 1, por apresentarem menor quantidade de
ametrina (120 pL), obtiveram como maior producdo de COz2 os valores de 29, 20 e
30 pmol de COz2, respectivamente. Ja 0s respirdbmetros do ensaio 2 registraram
como maiores valores, respectivamente, 34,5, 34 e 38 pmol de CO2. Analogamente
ao ocorrido no ensaio controle, o ensaio de niumero 2 apresentou as maiores taxas
de respiracdo, uma vez que continha maior quantidade de ametrina (240 pL)

disponivel para o consumo.

Para ambos os ensaios 1 e 2 foi possivel notar o comportamento
esperado de um consércio microbiano quando em contato com substrato favoravel
ao seu desenvolvimento. Tracado o grafico de dispersao dos dados respirométricos
semanais, foram obtidas curvas de tendéncia que, aproximadamente nos 40 dias
iniciais do estudo, indicaram comportamento referente a “fase log” do crescimento
bacteriano. Entre 40 e 60 dias, nos trés ensaios, pode-se observar 0os maiores
valores de producdo de COz2. Isso condiz com o periodo de meia-vida da ametrina,
que varia entre 20 e 100 dias, como exposto no Item 3.1. Apo6s os 70 dias, contudo,
observa-se a queda na atividade metabdlica dos microrganismos, que indica a “fase
de morte celular” do crescimento bacteriano e pode ser justificada pelo esgotamento

do contaminante.
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Figura 13: Produgédo acumulada de CO2.
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O Gréfico 2 representa a producao acumulada de CO2 em cada ensaio e
possibilita a visualizacdo da discrepancia entre as atividades metabdlicas dos

microrganismos contidos nos ensaios 1 e 2, em comparacdo com o ensaio controle.

A partir do ajuste dos dados respirométricos no software SYSTAT
SIGMAPLOT 14.0, foi possivel realizar a previsdo dos valores para a maxima
producdo de CO2 (Bmax) e para o tempo estimado de maior atividade microbiana
(TBmax). Na Figura 11, a linha de Bmax indica o maior valor para a producdo de
CO2, definido pelo modelo a partir do momento em que a curva de respiracao é
estabilizada. A andlise destes indicadores permite identificar a eficiéncia dos
microrganismos selecionados, assim como fornece uma previsao do tempo total de

biodegradacao.

Em relagdo ao ensaio controle, ndo foi possivel obter o valor de Bmax,
devido a inexpressividade dos dados. Pode-se dizer que, devido a baixa
concentracdo de substrato nos respirdmetros, os valores de CO2 produzido ao longo

das 12 semanas ndo apresentaram perfil de crescimento e declinio adequado a

modelagem.
Tabela 5: Dados respirométricos (Bmax, TBmax e R?).
ENSAIOS Bmax (umol) TBmax (dias) R2
C - = -
1 15,9018 87,598 0,4262
2 29,0475 74,410 0,7373

Fonte: Autora, 2019.

A Tabela 5 apresenta os valores obtidos para Bmax, TBmax e para R2, que é
o coeficiente de determinacdo do modelo, ou seja, o fator que indica a variabilidade
dos dados obtidos ao final da modelagem. Considerando os volumes da solucéo de
ametrina adicionados em cada ensaio respirométrico, os resultados obtidos foram

coerentes com o esperado. Para o ensaio 2, foram obtidos 29,0475 umol como valor



36

maximo de producao de CO2, o que se aproxima do dobro do Bmax obtido para o

ensaio 1, de 15,9018 pumol.

5.2 Ecotoxicidades dos contaminantes

Foram obtidos valores médios para o crescimento do hipocétilo e da raiz,
para cada ensaio. A partir deles foram calculados os indicadores indice de
Crescimento (ICR) e indice de Germinacgéo (IG). Também, foram contabilizados o
namero de mortes em cada ensaio, ou seja, o numero de plantulas cujo crescimento

radicular ndo atingiu os 2 mm. Os resultados foram organizados nas Tabelas 6 e 7.

As Figuras 10 e 11 ilustram o método utilizado para auxiliar na medicao

das estruturas das sementes de alface e rucula, respectivamente.

5.2.1 Alface (Lactuca sativa)

Figura 14: Placa de papel plastificado com plantulas de alface.

Fonte: Autora, 2019.

Tabela 6: Resultados do teste de ecotoxicidade (alface).

Antes da biodegradacéo

COMP. MEDIO COMP. MEDIO = NUMERO DE
AMOSTRA . ICR IG (%)
HIPOCOTILO (cm) RAIZ (cm) MORTES
Controle 2,64 3,10 0 1,00 100
©
1 2,49 3,11 1 1 98,3
2 2,36 2,89 4 0,93 87,0




Depois da biodegradacao

COMP. MEDIO 3 ;
3 COMP. MEDIO NUMERO DE
AMOSTRA HIPOCOTILO
RAIZ (cm) MORTES
(cm)
Controle

2,95 3,00 0
©)
1 2,74 2,93 0
2 2,70 2,91 1

Fonte: Autora, 2019.

Figura 15: Resultados qualitativos do crescimento das sementes de alface.
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Fonte: Autora, 2019.
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O Gréfico 3 permite comparar os crescimentos dos ensaios C, 1 e 2 tanto

antes quanto apés o processo de biodegradacdo. Anteriormente, no ensaio controle,

tanto raiz quanto hipocétilo tiveram seu crescimento inibido pela presenca de

ametrina, enquanto nos testes posteriores a biodegradacdo eles apresentaram

melhor desenvolvimento. J& os ensaios 1 e 2 apresentaram maior crescimento do

hipocaétilo posteriormente a degradacdo, mas o0 mesmo nao pbéde ser observado em

relacdo a raiz.
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Figura 16: Comparac&o dos indices de Germinacéo — IG (%) (alface).
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Fonte: Autora, 2019.

Comparando-se a germinacdo das sementes em cada ensaio anterior e
posteriormente a acdo dos microrganismos, foram obtidas poucas mortes em
sementes de alface. Como era esperado, o0 ensaio 2, por apresentar maior volume de
ametrina nas placas de Petri, apresentou os menores indices de germinacao, sendo
também o ensaio que mais se beneficiou da biodegradacao, registrando um aumento
de 8,38% entre os periodos estudados. Quanto ao ensaio 1, influéncia do consumo
da ametrina por parte dos microrganismos nao foi muito expressiva, tendo sido
observada uma queda de apenas 1,3% entre o0 inicio e o fim dos testes
respiromeétricos. A auséncia de ametrina nas placas do ensaio controle resultou no
bom desenvolvimento das sementes em todas as amostras, 0 que significa que o
ensaio desempenhou com sucesso a sua fungdo de fornecer uma base
representativa de um ambiente descontaminado, para a comparagdo com as demais

amostras.

Considerando-se que, nos ensaios 1 e 2, o IG apresentou valores entre 87 e
98,3%, pode-se dizer que a taxa de mortalidade de sementes, para a Lactuca sativa,
varia entre os perfis de “0 a 10%” ou de “10 a 40%”, o que de acordo com Barbosa

(2000, p.110), significa que a ametrina pode ser considerada como ndo téxica ou



com indicios de toxicidade.

5.2.2 Rucula (Eruca sativa)

Figura 17: Placa de papel plastificado com plantulas de rdcula.

Fonte: Autora, 2019.

Tabela 7: Resultados do teste de ecotoxicidade (rdcula).

ANTES DA BIODEGRADAGAO

COMP. MEDIO 3 .
) COMP. MEDIO  NUMERO DE .
AMOSTRA  HIPOCOTILO . ORTES ICR IG (%)
(cm)
Controle 2,13 2,34 20 1,00 100
©
1 1,48 1,77 28 0,75 40,00
2 1,79 1,94 23 0,82 50,50
DEPOIS DA BIODEGRADACAO
COMP. MEDIO a 5 IG
AMOSTRA  HIPOCOTILO otz A L AR DIE ICR
RAIZ (cm) MORTES
(cm) (%)
Controle 1,96 1,47 23 1,00 100
©)
1 1,91 1,13 27 0,77 4235
2 1,85 1,52 24 1,03 61,80

Fonte: Autora, 2019.
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Figura 18: Resultados qualitativos do crescimento das sementes de rucula.
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Fonte: Autora, 2019.

Assim como no item anterior, o Grafico 5 permite comparar 0s crescimentos
dos ensaios C, 1 e 2 tanto antes quanto apds o processo de biodegradacao, contudo,
relativamente ao teste com sementes de rdcula. Estas se mostraram mais sensiveis
a presenca da ametrina do que as sementes de alface, devido ao menor crescimento
das estruturas mensuradas. Anteriormente a biodegradacdo, no ensaio controle,
tanto raiz quanto hipocétilo tiveram seu crescimento inibido pela presenca do
contaminante, enquanto nos testes posteriores a biodegradacédo eles registraram
maior crescimento. O mesmo padrdo dos testes com alface pdde ser observado: os
ensaios 1 e 2 apresentaram maior crescimento do hipocoétilo posteriormente a

degradacdo mas o mesmo nao pdde ser observado em relacéo a raiz.
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Figura 19: Comparac&o dos indices de Germinagéo — IG (%) (ricula).
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Fonte: Autora, 2019.

As sementes de rucula, diferentemente das de alface, apresentaram valores
mais expressivos de taxa de mortalidade. O ensaio 2 apresentou os menores indices
de germinacao, porém o ensaio 1, nesse caso, se beneficiou mais da biodegradacéao,
com diferenca de 11,24% entre os periodos anterior e posterior a ela. A auséncia de
ametrina nas placas do ensaio controle, no caso do teste com rdcula, também
resultou no bom desenvolvimento das sementes em todas as amostras, 0 que
significa que o ensaio desempenhou com sucesso a sua funcédo de fornecer uma
base representativa de um ambiente descontaminado, para a comparagdo com as

demais amostras.

Considerando-se que o IG apresentou valores entre 40 e 60%, pode-se dizer
que a taxa de mortalidade de sementes, para a Eruca sativa, se encaixa no perfil de
maior ou igual a 40%, o que de acordo com Barbosa (2000, p.110), significa que a

ametrina é téxica, nesse caso.

5.3 Condutividade e pH

As tabelas 8 e 9 reinem os valores médios obtidos para a condutividade

e pH de cada amostra, respectivamente.
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Tabela 8: Comparativo da condutividade antes e ap6s a biodegradacéo.

CONDUTIVIDADE (uS/cm)

AMOSTRA ANTES DA BIODEGRADACAO DEPOIS DA BIODEGRADACAO
Controle (C) 38,8 161,8

1 39,4 153,6

2 37,7 154,2

Fonte: Autora, 2019.

Tabela 9: Comparativo do pH antes e apés a biodegradacéo.

pH
AMOSTRA ANTES DA BIODEGRADACAO DEPOIS DA BIODEGRADACAO
Controle (C) 6,25 6,18
1 5,62 6,16
2 5,74 6,32

Fonte: Autora, 2019.

Os testes de condutividade e pH forneceram resultados que permitem a
comparacao entre as condicfes fisicas das solucbes estudadas antes e apds a
biodegradagdo. Em todas as amostras, a condutividade medida nos ensaios
posteriores ao processo de biodegradacdo apresentou-se muito mais elevada que
nos ensaios anteriores a biodegradacédo, indicando que o resultado da acdo dos
microrganismos na presenca de ametrina foi a geracdo de solucdes altamente
ibnicas. Com isso, € possivel observar a quebra da ametrina em compostos
menores, gerando subprodutos da degradacdo. Os valores elevados (entre 150 e
170 mS/cm) podem ser justificados pela presenca de ions em solugdo, o que
representa, indiretamente, a diminuicdo da concentracdo de contaminante na

amostra.

Nos ensaios 1 e 2 foi possivel observar o aumento do pH em direcdo a
neutralidade. Isso mostra a continua atividade dos microrganismos na degradacao
do composto. Como discutido no item 3.4, manter o pH préximo da neutralidade
(entre 6,5 e 7,0) é essencial para garantir a manutencdo da atividade bacteriana. No
desenvolvimento de técnicas de biorremedia¢éo, portanto, o monitoramento do pH
durante todo o processo de descontaminacao € relevante para garantir os resultados

pretendidos.
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6. CONCLUSOES

Com este trabalho foi possivel concluir sobre a eficiéncia da biorremediacéo
da ametrina em meio liquido. A selecdo de microrganismos autdctones foi essencial
para a obtencdo de organismos adaptados a degradacdo do contaminante.

A metodologia de respirometria adotada possibilitou, com éxito, a
comparacado da atividade microbiana ao longo do tempo. Também foi possivel
analisa-la nas situacdes hipotéticas de aplicacao regular e excessiva do herbicida
em campo. A realizacdo dos testes respirométricos em solu¢do aquosa resultou em
valores reduzidos de producdo de CO2. Também, a auséncia de nutrientes
adicionais contribuiu para inexpressividade dos dados, principalmente no ensaio
controle. Como esperado, 0S ensaios 1 e 2 seguiram 0 comportamento de
crescimento, com as fases exponencial, lag, estacionaria e de morte celular e por
isso puderam ser ajustados a modelagem matematica.

Os testes de condutividade permitiram analisar a atividade microbiana atraves
de indicios da quebra da ametrina em subprodutos, e o pH se mostrou favoravel ao
desenvolvimento dos microrganismos ao longo do processo de biodegradacéao.
Foram concluidos a ndo toxicidade ou indicios de toxicidade da ametrina, em
relacdo as sementes de alface, enquanto para as sementes de rucula ela se
comportou de forma téxica.

Contudo, os microrganismos do solo se mostraram aptos a biodegradagéo do
herbicida Gesapax® CIBA GEIGY em meio liquido, nas concentracbes e volume
recomendados para a aplicacdo em campo. Assim, pode-se concluir que, para casos
de contaminacdo de corpos hidricos com ametrina, a biorremediacdo é uma solucao
viavel tanto economicamente, por utilizar microrganismos nativos do solo, quanto por

apresentar resultados satisfatorios a curto prazo.
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