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RESUMO 

 

O tebuthiuron é um herbicida muito utilizado no manejo da cultura da cana-de-

açúcar e caracteriza-se por ser uma molécula de efeito residual prolongado e 

com alta solubilidade, o que pode gerar alto risco de contaminação do solo e da 

água, além de influenciar negativamente as culturas implantadas em sucessão 

nas áreas tratadas. Para combater esse problema, técnicas de biorremediação 

são excelentes alternativas de tratamento. Logo, esta pesquisa analisou a 

eficiência da fitorremediação e da bioaumentação na diminuição da toxidez do 

tebuthiuron no solo, mediante bioensaios de ecotoxicidade. O experimento 

inteiramente casualizado foi conduzido em casa de vegetação em esquema 

fatorial 2x3x3, considerando os seguintes fatores: dose de tebuthiuron (ausência 

e a dose recomendada); inoculantes microbianos (ausência, líquido e sólido); e 

espécies fitorremediadoras (ausência, Canavalia ensiformis e Mucuna pruriens). 

A indicação do efeito fitotóxico de cada tratamento para o organismo-teste 

Lactuca sativa (alface) foi realizada em cinco replicatas por meio do extrato 

aquoso (solubilizado). No tempo inicial, pode-se certificar que os tratamentos 

com a presença do tebuthiuron tiveram a germinação e o desenvolvimento da L. 

sativa prejudicados. Os comprimentos dos hipocótilos e das raízes do 

organismo-teste em todos os tratamentos foram influenciados negativamente no 

tempo final. Este resultado é causado pela presença persistente da molécula 

contaminante. Nos próximos tempos de avaliação (40 e 70 DAS), notou-se que 

as amostras de solo que mais se destacaram foram as que continham inoculante 

líquido, levantando a teoria que um solo rico em microrganismos possui maior 

capacidade metabólica e pelo inoculante líquido ser um potencializador de 

crescimento. Outro ponto positivo do inoculante líquido foi a associação com M. 

pruriens, que demonstrou superior desenvolvimento da germinação, por ser uma 

planta com potencial fitorremediador, isso pode ter ocorrido devido a sua maior 

capacidade de tolerar o herbicida.  

 

Palavras-chave: biorremediação, ecotoxicologia, herbicida, microrganismos, 
pesticidas. 
 
  



ABSTRACT 
 
Tebuthiuron is an herbicide widely used in sugarcane crop management. It is 

characterized by being a molecule of prolonged residual effect and high solubility, 

which can generate a high risk of soil and water contamination, besides 

negatively influencing the crops planted in succession in the treated areas.Thus, 

bioremediation techniques can be used to mitigate this problem. Therefore, this 

research evaluated the efficiency of phytoremediation and bioaugmentation 

through ecotoxicity bioassays. The entirely randomized experiment was 

perfomed in a greenhouse using a 2x3x3 factorial scheme. The following factors 

were considered: tebuthiuron dose with 2 levels (absence and the recommended 

dose - 1.0T); microbial inoculant with 3 levels (absence, liquid and solid); and 

phytoremediator species with 3 levels (absence, C. ensiformis and M. pruriens). 

The phytotoxic effect of each treatment for Lactuca sativa was analyzed in five 

replicates through the aqueous extract (solubilized). At the initial time, it was 

observed that the treatments with tebuthiuron presented a harmed germination 

and development of L. sativa. The lengths of the hypocotyls and roots of 

seedlings in all soil samples was negatively influenced in the final time. At 40 and 

70 days after sowing, it was noted that the treatments with less ecotoxicology 

potential were those containing liquid inoculant, raising the theory that a soil rich 

in microorganisms has a greater metabolic capacity and also because the liquid 

inoculant is a growth enhancer. Another positive point of the liquid inoculant was 

the association with M. pruriens, which showed superior germination 

development, as it is a plant with phytoremediation potential. This result may have 

occurred due to its greater ability to tolerate the herbicide. 

 
Keywords: bioremediation, ecotoxicology, herbicide, microorganisms, 
pesticides. 
 
  



LISTA DE FIGURAS 
 

Figura 1. Insumos utilizados: (A) Herbicida Combine® 500SC – tebuthiuron, e (B) 

inoculantes Microgreen® líquido e (C) 

sólido...........................................................................................................24 

Figura 2. Preparo do solo para o experimento...............................................................25 

Figura 3. Aplicação do herbicida Combine® por meio de um pulverizador laboratorial...27 

Figura 4. Disposição dos tratamentos em delineamento inteiramente casualizado.......27 

Figura 5. Plantio das espécies vegetais: (A) sementes de mucuna-cinza e (B) feijão-de-

porco; (C) semeadura das espécies vegetais (D) em destaque...................28 

Figura 6. Preparo do extrato aquoso (solubilizado) das amostras de solo: (A) coleta; (B) 

pesagem; (C) adição de água deionizada; (D) agitação; e (E) soluções 

prontas para incubação...............................................................................30 

Figura 7. Montagem do bioensaios de ecotoxicidade: (A) sementes de alface em placas 

de Petri; (B) adição do extrato aquoso das amostras de solo; (C) solução de 

sulfato de zinco a 0,05 M; (D) materiais utilizados em bancada; e (E) placas 

de Petri a serem incubadas.........................................................................30 

Figura 8. Avaliação do desenvolvimento das plântulas de L. sativa pelo alongamento da 

raiz e do hipocótilo em cm. ..........................................................................30 

Figura 9. Comprimento do hipocótilo e raiz (cm) de L. sativa nos bioensaios de 

ecotoxicidade nas amostras de solo sem a presença de plantas nos tempos 

0, 40 e 70 DAS.............................................................................................32 

Figura 10. Comprimento do hipocótilo e raiz (cm) de L. sativa nos bioensaios de 

ecotoxicidade nas amostras de solo com a presença de mucuna-cinza nos 

tempos 0, 40 e 70 DAS................................................................................33 

Figura 11. Comprimento do hipocótilo e raiz (cm) de L. sativa nos bioensaios de 

ecotoxicidade nas amostras de solo com a presença de feijão-de-porco nos 

tempos 0, 40 e 70 DAS................................................................................34 

Figura 12. Variação do índice de germinação de L. sativa nos bioensaios de 

ecotoxicidade nas diferentes amostras de solo entre os tempos inicial (0 

DAS) e final (70 DAS), em %.......................................................................35 

  



LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Atributos químicos do solo na camada de 0-20 cm antes a instalação 

do experimento.................................................................................24 

Tabela 2. Delineamento experimental em esquema fatorial 2x3x3....................26 

Tabela 3. Análise de variância do índice de germinação de L. sativa nos 

bioensaios de ecotoxicidade nas diferentes amostras de solo nos 

tempos 0, 40 e 70 DAS......................................................................37 

 

  



SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO ............................................................................................. 14 

2. OBJETIVOS ................................................................................................. 16 

2.1 Objetivo Geral ....................................................................................... 16 

2.1 Objetivos Específicos ............................................................................ 16 

3. REVISÃO DE LITERATURA ....................................................................... 17 

3.1. Cana-de-açúcar .............................................................................. 17 

3.2. Herbicidas ....................................................................................... 18 

3.3. Biorremediação............................................................................... 19 

3.4. Fitorremediação .............................................................................. 20 

3.5. Bioaumentação .................................................................................... 21 

3.6. Ecotoxicidade ....................................................................................... 22 

4. MATERIAL E MÉTODOS ............................................................................ 24 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO ................................................................... 33 

6. CONCLUSÕES ............................................................................................ 39 

7. REFERÊNCIAS ............................................................................................ 40 



14 
 

1. INTRODUÇÃO 

Pertencente à família Poaceae, a cana-de-açúcar está no grupo das 

gramíneas e representa uma das culturas mais importantes do agronegócio 

brasileiro. Recentemente, há uma procura maior na expansão do cultivo pela alta 

produção etanol, açúcar, biomassa e energia (STRAPAZZON, 2022). 

Neste sentido, é necessária a preocupação com múltiplos fatores ao visar 

altas produtividades em grandes áreas. Dentre estes estão as plantas invasoras 

que podem competir por água, luz solar, nutrientes e outros recursos, interferindo 

negativamente na produtividade da cultura (BERGMANN, 2019).  

Para controlar esse tipo de dano na lavoura, encontram-se os herbicidas 

sendo o tebuthiuron um dos mais relevantes aplicado na lavoura canavieira no 

país (BRASIL, 2020). De ação pré-emergente, esta molécula tem uma alta 

toxicidade ambiental (BRASIL, 2020) e é caracterizada pela alta solubilidade em 

água e persistência no solo e em águas superficiais. Devido às suas 

propriedades e por ter uma boa eficiência no controle de plantas daninhas, o 

tebuthiuron é considerado um dos principais contaminantes na lavoura, visto que 

ele tem uma meia vida de 15 meses (RODRIGUES E ALMEIDA, 2011) e já foi 

evidenciado em outros estudos resíduos do herbicida após 24 meses ou mais 

depois de sua aplicação (IBAMA, 2019).  

Neste contexto, técnicas de biorremediação que visam tratar a área 

edáfica ou hídrica podem ser aplicadas para remover estes pesticidas do 

ambiente (CORIOLANO; MORAIS FILHO, 2016). Um desses métodos é a 

fitorremediação, na qual se utiliza espécies vegetais com potencial de redução 

da concentração de moléculas contaminantes (SILVA et al., 2019). Outra 

importante técnica de biorremediação para o tratamento de áreas contaminadas 

é a bioaumentação. Nela, microrganismos específicos são inoculados na área 

para incrementar a microbiota do ambiente com o intuito de acelerar o processo 

de degradação de contaminantes (DE MATOS; ZAGONEL, 2021).  

Associados às técnicas de biorremediação, os bioensaios de 

ecotoxicidade são ferramentas fundamentais para avaliação da eficiência da 

estratégia de tratamento adotada. A ecotoxicologia é uma parte da toxicologia 

que analisa os segmentos tóxicos em resposta ao comportamento das moléculas 

naturais ou sintéticas nos biossistemas, o que pode afetar em embates na fauna 



15 
 

e flora (FERREIRA et al., 2021). As diversas ações consequentes dos 

contaminantes sobre os seres vivos são analisados através desses testes, que 

qualificam os danos sobre organismos-teste da substância em avaliação 

(CARDOSO; ALVES, 2013). 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Determinar o potencial ecotoxicológico de solos contendo o herbicida 

tebuthiuron associados ou não com feijão-de-porco (Canavalia ensiformis), 

mucuna-cinza (Mucuna pruriens) e inoculantes microbianos. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

● Monitorar o efeito da presença do tebuthiuron no solo sobre sementes 

de Lactuca sativa como organismo-teste a partir de diferentes 

tratamentos; 

● Verificar a capacidade de fitorremediação do solo com tebuthiuron, 

com as plantas de interesse agronômico (C. ensiformis e M. pruriens);  

● Analisar a associação de plantas com inoculantes microbianos líquido 

e sólido de forma isolada ou na presença do herbicida tebuthiuron 

quanto à ecotoxicidade do solo. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Cana-de-açúcar 

A cana-de-açúcar faz parte da família Poaceae e do gênero Saccharum, 

caracterizada como uma gramínea semiperene provinda do sudeste da Ásia 

(SILVA; SILVA, 2012). Resultante de sua alta eficiência na conversão de energia 

solar em energia química, além de se caracterizar como uma fonte renovável, 

atualmente essa cultura vem se expandindo em produção (DEFANTE et al., 

2018).  

O Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar na escala mundial e o 

estado de São Paulo é responsável por 50% da área de plantio nacional (IEA, 

2019). A safra 2022/23 ultrapassou 610 mil toneladas (CONAB, 2023) e toda 

essa produção é designada a indústria para a produção de açúcar e etanol, 

sendo o açúcar comercializado para o mercado nacional e internacional, 

enquanto, o etanol é produzido como biocombustível somente para o território 

brasileiro (GARCIA, 2019).  

Neste sentido, houve um considerável aumento no consumo e na 

produção do setor sucroenergético, tal âmbito que se caracteriza por sua 

habilidade de produzir energia limpa em larga escala (MANNARELLI FILHO et 

al., 2021), devido ao estímulo do mercado mundial por causa da aplicação em 

fontes renováveis com baixa demanda de carbono e maior procura por fontes de 

energia renováveis (CALDARELLI, 2018). Ademais, destacam-se dois pontos 

importantes: o primeiro é a criação de empregos ligados direta ou indiretamente 

na produção sucroenergética e também o lado negativo que é o grande uso de 

recursos naturais e a formação de resíduos agroindustriais (UNICA, 2019).  

Nesse cenário, o Brasil garante uma alta produtividade pelas 

características edafoclimáticas. Entretanto, tais fatores ambientais causam 

favorecimento de um grande número de plantas daninhas e essa diversidade de 

espécies afeta diretamente na produtividade (NASCIMENTO, 2016). Para 

controlar esse grande problema no manejo da cultura canavieira que pode 

causar uma perda de até 30% na produtividade (LORENZI, 2014), o uso de 

pesticidas agrícolas é utilizado nesta lavoura principalmente para métodos de 

controle químico (MARQUES, 2019). 
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3.2. Herbicidas 

O surgimento de formas de vidas inconvenientes e prejudiciais aflige 

grandemente a capacidade das lavouras, como por exemplo ervas daninhas e 

insetos. Consequentemente, o uso de pesticidas de diferentes classes químicas 

se tornou essencial para as produções agrícolas (COUTINHO et al., 2005). 

No período de 2000 a 2016, a aplicação e o consumo de pesticidas no 

Brasil tiveram um considerável aumento na demanda. No ano de 2000, o 

consumo de pesticidas foi de 162.461,96 toneladas de ingrediente ativo e com 

um desdobramento de 300%, 2016 resultou-se com 541.861,09 toneladas 

(IBAMA, 2019). 

De acordo com o Sindicato Nacional da Indústria de Produtos para Defesa 

Vegetal, a cultura soja é a líder no ranking de uso de pesticidas e a cultura 

canavieira está em segundo lugar. O seu uso na produção de cana-de-açúcar 

representa 60% herbicidas e 15% inseticidas (SINDIVEG, 2017).  

Os herbicidas são substâncias que interferem na germinação ou no 

crescimento de algumas plantas. O desempenho e a seleção desse controle 

estão ligados à maneira em que acontece os processos de transformação, 

transporte, absorção e adsorção (CHRISTOFFOLETI et al., 2008). Dentre os 

pesticidas mais utilizados na cultura da cana-de-açúcar, evidenciam-se a 

hexazinona, o diuron, a ametrina e o tebuthiuron (BRASIL, 2020). 

Intitulado quimicamente 1-(5-tert-butil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-1,3-dimetilureia 

(AGROFIT, 2019), o tebuthiuron pertence ao grupo das ureias substituídas, 

sendo seletivo e de ação sistêmica (BRASIL, 2020). Também expressa alta 

solubilidade em água e grande persistência devido sua meia-vida longa e de 

baixa adsorção às partículas do solo e matéria orgânica. Além disso, o seu 

potencial de impacto no solo e nas águas superficiais ou subterrâneas pode ser 

mais agressivo se for aplicado diversas vezes sem o devido e apropriado manejo 

(FRANCO-BERNARDES et al., 2014).  

Para a maioria dos pesticidas utilizados na agricultura, o solo é o seu 

destino final e essas substâncias podem persistir nesta matriz ou ser conduzidas 

entre seu perfil. Seus resíduos e a quantidade absorvida pelas plantas são 

fatores determinantes para a mobilidade das moléculas do herbicida no ambiente 

(SILVA JR. et al., 2018).  
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Em preocupação a este impacto negativo dos pesticidas aplicados na 

lavoura canavieira, o tebuthiuron é classificado como perigoso ao meio ambiente 

(Classe III), sendo extremamente tóxico para algas e persistente na matriz 

ambiental (IBAMA, 2009). 

3.3. Biorremediação 

Com a intenção de atenuar as decorrências adversas das substâncias 

aplicadas em solos na lavoura, a procura por meios alternativos de tratamentos 

vêm sendo o propósito de novas pesquisas (STELIGA, KLUK, 2020), como a 

biorremediação (FASANELLA; CARDOSO, 2016).  

De acordo com Quintella et al. (2019), a biorremediação é um método de 

remediação biológica que vem sendo utilizada para suavizar ou subtrair as 

consequências do uso de moléculas contaminantes. Dentre as suas diferentes 

técnicas, estão a fitorremediação, a bioaumentação e a bioestimulação, além de 

outras (SANTOS et al., 2021).  

O processo de biorremediação constitui-se no uso de organismos que tem 

a competência de alterar ou desintegrar certos poluentes. Essa técnica pode ser 

feita através do uso dos contaminantes como substrato por determinados seres 

vivos, tornando-os em compostos não reativos (FASANELLA; CARDOSO, 

2016). Além do grupo dos microrganismos, que são essenciais para esse 

método, atualmente, certas plantas, principalmente as leguminosas também 

estão sendo empregadas como responsáveis na descontaminação de áreas 

contaminadas (FRANCISCO; QUEIROZ, 2018).  

As metodologias da biorremediação são divididas em tratamentos in situ 

e ex situ, sendo realizada, respectivamente, no mesmo local da contaminação e 

viável economicamente ou fora do lugar da contaminação (ANDRADE et al., 

2010). As duas maneiras objetivam a mineralização dos contaminantes com a 

sua conversão em produtos com pouca ou nenhuma toxicidade. Em síntese, 

certos organismos como fungos, bactérias e plantas podem metabolizar ou 

indisponibilizar os compostos poluentes (ANDRADE et al., 2010).  

A utilização desses organismos na degradação de substâncias orgânicas 

é bastante aplicada especialmente na remediação de hidrocarbonetos de 

petróleo (SANTOS et al., 2021). No que se refere aos pesticidas, Demichelli et 

al. (2020) descobriram efeitos positivos no isolamento de microrganismos com 
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capacidade de degradação do herbicida glifosato em solos do sul do território 

nacional.  

Ademais, o cultivo de certas espécies vegetais no solo contaminado é 

capaz de impulsionar o desenvolvimento microbiano e despertar a degradação 

de substâncias poluentes, como os resíduos de pesticidas agrícolas, pelo 

funcionamento da microbiota encarregada de (co)metabolizá-los (MELO et al., 

2017). 

3.4. Fitorremediação 

O conceito de fitorremediação resume-se na utilização de espécies 

vegetais que apresentam aptidão de absorver substâncias de elevada toxicidade 

e, por estratégias agrícolas adequadas, permitem atenuar, diminuir ou limitar os 

contaminantes a teores inofensivos por meio de procedimentos que portam a 

competência de reabilitar a matriz ambiental (SOUZA et al., 2011).  

Com finalidade de conseguir bons resultados na fitorremediação, é 

preciso fazer o uso de plantas que apresentam propriedades que proporcionam 

boa habilidade de assimilação como possuir uma raiz acentuada, lépido 

crescimento e desenvolvimento. No entanto, é fundamental evidenciar a 

indispensabilidade de compreender a interatividade das espécies vegetais com 

o elemento contaminador. Esta metodologia contém inúmeros meios para 

otimizar a despoluição de ambientes a partir da interação com plantas que 

portam formas e fisiologias diferentes, desde a remoção, imobilização ou 

transformação dos contaminantes (COUTINHO et al., 2015).  

Nesse sentido, no trabalho de Ferreira et al. (2021) foi analisada a 

potencialidade fitorremediadora de quatro plantas: milheto (Pennisetum 

typhoides), mucuna-cinza (Mucuna pruriens L. DC.), feijão-de-porco (Canavalia 

ensiformis) e feijão-guandu (Cajanus cajan), e concluiu-se que o milheto exibiu 

maior crescimento vegetal, menor índice de mortalidade e melhor 

comportamento quando relacionado ao tebuthiuron com a vinhaça. Apesar disso, 

o solo cultivado a mucuna-cinza foi o melhor para o crescimento da espécie 

bioindicadora Crotalaria juncea. Além disso, por não fazer parte da família da 

cultura da cana-de-açúcar, a mucuna-cinza é mais recomendada com mais 

benefícios pela fixação de nitrogênio e pelo fato de correr o risco de propagar o 

ciclo de algumas pragas, insetos e doenças. Consequentemente, esse é o 
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motivo da utilização desta planta (Mucuna pruriens L. DC.) no atual trabalho. A 

outra planta utilizada no experimento também já foi comprovada como altamente 

capaz para a fitorremediação do tebuthiuron (PIRES et al., 2008). 

3.5. Bioaumentação 

O processo de bioaumentação promove a adição de microrganismos no 

ambiente contaminando para otimizar o tratamento biológico da área (SZAJA, 

2018), favorecendo o processamento da biorremediação. Com o intuito de 

melhorar o desempenho da degradação de substâncias contaminantes no solo, 

a bioaumentação é uma estratégia muito positiva (PALÁCIO et al., 2012).  

Este método pode ser realizado através da inoculação de microrganismos 

isolados ou em consórcio, cuja mistura de espécies microbianas torna-se mais 

parecidos com a realidade do ambiente (TYAGI et al., 2011).  

Comparando com outros métodos de biorremediação, a bioaumentação 

possui vários benefícios. No momento em que um grupo microbiano é 

introduzido, sua atividade metabólica já está apta a iniciar o tratamento da área, 

já no processo de bioestimulação possui um período de latência fisiológica dos 

microrganismos depois da introdução de nutrientes (ALISI et al., 2009).  

Segundo Jerônimo et al. (2012), a bioaumentação vem sendo aplicada 

desde os anos 1960 nos Estados Unidos. Em território brasileiro, o processo teve 

maior demanda a partir dos anos 1990 com a introdução de empresas de aditivos 

bioquímicos para esse uso.  

Trabalhos na literatura comprovaram que a técnica da bioaumentação, em 

geral, pode provocar uma perturbação no meio, e assim consequentemente 

ocorre um incremento da atividade microbiana (KARAS et al., 2016; DE MATOS; 

ZAGONEL, 2021; ALMEIDA, 2022).  

Em relação ao emprego desta técnica em solos com herbicidas, Chen et 

al. (2021) evidenciaram recentemente que o efeito positivo da bioaumentação no 

processo de degradação da atrazina com consequente redução da toxicidade do 

solo para o desenvolvimento do trigo. 

3.6. Ecotoxicidade 

Estudos sobre a ecotoxicologia analisam os efeitos tóxicos de compostos 

poluentes ao ambiente frente aos efeitos diretos e indiretos sobre seres vivos. 

Deste modo, organismos-testes são usados em ensaios laboratoriais para 
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definição da toxidade de amostras ambientais. Sua metodologia fundamenta-se 

em expor certo organismo às condições de contaminação e avaliar os seus 

possíveis efeitos agudos e/ou crônicos (MAGALHÃES; FERRÃO FILHO, 2008).  

Para ajudar na análise de indicação do efeito de compostos 

contaminantes associados aos organismos-testes, são empregados os 

bioensaios de ecotoxicidade. Assim, mudanças comportamentais, fisiológicas ou 

até morte podem ser identificadas a depender do tipo químico da substância, do 

tempo de exposição, da concentração, da periodicidade da exposição, do 

organismo-teste e da fase do ciclo de vida que ele se encontra (LIMA, 2017).  

Para se definir um bioindicador nestes ensaios, é necessário conhecer 

sua facilidade de manejo, seu ciclo de vida, sua sensibilidade, e o seu custo de 

otimização (SILVA et al., 2012). Ácaros, anelídeos, colêmbolos, diplópodas, 

isópodas e vegetais são exemplos de organismos capazes de serem utilizados 

como organismos-teste nestes bioensaios ecotoxicológicos (ZORTÉA et al., 

2017). 

No trabalho de Gonçalves et al. (2016), a espécie Lactuca sativa (alface) 

foi escolhida como bioindicadora por se caracterizar com bons aspectos 

fisiológicos e grande vulnerabilidade em relação à contaminação a pesticidas. 

No experimento de Faria et al. (2019), foram efetuados testes ecotoxicológicos 

também utilizando sementes de L. sativa, associando diferentes doses de 

tebuthiuron e vinhaça depois do processo de atenuação natural.  

Em áreas com o uso frequente de insumos químicos pela necessidade de 

manejo das culturas, faz-se necessária à sua recuperação. Como já 

argumentado anteriormente, o estudo da ecotoxicologia pode evidenciar o 

potencial das técnicas de biorremediação em solos contaminados. Considerando 

que o uso do herbicida tebuthiuron no cultivo da cana-de-açúcar é essencial para 

o controle de plantas daninhas, deve-se notar seu efeito tóxico que ele oferece 

ao meio.  

Dessa forma, o uso de plantas com potencial fitorremediador e a 

implementação de inoculantes microbianos podem ajudar na recuperação do 

meio. E, para efetuar uma avaliação mais precisa, torna-se necessária a 

realização de ensaios ecotoxicológicos para conhecer os impactos ocasionadas 

por esta contaminação e os efeitos após realizada a biorremediação. Porém, 

poucos trabalhos foram encontrados na literatura que utilizam as técnicas de 
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bioaumentação e fitorremediação associadas, com a análise ecotoxicológica do 

solo durante este tratamento biológico. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi conduzido na Faculdade de Ciências Agrárias e 

Tecnológicas, Universidade Estadual Paulista - FCAT/Unesp, câmpus de 

Dracena. A cidade está localizada nas coordenadas 21°28′57″ S e 51°31′58″ W 

com altitude média de 400 m. O clima da região é do tipo Aw (tropical úmido), 

classificado segundo Köppen (1948), com temperatura local média de 22, 1ºC e 

precipitação anual média de 1.200 mm, obtidos a partir da estação meteorológica 

de Dracena EMA/FCAT. 

O solo do tipo Latossolo Vermelho-Amarelo distrófico (SANTOS et al., 

2018) com textura arenosa foi coletado na FCAT/Unesp em até 0,20m de 

profundidade. Salienta-se que a área de coleta é uma pastagem degradada sem 

relatos de aplicação de pesticidas nos anos anteriores. Encaminhadas até ao 

laboratório para secagem, as amostras foram peneiradas em malha de 0,20 m e 

acondicionadas em recipiente de plástico fechado, sendo uma parte 

encaminhada para análise química (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Atributos químicos do solo na camada de 0,20 m. 

pH M.O. P S K Ca Mg Al3+ H+Al SB CTC V 

CaCl2 g.dm-3 mg.dm-3 mmolc.dm-3 % 

4,0 4 1 7 0,3 6 2 13 25 5,5 30,5 18 

 

O herbicida tebuthiuron, foi obtido em estabelecimento comercial na pelo 

produto comercial Combine® 500SC - Dow AgroSciences Industrial Ltda. (Figura 

1A). Já os dois inoculantes microbianos foram oferecidos pela empresa 

Microgreen®, sendo indicados para restauração da microbiota em solos 

agrícolas: inoculante líquido (InL) com maior quantidade bacteriana, e inoculante 

sólido (InS) com maior riqueza de espécies fúngicas (Figuras 1B e 1C). 

 

Figura 1. Insumos utilizados: (A) Herbicida Combine® 500SC – tebuthiuron, e 

(B) inoculantes Microgreen® líquido e (C) sólido. (Fonte: Própria autora) 
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De acordo com o potencial de remediar o solo com pesticidas e também 

sua capacidade de melhora na qualidade do solo (FERREIRA et al., 2021), foram 

escolhidas as espécies vegetais, que são usadas também como adubo verde na 

rotação de cultura com a cana-de-açúcar: feijão-de-porco (Canavalia ensiformis) 

e mucuna-cinza (Mucuna pruriens L. DC.). Além disso, utilizou-se Crotalaria 

juncea que se caracteriza como espécie sentinela do espectro de ação do 

tebuthiuron. Todas as espécies vegetais foram adquiridas da empresa agrícola 

Sementes Piraí®. 

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC) no esquema fatorial 

triplo 2x3x3 de acordo com os seguintes fatores: dose de tebuthiuron com 2 

níveis (ausência e a dose recomendada – 1,0T); inoculante microbiano com 3 

níveis (ausência, InL e InS); e espécie vegetal com 3 níveis (ausência, C. 

ensiformis e M. pruriens). Portanto, avaliaram-se 18 tratamentos com sete 

réplicas cada, conforme descrito na Tabela 2. 

Com base na bula do produto comercial Combine® 500SC foi aplicado o 

herbicida tebuthiuron (1,0T), especificado para solos arenosos. Também, foi feita 

a incorporação dos inoculantes de acordo com a descrição do fabricante - 

Microgreen®. 

Anteriormente à instalação do experimento, o solo foi peneirado e 

destorroado e, conforme com a análise química (Tabela 1), foi realizada a 

correção da acidez e da fertilidade por meio da incorporação de calcário (PRNT 

90%), superfosfato simples e cloreto de potássio (Figura 2). 

 

Figura 2. Preparo do solo para o experimento: (A) destorroamento; (B) calcário 

previamente pesado em laboratório; e (C) correção de acidez e fertilidade. 

(Fonte: Própria autora). 
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Tabela 2. Delineamento experimental em esquema fatorial 2x3x3 

Tratamentos Tebuthiuron (T) Inoculante Espécie 

vegetal 

T1 - - - 

T2 - - MC 

T3 - - FP 

T4 - InL - 

T5 - InL MC 

T6 - InL FP 

T7 - InS - 

T8 - InS MC 

T9 - InS FP 

T10 T - - 

T11 T - MC 

T12 T - FP 

T13 T InL - 

T14 T InL MC 

T15 T InL FP 

T16 T InS - 

T17 T InS MC 

T18 T InS FP 

Legenda: T – dose comercial de tebuthiuron; InL – inoculante líquido; e InS – inoculante 

sólido. 

 

Em seguida, os inoculantes foram incorporados em seus respectivos 

tratamentos (Tabela 2): sólido, na proporção de 0,01 g para cada kg de solo; e 

líquido, com a diluição de 5,0 mL do produto em 10 L de água. Após três dias, 

foi realizada a pulverização do herbicida Combine® (Figura 3). Este procedimento 

foi realizado por meio de um pulverizador laboratorial equipado com seis pontas 

de jato plano XR 11002 na pressão de 2 bar (vazão de 0,65 L min-1) e espaçadas 

em 0,5 m. Sendo assim, a aplicação do produto ocorreu-se na velocidade de 5 

km h-1 mantidas a uma altura de 0,75 m em relação ao topo dos vasos 

proporcionando um volume de aplicação de 156 L ha-1. 

Posteriormente ao preparo das amostras de solo, o experimento foi 

instalado e conduzido em casa de vegetação a partir de 120 vasos de 4 L 

(Figura 4). 
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Figura 3. Aplicação do herbicida Combine® por meio de um pulverizador 

laboratorial. (Fonte: Própria autora). 

 

 

Figura 4. Disposição dos tratamentos em delineamento inteiramente 

casualizado. (Fonte: Própria autora). 
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Foi realizado o teste de verificação da viabilidade e dormência das 

sementes, antes de ocorrer a semeadura. A verificação foi feita conforme o 

manual técnico de RAS - Regras de Análise de Sementes (MAPA, 2009). 

Observou-se que não foi preciso realizar a quebra de dormência das sementes. 

Logo, após sete dias da aplicação do herbicida, realizou a semeadura de três 

sementes de feijão-de-porco e mucuna cinza por vaso, demonstrada pela 

Figura 5. 

O desenvolvimento das plantas foi conduzido até o florescimento, que é 

aproximadamente 70 dias após a semeadura (70 DAS). Em seguida, quando foi 

retirado as plantas fitorremediadoras, foi realizada a semeadura da espécie 

sentinela (C. juncea) que também permaneceu por mais 70 dias de 

desenvolvimento nas unidades experimentais. Salienta-se que a irrigação dos 

vasos foi feita diariamente a fim de manter a umidade do solo na faixa de 60% a 

80% da capacidade de campo. 

 

 

Figura 5. Plantio das espécies vegetais: (A) sementes de mucuna-cinza e (B) 

feijão-de-porco; (C) semeadura das espécies vegetais (D) em destaque. (Fonte: 

Própria autora). 
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Os bioensaios foram preparados a fim de monitorar o potencial 

ecotoxicológico de cada tratamento no decorrer do período experimental. A 

avaliação ecotoxicológica das amostras de solo foi realizada utilizando sementes 

de alface (Lactuca sativa) como organismo-teste, em diferentes tempos de 

acordo com DAS: T0 (inicial), T40 e T70 (final). 

A indicação do efeito fitotóxico de cada tratamento para Lactuca sativa foi 

feita em cinco replicatas através do extrato aquoso (solubilizado), conforme a 

NBR 10.006 (ABNT, 2004). A metodologia constitui-se na dissolução de 25 g da 

amostra de solo em 100 mL de água deionizada em frascos Erlenmeyer. Em 

seguida, esses frascos foram lacrados com filme PVC, agitados por cinco 

minutos a 120 rpm e incubados a 20 ± 2 °C por sete dias ao abrigo da luz, de 

acordo com a Figura 6. 

O método dos bioensaios de ecotoxicidade com sementes de L. sativa foi 

feito de acordo com Sobrero e Ronco (2004). Dessa forma, os testes foram 

preparados em placas de Petri com papel filtro, contendo 2,0 mL do solubilizado 

e 10 sementes de alface. Em seguida, as placas foram envolvidas com filme PVC 

para evitar a perda de umidade e incubadas a 20 ± 2 °C por 120 h ao abrigo da 

luz. Controles positivo (CP) e negativo (CN) foram preparados utilizando sulfato 

de zinco a 0,05 M e água deionizada, respectivamente, para testar a 

sensibilidade das sementes (Figura 7). 

De acordo com o experimento de ecotoxicidade, analisou-se: a 

germinação das sementes, o alongamento da raiz e do hipocótilo (≥ 0,1 mm) 

(Figura 8) e o índice de germinação (GI - Germination Index) que combina a 

germinação de sementes (%G) e alongamento da raiz (%R) relativos ao CN. O 

GI é utilizado para avaliar a toxicidade das amostras de solo no organismo-teste, 

conforme a Equação 1 (LABOURIAU; AGUDO, 1987): 

GI = ((%G) × (%R)) / 100     [Equação 1] 

Toda análise estatística foi realizada por meio de rotinas a serem 

desenvolvidas no Software livre R (R CORE TEAM, 2021) e Excel, utilizando 

ANOVA a 5% e o teste de comparação de médias Tukey a 5%.  
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Figura 6. Preparo do extrato aquoso (solubilizado) das amostras de solo: (A) 

coleta; (B) pesagem; (C) adição de água deionizada; (D) agitação; e (E) soluções 

prontas para incubação. (Fonte: Própria autora). 

 

 

Figura 7. Montagem do bioensaios de ecotoxicidade: (A) sementes de alface; 

(B) adição do extrato aquoso; (C) solução de sulfato de zinco; (D) materiais 

utilizados; e (E) placas de Petri a serem incubadas. (Fonte: Própria autora). 

 

 

Figura 8. Avaliação do desenvolvimento das plântulas de L. sativa pelo 

alongamento da raiz e do hipocótilo em cm. (Fonte: Própria autora).  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados dos bioensaios de ecotoxicidade com as amostras de solo 

contendo o herbicida tebuthiuron e os inoculantes microbianos estão dispostos 

a seguir referente aos três tempos de análise – 0, 40 e 70 dias após a semeadura 

(DAS) para Mucuna pruriens e Canavalia ensiformis. 

Na Figura 9 estão representados os comprimentos dos hipocótilos e das 

raízes das plântulas de L. sativa nas amostras de solo sem a cultivo de M. 

pruriens e C. ensiformis. Em sequência, seguem os mesmos resultados a partir 

da presença de mucuna-cinza e feijão-de-porco, respectivamente, nas Figuras 

10 e 11. 

A análise de variância e o teste de comparação de médias do índice de 

germinação (IG) de L. sativa nas diferentes amostras de solo estão dispostos na 

Tabela 3 (0, 40 e 70 DAS). 

Já na Figura 12 está apresentada a variação do IG nos bioensaios de 

ecotoxicidade de acordo com o período experimental. Esses resultados 

derivaram-se da Equação 2 abaixo: 

𝑉𝑖(%) =
(𝐼𝐺𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙−𝐼𝐺𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙)

𝐼𝐺𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
× 100    [Equação 2] 

em que: 

Vi indica a variação do índice de germinação em porcentagem; 

IGfinal refere-se ao índice de germinação final após 70 DAS; e 

IGinicial refere-se ao índice de germinação inicial em 0 DAS. 
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Figura 9. Comprimento do hipocótilo e raiz (cm) de L. sativa nos bioensaios de ecotoxicidade nas amostras de solo sem a presença 

de plantas nos tempos 0, 40 e 70 DAS. (Fonte: Própria autora).  
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Legenda = CN: Controle Negativo; InL: Inoculante Líquido; InS: Inoculante Sólido; Teb: Tebuthiuron. 

  

 

Figura 10. Comprimento do hipocótilo e raiz (cm) de L. sativa nos bioensaios de ecotoxicidade nas amostras de solo com a presença 

de mucuna-cinza nos tempos 0, 40 e 70 DAS. (Fonte: Própria autora).  
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Legenda = InL: Inoculante Líquido; InS: Inoculante Sólido; Teb: Tebuthiuron. 

 
 

 

Figura 11. Comprimento do hipocótilo e raiz (cm) de L. sativa nos bioensaios de ecotoxicidade nas amostras de solo com a presença 

de feijão-de-porco nos tempos 0, 40 e 70 DAS. (Fonte: Própria autora). 
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Legenda = InL: Inoculante Líquido; InS: Inoculante Sólido; Teb: Tebuthiuron.
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Figura 12. Variação do índice de germinação de L. sativa nos bioensaios de 

ecotoxicidade nas diferentes amostras de solo entre os tempos inicial (0 DAS) 

e final (70 DAS), em %. (Fonte: Própria autora). 

Legenda = CN: Controle Negativo; MC: Mucuna-cinza; FP: Feijão-de-porco; InL: 

Inoculante Líquido; InS: Inoculante Sólido; Teb: Tebuthiuron. 

 

Seja pela decorrência da molécula original ou compostos intermediários 

da degradação do herbicida, em 70 DAS ocorreu um aumento na ecotoxicidade 

nas amostras de solo com tebuthiuron (Figura 9). Ferreira et al. (2021) também 

notaram que o desenvolvimento do organismo-teste obteve um bom 

desempenho em ensaios semelhantes e que a biodegradação de tebuthiuron 

teve um impacto positivo na germinação e o crescimento primário das plântulas 

de L. sativa. Logo, se a ecotoxicidade aumentou, este resultado pode ser indícios 

da presença desta molécula e/ou de seus compostos gerados pela sua 

degradação. 
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Avaliando outros fatores, os tratamentos com aplicação de inoculante 

líquido demonstraram diminuição da ecotoxicidade (Figura 10). Destaca-se 

também as amostras de solo em atenuação natural nos tempos iniciais, cujo 

índice de germinação foi superior. Conforme Sarapirom et al. (2022), este maior 

valor pode ter acontecido por duas razões: disponibilidade de fonte de carbono 

emancipado pelo herbicida e potencial de adaptação da microbiota indígena. 

Neste sentido, quando acontece a aplicação de um herbicida no solo, há um 

intervalo de tempo em que pode ocorrer a seleção de microrganismos pelo 

enriquecimento do meio com uma fonte de carbono assimilável à microbiota 

capaz de degradar esta molécula (PIRES et al., 2005). 

Ainda na Figura 10, o solo cultivado com M. pruriens demonstrou menor 

toxicidade nos bioensaios provavelmente devido a capacidade da planta em 

tolerar tebuthiuron. Assim, em associação com o inoculante líquido, a amostra 

de solo com o herbicida pode ter gerado um efeito ainda mais positivo na 

diminuição do seu potencial ecotoxicológico. 

Além disso, foi avaliada a variação do índice de germinação de L. sativa 

nas diferentes amostras de solo entre o tempo inicial e após 70 DAS (Figura 12). 

Observando estes resultados, nota-se que os bioensaios de ecotoxicidade foram 

eficientes ferramentas de análise, pois o potencial da semente germinar em 

condição de estresse foi uma evidência de seu grau de tolerância a 

contaminantes, uma vez que a germinação é uma fase fisiológica grandemente 

influenciada por compostos tóxicos presentes no solo, corroborando com 

PERALTA et al., 2001; RAIMONDO et al., 2020?. 

Na Figura 12, a redução do índice de germinação da amostra testemunha 

(Solo) possivelmente aconteceu por fatores alheios a contaminação com 

tebuthiuron, como por exemplo a redução da fertilidade pela lixiviação de 

nutrientes ocasionada pela irrigação durante o período. 

Em relação à análise de variância do índice de germinação apresentado 

na Tabela 3. No tempo inicial (0 DAS), os tratamentos sem tebuthiuron obtiveram 

menor ecotoxicidade devido à molécula do herbicida ser considerada tóxica. 

Porém, no final do experimento (70 DAS) é possível observar o aumento no 

índice de germinação de L. sativa, demonstrando que as ações 

fitorremediadoras podem demorar um tempo para começar e permitem a 

redução do potencial ecotoxicológico do tebuthiuron no solo. Este resultado está 
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de acordo com Ferreira et al. (2021), cujo estudo também revelou que a presença 

isolada do herbicida no solo proporcionou maior toxicidade para a L. sativa no 

início e houve a redução deste parâmetro no decorrer dos dias de avaliação. 

 

Tabela 3. Análise de variância do índice de germinação de L. sativa nos 

bioensaios de ecotoxicidade nas diferentes amostras de solo nos tempos 0, 40 

e 70 DAS. 

Tratamentos 0 DAS 40 DAS 70 DAS 

CP 0,00 d 0,00 d 0,00 d 

CN 1,00 c 1,00 c 1,00 bc 

Controle 1,33 a 1,45 ab 1,25 abc 

MC   1,56 ab 1,40 ab 

FP   1,17 bc 0,89 c 

InL  0,96 c 1,72 a 1,53 a 

InL + MC   1,54 ab 1,51 a 

InL + FP   1,45 ab 1,22 abc 

InS 1,16 b 1,30 abc 1,31 abc 

InS + MC    1,33 abc 1,29 abc 

InS + FP    1,34 abc 1,30 abc 

Teb 1,07 bc 1,37 abc 1,46 ab 

Teb + MC    1,46 ab 1,10 bc 

Teb + FP    1,16 bc 1,22 abc 

Teb + InL 1,00 c 1,49 ab 1,37 abc 

Teb + InL + MC   1,67 a 1,26 abc 

Teb + InL + FP    1,34 abc 1,54 a 

Teb + InS 1,10 bc 1,34 abc 1,20 abc 

Teb + InS + MC   1,49 ab 1,10 bc 

Teb + InS + FP   1,36 abc 1,26 abc 

Legenda = CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; MC: Mucuna-cinza; FP: Feijão-de-

porco; InL: Inoculante Líquido; InS: Inoculante Sólido; Teb: Tebuthiuron. As letras minúsculas 

representam as diferenças estatísticas entre linhas e letras iguais não tem diferença estatística. 

Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Além disso, foi possível observar que a aplicação de inoculante líquido no 

solo promoveu menores potenciais ecotoxicológicos nas amostras de solo após 

40 e 70 DAS (Tabela 3), o que concorda com o resultado que Lara-Moreno et al. 

(2022). Estes autores analisaram a eficiência da bioaumentação com bactérias 

após a aplicação do herbicida trifluralina e seus resultados demostraram uma 

toxicidade aguda inicialmente no solo, cujo potencial de toxicidade reduziu 

conforme o tempo do tratamento. Segundo Villaverde et al. (2018), solos 

agrícolas, quando demostram grande diversidade na comunidade microbiana, 

permitem um maior potencial metabólico e, consequentemente, menor 

ecotoxicidade. 
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6. CONCLUSÕES 

No tempo inicial, as amostras de solo sem tebuthiuron reportaram menor 

ecotoxicidade. Entretanto, a presença deste herbicida prejudicou o 

desenvolvimento do organismo-teste (L. sativa) nos bioensaios. 

Após 40 e 70 DAS, as amostras com menor potencial ecotoxicológico 

foram aquelas que continham inoculante líquido, relevando que a sua aplicação 

possuiu impacto positivo no tratamento biológico do solo com tebuthiuron, 

entretanto, a aplicação do inoculante sólido não demonstrou resultados positivos 

para os bioensaios de ecotoxicidade. 

Finalmente, a associação entre o inoculante líquido com o cultivo de 

Mucuna pruriens resultou em excelentes resultados na diminuição do potencial 

ecotoxicológico das amostras de solo com o herbicida tebuthiuron. 
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