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RESUMO 

 

 O plantio de cana-de-açúcar é acompanhado de um intenso uso de agrotóxi-

cos, sendo a cultura que mais utiliza o mecanismo de pulverização aérea no Estado 

de São Paulo. Muito se sabe sobre o potencial de lixiviação de diversos herbicidas e 

dos danos que podem causar em ecossistemas aquáticos, gerando desequilíbrios 

nas micro e macrobiotas. O Tebuthiuron é um dos herbicidas utilizados nas culturas 

de cana de açúcar no Brasil desde 1974, pertencente ao grupo das uréias, possuin-

do como mecanismo de ação a inibição do Fotossistema II das plantas, além de ser 

solúvel em água e lixiviável. Estudos demonstraram que o Herbicida é prejudicial ao 

fitoplâncton e macrófitas, devido a sua toxicidade e modo de ação, além de afetar a 

produção de hormônios e espermatogênese em tilápias. O presente estudo utilizou 

Colunas de Winogradsky para replicar um ambiente aquático em menor escala e 

visou avaliar possíveis alterações na microbiota natural aquática após contato com o 

herbicida Tebuthiuron em diferentes concentrações ao longo de 8 semanas. Foram 

analisados pH, condutividade, biomassa clorofilada, DQO, quantidade de bactérias 

heterotróficas e efeitos na germinação de sementes. O Herbicida apenas afetou o 

pH na primeira semana, reduzindo-o, e a condutividade não foi afetada por este. Foi 

possível constatar que as bactérias heterotróficas tiveram dificuldade para utilizar o 

herbicida em quantidades superiores a 500 ppm como fonte energética até a 4ª se-

mana do experimento, pois suas comunidades microbianas demoraram mais para 

atingir seus picos quando comparados a coluna controle, 100 ppm e 250 ppm. O 

Tebuthiuron se mostrou prejudicial para a germinação e Elongação Radicular das 

sementes de Lactuca sativa. Por fim, o Herbicida não trouxe prejuízos à biomassa 

fitoplanctonica em geral, porém não foi analisada a perda de riqueza de espécies e 

mais estudos levando em conta a taxonomia são necessários para analisar se houve 

perda de diversidade. 

 

Palavra-chave: Tebuthiuron. Microbiota. Colunas de Winogradsky. Toxicidade. 

  

 

 

 

 



   

ABSTRACT 

 

 Sugarcane planting is accompanied by an intense use of pesticides, being the 

crop that most uses the aerial spraying mechanism in the State of São Paulo. Much 

is known about the leaching potential of various herbicides and the damage they can 

cause to aquatic ecosystems, breaking the ecological balance in micro and macrobi-

ota. Tebuthiuron is one of the herbicides used in sugarcane crops in Brazil since 

1974, belonging to the urea group, having as a mechanism of action the inhibition of 

photosystem II in plants, in addition to being soluble in water and leachable. Studies 

have shown that the herbicide is harmful to phytoplankton and macrophytes, due to 

its toxicity and mode of action, in addition to affecting hormone production and sper-

matogenesis in tilapia. The present study used Winogradsky Columns to replicate an 

aquatic environment on a smaller scale and aimed to evaluate possible changes in 

the natural aquatic microbiota after contact with the herbicide Tebuthiuron at different 

concentrations over 8 weeks. pH, conductivity, chlorophyll biomass, Chemichal 

oxygen demand, amount of heterotrophic bacteria and effects on seed germination 

were analyzed. The Herbicide only affected the pH in the first week, reducing it, and 

the conductivity was not affected by it. It was found that heterotrophic bacteria had 

difficulty in biodegrading the herbicide and utilizing it as an energy source in amounts 

greater than 500 ppm until the 4th week of the experiment, as those treatment micro-

bial communities took longer to reach their peaks when compared to the control co-

lumn, 100 ppm and 250 ppm. Tebuthiuron was shown to be harmful to L. sativa seed 

germination and root elongation. Finally, the herbicide did not harm the phyto-

plankton biomass in general, but the loss of species richness was not analyzed and 

further studies taking into account the taxonomy are needed to analyze whether the-

re was a loss of diversity. 

 

Key words: Tebuthiuron. Microbiota. Winogradsky Columns. Toxicity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é um País de dimensões continentais, o quinto maior do mundo, 

apresenta uma extensão de 8.547.403 km², ocupando quase metade do continente 

Sul-americano. Possui uma rica biodiversidade, diferentes climas e abundância de 

recursos hídricos e minerais, o que confere ao País condições favoráveis para o de-

senvolvimento do agronegócio (IBGE, 2016). O Brasil colonial possuía como carac-

terística marcante a exploração predatória de seus recursos através de extrativismo 

de recursos naturais e plantio de monoculturas em latifúndios, uso extensivo do solo 

e de técnicas rudimentares (IBGE, 2016). Após a emancipação nacional e libertação 

de Portugal, o País continuou a ter sua economia fortemente centralizada no agro-

negócio, característica muito marcante até os dias de hoje, em que temos no Brasil 

um grande exportador de comódites (produtos de base em estado bruto ou com pe-

queno grau de industrialização), sendo suas principais mercadorias: soja, café, suco 

de laranja, açúcar, bioetanol, carnes bovinas e de frango (TEIXEIRA, 2005).  

O País modernizou o setor agrícola em 1960, seguindo a tendência da “Revo-

lução Verde” norte americana nos anos 50. Nesse período, houve investimento em 

técnicas avançadas de manejo e maquinários agrícolas que garantiram o aumento 

da produção. Em concomitância impulsionou o crescimento do setor de insumos e 

defensivos agrícolas. Em 1975 o Brasil passou a ter um órgão responsável por regis-

trar e restringir produtos químicos aplicados à produção agrícola com a criação do 

Plano Nacional de Defensivos Agrícolas (TEIXEIRA, 2005; LOPES & ALBUQUER-

QUE, 2018). Os herbicidas aplicados nos campos agrícolas reduzem o crescimento 

de ervas-daninhas no início do ciclo de crescimento da cultura, o que evita competi-

ções de água e nutriente entre as espécies vegetais. Além disso, apresenta flexibili-

dade quanto à época de aplicação, o que permite o uso dos herbicidas em diferentes 

etapas do cultivo para um controle efetivo das ervas-daninhas (OLIVEIRA JR., 

2011). Outra vantagem do uso de herbicidas é que podem ser muito efetivos quando 

agrupados com outras técnicas no manejo integrado, permitindo reduzir o tráfego 

pesado de maquinário no campo, um dos principais responsáveis por erosão em 

solos susceptíveis a estes processos, além de possuírem um rendimento operacio-

nal elevado (OLIVEIRA JR., 2011). 

 Apesar das vantagens, os herbicidas apresentam um grau de toxicidade para 

o meio ambiente e o ser humano. Segundo a revisão bibliográfica de Lopes & Albu-
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querque (2018) com 116 publicações recentes produzidas entre 2011 e 2017 sobre 

o tema, a má utilização dos agrotóxicos pode levar a um grande prejuízo sobre inse-

tos, peixes, a água e o solo por causar alterações nos habitats naturais de muitas 

espécies, além de apresentarem a capacidade de contaminar reservatórios de água, 

rios, mares e bacias fluviais através dos processos de escoamento e lixiviação, inter-

ferindo, portanto, nos ecossistemas aquáticos. Um exemplo de como agrotóxicos 

podem causar prejuízos de longo prazo é o caso do Hexaclorociclohexano: insetici-

da persistente nos solos e de baixa degradabilidade por processos físicos, altamente 

tóxico e possivelmente carcinogênico, proibido desde 1985 no País (OLIVEIRA et 

al., 2003), foi detectado em amostras de poços e mananciais em estudo realizado 

por Kussumi et al. (2011). Lagos urbanos na cidade de Cascavel, local de intensa 

atividade agrícola apresentaram contaminação por organofosforados e em Fortaleza 

foram encontrados em dois rios a cipermetrina e malationa, outros exemplos de in-

seticidas que persistem no meio ambiente após sua aplicação agrícola (DUAVI et al., 

2015; CEMBRANELI et al., 2017; LOPES & ALBUQUERQUE 2018).  

Segundo um relatório da ONU de 2017, cerca de 200 mil pessoas morrem 

anualmente devido a envenenamento agudo por agrotóxicos, sendo os que com-

põem esta cifra principalmente os trabalhadores e moradores da zona rural. Além 

disso, segundo o ministério da saúde cerca de 84 mil pessoas sofreram intoxicação 

entre 2007 e 2015 no Brasil por exposição a defensivos agrícolas (VASCONCELOS, 

2018). Estudos analisados por Lopes & Albuquerque (2018) apontaram dentre os 

efeitos danosos dos agrotóxicos: alterações celulares ligadas a diferentes tipos de 

neoplasia, alterações nos telômeros, problemas no fígado, dores no estômago, náu-

seas, cólicas abdominais alterações hormonais, alterações nos sistemas reproduto-

res masculinos e femininos, má formações congênitas, além de outros efeitos decor-

rentes da intoxicação por agrotóxicos.  

O Brasil passou a ter um marco regulatório mais restritivo no processo de re-

gistro destes produtos em 1989, através da Lei dos Agrotóxicos (7.802/89), respon-

sável por introduzir normativas para a pesquisa, produção, comercialização e uso 

dos agrotóxicos, a qual infelizmente não acompanhou um maior investimento nas 

capacidades técnicas e nos recursos dos órgãos públicos fiscalizadores (PELAEZ et 

al., 2015). Apesar dos avanços na década de 80 quanto a regulamentação dos agro-

tóxicos, o Brasil apresenta desde os anos 2000 a maior taxa de crescimento das im-

portações mundiais de agrotóxicos, tornando-se o maior importador mundial naquele 
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ano, sendo responsável em 2013 pela movimentação de 3 Bilhões de dólares se-

gundo dados da COMTRADE (base de dados das Nações Unidas) descrito por Pe-

laez et al. (2015). Segundo o censo agropecuário do IBGE (2017), constata-se um 

aumento de 20% no total de estabelecimentos que utilizam agrotóxicos quando 

comparado com o censo de 2006, havendo o agravante de que do grupo de analfa-

betos que declarou fazer uso de agrotóxicos, 89% não apresentou orientação técni-

ca, e do grupo alfabetizado 69% dos entrevistados não recebeu orientação técnica 

para o uso destes, dados extremamente preocupantes pois estes produtos devem 

ser utilizados nas quantidades ideais e manejados de forma adequada para evitar os 

prejuízos que podem decorrer do mal uso. 

O Agronegócio foi responsável por 21,4% do PIB brasileiro no ano de 2019 

(1,55 Trilhão de reais) (CEPEA/USP/CNA, 2020) e a cana-de-açúcar atualmente é o 

terceiro maior cultivo brasileiro em área de plantio, em 2016 ocupava 10.536.274  

hectares (13,5% do total de áreas plantadas no País), estimando-se que sua cadeia 

produtiva correspondeu a 1/5 do PIB do agronegócio brasileiro (cerca de R$ 152,3 

bilhões) no último trimestre daquele ano, além de seus derivados terem correspon-

dido a cerca de 5% das exportações do Brasil (BOMBARDI, 2017; IBGE, 2017), 

sendo  atualmente o maior exportador mundial de açúcar e o segundo maior produ-

tor de álcool com base na cana (BOMBARDI, 2017). A cana de açúcar corresponde 

a 60% das pulverizações com agrotóxicos por vias aéreas do Estado de São Paulo, 

sendo, portanto, a cultura que mais apresenta esse mecanismo, o qual foi proibido 

na União Européia em 2009 (BOMBARDI, 2017). A pulverização por vias aéreas 

apresenta o fenômeno da deriva, que ocorre quando parte do composto a ser pulve-

rizado é levado a se dispersar para locais diferentes do “cultivo-alvo” por fenômenos 

físicos como o vento, temperatura e umidade, apresentando desta forma um alto 

potencial de contaminação ambiental e da população local (BOMBARDI, 2017). 

Em 2017 a legislação Brasileira permitia cerca de 85 agrotóxicos autorizados 

para uso na Cultura de Cana de açúcar, 25 dos quais foram proibidos na Europa 

(BOMBARDI, 2017). Dentre os agrotóxicos proibidos na EU (UNIVERSITY OF 

HERTFORDSHIRE, 2021) está um dos principais Herbicidas utilizados nas culturas 

de Cana de açúcar do Brasil, o Tebuthiuron, cuja estrutura química é: 1-(5-tert-butyl-

1,3,4-thiadiazol-2-yl)-1,3-dimethylurea (Figura 1), pertencente ao grupo químico das 

Uréias, sendo vendido pelos nomes comerciais de Aval, Butiron, Combine, Graslan, 

Lava, Perflan e Spike e comercializado no País desde 1974 (OLIVEIRA JR., 2011). 
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Figura 1. Estrutura molecular do herbicida Tebuthiuron. 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

 Trata-se de um Herbicida seletivo, que pode ser aplicado de maneira pré ou 

pós-emergente, sendo absorvido pelas raízes e acumulado na parte aérea das plan-

tas (PIRES et al., 2005; SILVA JUNIOR et al., 2018). Seu modo de ação é no Fotos-

sistema II, interrompendo o fluxo de elétrons entre os Fotossistemas ao ligar-se a 

proteína D1, no sítio de acoplamento onde a plastoquinona QB se ligaria, ocasio-

nando a interrupção da fixação de CO2 e da produção de moléculas energéticas co-

mo o ATP e NADPH2 (OLIVEIRA JR., 2011; SILVA JUNIOR et al., 2018). Dentre os 

sintomas visíveis desse mecanismo de ação está a clorose foliar em função do esta-

do energético elevado da clorofila, a qual leva a um efeito dominó onde os lipídeos 

são peroxidados, processo que uma vez iniciado, apresenta a característica de ser 

autocatalítico, ocasionando a destruição das membranas do cloroplasto e de outras 

estruturas da célula vegetal, ocasionando uma visível necrose foliar (OLIVEIRA JR., 

2011; SILVA JUNIOR et al., 2018). Por ter alta solubilidade em água, é recomendá-

vel sua utilização nos períodos de seca, além de apresentar atividade residual no 

solo, com meia vida de 12 a 15 meses em ambientes com queda pluviométrica anual 

entre 1000 e 1500 mm (CHRISTOFFOLETI & LÓPES-OVEJERO, 2005, apud SILVA 

JUNIOR et al., 2018, PESSOA et al., 1999). Estudos mostraram que o Herbicida 

possui capacidade de infiltração em solos como o latossolo roxo e latossolo verme-

lho-escuro argilosos, além do alto potencial de lixiviação, podendo afetar ecossiste-

mas aquáticos, sendo prejudicial ao fitoplâncton e macrófitas, devido a sua toxicida-

de e modo de ação (DAM et al. 2005; GOMES et al., 2001; KING et al., 2017; PES-

SOA et al., 1999; TEMPLE et al., 1991). Além de afetar a produção de hormônios e 

espermatogênese em tilápias e possivelmente outras espécies de peixes (ALMEIDA 

et al., 2018), podendo reduzir a biodiversidade e levar a prejuízos a toda a cadeia 

alimentar, ao afetar sua base e por consequência ao ser humano que depende das 

regiões para alimentação.  
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Dentre as diversas formas de estudar o impacto ambiental causado pelos 

agrotóxicos, uma das mais interessantes é a coluna de Winogradsky, desenvolvida 

pelo Microbiológo Russo Sergei Winogradsky por volta de 1880 (HAIRSTON, 1999).  

A coluna permite replicar em menor escala um ecossistema e estudar ciclos biogeo-

químicos, biodegradação de poluentes e as interações de micro-organismos entre si 

e formação de consórcios microbianos. É possível controlar uma gama de condições 

no experimento relacionadas à nutrição microbiana e utilização de poluentes, verifi-

cando ao longo do tempo as alterações na comunidade microbiana e a possível se-

leção de micro-organismos adaptados com potencial de biodegradar o composto 

contaminante de interesse do pesquisador (BABCSÁNYI et al., 2017). Uma caracte-

rística observável na coluna de Winogradsky é a formação de zonas com maior 

abundância de oxigênio e luz no topo e zonas anaeróbias no fundo, permitindo que 

os micro-organismos ocupem diferentes nichos de acordo com seu modo de vida 

(heterótrofos ou autótrofos, aeróbios, anaeróbios facultativos ou anaeróbios) (BAB-

CSÁNYI et al., 2017; HAIRSTON, 1999). 

Uma técnica que apresenta um custo mais baixo para biorremediação é a 

biodegradação pela microbiota local, na qual os micro-organismos utilizados (em 

geral bactérias, fungos filamentosos e leveduras) passam por um processo de adap-

tação aos compostos presentes no local impactado, passando a atuar em consórcios 

microbianos e utilizar em seus metabolismos os compostos orgânicos de potencial 

poluidor como uma fonte nutricional através de processos aeróbios e/ou anaeróbios 

(como respiração e fermentação), reduzindo efetivamente as concentrações dos 

compostos poluidores presentes no local (ANDRADE et al., 2010; MARIANO et al., 

2007; ROBB & MOYER, 2001). Fatores como os tipos e a quantidade de micro-

organismos no local contaminado, somado às condições físicas e químicas (pH, 

umidade, temperatura, oxigênio e nutrientes) do local, podem influenciar na eficácia 

do processo de biodegradação. Entre as estratégias de biorremediação pode ser 

utilizada a própria microbiota do local afetado, sendo este um método mais passivo 

onde não há interferência de tecnologias ativas de biorremediação; pode haver a 

adição de agentes estimulantes como os biossurfactantes (responsáveis por reduzir 

a tensão superficial ou interfacial), além de nutrientes e oxigênio (sendo conhecido 

como bioestimulação) e ainda pode haver a inoculação de culturas microbianas no 

local, por meio de um processo conhecido como bioaumentação (MARIANO et al., 

2007).  
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Motivado pelo fato de que grande parte dos agrotóxicos, entre estes, o Tebu-

thiuron, é lixiviado ou infiltrado nos lençóis freáticos e acaba contaminando ecossis-

temas aquáticos como rios e lagos, sendo detectado até mesmo em águas marinhas 

e próximo a grande barreira dos corais na Austrália, segundo KING et. al (2017). A 

contaminação afeta o equilíbrio e pode romper a cadeia alimentar (LOPES & ALBU-

QUERQUE, 2018). Novos estudos e trabalhos demonstram a importância dos con-

sórcios microbianos que são selecionados pela sua capacidade de biodegradar e 

biorremediar locais contaminados aquáticos ou terrestres (JACQUES et al., 2007; 

MOHANAKRISHNA et al., 2016).  

Nessa perspectiva, esse estudo visa avaliar possíveis alterações na microbio-

ta natural aquática após contato com o herbicida Tebuthiuron em diferentes concen-

trações. As análises serão realizadas in vitro com microrganismos in-situ do solo e 

lago do Instituto de biociências da Unesp, campus Rio Claro/SP. Para avaliar os im-

pactos que o herbicida gera no meio ambiente serão realizados ensaios de toxicida-

de aguda em sementes de Lactuca sativa comparando o crescimento radicular com 

sementes que não tiveram contato com Tebuthiuron. Desse modo, o estudo propõe 

discutir as interferências que o herbicida gera nas comunidades microbianas em 

ambiente natural e expõe possíveis perigos de contaminação provocado pela lixivia-

ção do Tebuthiuron. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Gerais 

 

Analisar o comportamento da microbiota aquática ao longo de 2 meses de 

contaminação com o herbicida Tebuthiuron nas colunas de Winogradsky, variação 

nas condições físico-químicas, Demanda química de oxigênio (DQO), variação na 

comunidade de bactérias heterotróficas, biomassa de clorofilados e fitotoxicidade 

através de testes de germinação com L. sativa. 

 

2.2 Específicos 

 

I. Acompanhar a variação na comunidade microbiana através de valores de 

Unidades Formadoras de Colônias (UFCs) nas diferentes concentrações de Herbici-

da. 

II. Determinar o impacto nos produtores primários através da estimativa da 

quantidade de biomassa clorofilada do tipo a utilizando a extração de clorofila se-

guindo a Norma Técnica L5.201 adaptada da CETESB e a equação de Jeffrey & 

Humphrey (1975). 

III. Analisar as variações das condições físico-químicas em cada coluna atra-

vés do monitoramento de pH e Condutividade nas colunas de Winogradsky. 

IV. Realizar ensaios de fitotoxicidade semanais com sementes de L. sativa 

para avaliar os efeitos que o Herbicida e seus metabólitos secundários provenientes 

da biodegradação apresentam na germinação. 

V. Acompanhar a variação na DQO nas colunas ao longo do tempo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Local de estudo 

 

O estudo foi desenvolvido na Unesp de Rio Claro, no Departamento de Biolo-

gia Geral e Aplicada no Laboratório Multidisciplinar de Pesquisas do Meio Ambiente. 

 

3.2 Montagem das colunas 

 

As colunas de Winogradsky foram montadas com diferentes concentrações 

do herbicida Tebuthiuron para cada tratamento e o controle sem o contaminante 

conforme a Tabela 1. 

 

Tabela 1: Concentração do herbicida Tebuthiuron para cada tratamento. 

Identificação Contaminação 

Coluna 0 (Controle) 0 

Coluna 1 100 ppm 

Coluna 2 250 ppm 

Coluna 3 500 ppm 

Coluna 4 1.000 ppm 

Coluna 5 1.500 ppm 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Para o preparo das colunas foram utilizadas garrafas plásticas de 1,5 L de 

água, cortadas previamente e secas. Foram colocadas 100 g de solo coletado na 

Unesp como sedimento, 4.5 g Na2SO4, 0.2 g Na2CO3, 0.2 g K2HPO4, 0.5 g 

(NH4)2SO4, e 0.5 g de celulose em pó para as necessidades nutricionais da micro-

biota (Figura 2), permitindo seu desenvolvimento de maneira adequada, segundo a 

metodologia descrita por Sousa et al. (2012). A água utilizada foi coletada no lago do 

Instituto de Biociências, por se tratar de um lago com pouca interferência externa e 

rica microbiota, sendo abastecido por chuva e sem contato com poluentes, do qual 

foi utilizado 1 L para cada coluna. 
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Figura 2. Reagentes utilizados para a montagem da coluna. 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

O Herbicida Tebuthiuron utilizado foi da marca Combine, cuja concentração é 

de 500 g/L. Foi preparada uma diluição na qual foi adicionado 1 g do produto em 1 L 

de água e a solução estoque contendo 0,5 g/L de Tebuthiuron foi utilizada para a 

montagem das colunas. 

 Para contaminar a água com o Herbicida foram utilizados diferentes balões 

volumétricos de 1 L aonde foi pipetada a quantidade de herbicida correspondente ao 

tratamento através de micropipetas. Por fim, a água dos balões foi vertida lentamen-

te nas colunas correspondentes e estas foram cobertas com redinhas e elásticos 

para evitar que insetos entrem em contato com a água ou usem para depositar ovos 

(Figura 3). Para evitar a diluição do composto, foram realizadas marcações sema-

nais nas colunas no ponto em que a água se encontrava, sendo realizada apenas 

uma leve reposição de água em alguns momentos que houve muita evaporação. 

 

Figura 3. Colunas montadas no dia 1. 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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3.3 Testes 

 

Foram realizados semanalmente os seguintes testes: Medição de pH e Con-

dutividade nas colunas, ensaios de Fitotoxicidade com sementes de L. sativa e con-

tagem de UFCs; quinzenalmente foram realizados testes de extração de clorofila e 

DQO. 

 

3.3.1 Quantificação de Clorofila A 

 

A Clorofila A é o pigmento fotossintetizante mais importante que existe e pode 

ser encontrada em todos os grupos de algas e cianobactérias, micro-organismos 

que formam a base da cadeia trófica aquática e fornecem oxigênio, sendo frequen-

temente utilizada como indicadora da biomassa fitoplanctônica, podendo atuar como 

indicador de aumento ou diminuição dos micro-organismos em determinado local em 

função de contaminação orgânica e inorgânica (CETESB, 2014). A concentração de 

Clorofila A presente nas amostras coletadas foi quantificada pelo método espectrofo-

tométrico de acordo com a Cetesb (2014) e Jeffrey & Humphrey (1975). 

 

3.3.1.1 Método de extração e quantificação de Clorofila A 

 

O método espectrofotométrico adaptado da Cetesb (2014) juntamente da 

equação de Jeffrey & Humphrey (1975) permite estimar a concentração de Clorofila 

A presente nas colunas e com este valor, a biomassa fitoplanctônica. Para realizar a 

extração deve-se utilizar um kitassato e bomba a vácuo para filtrar cerca de 15 mL 

da amostra de interesse em um filtro de fibra de vidro (Figura 4). Após a filtragem 

deve-se adicionar 10 mL de acetona 90% no tubo de centrífuga contendo o filtro com 

a clorofila retida, a qual é aquecida a 75 ºC por 5 minutos e em seguida resfriada por 

mais 5 minutos em banho de gelo, para então ser levada a geladeira por 24 horas. A 

leitura é realizada no espectrofotômetro UV-2401 PC (Figura 5) em cubetas de quar-

tzo de 1 cm. Uma cubeta contendo acetona 90% é utilizada como branco e as leitu-

ras ocorrem nos espectros de 630 nm, 647nm e 664nm. Os valores são colocados 

na equação de Jeffrey & Humphrey (1975) para obtenção dos valores de Clorofila A 

para cada coluna: 

• Cl(a): (11,85.E664 - 1,54.E647 - 0,08.E630) 
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Os valores são expressos em uG.mL-1. 

 

Figura 4. Extração de clorofila. 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Figura 5. Espectrofotômetro UV-2401 PC. 

 
Fonte: Autor, 2021. 

 

3.3.2 Demanda Química de Oxigênio  

 

Quando ocorre a adição de matéria orgânica em ecossistemas aquáticos o 

oxigênio presente no ambiente é consumido através da oxidação química e bioquí-

mica, levando a degradação desta matéria orgânica (VALENTE el al., 1997). Pode-

mos por tanto, definir a DQO como a quantidade de O2 consumido por materiais e 

substâncias orgânicas e minerais que são oxidadas sob condições experimentais 

definidas (GRANER et al., 1998). Trata-se de um parâmetro importante para estimar 
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o potencial poluidor de efluentes domésticos, industriais e o impacto que possuem 

em ecossistemas aquáticos, visto que quanto menor a concentração de oxigênio 

dissolvido na água mais alta está sendo sua demanda e consequentemente a polui-

ção local (alta concentração de matéria orgânica) (GRANER et al., 1998; VALENTE 

et al., 1997). A DQO é realizada em meio acidificado com ácido sulfúrico e com a 

ação de um agente químico oxidante forte como o Dicromato e com íos de prata 

como catalisadores, e tem entre suas vantagens a velocidade que ocorre, sendo 

possível obter resultados em duas horas (VALENTE et al., 1997). 

 

3.3.2.1 Preparo dos reagentes 

 

Foram preparadas duas soluções para a digestão ácida das amostras ser rea-

lizada.  

Solução digestora: Foram adicionados 10,216 g de K2Cr2O7 previamente seco 

em estufa a 150 °C por 2 h em 500 mL de água destilada. Após a solubilização fo-

ram adicionados lentamente 167 mL de H2SO4. Em seguida adicionou-se 33,3 g de 

HgSO4 para dissolução em temperatura e por fim foi realizada a diluição da solução 

em 1 L de água destilada.  

Solução catalítica: Foram adicionados 5,5g de Ag2SO4 em 1 L de H2SO4, agi-

tando a solução lentamente com um bastão de vidro até a completa diluição do 

Ag2SO4. 

 

3.3.2.2 Confecção da curva padrão de Biftalato de potássio 

 

Solução padrão de Biftalato de potássio: Foram pesados 0,8535 g de 

C8H5O4K, em seguida o sal foi diluído em um Becker de 200 mL de água destilada e 

a solução foi transferida para um balão volumétrico de 1 L, o qual teve seu volume 

completado com água destilada. Esta solução equivale a uma DQO de 500 mg/L O2.  

A curva padrão foi criada a partir dos valores médios de leitura de DQO para 

o ajuste do método, sendo definidos os pontos de 100, 200, 300, 400 e 500 mg/L de 

O2. Para validação do método analisando a curva em software e com R2 próximo a 1 

chegou-se a seguinte equação, onde dqo(i) representa o valor da leitura no espec-

trofotômetro. 

• DQO = dqo(i) + 0,0212 / 0,007 
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3.3.2.3 Método espectofotométrico 

 

Para a realização da DQO foram utilizados tubos de ensaio em duplicatas pa-

ra cada coluna e mais dois tubos contendo água destilada para atuar como o branco 

do espectofometro. Para cada tubo foram pipetados 2 mL da amostra de interesse, 

1,2 mL da solução digestora e 2,8 mL da solução catalítica na capela com o exaus-

tor ligado. Em seguida as amostras foram levadas para a digestão em uma termo-

digestora DRB200 (Figura 6) por 120 minutos, sendo realizada na sequência a leitu-

ra no espectrofotômetro utilizando cubetas de quartzo de 1cm no comprimento de 

onda de 600 nM, utilizando como branco a amostra contendo água destilada. O valor 

obtido foi colocado na equação padrão feita com o biftalato de potássio para obter o 

valor da DQO (APHA, 2012). 

 

Figura 6. Termo digestora DRB 200. 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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3.3.3 Contagem de Unidades Formadoras de colônias (UFCs) 

 

Podemos considerar as bactérias que utilizam compostos orgânicos como 

fontes de carbono como bactérias heterotróficas, estando presentes em todos os 

tipos de água, solo, vegetação ou ar (CETESB, 2006). Estas bactérias apresentam 

capacidade de se multiplicar após degradar compostos e utilizá-los como fonte nutri-

tiva, sendo um importante indicador da qualidade microbiológica da água quando 

acompanhando regularmente sua quantidade de Unidades Formadoras de Colônias 

por mL (CETESB, 2006). Para o estudo foi utilizada a metodologia de Pour plate 

(inoculação em profundidade) descrita por APHA (2012) e pela norma técnica 

L5.201 da Cetesb. 

Deve-se preparar o meio de cultivo de ágar do tipo plate count agar (PCA), 

água de diluição (contendo potássio monobásico e magnésio hexahidratado) e auto-

clavá-los juntamente com a quantidade de placas de Petri em duplicatas para cada 

coluna por cerca de 20 minutos. A contagem de Unidades Formadoras de Colônias 

é realizada com um contador mecânico de colônias.  

 

3.3.3.1 Preparo dos materiais para a execução do teste 

 

Para a água de diluição foram feitas duas soluções previamente. Para a solu-

ção 1 diluiu-se 34 g de fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) em 500 mL de 

água destilada. Para a solução 2 diluiu-se 81,1 g de cloreto de magnésio hexahidra-

tado (MgCl2 6H2O) em 1 litro de água destilada. Estas duas soluções são utilizadas 

para preparar a água salina de diluição, sendo colocadas em um balão volumétrico 

de 200 mL na proporção de 0,25 mL da solução 1, 1 mL da solução 2 e 198,75 mL 

de água destilada. Foram preparados semanalmente 18 tubos de ensaio contendo 9 

mL da solução salina para a posterior diluição seriada, sendo em seguida fechados 

com algodão e vedados com papel alumínio. 

Para o preparo do meio de cultura Plate count agar (PCA) pesou-se 8,2 g do 

meio de cultura desidratado e misturou-se com 400 mL de água destilada dentro de 

um frasco Schott de 1L. O aquecimento na autoclave é o responsável pela diluição 

do meio PCA na água e sua esterilização.  

Separou-se também 12 placas de petri embaladas com papel, uma caixa de 

ponteira e todos os materiais foram levados a autoclave para a esterilização a 120 
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ºC na pressão por 20 minutos, sendo levados em seguida para a cabine de fluxo 

laminar esterilizada.  

 

Figura 7. Materiais prontos para serem autoclavados 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Figura 8. Materiais autoclavados 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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3.3.3.2 Diluições seriadas e inoculação nas placas 

 

A cabine de fluxo laminar foi esterilizada com o uso de álcool onde foram 

também limpas uma micropipeta de 1000 uL, uma caneta e dois Becker de descarte, 

sendo em seguida ligada a luz Ultravioleta por 15 minutos para garantir a esteriliza-

ção do local, zerando o risco de contaminação. Os materiais autoclavados foram 

trazidos para dentro da capela e rotulados de acordo com a amostra correspondente 

e o grau de diluição. As diluições seriadas foram feitas através da transferência de 1 

mL da amostra para o tubo de ensaio contendo água salina, agitação e subsequente 

transferência para o próximo tubo e por fim foi realizada a inoculação das placas em 

duplicatas com 1 mL da amostra de interesse e derrame de 20 mL do meio de cultu-

ra. As placas foram agitadas lentamente em movimentos de 8 para garantir o espa-

lhamento das bactérias (Figura 9). Após o agar endurecer as placas foram vedadas 

com plástico filme de ponta cabeça para evitar contaminação e levadas a estufa na 

qual ficaram por 48 horas a uma temperatura de 28 ºC. 

 

Figura 9. Placas inoculadas após a diluição seriada 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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3.3.3.3 Contagem de UFCs 

 

A contagem das Unidades Formadoras de Colônias foi realizada com um con-

tador de colônias mecânico e os valores foram obtidos multiplicando as UFCs pelo 

grau de diluição realizado: 

• UFCs/mL = nº de colônias x 103 

Após a contagem de UFCs as placas foram levadas para a autoclave para elimi-

nar o material biológico. 

 

Figura 10. Placas após 48 horas a 28ºC prontas para a contagem de UFCs 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

3.3.4 Análises de pH e condutividade 

 

Seguindo as metodologias de APHA (2012) foram medidas semanalmente as 

variações de pH e de condutividade elétrica nas colunas de Winogradsky, utilizando 

para tanto um pHmetro Digimed DMPH-2 e um condutivímetro Tecnopom CA150, 

previamente calibrados. 
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Figura 11. pHmetro Digimed DMPH-2 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Figura 12. Condutivímetro Tecnopom CA150 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

3.3.5 Ensaios de Fitotoxicidade com sementes de L. sativa  

 Para o teste de germinação foram utilizadas sementes de L. sativa da marca 

Isla Park®, do Lote 21302 sem defensivos agrícolas, índice de 98% de desempenho 

germinativo e 100% de pureza. As sementes não possuem melhoramento genético 

ou transgênico (Figura 13). 
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Figura 13. Sementes utilizadas 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

As placas de Petri foram esterilizadas antes do uso e em seu fundo foi colo-

cado um papel de filtro embebido através da adição de 3 mL de cada amostra a ser 

testada com o auxílio de micropipetas, sendo em seguida alocadas 20 sementes em 

duplicatas. As placas foram vedadas com plástico filme para evitar contaminação e 

perda da umidade e sobre elas foi colocada uma camada de papel alumínio para 

simular um ambiente escuro para sua germinação, sendo então levadas a câmara 

de germinação BOD para incubação por 5 dias a 21 °C. Após o período foram reali-

zadas medidas das radículas em centímetros e o número de sementes germinadas 

foi contabilizada (MONTEIRO & DELLAMATRICE, 2006). Como controle positivo foi 

utilizado sulfato de zinco 0,05 mol/L e como controle negativo, água deionizada. 

O procedimento seguiu de acordo com o teste descrito por Sobrero & Ronco (2008) 

e Monteiro & Dellamatrice (2006) com modificações e visa através dos cálculos de 

Germinação Relativa (Equação 1) e Elongação Radicular Relativa (Equação 2). O 

fator entre a enlongação da radícula e germinação de sementes é avaliado pelo Ín-

dice de Germinação (Equação 3) (ARAUJO, 2010). Os testes foram realizados com 

três repetições e submetidos a dados estatísticos não paramétricos utilizando o mé-

todo de Kruskal-Wallis no programa BioEstat 4. 
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𝐺𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 (%) =
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑆𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 𝐺𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑛𝑎 𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑆𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 𝐺𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑛𝑜 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
∗ 100    (1) 

 

𝐸𝑛𝑙𝑜𝑛𝑔𝑎çã𝑜 𝑅𝑎𝑑𝑖𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 (%) =
𝐸𝑛𝑙𝑜𝑛𝑔𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑀é𝑑𝑖𝑜 𝑛𝑎 𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐸𝑛𝑙𝑜𝑛𝑔𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑀é𝑑𝑖𝑜 𝑛𝑜 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
∗ 100    (2) 

 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝐺𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎çã𝑜 (%) =
𝐺𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎(%)∗𝐸𝑙𝑜𝑛𝑔𝑎çã𝑜 𝑅𝑎𝑑𝑖𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎(%)

100
  (3) 

 

Figura 14. Sementes após 5 dias na câmara de germinação 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

 

 3.4 Análises de dados 

 

 Após a realização dos experimentos, os dados foram compilados em tabelas 

e analisados através do Excel. A montagem de gráficos foi realizada no software 

Origin pro 2018 para auxiliar na visualização e comparação dos resultados obtidos 

nos diferentes tratamentos com o controle e entre si. Foram realizados testes esta-
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tísticos através do software Bioestat 5.3 do tipo teste não paramétrico de Kruskall-

wallis Dunn que garantiram a significância e correlação observados. 

 

3.5 Tratamento e descarte de resíduos da pesquisa  

 

Todo resíduo químico dos materiais utilizados no processo de pesquisa foi le-

vado para a área de resíduos do Departamento de Biologia Geral e Aplicada da 

Unesp em frascos devidamente rotulados para serem acumulados no local. Todo 

resíduo biológico presente foi levado para a autoclave a 120 ºC a 1,5 atm por 20 mi-

nutos para evitar a possível contaminação.   
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Colunas de Winogradsky 

 

Foi estabelecida uma escala visual de 5 intensidades com a turbidez das co-

lunas com base na compilação e seleção das imagens ao longo do experimento con-

forme a Figura 15. 

 

Figura 15. Escala de turbidez das colunas estabelecida para auxiliar na análise 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Todas as colunas apresentaram uma coloração de água cristalina (0) nas du-

as primeiras semanas de experimento (Figura 16), (Figura 17), sendo possível ob-

servar um leve aumento na turbidez a partir da segunda semana do experimento. 

Foi possível constatar a formação de biofilmes nas laterais das colunas de Wino-

gradsky ao longo do experimento, conforme apontado por Hairston (1999).  

 

Figura 16. Colunas na semana 1 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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Figura 17. Colunas na semana 2 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

A partir da semana 3 (Figura 18) a coluna 100 ppm se apresentou visivelmen-

te mais verde (2) do que a controle e os outros tratamentos (1), com exceção da co-

luna 250 ppm (entre 1 e 2).  

 

Figura 18. Colunas na semana 3 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

A partir da 4ª semana (Figura 19) as 6 colunas se mostraram com mais turbi-

dez, sendo as colunas 0, 500 ppm e 1000 ppm na intensidade 2, a coluna 250 pmm 

na intensidade 3 e a coluna 100 ppm na intensidade máxima (4), sendo que o trata-

mento 1500 ppm manteve a menor turbidez (1). O momento que as colunas apre-

sentaram a maior turbidez em todo o experimento foi na 5ª semana (Figura 20), pos-

sivelmente demonstrando que a microbiota fitoplanctonica sofreu seleção adaptativa 

pelo contato com o herbicida e possivelmente passou a utilizar o contaminante como 

fonte de carbono. A turbidez observada conforme a escala foi de intensidade 3 para 
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a coluna 0, 250 ppm e 1000 ppm, 2 para 500 ppm e 1 para 1500 ppm, sendo que a 

coluna 100 ppm manteve a turbidez máxima de intensidade 4. 

 

Figura 19. Colunas na semana 4 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Figura 20. Colunas na semana 5 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

 Nas semanas seguintes de experimento (Figura 21), (Figura 22), (Figura 23) 

foi possível constatar que as colunas perderam um pouco da tonalidade mais inten-

sa esverdeada com exceção do tratamento 100 ppm que manteve o verde escuro 

intenso de intensidade 4 até o final do experimento. O tratamento 1500 ppm apre-

sentou uma coloração de intensidade 2 ao final do experimento, uma turbidez mais 

baixa, porém indicando a possível adaptação da microbiota fitoplânctonica ao Tebu-

thiuron ou o aumento populacional de alguma espécie resistente ao composto. 
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Figura 21. Colunas na semana 6 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Figura 22. Colunas na semana 7 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Figura 23. Colunas na semana 8 (final do experimento) 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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4.2 Extração de Clorofila 

 

O valor de clorofila em µg.mL-1 se alterou pouco nas colunas ao longo dos 

dois meses de testes (Tabela 2) contrariando a hipótese inicial de que o herbicida 

causaria uma queda na produtividade correlacionada ao aumento na concentração 

do Tebuthiuron nos tratamentos, como foi observado no estudo de Temple et al. 

(1991) onde os produtores primários da microbiota aquática foram afetados confor-

me o aumento na concentração do contaminante. Todas as colunas apresentaram a 

mesma quantidade de 4,6 µg.mL-1 inicial e com exceção das colunas 1000 ppm e 

1500 ppm apresentaram quedas muito leves após 15 dias de experimento. Mesmo 

nos tratamentos contendo as concentrações mais elevadas do herbicida, sendo es-

tas: 500 ppm, 1000 ppm e 1500 ppm, o valor de Clorofila A oscilou muito pouco, en-

tre 4,4 e 4,6 µg.mL-1, retornando ao valor inicial nos tratamentos 1000 e 1500 ppm e 

ficando acima da quantidade da coluna controle (Figura 24). Os tratamentos de 100 

ppm e 250 ppm foram os que apresentaram a maior queda no valor, sendo que o 

tratamento de 100 ppm apresentou reduções contínuas ao longo do experimento, 

começando com 4,6 µg.mL-1 como os outros tratamentos e finalizando com biomas-

sa clorofilada reduzida de 4,11 µg.mL-1. O Tratamento de 250 ppm apresentou leve 

redução após 15 dias e sucessivos aumentos nas semanas seguintes, finalizando 

4,48 µg.mL-1, valor muito próximo do controle.  

 

Tabela 2. Resultados da quantidade de Clorofila A em função do tempo. 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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Figura 24. Gráfico contendo os resultados da extração de Clorofila A em função do tempo 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Entre as possíveis hipóteses para explicar a baixíssima alteração na biomas-

sa clorofilada das colunas, mesmo com o aumento nas concentrações do herbicida, 

podemos discorrer que pode ter ocorrido uma seleção de micro-organismos fotossin-

tetizantes resistentes ao herbicida ao longo do experimento. A hipótese tem como 

base o estudo desenvolvido por Peterson et al. (1994), que demonstrou que o herbi-

cida foi praticamente inofensivo para a alga Anabaena inaequalis, sendo este um 

importante gênero de cianobactérias filamentosas que compõem o fitoplâncton, en-

quanto que foi altamente tóxico para diatomáceas e algas verdes (inibindo até 70 % 

da fotossíntese destas). Outra possibilidade seria a seleção de microalgas com um 

aparato enzimático para degradar o Tebuthiuron, podendo utilizá-lo como fonte de 

carbono, o que explicaria a não inibição do crescimento de clorofilados. O composto 

pode ter sido degradado pelos consórcios microbianos que se formaram ao longo 

dos dois meses de experimento ou sofrido degradação química, conforme apontado 

por GOMES et al. (2001). Por fim, resta a hipótese de que mesmo nos tratamentos 

com as concentrações mais elevadas de Tebuthiuron, o herbicida pode não ter esta-
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do concentração suficiente para apresentar toxicidade e inibir a fotossíntese dos mi-

cro-organismos clorofilados.  

 

4.3 Demanda Química de Oxigênio 

 

A coluna controle e os 5 tratamentos apresentaram inicialmente um valor mui-

to próximo de DQO, estando em torno de 42 mg/L (Tabela 3). Sabendo-se que a 

DQO estima a oxidação química de poluentes em ecossistemas aquáticos e quanto 

mais alto seu valor menor a concentração de oxigênio no ambiente, a hipótese inicial 

seria a de que os tratamentos com maior quantidade de herbicida fossem apresentar 

DQOs mais elevadas e com isso menos oxigênio disponível (GRANER et al., 1998; 

GOMES et al. 2001; VALENTE et al., 1997). É possível observar que após 2 sema-

nas de experimento a DQO sofreu uma pequena queda no controle e nos tratamen-

tos, sendo mais acentuada em 100 ppm (34,6 mg/L) (Figura 25). Após 5 semanas de 

experimento o valor de DQO esteve mais baixo com o controle apresentando o valor 

de 30,88 mg/L e os tratamentos 100 ppm e 250 ppm apresentando valores ainda 

mais baixos, sendo estes respectivamente 26,74 mg/L e 23,02 mg/L. Os outros tra-

tamentos apresentaram valores de DQO acima de 30 mg/L no mesmo período, sen-

do que em 1500 ppm o valor (35,88 mg/L) se manteve próximo ao da semana 3 

(38,6 mg/L). Os valores observados ao longo do experimento podem indicar que a 

degradação do herbicida ocorreu também de maneira química, como apontado por 

GOMES et al. (2001), visto que a DQO se manteve mais alta nos tratamentos con-

tendo as concentrações mais elevadas do herbicida. 

 

Tabela 3: Resultados da DQO em função do tempo. 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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Figura 25. Gráfico contendo os resultados da DQO em função do tempo  

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Ao fim do experimento os valores de DQO estiveram muito próximos dos valo-

res iniciais do experimento para o controle e os 5 tratamentos, o que pode indicar 

que a quantidade de metabólitos secundários derivados da biodegradação ou quí-

miodegradação do herbicida ou até mesmo de outras moléculas orgânicas presentes 

na água ainda se encontravam em processo de degradação. 
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4.4 Ensaios de Fitotoxicidade com sementes de L. sativa e testes estatís-

ticos 

A hipótese inicial que antecedeu os experimentos consistiu na ideia de que o 

Tebuthiuron traria algum prejuízo ao desenvolvimento radicular, visto que é absorvi-

do por esta região e as plântulas são mais sensíveis em seus primeiros dias após a 

germinação, além de prejudicar a germinação por se tratar de um composto químico 

(PIRES et al., 2005; SILVA JUNIOR et al., 2018; DAM et al., 2015).  

Para analisar a significância dos resultados foi realizado um teste não para-

métrico de Kruskall-Wallis Dunn para os três tipos de análise desenvolvidos, e os 

resultados se mostraram estatisticamente significativos quando comparando o con-

trole de água filtrada com as colunas 250 ppm, 1000 ppm, 1500 ppm, porém não 

significativo quando comparando os outros tratamentos entre si. 

 

4.4.1 Análise de Germinação Relativa (%) 

 

O controle feito com água filtrada semanalmente apresentou ao longo das 8 

semanas de experimento valores de Germinação Relativa ao controle negativo su-

periores a 90%, apresentando uma média geral ao longo do experimento de 94,74%, 

enquanto que os 5 tratamentos apresentaram uma média geral menor ou igual a 

87% (Tabela 4), valor que ficou abaixo também da coluna controle (0), que apresen-

tou média geral de 91,91%. A média da germinação quando utilizada água da coluna 

controle (0) ficou abaixo da média de germinação com água filtrada provavelmente 

por conta da presença de micro-organismos e metabólitos presentes na água em 

decorrência das atividades destes, os quais podem ter impactado a germinação. Os 

valores obtidos constatam que o Herbicida Tebuthiuron, apesar de apresentar como 

mecanismo de ação a inibição do Fotossistema II das plantas, possui um efeito pre-

judicial na germinação das sementes devido a sua composição química.  

 

Tabela 4: Média das Germinações Relativas (%) semanais. 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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Ao longo dos dois meses do experimento, o valor mais baixo registrado foi de 

70% de Germinação Relativa no tratamento 1000 ppm na semana final do experi-

mento, porém outros valores baixos foram constatados na coluna 250 ppm nas se-

manas 3 e 4, sendo estes 73,33% e 75% respectivamente, e 73,33% na coluna 1000 

ppm na semana 3 e na coluna 1500 ppm na semana 7 (Tabela 5). Os valores mais 

baixos registrados na coluna 100 ppm foram na semana 5 e 7, sendo respectiva-

mente 80% e 76,66% (Figura 26). Apesar da concentração maior de herbicida na 

coluna 500 ppm, este tratamento apresentou um valor de Germinação Relativa (%) 

muito próximo ao observado na coluna 100 ppm, contrariando o que pode ser obser-

vado nos tratamentos 250 ppm, 1000 ppm e 1500 ppm. 

 

Tabela 5: Resultados de Germinação Relativa (%) em função do tempo. 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Deve-se atentar para o fato de que por se tratar de um composto diluído na 

água das colunas, nem sempre a água utilizada para embeber o papel filtro das se-

mentes estava com a máxima concentração do herbicida para aquele tratamento, o 

que pode ter influenciado algumas oscilações observadas nas germinações relativas 

(%) observadas ao longo do experimento. Apesar disto, é interessante constatar que 

mesmo diluído na água o Tebuthiuron apresenta capacidade de prejudicar a germi-

nação, pois segundo DAM et al. (2015) e KING et al. (2017) o Tebuthiuron apresenta 

alta solubilidade em água e com isso grande potencial de lixiviação, e esta água 

contaminada pode acabar sendo utilizada por famílias que praticam agricultura de 

subsistência, tendo com isso prejuízos em sua agricultura em decorrência da má 

utilização de agrotóxicos por agricultores maiores. 
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Figura 26. Gráfico contendo os resultados de Germinação Relativa (%) em função do tempo  

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Tabela 6. Tabela contendo os testes estatísticos de Germinação Relativa (%) 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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4.4.2 Análise de Elongação Radicular (%)  

 

Foi possível observar um efeito significativo do herbicida na elongação radicu-

lar dos tratamentos de 250 ppm, 1000 ppm e 1500 ppm quando comparados ao con-

trole de água filtrada realizado semanalmente (Tabela 7), com seus valores oscilan-

do entre 25% e 45% ao longo do experimento, apresentando uma média de elonga-

ção radicular de 34,94% para 250 ppm, 36,38% para 1000 ppm e 35,65% para 1500 

ppm enquanto que o controle semanal apresentou valores de elongação radicular 

acima de 55% ao longo de todo o experimento com exceção da semana 7, apresen-

tando uma média de 57,31% de todo o experimento (Tabela 8). A coluna controle (0) 

apresentou os segundos valores mais altos de elongação radicular com exceção das 

semanas 2, 4 e 5, possuindo uma média de 44,83 % de elongação radicular de todo 

o experimento, ficando com esta média geral acima das médias gerais dos 5 trata-

mentos, porém abaixo do controle com água filtrada. O tratamento de 250 ppm aca-

bou apresentando a média geral mais baixa de todos os tratamentos, sendo este 

valor de 34,94%, com um dos valores mais baixos entre os tratamentos sendo regis-

trado na semana 3 (25,38%). O tratamento 500 ppm acabou destoando novamente 

dos outros tratamentos como observado na Germinação Relativa (%), ao apresentar 

uma porcentagem de Elongação Radicular mais alta que todos os tratamentos, com 

uma média de 42,51% (sendo o único valor abaixo dos outros registrado na semana 

4, sendo de 35,77%), porém um pouco mais baixa que o do controle (0) ao longo 

dos experimentos. 

 

Tabela 7. Tabela contendo os testes estatísticos de Elongação Radicular (%) 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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Tabela 8: Média das Elongações Radiculares (%) semanais. 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

 Entre as possíveis explicações para estes valores observados no tratamento 

250 ppm e 500 ppm podemos discorrer que a água utilizada para embeber as se-

mentes foi retirada de uma região com maior e menor concentração do herbicida 

diluído respectivamente e que no tratamento 500 ppm grande parte do Tebuthiuron 

pode ter sido já degrada por consórcios microbianos mais eficientes que os forma-

dos nos outros tratamentos. A partir de 1000 ppm e 1500 ppm o crescimento ficou 

prejudicado quando comparados aos tratamentos 100 ppm, 500 ppm e aos controles 

semanais e coluna 0, sendo que os valores mais baixos Elongação Radicular (%) 

foram registrados nos tratamentos com maiores concentrações de Tebuthiuron, na 

semana 3 para 1000 ppm (24,33%) (com um valor muito próximo registrado para o 

tratamento 250 ppm) e na semana 7 (24,85%) para 1500 ppm (Tabela 9), e devido 

ao fato destes tratamentos apresentarem concentrações mais elevadas de Tebuthiu-

ron diluídas na água, a probabilidade de embeber as sementes com o herbicida se-

manalmente eram mais altas do que nos outros tratamentos. 

Por fim, visto que a coluna controle (0) apresentou valores próximos das ou-

tras colunas em alguns momentos do experimento e sua média geral (44,83%) ficou 

bem próxima a do tratamento 100 ppm (39,9%) e 500 ppm (42,51%) não é possível 

atribuir totalmente o prejuízo na Elongação Radicular a ação do Herbicida Tebuthiu-

ron diluído na água, apesar de ser possível constatar que ocorre, pois todos os tra-

tamentos ficaram abaixo do controle semanal de água filtrada e da coluna 0, sendo 

que muito provavelmente os produtos da microbiota também foram um fator respon-

sável por afetar a Elongação Radicular, uma vez que as sementes são muito sensí-

veis a compostos químicos nocivos nos primeiros dias de germinação. 
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Tabela 9: Resultados de Elongação Radicular (%) em função do tempo 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Figura 27. Gráfico contendo os resultados de Elongação Radicular (%) em função do tempo 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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4.4.3 Análise de Índice de Germinação (%) 

 

Através do Índice de Germinação (%) é possível analisar o fator entre a elon-

gação da raiz e a germinação. Assim como na Germinação Relativa (%) e na Elon-

gação Radicular (%) foi possível observar no Índice de Germinação (%) valores mai-

ores para o controle negativo e para a coluna controle (0) do que para os tratamen-

tos, sendo suas médias gerais respectivamente 54,49% e 41,45% (Tabela 10). Os 

tratamentos 250 ppm, 1000 ppm e 1500 ppm apresentaram médias gerais de 

29,36%, 30,99% e 30,23% respectivamente, ficando bem abaixo dos controles, ten-

do seus valores mais baixos sido registrados na semana 3 para 250 ppm (18,65%) e 

1000 ppm (17,91%) e na semana 7 para 1500 ppm (18,33%) estando relacionados 

aos valores mais baixos também registrados de Elongação Radicular (Tabela 11). 

Assim como nos outros testes relacionados as sementes de L. sativa, o tratamento 

500 ppm destoou dos outros tratamentos obtendo valores mais altos e apresentando 

uma média geral de 37,37%, mais alta até mesmo do que a observada em 100 ppm 

(35,49%), porém mesmo assim, ficando abaixo dos controles.  

 

Tabela 10: Média dos Índices de Germinação semanais (%) 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Tabela 11: Resultados de Índice de Germinação (%) em função do tempo. 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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Os valores observados permitem concluir que o Herbicida Tebuthiuron foi um 

dos fatores que afetou a velocidade de germinação das sementes, apesar de não 

ser o único fator, visto que a coluna controle 0 também apresentou um Índice de 

Germinação (%) menor do que o observado no controle semanal realizado com 

água filtrada, o que indica que os micro-organismos e seus metabólitos e outros 

compostos químicos presentes na água também são fatores que podem estar liga-

dos a redução da velocidade de germinação.  

 

Tabela 12. Tabela contendo os testes estatísticos de Índice de Germinação (%) 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Figura 28. Gráfico contendo os resultados de Índice de Germinação (%) em função do tempo 

 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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4.5 Análise de pH  

 

Foi possível observar na semana 1 que a presença do herbicida esteve rela-

cionada a um menor pH conforme o aumento na sua concentração, sendo 8,32 na 

coluna controle (0) e diminuindo até 7,76 na coluna com 1500 ppm de Tebuthiuron, 

sendo um efeito que pode estar correlacionado ao Herbicida devido ao seu pH ser 

naturalmente mais ácido que o da água (Tabela 13), visto que todas as colunas fo-

ram montadas com as mesmas quantidades de nutrientes e água coletada no mes-

mo dia e local e a única diferença entre estas foi a concentração do herbicida colo-

cada, ou pode se tratar apenas de uma correlação espúria. 

 

Tabela 13: Resultados variação de pH em função do tempo. 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

 Apesar desta diminuição no primeiro dia de experimento, a partir da segunda 

semana os pHs apresentaram valores muito próximos de 8 para todas as colunas. 

Ao longo do experimento as colunas apresentaram um pH mais neutro oscilando 

com valores entre 7,6 a 8,2 até a semana 5. Na semana 6 foi possível observar um 

aumento dos pHs das colunas 0, 100 ppm, 250 ppm e 1500 ppm atingindo seus pi-

cos em valores mais alcalinos, sendo estes 8,35; 8,6; 8,28 e 8,18 respectivamente 

seguidos de quedas nas semanas 7 e 8 de experimento. A coluna 0 finalizou o expe-

rimento com o pH mais baixo, sendo este no valor de 7,55 (Figura 29). 

 Provavelmente as alterações no pH a partir da segunda semana de experi-

mento se devem ao aumento da atividade microbiana na biodegradação da matéria 

orgânica e as próprias relações alimentares entre estes micro-organismos, visto que 
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o Tebuthiuron influenciou no valor de pH apenas na primeira semana, logo após a 

montagem das colunas no primeiro dia de experimento. 

 

Figura 29. Gráfico contendo os resultados da variação de pH em função do tempo 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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4.6 Análise de condutividade elétrica 

 

Foi possível observar um padrão que se repetiu para o controle e os trata-

mentos, no qual a condutividade elétrica cresceu até a 4ª semana e se estabilizou 

nas seguintes (Tabela 14).  

 

Tabela 14: Resultados variação de condutividade elétrica em função do tempo. 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Após a montagem das colunas na semana 1, seu valor esteve entre 0,2 mS e 

0,3 mS para todas as colunas, indicando a baixa condutividade elétrica inicial. Após 

uma semana todas as colunas apresentaram um aumento considerável na conduti-

vidade elétrica, sendo o valor mais baixo 2,64 mS para a coluna 250 ppm e o mais 

alto 3,9 mS para a coluna 1000 ppm, com as outras colunas apresentando valores 

entre 3 mS e 3,3 mS. Os valores de condutividade praticamente dobraram na sema-

na 3 em relação ao valor da semana 2 e atingiram seu pico na semana 4 de experi-

mento, na qual todas as colunas apresentaram valores de condutividade acima de 

6,2 mS, com destaque para a coluna 250 ppm que obteve o valor mais elevado, 6,63 

mS. Foi possível constatar uma leve queda na semana 5, seguida de estabilização 

do valor nas semanas seguintes até o final do experimento, no qual o valor das co-

lunas ficou entre 5,65 mS e 5,85 mS (Figura 30).  

 

 

 

 

 

 



50 
 

Figura 30. Gráfico contendo os resultados da variação de condutividade em função do tempo 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Visto que a condutividade elétrica corresponde a uma alta quantidade de elé-

trons livres no meio, podemos inferir que seu aumento correspondeu principalmente 

a dissociação química de íons na água, podendo ter uma leve influência da atividade 

metabólica dos micro-organismos ou ter sido puramente química. É possível que a 

estabilização na condutividade esteja relacionada a estabilização da comunidade 

microbiana visto que esta tende a ocorrer após 4 semanas na coluna de Wino-

gradsky (SOUSA et al., 2012). Não foi possível relacionar o aumento na concentra-

ção do Herbicida Tebuthiuron nos tratamentos com o aumento na condutividade, 

pois este não influenciou ou alterou a condutividade nas colunas, visto que o padrão 

se repetiu na coluna controle e nos diferentes tratamentos. 
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4.7 Bactérias heterotróficas 

 

Com exceção da coluna 250 ppm, foi possível observar nas colunas o padrão 

de crescimento microbiano que contém as fases de crescimento exponencial, estabi-

lização e queda, as quais ocorreram em diferentes momentos para cada coluna ao 

longo do experimento. A coluna controle (0) apresentou dois momentos de cresci-

mento exponencial ao longo do experimento, com a primeira queda ocorrendo na 

semana 4, seguida de novo crescimento nas semanas 5 e 6, momento que ocorreu 

o pico, seguido pela segunda queda nas semanas 7 e 8, apresentando uma quanti-

dade ao final do experimento de 466.000 UFCs/mL, superior aos tratamentos com 

exceção do 250 ppm (Tabela 15).  

 

Tabela 15: Resultados da quantidade de UFCs/mL em função do tempo. 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

A coluna 100 ppm apresentou o maior pico de crescimento exponencial, com 

o valor de 1.080.000 UFCs/mL, ocorrido na semana 5, seguido de queda brusca na 

comunidade microbiana nas semanas seguintes, indicando uma possível competi-

ção por recursos devido ao crescimento ocorrido, finalizando o experimento com a 

quantidade de 235.000 UFCs/mL, a menor observada. 

A coluna 250 ppm apresentou crescimento exponencial na comunidade de 

bactérias heterotróficas atingindo seu pico na semana 4 com 808.000 UFCs/mL, 

apresentando uma queda leve na semana 5 para 689.000 UFCs/mL, seguida por um 

período de estabilização ao longo do restante do experimento, no qual apresentou 

valores altos acima dos outros tratamentos, entre 715.000 a 778.000 UFCs/mL.  
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A coluna 500 ppm apresentou o ritmo mais lento de crescimento celular expo-

nencial dentre os tratamentos, apresentando pico na semana 7 seguido de uma 

queda na semana 8. Este ritmo de crescimento mais lento pode apontar que os mi-

cro-organismos na coluna apresentaram dificuldade para formar consórcios microbi-

anos e degradar o composto ou que houve competição intensa por recursos limitan-

do o crescimento da comunidade microbiana. 

É possível observar que as colunas 500 ppm, 1000 ppm e 1500 ppm apresen-

tam um crescimento mais lento até a semana 4 quando comparados aos outros tra-

tamentos e controle, apresentando menos de 600.000 UFCs/mL até o momento en-

quanto que já haviam sido observados os valores de 846.000 UFCs/mL na coluna 

controle e 774.000 UFCs/mL na coluna 100 ppm na semana 3 e 808.000 UFCs/mL 

na coluna 250 ppm na semana 4 (Figura 31). 

 

Figura 31. Gráfico contendo os resultados da variação de UFCs/mL em função do tempo 

 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

 Esses valores podem indicar uma fase lag adaptativa mais longa das comu-

nidades microbianas mediante a presença do composto Tebuthiuron em maiores 

concentrações na água ou a metabólitos secundários derivados de sua biodegrada-
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ção ou quimíodegradação, visto que as colunas 1000 ppm e 1500 ppm apresenta-

ram seus picos na semana 5 do experimento atingindo 799.000 UFCs/mL e 641.000 

UFCs/mL respectivamente, indicando o fim do processo de adaptação ao composto, 

momento em que pode passar a ser utilizado como fonte de carbono para o cresci-

mento populacional dos consórcios microbianos selecionados. A queda populacional 

nos tratamentos 1000 ppm e 1500 ppm nas semanas 6, 7 e 8 pode indicar que os 

metabólitos secundários da biodegradação do Tebuthiuron pelos consórcios micro-

bianos selecionados ao longo do experimento foram tóxicos para o restante da co-

munidade microbiana heterotrófica, visto que apresentaram uma estabilização na 

quantidade de UFCs/mL entre 217.000 a 320.000. 
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5. CONCLUSÃO 

O Tebuthiuron apresenta como mecanismo de ação a inibição do Fotossiste-

ma II impedindo a fotossíntese em um amplo espectro de espécies de plantas, oca-

sionando necrose foliar e morte. O herbicida mesmo em baixas concentrações apre-

sentou toxicidade na fase inicial germinativa e durante a Elongação Radicular obti-

dos nos resultados desse estudo.  A contaminação em decorrência de lixiviação ge-

ra prejuízos eventuais para ecossistemas costeiros ou plantações que utilizem água 

de rios ou lagos contaminados com Tebuthiuron, podendo ser acentuados os prejuí-

zos para locais que utilizem a pulverização aérea graças aos efeitos de deriva, visto 

que a cana de açúcar corresponde a 60% das pulverizações aéreas com agrotóxicos 

no Estado de SP (BOMBARDI, 2017). Não foi possível constatar prejuízo para o fito-

plâncton em geral, mas segundo Peterson et al. (1994), alguns gêneros de algas são 

mais susceptíveis ao Tebuthiuron enquanto que outros são mais resistentes, poden-

do ter ocorrido uma seleção e crescimento de micro-organismos resistentes, redu-

zindo a biodiversidade e favorecendo o desequilíbrio no ecossistema, visto que al-

gumas espécies de algas passam a secretar compostos tóxicos quando sua popula-

ção aumenta, dentre estas o gênero de cianobactérias Anabaena, conhecido por 

secretar neurotoxinas, cuja espécie inequalis apresentou resistência ao Tebuthiuron 

no estudo de Peterson. A quantidade de Herbicida presente nas colunas afetou o pH 

apenas no início do experimento, e a condutividade aumentou ao longo das sema-

nas conforme os micro-organismos se adaptaram ao seu meio. Os resultados nos 

estudos de DQO não apresentaram alterações relevantes, visto que o controle e os 

tratamentos com maiores concentrações do herbicida apresentaram valores próxi-

mos ao longo do experimento, indicando que o Tebuthiuron não foi o único respon-

sável pela pouca alteração no valor da DQO ao longo do experimento. Por fim, foi 

possível constatar que o herbicida apresentou dificuldade em ser degradado nas 

concentrações de 500 ppm, 1000 ppm e 1500 ppm pelas bactérias heterotróficas até 

a 4ª semana do experimento, sinalizando que houve uma maior fase adaptativa da 

comunidade microbiana e que o Tebuthiuron possa ser prejudicial quando em quan-

tidades superiores as estudadas, podendo se mostrar tóxico ou muito concentrado 

para uma biodegradação efetiva. 
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