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RESUMO

A utilizacdo do herbicida Tebutiurom pode causar impactos negativos no meio
ambiente, uma vez que, quando aplicado em plantacbes, ndo atinge somente a
planta alvo, mas sim, outros setores do ambiente, como o ar, solo, corpos d’agua e
pode atingir aguas subterrdneas poluindo-as e contaminando 0s organismos
presentes, causando desequilibrios no ecossistema. Este herbicida € muito utilizado
no estado de Sado Paulo para culturas de cana-de-aclUcar e atua inibindo o
fotossistema Il das plantas, este foi escolhido por apresentar alta mobilidade no solo,
ser considerado perigoso ao meio ambiente e medianamente toxico. O presente
trabalho teve como objetivo geral a avaliacédo e analise da microbiota proveniente de
um ecossistema aquatico contaminado com herbicida Tebutiurom e determinagéo de
biomassa por clorofila, através de colunas de Winogradsky por 60 dias. As colunas
receberam seis tratamentos: 100 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 1500 ppm e a
coluna controle sem adi¢cdo do contaminante. Foram realizados testes de clorofila e
demanda quimica de oxigénio (DQO) quinzenalmente e testes microbiolégicos
(Unidades Formadoras de Colbnias), pH, condutividade e de fitotoxicidade
semanalmente. A presenca do Tebutiurom ndo impediu o crescimento dos
organismos fotossintetizantes e da biomassa de clorofila a e b, porém influenciou no
tempo de crescimento e na quantidade de clorofila encontrada. Quanto maior a
concentracdo de Tebutiurom, maior foi a influéncia deste sobre os organismos
presentes e/ou 0s processos realizados pelos mesmos e todos os parametros
avaliados apresentaram algum grau de sensibilidade ao herbicida testado, com
excecdo do pH e Condutividade que nao tiveram diferencas significativas em

comparado a coluna controle.

Palavras Chaves: Herbicida; Tebutiurom; Colunas de Winogradsky; Toxicidade.



ABSTRACT

The use of the herbicide Tebutiurom can cause negative impacts on the
environment, since when applied to plantations, it not only affects the target plant, but
also other sectors of the environment, such as air, soil, water bodies and can reach
waters polluting them and contaminating the organisms present, causing imbalances
in the ecosystem. This herbicide is widely used in the state of S&o Paulo for
sugarcane crops and acts by inhibiting plant photosystem I, it was chosen because it
presents high mobility in the soil, is considered dangerous to the environment and
moderately toxic. The present work had as general objective the evaluation and
analysis of the microbiota from an aquatic ecosystem contaminated with Tebutiurom
herbicide and determination of biomass by chlorophyll, through Winogradsky
columns for 60 days. The columns received six treatments: 100 ppm, 250 ppm, 500
ppm, 1000 ppm, 1500 ppm and the control column without adding the contaminant.
Chlorophyll and chemical oxygen demand (COD) tests were performed biweekly and
microbiological tests (Colony Forming Units), pH, conductivity and phytotoxicity tests
weekly. The higher the concentration of Tebutiurom, the greater its influence on the
organisms present and / or the processes carried out by them, and all parameters
evaluated showed some degree of sensitivity to the tested herbicide, except for pH
and conductivity, which did not have significant differences in compared to the control

column.

Key words: Herbicide; Tebutiurom; Winogradsky columns; Toxicity
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1. INTRODUCAO

1.1 Agricultura

A exploracao desenfreada da natureza pelo homem esta tomando caminhos
cada vez mais alarmantes. A ma utilizacdo dos recursos naturais e a falta de
consciéncia sobre suas consequéncias mostram que a natureza ainda tem muito a
perder.

A partir da Revolugéo Industrial e Revolugdo Verde o homem comegou a se
especializar em técnicas de cultivo de suas planta¢fes, transformando e expandindo
as praticas de agricultura, silvicultura, horticultura e monocultura, e novas
tecnologias, as quais visam sempre a maior produtividade. (SILVA et al., 2005).
Dentre as razdes destas transformacdes, pode-se destacar o grande incentivo de
utilizacdo de insumos e maquinarios na producao agropecuaria que aumentavam o
setor agroindustrial, e enrigueciam-no. (MENASCHE et al., 2008). A agricultura
entdo, que antes se constituia somente como meio de vida dos agricultores e suas
familias, se tornou uma atividade destinada ao uso comercial e a necessidade de
alimentar uma populacdo mundial cada vez maior. (SILVA et al., 2005).

A alta necessidade de uma producéo em massa para atender todo o mercado
alimenticio e toda a populacdo, levou a criacdo e utilizacdo de maquinas e
ferramentas motorizadas que agilizassem e facilitassem o trabalho que os humanos
nao poderiam mais dar conta. E a necessidade de que os produtos fossem bonitos
aos olhos do comprador e perfeitos para venda, levou a procura de alternativas que
melhorassem a producdo em todos os sentidos: rapidez, quantidade, tamanho,
resisténcia, cor e sabor. (MAZOYER & ROUDART, 2008). Além do inicio da chegada
de grandes problemas nas plantacdes como invasfes de ervas daninhas, doencas e
ataque de insetos, a qual se resultava na perda de aproximadamente de 50% de
toda producdo agricola dos paises, de acordo com pesquisas da FAO.
(OCTAVIANO, 2010), ndo restando muitas alternativas a ndo ser a utilizacdo de
guimicos.

Iniciou-se entdo, a grande utilizacdo de insumos, agrotoxicos e de métodos de
melhoramento genético de plantas, culturas de armazenamento em condicdes
insatisfatorias. Essas praticas, mesmo sendo eficazes contra os problemas de uma

producdo, comecaram a gerar problemas ambientais para o0 solo, plantas,



dispersores, efluentes etc., e pela pouca competitividade aumentou-se ainda mais a
reproducdo de plantas daninhas e de predadores, que tem a capacidade de se
alastrar rapidamente no ambiente, se transformando em pragas e iniciando grandes
problemas economicos. (ANDRADE, 1995).

Em 1867, iniciou-se a utilizacdo dos agrotoxicos atuais com a chegada do
verde-paris (aceto arsenito de cobre), produto muito comercializado na época e
aplicado em grande escala para o combate de pragas. A partir de entdo, outros
produtos e compostos inorganicos foram criados, assim como 0S COMpOsStos
advindos de vegetais. Apés a segunda guerra mundial foram descobertos os
compostos organossintéticos que, por sua alta performance no controle de pragas e
durabilidade, substituiu os inseticidas naturais e inorganicos. (ANDRADE, 1995).

Hoje, os agrotoxicos conhecidos e utlizados na monocultura e outras
atividades séo, além dos inseticidas (controle de insetos), os fungicidas (controle de
fungos) e os herbicidas (controle de ervas daninhas), que se tornaram muito

importantes para a resolucao de problemas na agricultura. (ANDRADE, 1995).

1.2 Agroquimicos e seus impactos

Agrotoxicos, herbicidas, praguicidas, pesticidas, biocidas e defensivos
agricolas sao os nomes dados as substancias quimicas, sintéticas ou naturais, que
ajudam a combater de algum modo as pragas, matando-as ou controlando-as. Ou
em um sentido mais amplo: é tudo aquilo que mata, lesa, ataca ou transmite
enfermidade as plantas, animais e ao homem. (ANDRADE, 1995).

Apés a segunda guerra mundial houve a diversificacdo das atividades
industriais que passaram a atuar no ramo dos pesticidas, a partir de compostos
intermediarios usados na producéo de corantes, que impulsionaram a constituicao e
solidificacdo da industria quimica. Na década de quarenta foram introduzidas
inovagcbes primarias, com a producdo de organossintéticos que substituiram os
produtos inorganicos, levando ao final da antiga tecnologia de agroquimicos.
(MARTINS, 2000).

Os produtos organossintéticos se destacaram pela sua persisténcia no meio

ambiente e alta eficacia com as pragas, mas acabaram obtendo resultados
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negativos para o meio, poluindo e resultando em desequilibrios bioldgicos.
(MARTINS, 2000).

Martins (2000) afirmou que alguns fenébmenos séo criados pelo proprio
homem a partir da utilizagdo dos agroquimicos, como: a capacidade de resisténcia
das espécies ao mesmo apds determinado tempo, através do processo de
reproducdo no qual os individuos mais aptos se adaptam e sobrevivem, deixando
descendentes que sao imunes ao composto; e a alta capacidade reprodutiva quando
se estd em baixo indice populacional, uma vez que 0s inimigos primarios sao
eliminados, surge espaco para o desenvolvimento de espécies de ervas daninhas
secundarias que se alastram rapidamente (MARTINS, 2000), sendo necessario uso

de novos pesticidas ou herbicidas para essas novas espeécies. O autor destacou:

“Trata-se de uma indlstria peculiar. S&o o0s
problemas gerados por ela propria, visualizados somente
apos o consumo de seus produtos pelos agricultores, que
asseguram a manutencdo de uma intensa atividade de P&D,
ou seja, as inovacgdes criaram problemas e outras novas sao
destinadas a superar os problemas gerados com a resisténcia
dos seres vivos aos produtos lancados anteriormente (mais
antigos), bem como, a apresentarem menos efeitos

toxicoldgicos ao meio ambiente.”

Ao longo do tempo os compostos e produtos antigos foram sendo substituidos
por outros cada vez mais seletivos e que trariam menor efeito residual para o meio
ambiente. Assim como foram feitos os trabalhos com os primeiros herbicidas
criados, continuamente aprimorados até obter resultados satisfatorios em questdes
de seletividade e letalidade. (MARTINS, 2000).

Os herbicidas sdo compostos que quando aplicados em areas agricolas,
somente uma pequena porcentagem atinge a "planta alvo", e a outra parte acaba
atingindo outros setores do ambiente tanto pela aplicacdo direta do produto,
lavagem das folhagens pela agua das chuvas, ou ainda pela decomposicao de
restos vegetais contendo o agroquimico. (SOUZA, 2007). Desta forma, se tornam
um poluente para o solo e também para as aguas subterrdneas, uma vez que
residuos do herbicida no solo podem chegar até lencois freaticos e ser transportados

por agua das chuvas até rios e mares. (MARTINS, 2000).
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O herbicida, juntamente com todos os pesticidas criados, que no inicio foram
considerados como solugdes, comecaram também a apresentar problemas de saude
para pequenos mamiferos e para os trabalhadores que transportavam e inalavam
estes produtos, contendo muitas vezes propriedades cancerigenas. Um exemplo é o
DDT, o pesticida mais antigo conhecido, que apés a realizacdo de inUmeras
pesquisas, constatou-se que afetava animais e humanos reduzindo a producédo de
leite materno, afetando o cérebro, causando defeitos nas transmissGes de sinais

pelos neurdnios e suspendendo o sistema imunolégico. (MARTINS, 2000).

1.3 HerbicidaTebutiurom

O Herbicida Tebutiuron, € um herbicida seletivo, de acéo sistémica, do grupo
guimico Ureia e Grupo C2, segundo a classificacao internacional do HRAC (Comité
de Acdo a Resisténcia de Herbicidas), este atua inibindo a fotossintese no
fotossistema Il. (HRAC — BR, 2020).

E um herbicida recomendado e registrado no Brasil para o controle de plantas
infestantes monocotiledéneas e dicotiledéneas, na cultura da cana-de-acucar (cana-
planta ou cana-soca), sendo aplicado diretamente no solo. (BULA COMBINE 500,
2019; SOUZA, 2007). Muito utilizado no estado de Sao Paulo.

Considerado perigoso para 0 meio ambiente e medianamente toxico. E
altamente toxico para algas e tem alta mobilidade no solo, podendo atingir aguas
subterraneas e outros ambientes aquaticos, além de ser um componente perigoso
para a saude humana em caso de ma utilizacdo de equipamentos, manuseio e
inalacdo do produto. (BULA COMBINE 500, 2019). Deste modo, fazem-se
necessarios estudos acerca da degradacao ou remocao de residuos deste herbicida

no ambiente aquatico, visto seu potencial toxicologico para o meio.

1.4 Coluna de Winogradsky e técnicas de analises

Uma técnica muito utilizada em andlises de contaminacdo de ecossistemas
aquaticos é a coluna de Winogradsky. Técnica criada pelo microbiologista Sergei
Winogradsky, em 1880. Trata-se de um microambiente ou microcosmo que tem a

capacidade de imitar um ambiente aquatico e permite observar o crescimento e as
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funcdes de diferentes grupos de micro-organismos. (GOMES et al., 2011). Nas
colunas montadas sao colocadas amostras de 4gua e de solo do ambiente no qual
se pretende estudar, sendo expostas a luz solar ou mesmo artificial. De acordo com
as condi¢cdes ambientais, e a presenca ou ndo de algum tratamento, surgem com o
tempo certos grupos de micro-organismos, sendo bioindicadores do que esta
acontecendo naquele ambiente.

Outra técnica que pode ser utilizada quando se fala em poluicdo aquatica, é o
teste de determinag&o de clorofila a e b. A clorofila € um pigmento responsavel pela
fotossintese nas plantas, algas e cianobactérias e por realizar fungbes metabdlicas,
como producédo de oxigénio, agucares e capitacao da luz solar. Dentre esse grupo, a
clorofila a pode ser considerada o pigmento mais recorrente desta classe,
representando 75% dos pigmentos verdes presentes nas plantas, normalmente
utilizada como indicadora de biomassa do fitoplancton, e de crescimento de algas e
cianobactérias em razdo do enriquecimento por nutrientes. (MAESTRIN, 2009). Ja a
clorofila b tem menor ocorréncia e menor papel no processo da fotossintese, sendo
um pigmento acessoério que ajuda a ampliar a faixa de luz utilizada pela fotossintese.
(RAVEN et al., 2007).

Esse teste mede a quantidade de biomassa, indicando o crescimento das
algas e cianobactérias (fitoplancton) nas matrizes aquosas, sendo importante para o
estudo de avaliacdo de impacto de contaminantes. (MAESTRIN, 2009). Além dos
testes para acompanhamento de variaveis fisico-quimicas e biolégicas da agua, com
pH, condutividade elétrica, demanda quimica de oxigénio (DQO), e testes

microbiolégicos, que influem a qualidade da agua.

1.5 Teste fitotdxico

O teste de fitotoxicidade é outra opcdo para se avaliar a toxicidade de um
composto. Sdo analises consideradas de curto prazo, economicamente viavel e
avaliam os efeitos de toxicidade aguda. Neste teste as sementes sdo plantadas ou
germinadas em solo ou em &agua, recebendo o tratamento desejado e, apds o
periodo de incubacdo, sdo acompanhadas a germinacdo, ou ndo, na presenca do

poluente. Esse procedimento é amplamente utilizado como uma ferramenta no
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monitoramento ambiental, principalmente durante processos de remediagédo. (AL-
MUTAIRI et al., 2008).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O presente projeto teve como objetivo geral a avaliacdo e analise da
microbiota proveniente de um ecossistema aquatico contaminado com herbicida

Tebutiurom e determinagéo de biomassa por clorofila-a.

2.2 Objetivos Especificos

I. Avaliar a biota da coluna de Winogradsky de agua contaminada com herbicida
Tebutiuron;

Il. Realizar a determinacéo de biomassa por clorofila-a e b;

[ll. Avaliar fatores como pH, condutividade, DQO, e Unidades formadoras de
colénias (UFCs) na coluna;

IV. Verificar a fitotoxicidade do herbicida Tebutiuron na coluna de Winogradsky

utilizando sementes de Lactuca sativa.

3. METODOLOGIA

3.1 Coleta de 4gua

A coleta de agua e sedimento foi realizada no tanque paisagistico localizado
na universidade UNESP de Rio Claro, contendo vegetacéo tanto alta como rasteira,
alguns pequenos vertebrados, microrganismos e matéria organica em
decomposicdo. Sua agua é reabastecida por chuva em sua maior parte e ndo tem
contato com poluentes. Representando entdo, um ambiente semelhante a de um

lago, foi escolhido para ser usado no experimento, uma vez que, sua agua seja
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considerada como de boa qualidade, atendendo aos requisitos de um ambiente

saudavel, o que é importante para a veracidade do experimento.

3.2 Local dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério Multidisciplinar de
Pesquisas do Meio Ambiente, do Departamento de Bioguimica e Microbiologia do
Instituto de Biociéncias da Unesp — Rio Claro.

3.3 Solucéao estoque de Tebutiurom

O Tebutiurom por ser um quimico forte e com pouca facilidade de dissolucao
em agua, foi diluido previamente em agua, criando uma solucéo estoque (KAUR, et
al., 2018). A solucao foi feita adicionando 1g de Combine em 1 litro de agua, onde

desse 1g, somente 0,5g sdo de Tebutiurom em sua composicao.

3.4 Coluna de Winogradsky

A coluna foi composta por uma camada de sedimento do tanque juntamente
com a agua coletada, sendo adicionados em garrafas plasticas de 2L, previamente
cortadas e limpas. A altura da coluna permite o aparecimento de um gradiente de
oxigénio, existindo uma zona aerobica nas porcfes mais superficiais e uma zona
anaerObica nas porcdes basais (Figura 1). Sendo possivel distinguir e notar a
presenca de alguns grupos de bactérias e microrganismos fotossintetizantes
passado algum tempo depois da montagem. (GOMES et al., 2011).

As colunas foram expostas a luz solar afim de favorecer o crescimento de
populacdes de organismos fotossintetizantes, e o sedimento foi enriquecido com
sulfatos, sulfetos e carbono orgéanico permitindo o desenvolvimento de seres
autotroficos e fotoautotréficos como exemplo as bactérias do enxofre anaerébicas.
(GRANT et al., 1989). A extremidade superior da garrafa sera coberta por uma tela
de protecdo, para evitar a entrada de pequenos invertebrados.

Os testes da coluna de Winogradsky foram realizados baseando-se na

metodologia de Loss (2003). Para cada coluna foram utilizadas 100 g de sedimento
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do tanque da UNESP, 4,5 g de Na,SO,, 0,2 g de Na,COs;, 0,2 g de K,HPO,, 0,5 g
de (NH,),SO,, 0,5 g de celulose em po, fonte de carbono e 1000 mL de &gua

coletada no mesmo tanque.

Figura 1: Esquema de coluna de Winogradky

CONCENTRACAO
DE GASES
Tela
l de Protegdo
ZONA
AEROBIA
ZONA §°'z“a
AEROBIA S
FACULTATIVA
ZONA
ANAEROBIA LODO

Fonte: APRAHAM, 2020.

Com o objetivo de acompanhar o desenvolvimento do ambiente com a

presenca do herbicida Tebutiuron, nesse experimento as colunas receberam os

seguintes tratamentos:

- Controle (C): sem adi¢édo do herbicida Tebutiuron;
- Tratamento 1: 100 uL do herbicida Tebutiuron;
-Tratamento 2: 250 uL do herbicida Tebutiuron;

- Tratamento 3: 500 uL do herbicida Tebutiuron;

- Tratamento 4: 1000 uL do herbicida Tebutiuron;

- Tratamento 5: 1500 pL do herbicida Tebutiuron.
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3.5 Andlises e fisico-quimicas

Foi realizado a determinacéo de pH durante todo o experimento, utilizando, de
acordo com APHA, 2012, um pHmetro Digimed DMPH-2, calibrado com solugcdes
tampdes 7 e 4, medindo diretamente das amostras semanalmente. A condutividade
elétrica foi medida através do condutivimetro Tecnopom CA150, nas mesmas

condicdes e seus resultados expressos pela unidade em puS.

Figura 2: pHmetro Digimed DMPH-2.

Fonte: Autor, 2020.

Figura 3: Condutivimetro Tecnopom CA150.

Fonte: Autor, 2020.
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3.6 Andlises microbioldgicas

A quantificacdo de bactérias heterotroficas foi realizada conforme a Norma
Técnica L5 201. (CETESB, 2006).

3.6.1 Preparo da 4gua de diluicao.

Para a agua de diluicdo foram feitas duas solucdes previamente, que foram
utilizadas para o preparo de uma terceira solucdo. Para a solucdo 1 diluiu-se 34 g de
fosfato de potassio monobéasico (KH,PO,) em 500 mL de agua destilada. Para a
solugéo 2 diluiu-se 81,1 g de cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl, 6H20) em 1
litro de agua destilada. Por fim, para a solu¢éao 3 adicionou-se 0,25 mL da solugéo 1
e 1 mL da solugcéo 2 a um baldo de 200 mL, e em seguida completando esse balédo
com agua destilada. A terceira solucdo formada foi passada para um frasco shot
para ser levada a autoclave para a esterilizacdo a 120 °C na pressao por 20 minutos.
Também foram autoclavados 12 placas de petri para o teste em duplicata, uma caixa
de ponteiras para pipeta, uma pipeta de 10 mL, 6 tubos de ensaio e 0 meio de

cultura.

3.6.2 Método de diluicdo de amostras

A 4gua de diluicdo foi passada para os tubos de ensaio com o auxilio da
pipeta de 10 mL esterilizada. Adiciona-se 9 mL de agua de diluicdo e 1 mL de
amostra, obtendo uma diluicdo de 10 vezes. Isso foi feito para cada coluna,

totalizando 6 tubos de ensaio.

3.6.3 Preparo do meio de cultura Plate Count Agar

Pesou-se 8,2 g do meio de cultura desidratado e o dissolveu em 400 mL de
agua destilada. O meio dissolvido foi levado para o micro-ondas até a solucao surgir,
levando cerca de 3 minutos e mistura-se bem com o auxilio de bastdo de vidro até a

completa dissolugdo do meio. Em seguida o meio foi distribuido em 12 tubos de
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ensaio, contendo 20 mL em cada, e tampado para ser levado a autoclave por 20

minutos.

3.6.4 Inoculacgéo, incubacéo e contagem

Adicionou-se 1 mL de amostra diluida em cada placa de petri com o auxilio da
pipeta de ponteiras, em seguida adicionou-se 0 meio contido em um dos tubos de
ensaio esterilizados (20 mL). Agitou-se gentilmente cada placa em formato de 8 para
a total mistura do meio e da amostra. Em seguida, as placas foram incubadas a
35°C por 48 horas.

ApGs esse tempo, verificou-se a presenca ou ndo de colénias de organismos
heterotroficos, e realizou-se a contagem das mesmas em um contador de colbnias
mecanico. Os resultados foram definidos pelas unidades formadoras de colbnia por
mL (UFC/mL) multiplicando pelo valor da dilui¢éo - 10.

UFC/mL = n° de col6nias x 10

Figura 4: Incubadora usada para os testes microbiolégicos
Ed

Fonte: Autor, 2020.
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Figura 5: Materiais prontos para serem autoclavados.

Fonte: Autor, 2020.

Figura 6: Placa pronta para contagem.

Fonte: Autor, 2020.
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Figura 7: Contador de colénias mecéanico

Fonte: Autor, 2020.

3.7 Testes analiticos
3.7.1 Demanda quimica de oxigénio (DQO)

O teste de DQO € uma técnica que estima a quantidade de matéria organica
através da concentracdo de oxigénio consumido para oxidar a matéria organica,
sendo biodegradavel ou ndo, em meio acido e condi¢cdes energéticas por acédo de
um agente quimico oxidante forte. Esta técnica € muito utilizada pela rapidez de sua
realizacdo e obtencéo de resultados, durando pouco mais de duas horas. O teste de
DQO é entdo, um parametro importante para avaliar fatores como polui¢cdo organica
e autodepuracdo de ambientes aquaticos, que indicam o quanto um ambiente é
capaz de degradar diferentes compostos externos presentes. (VALENTE et al.,
1997).

Para a realizagdo do teste, primeiramente foi feito a diluicdo das amostras,

onde em um baldo de 10 mL foi adicionado 1 mL de amostra e 9 mL de agua
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destilada. Isso se repetiu para todas as colunas, diluindo a amostra a 10x. O passo
seguinte foi adicionar 2 mL da amostra diluida a um tubo de vidro pequeno, e em
seguida 1,2 mL de solucdo digestora, por fim 2,8 mL de solugcédo catalitica, nesta
ordem, sendo os testes feitos em duplicata. Os tubos entdo, foram devidamente
tampados e levados a um termo-digestor a 150 °C por 2 horas, com posterior leitura
no espectrofotometro. (APHA, 2012).

Previamente ao inicio dos testes foi criada a equacdo de andlise através da
montagem da curva padrdo utilizando uma solucao de biftalato de potassio.

3.7.2 Preparo dos reagentes

Solucéo digestora: Em 500 mL de agua destilada foram adicionadas 10,216 ¢
de K,Cr,0O, grau padréo primario, previamente seco em estufa a 150 °C por 2 h. Em
seguida a mistura é solubilizada adicionando-se lentamente 167 mL de H,SO, e logo
apos adicionando 33,3 g de HgSO,, dissolvendo-o a temperatura ambiente. Por fim,
foi diluido em 1000 mL de agua destilada.

Solugdo Catalitica: Pesou-se 5,5 g de Ag.SOs/kg de H,SO, — Sulfato de
prata/kg de acido sulfarico. Adicionando lentamente o H,SO, P.A ao Ag2SOa.

Solucdo padrdo de biftalato de potassio: Pesou-se 0,8535 g do sal,
dissolvendo-o em &gua destilada e em seguida transferindo-o para um baléo
volumétrico, completando o volume até 1000 mL. Esta solucdo equivale a uma DQO
de 500 mg/L O..

3.7.3 Confeccdo da curva padrdao e montagem da equacdo para analise
de DQO

Sabendo que uma DQO representa 500 mg/L O», a curva foi criada a partir
dos valores médios de leitura de DQO para o ajuste do método, definindo como
pontos o considerado “branco do método”, e os pontos de 100, 200, 300, 400 e 500
mg/L O, sendo esta, a faixa da curva. Para validacdo do método, a curva em que
apresentar o R?2 mais proximo de 1. E chegou-se a equacédo a seguir, onde dqo(i)
representa o valor da leitura no espectrofotdmetro.

DQO =dqo(i) + 0,0212/ 0,007



Figura 8: Termo digestor HACH utilizado para os testes de DQO.

Fonte: Apraham, 2020.

Figura 9: Tubos de DQO prontos para digestao.

Fonte: Autor, 2020.
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Figura 10: Preparo das soluc¢fes digestoras e cataliticas.

Fonte: Apraham, 2020.

3.8 Testes de pigmentos fotossintéticos: Clorofila A e Clorofila B

A andlise foi realizada primeiramente com extracdo por acetona 90% e leitura
em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda 630, 647, 664 e 750 nm, baseado
em CETESB (2014).

Para a realizacéo do teste foi utilizado a bomba a vacuo para filtrar 20 mL de
cada amostra em filtros de fibra de vidro, sendo o teste feito em duplicata. Em
seguida o filtro foi passado para tubos de centrifuga onde foi adicionado 10 mL de
etanol 90% para inicio da extracdo. Posteriormente os tubos, devidamente fechados
sdo levados em banho maria a 78 °C por 5 minutos e logo apds foi colocado em
banho de gelo para receber um choque térmico. Por fim, os tubos foram postos em
geladeira por 24 horas, e apds este tempo, levados ao espectrofotdbmetro para a
leitura feita com cubetas de quartzo de 1 cm.

Os valores dados pelo aparelho sédo posteriormente analisados de acordo
com as equacdes de clorofila A e clorofila B de Jeffrey & Humphrey (1975), para
calcular a concentracdo dos pigmentos de cada amostra. As equacgdes para clorofila
A e B sao respectivamente:

e Cl(a) =(11.85(A664-A750) - 1.54 (A647-A750) - 0.08 (A630-A750))*V1/(V2*)
e CI(b) =(-5.43(A664-A750) + 21.03 (A647-A750) -2.66(A630-A750))*V1/(V2*)
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Sendo V1 o volume de etanol 90% utilizado para extracdo, que é de 10 mL e
o V2 o volume da amostra filtrada, que é de 20 mL. E o | € o percurso optico da

célula do espectrofotdmetro, que tem 1 cm.

Figura 11: Filtro de vidro logo apds filtrar uma amostra.

Fonte: Autor, 2020.

3.9 Ensaios de fitoxicidade com sementes de Lactuca sativa

Foram realizados ensaios de fitotoxicidade com a semente Lactuca sativa
(alface), com a fracdo liquida da coluna de Winogradsky, a fim de avaliar a
germinacdo e o alongamento da raiz, baseando-se na metodologia de Castillo
(2004). Os experimentos foram realizados em duplicata constituidos de controle
positivo de sulfato de zinco (ZnSO,) como substancia toxica de referéncia e controle
negativo utilizando-se agua deionizada. Estes sdo ensaios de toxicidade aguda, pois
requerem uma exposicdo de 120 horas, e a partir dele podemos avaliar os efeitos
fitotoxicos de uma substancia durante a germinacéo de sementes, uma vez que é no
periodo de germinagédo que 0s processos fisiolégicos sdo muito mais numerosos e a
sensibilidade da planta é alta. (GUEVAVA, 2019).

A semente de L. Sativa é uma das espécies mais utilizadas e recomendadas
pela US Enviromental Protection Agency na detecgcdo de efeitos ecotoxicolégicos
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(EPA U.S., 1996), sendo utilizada entdo como bioindicador para avaliar os riscos
potenciais no ambiente. (GUEVAVA, 2019). Isto se deve as inUmeras vantagens que
apresenta, tais como sua facil e rdpida implementacdo, confiavel, econémica, e de
nao requerer o uso de grandes equipamentos. (CHARLES et al., 2011).

Para a realizacéo do teste foram utilizadas 16 placas de Petri (2 para cada
tratamento e controle). As placas foram forradas com discos de papel de filtro e
receberam, com o auxilio de uma pin¢ca, 20 sementes de L. sativa cada uma,
distribuindo-as em fileiras verticais de 6, 4 e 3 sementes, para que houvesse espaco
suficiente entre cada uma e obter melhor desenvolvimento das plantulas, como
mostra 0 esquema da figura 12. Em seguida foi adicionado, com a ajuda de pipetas,
4 mL de amostra, e 4 mL das solu¢des controles nas suas respectivas duplicatas.
Em seguida as placas foram vedadas com papel-flme de PVC com a intencéo de
impedir a perca de umidade, e cobertas com papel aluminio para impedir qualquer
influéncia de luz. Por fim, foram levadas para incubagcdo a 20 °C durante as 120
horas.

Figura 12: Esquema de distribuicdo de sementes.

Fonte: CAROLINA, 2019.

A influéncia de Tebutiurom no crescimento vegetal foi verificada através das
medi¢cdes com régua do comprimento do hipocétilo e da raiz. Foram consideradas

germinadas as sementes que apresentaram raiz e hipocatilo maior ou igual a 3 mm.
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Figura 13: Hipocotilo e raiz de uma plantula.

Hipocoatilo

Raiz

Fonte: CAROLINA, 2019.

Para a analise, foram calculados o indice de crescimento radicular (ICR), e 0

indice de germinagéo (IG), utilizando as seguintes formulas respectivamente:

ICR = CRA/CRC

Onde: CRA é o comprimento da radicula na amostra e CRC é o comprimento

da radicula no controle negativo.

IG = ICR x (SGA/SGC) x 100

Onde ICR é o indice de crescimento, SGA € 0 numero de sementes
germinadas na amostra e SGC € o numero de sementes germinadas no controle

negativo.

3.10 Analise de dados

Todos os resultados dos testes aplicados nas colunas de Winogradsky foram
tabelados com o objetivo de analisar e comparar os dados obtidos nas diferentes
concentragcfes das colunas durante o tempo e foram dispostos em graficos utilizando

a ferramenta Excel e OriginPro 8 e ndo foram realizados analises estatisticas.
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4. TRATAMENTO E DESCARTE DE RESIDUOS DA PESQUISA

Todo residuo quimico dos materiais utilizados no processo de pesquisa foi
levado para a area de residuos do Departamento de Bioquimica e Microbiologia, em
frascos devidamente rotulados, e este foi acumulado no local. Todo residuo
biolégico presente foi levado para a autoclave.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coluna de Winogradsky

A partir da contaminagdo das colunas de Winogradsky com o herbicida
Tebutiurom, nas concentragbes 0, 100, 250, 500, 1000 e 1500 ppm, foram
analisados os impactos do composto em relacdo ao tempo de exposicao (60 dias), e
em relacdo as diferentes concentracdes através dos testes anteriormente citados.
Foram também, observados caracteristicas visuais com o passar do tempo, como a
mudanca de cor da agua.

Apés o 10° dia do experimento, a agua das colunas adquiriu a cor verde
(Figura 15), que indicam presenca de organismos fotossintetizantes, com excecéo
das colunas 1000 ppm e 1500 ppm, que adqguiriram esta cor somente apés o 20° dia,
e ao final do experimento todas possuiam a mesma cor uniformemente, sendo
possivel concluir previamente que a partir da concentracdo de 1 mL (1000 ppm) de
Tebutiurom houve influéncia no tempo de crescimento de organismos
fotossintetizantes, estes demoraram 10 dias a mais para se desenvolver que as
demais colunas.

Visualmente, também foi possivel perceber que, na Ultima semana, a coluna
com 500 ppm obteve a cor mais escura dentre as demais, com menos transparéncia
na agua (Figura 16), possivelmente indicando maior presenca de clorofila que as

demais colunas.



Figura 14: Inicio do experimento

A=~ SRS
Fonte: Autor, 2020.

Figura 15: 10° dia do experimento

Fonte: Autor, 2020.
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Figura 16: 60° dia, final do experimento
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Fonte: Autor, 2020.

5.1 pH e Condutividade Elétrica

As analises de pH se mantiveram constantes durante os sessenta dias,
variando entre 6,3 e 7,8 (Tabela 1), e os resultados das amostras ndo tiveram
diferencas significativas em comparado com a coluna controle (Figura 17),
mostrando que o Tebutiurom néo influenciou nesse parametro.

Em relacédo a condutividade elétrica, somente no tempo zero de experimento
houve valores mais baixos comparado ao restante, variando entre 1 e 4 uS (Tabela
2). ApOs a primeira semana, a condutividade de todas as colunas aumentou, e assim
se mantiveram constantes entre 4,5 e 6,2 uS até o ultimo dia, incluindo a coluna
controle, mostrando também, que nao houve diferencas significativas com a
presenca do herbicida neste parametro (Figura 18). Valendo salientar que as
variacbes obtidas, tanto do pH quanto da condutividade elétrica, se valem da
agitacdo e dissolucdo dos sais adicionados na montagem do substrato das colunas

de Winogradsky.
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Tabela 1: Valores de pH nas colunas de Winogradsky em relagdo ao tempo.

Tempo (dias)

0
7
14
21
28
35
46
53
60

pH

pH
Controle 100 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm
7,09 7,02 7.35 7.37 7.37
7.3 7,23 6,8 7,24 7.2
6,73 6,69 6,74 6,71 6,74
7,87 7.75 717 7,46 7.2
7,35 7.27 718 7,07 7.54
7,64 7,51 741 7,21 6,3
7.31 7,01 6,98 6,9 6,78
711 7,78 6,64 6,73 6,52
7.1 7,14 7.17 6,94 6,88

Figura 17: Variacdes de pH de acordo com o tempo.
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Fonte: Autor, 2020

1500 ppm
7,22
7,15
6,76
71
7,43
6,35
6,72
6,43
6,75



Tabela 2: Valores de condutividade elétrica em relagéo ao tempo.

Condutividade Elétrica (uS)
Tempo (dias) Controle 100 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm 1500 ppm

0 3,8 3,1 1,1 4,03 3,35 3,57
7 6,36 6,23 6,11 6,12 6,24 6,09
14 6,2 5,85 5,82 5,49 5,87 5,89
21 6,49 6,09 6,15 5,8 6,25 6,17
28 6,01 5,66 5,7 5,42 5,85 5,83
35 5,86 5,52 5,47 5,24 5,56 5,46
46 5,95 5,64 5,34 5,33 5,58 5,7
53 6,27 5,96 5,43 5,52 5,54 5,63
60 4,83 4,77 4,54 4,68 4,62 5,09

Figura 18: Variacdes na condutividade elétrica nas colunas de Winogradsky em

relacdo ao tempo.
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Fonte: Autor, 2020
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5.3 Teste microbioldgico

Em relacdo ao teste microbioldgico, nota-se pequeno impacto do Tebutiurom
nas comunidades microbianas entre os dias 21 e 60 do experimento, onde as
guantidades de unidades formadoras de coldnias comegam a diminuir nas colunas
em comparado com a coluna controle, a qual teve crescimento desde o inicio e em
seguida se manteve constante entre 17.400 e 17.900 UFCs (Tabela 3). Além de que,
todas as demais colunas tiveram suas médias de valores mais baixas que a controle
(Figura 19), mostrando algum impacto do poluente nas colunas contaminadas.

Considerando somente as colunas com adicdo do Tebutiurom, percebe-se
leves crescimentos nas primeiras semanas em 4 de 5 colunas, que tiveram 0 seu
maior valor conjuntamente no dia 21, mostrando possivel resisténcia dos organismos
ao poluente nas primeiras semanas, principalmente nas colunas de menor
concentracgéo, tendo a coluna de 100 ppm chegado a 15.800 coldnias, a coluna 250
ppm 13.200 e a de 500 ppm 13.010 UFCs, corroborando com o estudo de
Jorgensen (2000), o qual indica a possibilidade de resisténcia bacteriana em baixas
concentracfes de antibidticos.

Em contra ponto, a partir do dia 21 todas as colunas contaminadas tiveram
suaves quedas nos seus valores de UFCs até o final do experimento, onde os
menores valores de bactérias se deram entre o dia 53 e 60, e entre as colunas de
maior contaminacao (1000 e 1500 ppm) mostrando mais uma vez, a maior influéncia
do herbicida a partir da utilizacdo de 1 mL/L no ambiente. Outro detalhe observado &
gue a partir do dia 46 do experimento as quedas dos valores diminuiram, indicando
talvez um possivel inicio de estabilizacdo das quantidades de bactérias
heterotréficas em relacédo a presenca do componente.

Os menores valores de UFCs ao final do experimento das colunas 100, 250,
500, 1000 e 1500 ppm, foram respectivamente: 10.200, 9360, 8920, 8862 e 8760
UFCs.
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Tabela 3: Valores da contagem de UFCs em relacdo ao tempo.

UFC/mL
Tempo (dias) controle 100 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm 1500 ppm
0 11900 11260 11125 11370 11850 10155
7 12360 13160 11400 12600 11780 10400
14 13570 14625 12640 12360 11440 12560
21 15320 15840 13200 13010 13658 13080
28 17400 15657 12800 12360 13480 13020
35 17860 15130 10530 10350 10630 11660
416 17980 12870 9990 2060 9070 9030
53 17820 10900 9400 8900 8520 8300
60 17720 10200 9360 8920 8862 8760

Figura 19: Variacdes na quantidade de UFCs nas colunas de Winogradsky em

relacéo ao tempo. = contrale
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Fonte: Autor, 2020
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5.4 Testes de pigmentos fotossintéticos

Se tratando dos testes fotossintéticos, a maioria das colunas mostrou a
ocorréncia de organismos fotossintetizantes a partir do dia 15 de experimento, tanto
para a clorofila A quanto para B. Antes disso, os valores ndo mostraram nenhuma
presenca de organismos (Figura 20).

Nos resultados da Clorofila A, a coluna controle teve aumento significativo,
chegando a 0,27725 mg/m3, e a partir do dia 45 houve uma pequena queda,
chegando ao final do experimento com 0,23362 mg/m3 (Tabela 4). Em relacdo as
outras colunas, somente a amostra com 500 ppm teve valores maiores que a coluna
controle, aumento ocorrido no dia 30, e no dia 60, corroborando com as fotos
mostradas do final do experimento, onde esta coluna € a que tem a cor mais escura
e sem muita transparéncia na agua, e constatando que houve um crescimento maior
de organismos resistentes ao Tebutiurom. Ja os restantes das colunas, tiveram
todos valores menores que a coluna controle, sendo possivel perceber que quanto
maior a concentracdo do herbicida, menores foram sendo a quantidade de
organismos fotossintetizantes encontrados, chegando no dia 60 com a coluna de
1000 ppm com 0,04432 mg/m? e a de 1500 ppm com 0,037425 mg/mé.

Os resultados de clorofila B foram semelhantes. A coluna controle teve
aumento constante do dia 15 ao dia 45, com valores maiores que todas as outras,
chegando a 0,27725 mg/m? (Tabela 4, figura 21). Ja as demais colunas, conforme
maior era a concentracdo de Tebutiurom, menores foram os valores de crescimento
de clorofila B, chegando na ultima coluna de 1500 ppm com seu maior valor de
somente 0,097005 mg/ma.

As amostras de 1000 ppm e 1500 ppm foram as que apresentaram menores
guantidade de clorofila, tanto A quanto B, mostrando a influéncia do herbicida no
microambiente criado, que dificultou o crescimento de algas nessas concentracdes.
Os presentes resultados atestam veracidade de outros experimentos ja feitos como
o de Torres (2012), onde o Tebutiurom testado em cultivares de cana de aclcar

causou reducdo da taxa fotossintética e reducdo da condutancia estomatica.



Tabela 4: Valores de clorofila A nas amostras em relagéo ao tempo.

Tempo (dias)
0
15
30
45
B0

Figura 20: Variacdes da clorofila A das colunas de Winogradsky em relacao ao

Controle
0
0
0,09757
0,19212
0,120325

(=]
(=]
|

Clorofila A (mg/m?)
1

0,00 4

Clorofila (mg/m?3)

100 ppm
0
0
0,070455
0,13571
0,1254

250 ppm
0
0
0,041585
0,129135
0,047575

tempo.

500 ppm
0
0
0,16627
0,119755
0,1432

1000 ppm
0,005925
0
0
0,023635
0,04432

= controle

—— 100 ppm
—— 250 ppm
—y— 500 ppm
—a— 1000 ppm
—p— 1500 ppm

T T T
20 0
Tempo (dias)

T T T
40 50

B0

1500 ppm
0
0
0,045755
0,06234
0,037425

Tabela 5: Valores de clorofila B das amostras em relacdo ao tempo.

Tempo (dias)
0
15
30
45
60

Controle
0
0
0,152715
0,27725
0,23362

Clorofila B (mg/m?)

100 ppm
0
0
0,141395
0,25436
0,23876

250 ppm
0
0
0,090855
0,201495
0,107285

500 ppm
0
0
0,25489
0,1807
0,28567

1000 ppm
0
0
0,020905
0,04008
0,000425

1500 ppm
0,019935
0
0,04892
0,09026
0,097005
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Figura 21: VariagOes de clorofila B das amostras em relagéo ao tempo.
—=— controle

—&— 100 ppm
—b— 250 ppm
0,30 —w— 500 ppm
—a— 1000 ppm
—p— 1500 ppm

Clorofila B (mgém?)

0,05

0,00

T 0 1] 0] 0 0 &0
Tempo (dias)

Fonte: Autor, 2020.

5.5 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A demanda quimica de oxigénio aumentou significativamente a partir do 15°
dia do experimento, mas nao houve diferencas significativas em comparado com a
coluna controle, que aumentou conjuntamente (Figura 22). E possivel destacar
somente que, no 30° dia de experimento as colunas contaminadas tiveram o0s
valores de demanda quimica de oxigénio acima da coluna controle, com as DQOs
das amostras de 100 e 500 ppm chegando a 39% e 19% a mais que a coluna
controle, respectivamente (Tabela 5). Mostrando que o herbicida Tebutiurom pode
ter dificultado o processo de degradacdo de matéria organica do ambiente neste
momento, fazendo com que 0s organismos precisassem mais de oxigénio do que
normalmente para realizar este processo. (VALENTE, 1997).

Porém, a partir do 45° dia, todas as colunas contaminadas ja se encontravam
com valores de DQO a baixo da coluna controle e, apds isso, 0s niveis de demanda
qguimica de oxigénio decairam consideravelmente, indicando a possivel degradacéo
do Tebutiurom pelos organismos do ambiente que podem ter se tornado resistentes

ao composto entre os dias 45 e 60.
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Nota-se, portanto, uma possivel biodegradagcdo do herbicida nas colunas de

Winogradsky ao final do experimento, mesmo o Tebutiurom se mostrando resistente

por um periodo de tempo no ambiente. Isso também poderia explicar a estabiliza¢éo

dos valores de UFCs no final do estudo.

Tabela 6: Valores de DQO das colunas de Winograsdsky medidos em relagéo ao

Tempo (dias)

0
15
30
45
60

Figura 22: Variacdes das leituras de DQO em relacdo ao tempo.

DQO(mglL 02)

Controle

65,88
50,17
98,13
133,96
96,96

100ppm 250ppm
61,02 60,88
52,31 58,74
137,3 95,63
120,36 117,3
43,96 85,63

tempo.

DQO (mg/L 02)

500ppm

52,31
58,02
117,3
128,96
70,63

1000ppm
60,17
58,74
104,8
104,8
68,96

=0 ppm

—+— 100 ppm
—h— 250 ppm
500 ppm
—ai— 1000 ppm

—— 1500 ppm

Tempo (dias)

Fonte: Autor, 2020.

1500ppm
67,31
50,17
103,13
114,8
20,63



38

5.6 Testes de fitotoxicidade em Lactuca sativa:

Em relacdo as sementes de alface, de forma geral, sdo possiveis observar
qgque todas as colunas contaminadas obtiveram tanto valores de indices de
crescimento radicular quanto indice de germinacdo menores que a coluna controle,
indicando influéncia negativa da presenca do herbicida no desenvolvimento das
sementes.

Os valores da coluna controle, para o IG, variaram entre 54% até 71%
enquanto a coluna de 100 ppm variou entre 14 e 27% (Tabela 7). A coluna de 250
ppm variou entre 14 e 24%, a de 500 ppm, entre 9 e 24%, a de 1000 ppm entre 7 e
25% e a de 1500 ppm entre 6 e 37%. Percebe-se entdo que o IG diminuiu
moderadamente conforme a maior concentragdo de Tebutiurom (Figura 23), assim
como a mortalidade das sementes aumentou ponderadamente, mas nao houve
diferencgas significativas. O mesmo ocorreu com o ICR, onde a coluna controle variou
entre 55 e 71, e as demais colunas variaram entre 20 e 54 (Figura 24).

De acordo com Young et al. (2012), a amostra que obteve IG abaixo de 80%
pode ser considerada toxica, acima de 80% considerada ndo toxica e acima de
120% pode-se considerar que a amostra estimula o crescimento das sementes.
Esses dados séo apresentados na figura 24, onde € possivel perceber que todas as
amostras contaminadas podem ser consideradas toxicas seguindo este critério.
Porém, muitos estudos ainda devem ser feitos para melhor representar a
fitotoxicidade do Herbicida Tebutiurom com resultados mais amplos e comparativos
entre espécies, uma vez que € de extrema importancia o conhecimento dos efeitos
deste composto na natureza para tomadas de decisdes e acbes que previnam e

reduzam os impactos do mesmo.
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Tabela 7: Valores de fitotoxicidade em colunas de Winogradsky em relacéo ao
tempo.

Resultado dos testes de fitotoxicidade em relacdo ao tempo

COLUNAS ) - . sementes ndo ICR IG (%)
hipocolito (cm) da raiz (cm) .
germinadas
CONTROLE 2,22 1,59 1] 0,55 55,7
100 ppm 177 1,16 3 0,4 34,5
1= 250 ppm 1,61 0,87 4 0,3 24
Semana 500 ppm 1,53 0,87 4 0,3 24
1000 pmm 1,5 0,74 5 0,25 19,4
1500 ppm 1,33 0,74 5 0,25 19,4
CONTROLE 2,3 1,54 0] 0,54 54
100 ppm 1,42 0,8 4 0,28 22,4
22 250 ppm 1,41 0,7 7 0,24 15,9
Semana 500 ppm 1,4 0,69 8 0,24 14,5
1000 pmm 1,39 0,66 6 0,23 16
1500 ppm 1,23 0,82 6 0,54 37
CONTROLE 2,32 1,86 0 0,65 65,4
100 ppm 2,29 0,88 6 0,3 21,6
32 250 ppm 1,36 0,61 3 0,21 18
Semana 500 ppm 1,36 0,65 5 0,22 16
1000 pmm 1,31 0,9 5 0,31 23
1500 ppm 1,16 0,77 8 0,27 16,2
CONTROLE 2,26 1,74 1 0,61 58,8
100 ppm 1,9 0,68 ] 0,24 14,5
48 250 ppm 1,11 0,61 10 0,21 10,8
Semana 500 ppm 0,93 0,65 12 0,23 9,2
1000 pmm 0,74 0,57 10 0,2 10
1500 ppm 1,1 0,7 9 0,24 13,7
CONTROLE 2,65 1,8 0 0,63 63
100 ppm 1,64 0,87 9 0,3 16,8
52 250 ppm 1,52 0,8 6 0,28 19
Semana 500 ppm 1,23 0,74 7 0,26 16,9
1000 pmm 1,21 0,79 7 0,27 18
1500 ppm 1,21 0,85 9 0,29 16,4

Comp. medio do

Comp. medio

N2 de



ot
Semana

Semana

Be

Semana

Figura 23: Variacdes de indices de germinacdo em relacdo ao tempo
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1,57
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0,53
3,1
1,98
1,88
1,55
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0,41

1,8 8]
1,3 8
1,36 6
0,71 7
1,1 7
1,55 9
1,87 0
0,74 8
0,98 9
1 10
0,53 9
0,83 14
2,03 8]
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0,85 10
0,95 13
0,76 14
0,77 15

0,63
0,46
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0,25
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0,25
0,34
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0,18
0,29
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0,27
0,29
0,33
0,26
0,26

20 30 40 L] [:{4]

Tempo (Dias)

Fonte: Autor, 2020.

63,8
27,6
33,7
16
25
30
65,6
15,5
18
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10
8,7
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14,8
14,9
11,6
7.8
6,7
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Figura 24: VariacGes de indices de crescimento radicular em relagdo ao tempo.
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6. CONCLUSAO

A partir deste estudo foi possivel concluir que a presenca do Herbicida
Tebutiurom ndo impediu o crescimento dos organismos fotossintetizantes e da
biomassa de clorofila a e b, porém influenciou no tempo de crescimento dos mesmos
e na quantidade de clorofila encontrada. Quanto maior eram as concentragbes de
Tebutiurom, menores foram os valores de clorofila durante todo o estudo comparado
com a coluna controle. Este fato também foi percebido no teste microbiolégico, onde
as colunas contaminadas obtiveram quantidades mais baixas de bactérias
heterotréficas que a coluna controle. E também os valores de DQO indicaram
maiores demandas de oxigénio para degradar a matéria organica ao meio do
experimento (dia 30) comparado a coluna controle.

As sementes de Lactuca sativa demonstraram de forma geral, em todos os
tratamentos, indices de germinacédo e indices de crescimento da raiz menores do
gue a coluna controle.

Podendo-se afirmar por fim, que em todos os testes realizados, quanto maior
a concentracdo de Tebutiurom, maior foi a influéncia deste sobre os organismos
presentes e/ou 0s processos realizados pelos mesmos, e que todos os parametros
avaliados apresentaram algum grau de sensibilidade ao herbicida testado,
principalmente nas concentracoes de 1000 e 1500 ppm, com excecdo do pH e
Condutividade que nao tiveram diferencas significativas em comparado a coluna

controle.
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