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As coisas mais maravilhosas que podemos experimentar sdo as misteriosas.

Elas séo a origem de toda verdadeira arte e ciéncia. Aquele para quem essa
sensacao € um estranho, aquele que ndo mais consegue parar para admirar e
extasiar-se em veneracéo, € como se estivesse morto: seus olhos estao fechados.
Albert Einstein



RESUMO

A cana-de-acUcar € uma cultura de grande importancia econémica para 0 pais,
servindo de matéria prima para producdo de acucar e alcool. A vinhaca € um
importante subproduto da producdo alcooleira utilizada na fertirrigacdo por ter
matéria organica e nutrientes em sua composicdo. Em contrapartida, pelo seu pH
acido e alta carga organica, pode apresentar um grande potencial poluente. Dentre
os herbicidas mais utilizados na cultura da cana-de-agUcar, destaca-se o tebutiurom
que apresenta toxicidade moderada a extrema e alta persisténcia, podendo
ocasionar impacto ambiental. Por este motivo, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar o efeito da aplicacdo de diferentes doses de tebutiurom associadas ou nédo a
vinhaca em solo de manejo convencional na cultura da cana-de-acUcar em
condi¢Oes laboratoriais. Foram avaliadas a biodegradacdo mediante respirometria, a
fitotoxicidade das amostras de solo utilizando sementes de alface, e a quantificacédo
da comunidade bacteriana. As analises foram realizadas nos tempos inicial (t0) e
final (t51) do experimento. Os resultados foram analisados estatisticamente
utilizando teste de Tuckey a 5,0% de significancia. Na biodegradacao, as doses de
tebutiurom ndo apresentaram efeito significativo na atividade microbiana dentre os
tratamentos que receberam o mesmo volume de vinhaca. Entretanto, o herbicida
proporcionou mudancgas nas relacbes de significancia entre outros tratamentos,
sugerindo que a adicdo de tebutiurom ao solo causa pequena alteracdo no
metabolismo da microbiota do solo. O aumento do volume de vinhaca aplicado
gerou maior producédo de CO,, sugerindo aumento do metabolismo microbiano na
biodegradagdo. Nos bioensaios de fitotoxicidade, a presenca do herbicida n&o
causou impacto significativo nos tratamentos, entretanto alguns resultados sugerem
gue a adicdo de vinhaca beneficiou o desenvolvimento das plantas. Quanto a
comunidade bacteriana do solo, a adicdo de doses maiores de vinhaca aumentou a
concentracdo de bactérias no tempo inicial dos tratamentos que a receberam, mas
apos o periodo de atenuacao natural, houve reducéo neste parametro. A adicéo de

herbicida ndo apresentou impacto significativo nos tratamentos.

Palavras-chave: Combine 500sc, Lactuca sativa, cana de agucar, manejo,

biodegradacéo.



ABSTRACT

Sugarcane is a crop of great economic importance for the country, serving as raw
material for sugar and alcohol production. Vinasse is an important by-product of the
alcoholic production, which it is used in fertirrigation by having organic matter and
nutrients in its composition. On the other hand, by its pH acid and high organic load,
it can present a great polluting potential. Among most commonly used herbicides in
sugarcane crops, tebuthiuron exhibits moderate to extreme toxicity and high
persistence, and may have an environmental impact. For this reason, the objective of
this study was to evaluate the effect of the application of different doses of tebutiurom
associated or not to vinasse in conventional management soil in sugarcane
cultivation under laboratory conditions. Biodegradation through respirometry,
phytotoxicity of soil samples using lettuce seeds, and quantification of the bacterial
community were evaluated. The analyzes were performed at the initial (t0) and final
(t51) times of the experiment. The results were statistically analyzed using the
Tuckey test at 5.0% probability. The doses of tebutiurom had no significant effect on
biodegradation among the treatments that received the same volume of vinasse.
However, the herbicide provided changes in the significance relationships between
other treatments, suggesting that the addition of tebutiurom to the soil causes a small
change in soil microbiota metabolism. The higher volume of vinasse applied resulted
in higher CO, production, suggesting increased microbial metabolism in
biodegradation. In the ecotoxicity bioassays, the presence of the herbicide did not
have a significant impact on the treatments, however some results suggest that the
addition of vinasse benefited the development of the plants. As for the bacterial
community of the soil, the addition of larger doses of vinasse increased the number
of CFU at the initial time of the treatments that received it, but after the period of
natural attenuation, there was a reduction in this parameter. Again, herbicide addition

had no significant impact on treatments.

Keywords: Combine 500sc, Lactuca sativa, sugar cane, management,

biodegradation.
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1. INTRODUCAO

Na década de 1970, o governo brasileiro criou o Programa Nacional do Alcool
(Proalcool), o qual foi responsavel pela expansao da cultura canavieira no pais. Seu
principal objetivo foi a producdo do etanol em larga escala, com o intuito de diminuir
0 uso de combustiveis fésseis no pais (IBGE, 2015).

Devido a sua importancia econémica no pais, manejos como época de
plantio, fertilidade do solo, adubacdo mineral e controle de plantas daninhas séo
bem conhecidos entre os produtores de cana. Em razdo dos impactos ambientais
causados pela queimada, pré-colheita da cana-de-aclUcar, esse manejo esta se
extinguindo e, portanto, passou a ser necessaria a colheita mecanizada. Essa
pratica aumentou consideravelmente os problemas com plantas daninhas,
responsaveis por um dos maiores prejuizos na producdo, sendo necessario 0
aumento do uso de herbicidas para o seu controle (MARIN; NASSIF, 2013; UNICA,
2015; TONIETO et al., 2016).

Nesse contexto, o tebutiurom tem representativo destaqgue como um herbicida
amplamente utilizado no cultivo da cana-de-acucar, visando o controle das principais
espécies anuais de plantas infestantes e apresentando excelentes resultados em
seu controle (NEGRISOLI et al., 2005). Essa molécula é o principio ativo do produto
comercial Combine® 500SC (Dow AgroSciences Industrial Ltda.).

O tebutiurom pode causar grande impacto ambiental, sendo a sua
concentragdo residual um fator de extrema relevancia com elevado potencial de
contaminagao.

Prata et al. (2000) relataram que a adicdo de um material organico a um solo
que previamente foi exposto a aplicacdo de um herbicida pode influenciar o
comportamento da molécula, podendo aumentar sua sorcdo, ativar a microbiota do
solo na degradacédo da molécula e, assim, acelerar o processo de mineralizacéo de
herbicidas.

A aplicacdo da vinhaca no solo melhora a estrutura fisica, proporciona maior
disponibilidade de ions e capacidade de troca i6nica (CTC), eleva a capacidade de
retencdo de agua e aumenta a atividade microbiana (GLORIA; ORLANDO FILHO,

1983). Este subproduto tem sido utilizado na fertirrigagdo como alternativa para a
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sua disposicdo e devido ao seu alto teor de matéria organica e sua riqueza
nutricional - calcio, magnésio, potassio e sédio (CRUZ et al., 1991; CANELLAS et
al., 2003). No entanto, 0 mesmo pode apresentar um potencial poluente com cerca
de cem vezes maior que o esgoto domeéstico, devido a sua alta carga organica e ao
pH acido (SILVA et al., 2007).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Herbicidas

O uso de produtos quimicos no combate a pragas e doencas que causam
danos a producdo agricola remonta do final do século XIX, com emprego de
compostos inorganicos e de extratos de vegetais (MENEZES, 2006). Na década de
1950, com a Revolucdo Verde, a agricultura sofreu mudancas drasticas com a
utilizacdo macica de novas tecnologias, visando a producdo extensiva de
‘commodities” agricolas. Estes recursos tecnoldgicos sao representados,
majoritariamente, pelo uso extensivo de agrotéxicos, com o intuito de controlar
doencas e aumentar a produtividade (BRASIL, 2015).

No contexto agricola, o Brasil posiciona-se como um dos maiores produtores
de alimentos, algodao, madeira, celulose e biocombustivel, mas também como o
maior consumidor mundial de agrotoxicos. O primeiro lugar neste ranking mundial
vem desde 2008 e o crescimento do mercado de agrotoxicos no pais € uma das
causas. O consumo brasileiro de produtos quimicos aplicados na agricultura
expandiu rapidamente na ultima década (190%), num ritmo de crescimento maior
gue o dobro do apresentado pelo mercado global (93%) (RIGOTTO et al., 2014).

Na safra agricola de 2012 foram pulverizados cerca de 1,05 bilhdes de litros
de biocidas, principalmente nos cultivos de soja, milho, cana-de-agucar, algodéo,
citricos, café e hortalicas (CARNEIRO et. al.,, 2012; IBGE, 2015). Dentre estes
compostos quimicos, destaca-se uso intenso de herbicidas, responsaveis por 45%
do volume consumido, seguidos pelos fungicidas (14%) e inseticidas (12%)
(ANVISA, 2013). Sdo Paulo é o estado que apresenta maior consumo de herbicidas,
havendo consumido cerca de 68 mil toneladas no ano de 2012 (Sindicato Nacional
da Industria de Produtos para Defesa Agricola, 2012). No ano de 2017 foi estimado
um volume de vendas de 879,2 mil toneladas de defensivos agricolas no Brasil
segundo a Abiquim (2017).

Em decorréncia da significativa importancia, tanto em relacéo a sua toxicidade
guanto a escala de uso no Brasil, os agrotoxicos possuem uma ampla cobertura

legal no Brasil, com um grande numero de normas. O referencial legal mais
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7

importante € a Lei n® 7802/89, que rege o processo de registro de um produto
agrotoxico, regulamentada pelo Decreto n® 4074/02 (BRASIL, 2015).

Esta intensiva utilizacdo de agrotoxicos representa uma fonte em potencial de
contaminacdo da atmosfera, de solos e de aguas superficiais e subterraneas. As
adguas de superficie sofrem contaminacdo pela lavagem do solo (escoamento
superficial), j& as subterraneas contaminam-se pela lixiviagdo nos perfis dos solos
(MENEZES, 2006).

Existem aproximadamente 43 moléculas de herbicidas registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2017) para uso junto a
cultura de cana de acucar. Essas moléculas possuem diferentes caracteristicas
fisico-quimicas, tais como solubilidade em agua, constante de dissociacdo (pKa),
pressdo de vapor, meia vida (t %2), taxa de fotdlise, coeficiente de sorcdo (Kd),
toxicidade, dentre outras (TONIETO, 2014). Essas diferencas permitem ao técnico

adotar aquela que mais se adapta a sua necessidade.

2.1.1. Comportamento ambiental de herbicidas no solo

Independente do organismo-alvo ou do modo de aplicacéo, o principal destino
dos herbicidas aplicados é o solo. Estima-se que cerca de 60 a 70% do total dos
pesticidas aplicados nos campos agricolas ndo atinjam a superficie-alvo de interesse
(LAW, 2001). Quando atingem o solo, podem passar por processos de retencao,
transformacao, transporte ou interagdo com outras moléculas (SPADOTTO, 2002). A
dindmica de herbicidas no solo depende de uma variedade complexa de
caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas, além de processos como sorcao,
volatilizacdo, lixiviacdo e degradacdo quimica ou microbiana (ARIAS-ESTEVEZ,
2008).

Entender o comportamento dos pesticidas no solo é importante para estimar
seu potencial de impacto no meio ambiente, especialmente nas aguas subterraneas
e de superficie, uma vez que estes recursos sao utilizados para consumo animal e
humano (LOURENCETTI, 2012).

Os produtos comerciais de herbicidas muitas vezes podem se comportar de
maneira diferente de acordo com a marca utilizada, mesmo possuindo a mesma
concentracdo. Possivelmente, os aditivos utilizados alteram algumas caracteristicas

como solubilidade e densidade em relagdo ao padrdo analitico utilizado em
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condi¢cdes de laboratério. Nesse sentido, a utilizacdo apenas de padrdo analitico
pode estar comprometendo a avaliagdo da sorc¢ao, lixiviagado e, consequentemente,
a eficacia dos herbicidas, sendo necessario avaliar esses interferentes, visando

estabelecer valores mais seguros (TONIETO, 2014).
2.1.1.1. Sorgao

A retencéo refere-se a habilidade do solo de reter um herbicida ou outra
molécula orgéanica, evitando que ela se mova tanto dentro como para fora da matriz
do solo, e engloba mecanismos especificos de dissipacédo dos herbicidas: absorc¢éo,
precipitacdo e adsorcéo. Sorcao refere-se a um processo geral, sem distincdo entre
esses trés processos especificos. O processo individual de sorcéo é profundamente
complexo, em virtude da heterogeneidade do solo e de sua continuidade com
sistemas bioldgicos, atmosféricos e aquéaticos (MONQUERO, 2014).

O processo de sorcdo desempenha papel-chave na regulacdo do transporte,
degradacéo, persisténcia e bioacumulacdo de um herbicida no solo, pois limita sua
disponibilidade na solug&o do solo e restringe sua movimentagéo na matriz do solo
(DE JONGE et al., 1999; BOIVIN et al., 2005; LOURENCETTI, 2012). A sorcao
depende de propriedades fisico-quimicas do herbicida e, principalmente, dos
atributos do solo e da composicdo de sua matéria organica (BENOIT et al, 2008;
TIAN et al, 2010, EL-NAHHAL et al., 2013, PEREIRA-JUNIOR, 2015).

A avaliacdo da sorcdo normalmente é feita por meio da estimativa de
coeficientes sortivos, e geralmente sdo conduzidas em condi¢bes laboratoriais,
empregando técnicas analiticas como cromatografia liquida e gasosa. O coeficiente
de sorcao, Kd, pode ser estimado pela Equacdo 1 (MONQUERO, 2014).:

Kd= Cs/Cw [1]
em que:

Cs = concentracéo de herbicida que permanece sorvido ao solo (ug.g™>);

Cw = concentracédo de herbicida encontrada na solucdo do solo (ug.g™).
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Entretanto, como o teor de carbono organico, aparentemente, tem
representado melhor a capacidade adsortiva dos herbicidas nos solos,
principalmente para os compostos de carater basico ou nao iénicos (OLIVEIRA JR.
et al.,, 2001; BARIZON et al., 2005), utiliza-se o coeficiente de sorcdo normalizado

para o teor de carbono organico do solo, Koc (kg L™), estimado pela Equacéo 2:

Koc = 100 Kd/foc [2]

em que:

foc = teor (% ou dag kg™) de carbono organico do solo, o qual é obtido
dividindo-se o percentual de matéria organica por 1,72 (MONQUERO, 2014).

2.1.1.2. Transporte

O transporte de herbicidas no solo representa um dos processos envolvidos
na dissipacdo desses compostos no ambiente, e se destaca por influenciar a
capacidade de contaminacdo dos recursos hidricos. Dentre as principais formas de
transporte de herbicida no solo, destaca-se o escoamento superficial, volatilizacao e
lixiviacdo (MONQUERO, 2014).

O transporte por escorrimento superficial representa o arraste do herbicida na
superficie do solo para areas que ndo receberam o produto, e € mais pronunciado
quando ocorre chuva no local logo apos a aplicacdo do herbicida. A porcentagem de
herbicida perdida através desse processo hormalmente € <0,001-0,25.
(MONQUERO, 2014).

A volatilizacdo é o processo de perdas do herbicida para a atmosfera na
forma de vapor, e é influenciado por propriedades quimicas da molécula, tais como
pressdo de vapor e solubilidade. Fatores externos, tais como aumento da
temperatura e umidade do solo, elevam as taxas de volatilizacdo de um herbicida.
Uma alternativa para minimizar a perda por volatilizacado é a adicdo de adjuvantes
gue agem como fixadores ao produto formulado (MONQUERO, 2014).

A lixiviacdo € o movimento descendente dos herbicidas na matriz do solo.
Para ser lixiviado, o produto deve estar na solucdo do solo ou adsorvido a pequenas

particulas lixiviaveis. Alguns fatores que afetam a lixiviagdo de um herbicida séo sua
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sorcao, solubilidade, persisténcia, propriedades do solo, fatores ambientais e
climaticos (OLIVEIRA JR. et al., 2011).

Herbicidas de maior persisténcia no solo apresentam maior risco de
contaminacéo de aguas subterraneas, pois sdo menos disponiveis para degradacao,
podendo ser lentamente carregados pela solugcdo do solo (OLIVEIRA JR. et al.,
2011).

Pequena lixiviacdo é desejavel, pois permite o0 movimento do herbicida até as
sementes de plantas daninhas com potencial de germinacdo, que geralmente estao
concentradas a 5 cm da superficie do solo. Por outro lado, a lixiviagdo excessiva
pode contribuir para o herbicida ser arrastado até o lencol freatico, podendo
acarretar contaminacodes indesejaveis (OLIVEIRA JR. et al., 2011).

O risco de contaminacao de aguas subterraneas é classificado pelo indice do
potencial de lixiviagdo (LPI) dos compostos organicos, frequentemente utilizado por
agéncias governamentais e corporagfes privadas, uma vez que O transporte e
degradacdo de compostos organicos € muito complexo, envolvendo processos
fisicos, quimicos e biologicos (BOESTEN, 2000). Além disso, estudos de
monitoramento da presenca de agrotéxicos em aguas apresentam elevado custo e
consomem muito tempo, devido ao grande numero de analises que devem ser
realizadas (SPADOTTO et al., 2004).

2.1.2. Degradacao de herbicidas no solo

Um dos fatores importantes na determinacdo do potencial de lixiviagdo de
agrotoxicos € a degradabilidade destes compostos, geralmente expressa pela meia-
vida, que constitui um dos principais processos controladores de sua mobilidade no
solo (GUSTAFSON, 1989). A meia-vida € muito variavel, incluindo dias, meses ou
anos. A maioria dos dados reportados na literatura foi determinada na Europa e nos
Estados Unidos e, portanto, ndo sao diretamente aplicaveis a paises tropicais
(DORES; DELAMONICA-FREIRE, 1989). A sua determinagcao deve ocorrer em
condicbes normais de uso, na regido em que o composto organico é utilizado
(MENEZES, 2006).

Como um dos processos importantes, a degradacdo € fundamental para
atenuacdo dos niveis de residuos do agrotéxico no solo (GUO et al.,, 2000).

Conhecer a degradacgédo de herbicidas no solo é importante. Herbicida ideal € aquele
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gue permanece ativo no ambiente, por tempo suficientemente longo, para o controle
das plantas daninhas em determinada cultura, porém, ndo tdo longo que cause
injaria &s culturas susceptiveis que venham em rotacdo/sucesséo (OLIVEIRA JR. et
al., 2011).

A degradagdo do herbicida refere-se a mudancas na natureza quimica da
molécula por processos fisicos, quimicos e biolégicos, e € fundamental para
atenuacdo dos niveis de residuos do agrotéxico no solo (GUO et al.,, 2000). As
transformacdes quimicas e biolégicas sdo0 0s processos mais importantes na
degradacgé&o dos herbicidas no solo (OLIVEIRA JR. et al., 2011).

O grande numero de microrganismos presentes no solo, como bactérias e
fungos, capazes de degradar os diversos compostos organicos, também degradam
as moléculas dos herbicidas. Porém, a biodisponibilidade do composto, assim como
as propriedades fisico-quimicas do solo e do composto influenciam fortemente a
taxa de degradacgéo (AISLABIE; LOYD-JONES, 1995).

O historico de utilizacdo de um herbicida em uma determinada area influencia
a taxa de decomposicdo microbiolégica dos herbicidas. Aplicacbes repetidas do
mesmo principio ativo em uma area podem selecionar uma microbiota especifica,
devido a utilizacdo como fonte de alimento para crescimento. A diversidade
microbiana pode ser marcadamente afetada, mediante o uso seguido de
agrotoxicos, com ou sem alteracdo do metabolismo microbiano, e tais mudancas
podem afetar a fertilidade do solo (JOHNSEN et al., 2001; KAARE et al., 2001).

A degradacdo dos herbicidas, seja microbiolégica ou quimica, € um
importante mecanismo que tende a controlar a persisténcia, a atividade e a
movimentacdo do pesticida no perfil do solo. A taxa de degradacéo € influenciada
por caracteristicas do solo e do clima, que séo variaveis de local para local e de ano
para ano, ou mesmo ao longo de um ano. Por isto os resultados dos estudos de
persisténcia no campo tendem a ser especificos do local e do ano. Devido estas
variacfes, estudos de degradacdo sdo geralmente conduzidos em laboratério com
condi¢Oes controladas (OLIVEIRA JR. et al., 2011).

Microrganismos aptos a degradar ou metabolizar agrotoxicos, utilizam seus
compostos como fonte de carbono, energia ou outro nutriente disponivel. O
metabolismo pode ser construtivo e sequencial, conduzindo a uma oxidacao
completa dos compostos para dioxido de carbono e 4gua ou pode ser incompleto e

produzir intermediarios persistentes (DE SOUZA et al., 1998).
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O manejo dos solos a serem utilizados em experimentos de degradacao deve
ser minimo. Secagem, congelamento, e armazenamento por longos periodos de
tempo devem ser evitadas, pois estes fatores alteram drasticamente a atividade
bioquimica dos solos. Walker (1987) demonstrou que a massa da microbiota e a
degradacdo microbiol6gica de herbicidas foram maiores em amostras frescas em
relacdo a amostras do mesmo solo que tinham sido secas ao ar e reumedecidas. A
atividade microbiolégica também pode ser alterada devido a passagem das
amostras em peneira de malha muito fina, pois microagregados do solo podem ser
destruidos (OLIVEIRA JR. et al., 2011).

Um dos principais objetivos dos estudos de degradacdo dos pesticidas é
predizer o tempo de permanéncia do seu residuo no solo. Estudos de cinética de
degradacdo sao utilizados em experimentos de degradacdo para calcular a meia-
vida do herbicida. O conceito de meia vida € importante para comparar taxas de
degradacdo em diferentes situacdes; no entanto € uma estimativa simplificada,
devido a complexa natureza do solo e sua interacdo com os pesticidas (OLIVEIRA
JR. et al.,, 2011).

A degradacdo de herbicidas no solo pode ser acelerada através do aumento
da atividade microbiana no solo, pela adicdo de matéria organica e ajuste da
umidade e pH do mesmo ou da utlizagdo de microrganismos adaptados
(biorremediacéo) (OLIVEIRA JR. et al., 2011).

Uma vez que microrganismos presentes nos solos sdo capazes de degradar e
mineralizar agrotoxicos, pode-se desenvolver biorremediacdo de  sitios
contaminados, empregando-se microrganismos previamente selecionados
(POINTING, 2001). Logo, o isolamento, a caracterizacdo e a identificacdo de
microrganismos, com habilidade em metabolizar compostos potencialmente toxicos,
é de suma importancia para a biorremediacdo (MARTINEZ, 2006).

Verifica-se que somente conhecendo e entendendo os processos que afetam
o comportamento e o destino dos herbicidas no ambiente, pode-se obter maior

eficiéncia de utilizacdo dos produtos, com menor risco de contamina¢do ambiental.
2.2. Tebutiurom

Dentre os herbicidas comercializados para cana de agucar no Brasil, o

tebutiurom é um herbicida seletivo e registrado com o nome comercial de Combine®
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500SC. Deve ser aplicado em pré-emergéncia das plantas daninhas anuais. O
produto possui amplo espectro de controle, sendo eficiente no controle de cerca de
25 plantas infestantes (mono e dicotiledéneas) de grande importancia para a cultura
da cana de acucar. As doses variam de 16 a 24 L ha™!, em funcdo das
caracteristicas fisicas do solo e uma unica aplicagao pode manter a cultura no limpo
até o fechamento (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

O tebutiurom (N{5-(1,1-dimetiletil)-1,3,4-tiadiazol-2-il}-n,n'- dimetiluréia) € um
herbicida pertencente ao grupo das uréias substituidas (grupo C2), agindo pela
inibicdo do fotossistema IlI. As principais caracteristicas deste composto sdo a
solubilidade em agua de 2,57 g L a 20°C, densidade de 1,25 g mL", pressdo de
vapor 2,7 x 10 Pa, pKa Zero (ndo ionizavel) e coeficiente de sorcéo para o teor de
carbono (Koc) 80 mg L"'(RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

Apresenta absorgdo radicular, e, uma vez dentro do tecido vegetal é
translocado até as membranas dos cloroplastos, onde se ligam a sitios especificos,
causando prejuizo na rota metabdlica de fixagcado de CO, e producdo de energia,
inibindo assim a fotossintese. A morte das plantas, entretanto, ocorre por causa de
processos relacionados a peroxidagao de lipidios e proteinas, causando rompimento
de membranas e desintegracéo das células (TOFOLI, 2004).

O tebutiurom é fortemente adsorvido a argila dos solos com alta capacidade
de troca catibnica, e possui limitada mobilidade na superficie do solo (RODRIGUES;
ALMEIDA, 2011). Entretanto, em estudos acerca do seu comportamento no solo, o
herbicida tebutiurom apresentou baixa sorcdo em diversos tipos de solo. Pereira-
Junior (2015) relataram valores de sor¢do (Kd) baixos para o tebutiurom em
diferentes tipos de solo, variando de 0,6 a 2,4mg'™ LN kg, sendo valores mais
elevados em solos argilosos, e menores em solos arenosos. Resultados similares
foram obtidos por Lourencetti et al. (2012) e Toniéto et al. (2016). O herbicida ioniza-
se apenas em condicdes de pH muito baixo, mantendo-se neutro em condicbes
naturais, o que contribui com sua baixa sor¢ao (BOHN, 2001; KOSKINEN, 1996).

A sorcao de herbicidas em geral pode ser alterada por diversos fatores, tais
como, adicdo de matéria organica ao solo na forma de palha (sistema de cana crua),
acido humico ou vinhaga; formulagcdo do produto (ingrediente ativo X formula
comercial); tempo de residéncia do herbicida no solo. Entretanto, os atributos fisico-
quimicos do solo sao o fator que exerce maior influéncia no potencial de sorgcéo do

tebutiurom, de forma que a sorcdo aumenta em solos com maior quantidade de
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argila (TONIETO et al., 2016; PEREIRA-JUNIOR 2015; LOURENCETTI et al., 2012;
MATQOS, 2015).

Foi reportado que a matéria organica do solo exerce efeito positivo na sorgao
de pesticidas organicos (BAILEY, 1964; DUNCAN, 1983; WEBER, 2004). Em areas
de cultivo de cana crua, o solo apresentou maior conteudo de carbono organico, o
que elevou levemente a sorcéo de tebutiurom no solo estudado (PEREIRA-JUNIOR,
2015; LOURENCETTI, 2012). Matos et al. (2015), ao estudar o efeito da vinhaga no
comportamento de tebutiurom em diferentes solos, observou que a adigao deste
residuo promoveu a reducdo da capacidade de sorgcdo, aumentando sua
concentracdo na solugdo do solo. Estes dados podem estar relacionados ao
aumento de ions incorporados ao solo através da adigao da vinhaca, que competem
com as moléculas de herbicida pelos sitios de adsorcdo (FERRERAS et al., 2006;
FERNANDEZ-BAYO et al., 2009; MATOS, 2015). Lourencetti et al. (2012) também
verificaram que a adigdo de vinhaga alterou significativamente a sor¢cdo de
tebutiurom, promovendo diminuicdo de Kd em solo argiloso e aumento deste
parametro em solo arenoso. Semelhantemente, ao adicionar acido humico ao solo,
Toniéto (2016) observou uma pequena diminuigdo na sorgéo deste herbicida.

A baixa sorgao do tebutiurom, aliada a sua alta solubilidade em agua e alta
persisténcia, sugere elevado potencial de lixiviagdo deste herbicida, causando
preocupagao acerca da contaminacdao de aguas subterrdneas e superficiais
(OLIVEIRA et al., 2001; PEREIRA-JUNIOR, 2015).

O potencial de lixiviacdo deste herbicida é fortemente influenciado pelas
caracteristicas do solo, adicdo de adubos organicos, regime de chuvas e presenga
de cobertura de palha (STONE, 1993; TONIETO, 2016). Chang e Stritzke (1977)
reportaram que o tebutiurom apresenta alta disponibilidade e mobilidade em solos
com baixas quantidades de argila e matéria organica. Pereira-Junior (2015),
utilizando o modelo matematico GUS (groundwater ubiquity score), apontou alto
potencial de lixiviacdo para o tebutiurom.

A cobertura de palha no solo influencia a lixiviagdo do herbicida. Toniéto
(2016) observou em condigbes laboratoriais que a palha reteve 33% do tebutiurom
aplicado em colunas de lixiviagdo. Pereira-Junior (2015) apontou que presencga de
cobertura de palha no solo diminui levemente a sua lixiviagdo, mas nao o suficiente
para 0 mesmo ser considerado nao-lixiviante. Semelhantemente, Lourencetti (2006)

verificou que a adicio de vinhaga ao solo estudado diminuiu o potencial de lixiviacao
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do herbicida.

Toniéto (2014) ressalta que os problemas de contaminagdo de aguas
subterraneas dependem da regido, pois o herbicida foi encontrado em
concentragbes acima do nivel critico para o padrao de potabilidade, estabelecido
pela Organizacdo Mundial da Saude (GOMES et al., 2001), encontrado em baixas
concentragbes (FERRACINI et al.,, 2006) ou n&o encontrado (CERDEIRA et al.,
2005). Souza et al. (2008), avaliando em condigdes de campo a sua movimentagao
vertical através de lisimetro de drenagem modificado, concluiram que o tebutiurom
apresenta baixa mobilidade vertical em solo de textura caracteristica para cultivo de
cana de agucar, no estado de S&o Paulo e, por conseguinte, pequeno potencial de
contaminagdo de aguas subterraneas neste tipo de solo. Neste mesmo trabalho,
observou-se que mais de 70% do produto aplicado ficou retido a menos de 30 cm de
profundidade ou foi degradado.

Quanto a persisténcia, a meia-vida deste herbicida é de 12 a 15 meses,
podendo ser mais elevado em areas de baixa queda pluviométrica ou solos com
maior quantidade de matéria organica (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011). Lourencetti
(2006), em condi¢Oes laboratoriais, encontrou valores de meia-vida mais altos em
solos argilosos (128 dias), em comparagdo com solos arenosos (68 dias). Estes
valores decresceram para 73 e 55 dias, com o acréscimo de vinhaca ao solo.
Helbert (1990) relatou que em solos com maior conteldo organico, a meia-vida do
tebutiurom pode ser superior a 486 dias. Whitson (1984) relatou que moléculas do
herbicida foram encontradas intactas em solo, por mais de dois anos apos a
aplicacdo. Johnsen (1989) relatou a presenca de tebutiurom em solos semiaridos
ap0s nove anos de sua aplicacdo. Em regides temperadas, foram encontrados
valores de meia-vida, variando de 8 a 260 dias, de acordo com o tipo de solo e sua
quantidade de matéria organica (PANG, 2005; SARMAH, 2009), demonstrando que
propriedades e textura do solo afetam este parametro (LOURENCETTI, 200). Em
climas tropicais, a meia-vida do tebutiurom parece ser menor, sendo que Cerdeira et

al. (2007) encontraram valores de 20 dias em solos arenosos.

2.3. Vinhaca

A vinhaga € um residuo liquido resultante do processamento do alcool, e

devido a sua grande quantidade € o principal subproduto da indastria sucroalcooleira
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(LYRA et al., 2003). Sua composicao é representada por 4gua, matéria organica e
elementos minerais (HIDALGO, 2009). Um fator importante em relacdo a este
residuo € a elevada geracéo, representando dez a dezoito litros de vinhaca para
cada litro de alcool produzido (SILVA et al., 2007).

Até a década de 1970, o principal destino do subproduto gerado da
fabricacdo do etanol eram os mananciais de superficie. Com o aumento da producéo
desse residuo, a ascensao do Proalcool e a proibicdo legal de vinhaca descartada
em cursos d'agua, houve necessidade de desenvolver possibilidades para o destino
do mesmo. Desde a década de 1960, a vinhaca tem sido utilizada como fertilizante
liquido nas plantagbes de cana de agucar do Brasil, como solugdo aos problemas
causados com seu descarte ao meio ambiente (PENATTI et al., 1988), e em meados
da década de 1980, o problema foi resolvido com a difusdo macica da fertirrigacéao
(CORAZZA, 2006).

Deste modo, a utilizagdo da vinhaca na fertirrigagdo diminui gastos com
adubos quimicos e traz retornos na qualidade da cana e acréscimos nas safras
(MORO et al., 2011). Entretanto, além dos efeitos benéficos ao solo, Centuridn et al.
(1989) constataram que, quando aplicada em altas taxas, podem ocorrer efeitos
prejudiciais, comprometendo a qualidade da cana de acgucar, poluicdo de lengois
fredticos, e até a salinizacdo do solo. O seu poder poluente, cerca de cem vezes
maior que o do esgoto domeéstico, decorre da sua riqgueza em matéria organica,
baixo pH, elevada corrosividade e altos indices de demanda bioquimica de oxigénio
(DBO), além de elevada temperatura na saida dos destiladores.

Entre os minerais presentes na vinhaca, destaca-se o potassio, além de
calcio, magnésio, enxofre e outros em menores quantidades (SILVA et al., 2007). A
vinhaca produzida na destilacdo do alcool é composta por 93% de agua, possui alta
quantidade de potéssio, matéria organica além de outros elementos como célcio,
nitrogénio, magnésio e sulfato, que sdo essenciais a nutricio de plantas (GLORIA
1983). O ferro aparece em maior concentracdo entre oS micronutrientes e em
guantidades muito pequenas, foram observados também, manganés, cobre e zinco.
Com alta quantidade de matéria organica e baixo pH, os indices de DBO (demanda
bioquimica de oxigénio), chegam entre 20.000 e 35.000 mgL™, o que torna o residuo
nocivo a fauna dos rios e lagos dos quais possa atingir (SILVA et al., 2007).

A adicdo deste residuo no solo no estado de S&o Paulo é regulada pela

CETESB, requer analise do solo e da propria vinhaca, a fim de ajustar a dose de
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aplicacéo. Dentre seus beneficios, a vinhaca melhora a umidade e resisténcia do
solo a erosao, eleva a quantidade de matéria organica e oferece nutrientes ao solo,
resultando no acréscimo da produtividade agricola (CAMBUIM, 1983;
LOURENCETTI, 2012). Devido ao alto teor de matéria organica, capacidade de
troca catidbnica e doacdo de protons, a aplicacdo de vinhaca aumenta a
disponibilidade de carbono organico no solo e altera a saturacdo de cétions na
solucéo de solo, o que pode afetar direta ou indiretamente os mecanismos de sor¢ao
(MATOS, 2015). A adicao de vinhaca por um periodo consideravel de tempo pode
gerar alteracbes nas propriedades do solo e o comportamento de herbicidas
(LOURENCETTI, 2012).

Lourencetti (2012) observou que a adicdo de vinhaca em solos argilosos
diminuiu a persisténcia, sorcéo e potencial de lixiviagdo do herbicida tebutiurom nos
solos estudados, aumentando a disponibilidade do herbicida na solugdo do solo,
além de aumentar a atividade microbiana do solo, que acelerou a degradacao deste

herbicida.

2.4. Biodegradacao e respirometria

A respiracdo da comunidade microbiana € utilizada como indicador de
atividade biologica, constituindo-se numa ferramenta importante para avaliar o
potencial de biodegradacdo de compostos organicos. Neste sentido, ensaios de
respirometria permitem avaliar este potencial, pois consiste na determinacdo da
quantidade de CO,, gerado pela degradacdo da matéria organica, a partir do
metabolismo microbiano (SIVIERO, 1999).

O método respirométrico prové dados adequados para testar diferentes
opcbes no tratamento bioldégico, como o efeito de diferentes fatores sobre a
biodegradacéo. O teste pode ser usado também, para confirmar a degradacao de
compostos, antes de ser utilizado em um processo de biorremediacdo em escala
real para grandes areas (BALBA et al., 1998).

N&o foram encontrados na literatura registros sobre a eficacia da utilizacao

deste método para avaliacdo da biodegradacdo de herbicidas em solo.
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2.5. Ecotoxicidade

A ecotoxicologia € o ramo da toxicologia que trata do estudo dos efeitos
toxicos causados por poluentes naturais ou sintéticos nos ecossistemas, causando
impacto nas comunidades animais, vegetais e microbianas (FORBES; FORBES,
1994).

Apesar da caracterizacdo da poluicdo e da concentracdo dos poluentes serem
realizadas por métodos fisico-quimicos, a qualidade global do solo contaminado néao
pode ser inferida apenas por meio destas analises. No que diz respeito a
ecotoxicidade dos poluentes, as metodologias mais adequadas na determinagéo dos
seus riscos sobre a ecologia do solo e o meio ambiente sdo as técnicas biolégicas
(TANG et al., 2011).

Segundo Smaka-Kincl et al. (1997), testes ecotoxicolégicos sé&o
indispensaveis para avaliar as reacfes dos organismos vivos a poluicdo ambiental e
indicar os possiveis efeitos sinergéticos dos diversos poluentes, enquanto analises
fisico-quimicas geram informacdes isoladas da presenca e concentracdo de
diferentes compostos. Logo, estas andlises ndo sdo suficientes para avaliar os
efeitos biolégicos, pois ndo € possivel avaliar todos os compostos e efeitos
sinérgicos, que contribuem para a toxicidade do poluente (BANKS; SCHULTZ, 2005;
PLAZA et al.,, 2005). Os seres vivos estdo expostos a numerosos agentes
potencialmente toxicos e a acdo destes compostos nos organismos pode provocar
efeitos deletérios (ARNAIZ, 1995).

A diminuicdo nas concentracdes dos contaminantes por biorremediacdo ou
outros tratamentos nem sempre indica que a toxicidade no ambiente diminuiu
(LOEHR; WEBSTER, 1997; TAMADA et al.,, 2012). A degradacdo incompleta e,
consequente, formacdo de compostos (metabdlitos) intermediarios toxicos podem
resultar numa maior toxicidade durante o processo de remediacdo (LOEHR;
WEBSTER, 1997; LOIBNER et al, 2003; TAMADA et al., 2012).

Logo, o propoésito dos testes ecotoxicoldgicos € estabelecer o potencial de
impacto de um composto quimico na biota presente no meio ambiente. Em posse
desta informacéo, € possivel controlar o uso de determinadas substancias e avaliar
meios de tratamento deste residuo, apds a contaminagdo ambiental (HAGNER et al.,
2010).
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2.5.1. Bioensaios de fitotoxicidade

Ensaios de ecotoxicidade realizados com sementes ja foram utilizados por
diversos estudos, na avaliacdo de contaminantes em solo como, por exemplo,
explosivos (GUNDERSON et al., 1997), herbicidas (BOUTIN et al., 2004), residuos
industriais (ARAUJO, 2005), petréleo (BANKS; SCHULTZ, 2005) e derivados(DORN;
SALANITRO, 2000; AL-MUTAIRI et al., 2008), incluindo 6leos lubrificantes (LOPES
et al., 2010; TAMADA et al., 2012).

Andlises fitotoxicolégicas sdo consideradas de curto prazo e avaliam o0s
efeitos de toxicidade aguda. Nestes estudos, as sementes sdo plantadas em uma
pequena quantidade do solo contaminado e, ap6s o periodo de incubacdo, séo
contabilizadas aquelas que germinaram e avaliados o desenvolvimento do hipocotilo
e da raiz (KAPANEN; ITAVAARA, 2001). Assim, os resultados sdo expressos em
comparagcdo com 0s percentuais de germinacdo e desenvolvimentos obtidos no
controle negativo (BANKS; SCHULTZ, 2005).

Consequentemente, a avaliacdo da fitotoxicidade de compostos € um dos
critérios mais importantes a ser utilizado para evitar danos ambientais, antes de
compostos poluentes serem descartados no meio ambiente, sem o devido
tratamento (TIQUIA et al., 1996).

Portanto, a utilizacdo de sementes na analise toxicoldgica de ambientes
contaminados, destaca-se como uma técnica simples e de baixo custo. Ademais,
revela-se como uma potencial ferramenta no monitoramento ambiental durante um
processo de remediacdo, que permite avaliar a resposta das agbes de mitigacao
adotadas (AL-MUTAIRI et al., 2008).

2.6. Comunidade microbiana do solo

Ecologia microbiana denomina a ciéncia que estuda as intera¢cdes dos micro-
organismos entre si, entre outros organismos e com o ecossistema. Estas interagbes
podem ocasionar alteracbes quimicas benéficas ou prejudiciais ao meio. Por
consequéncia, 0s ecossistemas microbianos e os microambientes sdo responsaveis
pelo crescimento e propagacao da microbiota (ANDREOTE et al., 2009).

Neste sentido, 0s processos bioquimicos prevalecentes em ambiente terrestre

sao definidos em fungéo da organizacédo das comunidades microbianas. Contudo, as
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relacdes entre estruturas destas comunidades e as atividades bioquimicas que
ocorrem nos solos sdo pouco conhecidas, dificultando a compreensdo dos
mecanismos que regulam seu funcionamento (LAMBAIS et al., 2005).

Ainda segundo Lambais et al. (2005), a diversidade microbiana pode ter um
importante papel na manutengao da qualidade dos solos. Organizando-se de forma
previsivel, em diferentes condi¢cdes edéaficas ou em resposta a diferentes tipos de
distarbios, as comunidades microbianas poderiam ser utilizadas como indicadores
de qualidade dos solos.

De acordo com Toétola e Chaer (2002), diversidade bioldgica € a variedade de
espécies presentes em um ecossistema, assim como a variedade de genotipos
dentro da mesma espécie. A diversidade bioldgica dos solos pode ser explicada pela
riqueza de espécies e suas ligacbes com 0s processos bioquimicos no ambiente
terrestre (KENNEDY; SMITH, 1995).

Nestes ambientes, as diferentes populacbes microbianas, que estdao em
diversas associacfes com outros seres vivos e com 0 meio externo, sdo capazes de
realizar a biodegradacdo de compostos por meio de ciclos biogeoquimicos,
decorrentes de processos bioldgicos e quimicos de substancias (MUYZER et al.,
1993; KENNEDY; SMITH, 1995; @VREAS, 1997). Portanto, durante o processo de
biorremediacdo de areas contaminadas, a dinamica populacional dos micro-
organismos esta em constante mudanca e apresenta variacdes, de acordo com as

condicBes ambientais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a aplicacdo do herbicida tebutiurom em consércio com vinhaca em
solo cultivado com cana de agcUcar em manejo convencional quanto ao
metabolismo microbiano, a fitotoxicidade do meio e a diversidade

microbiana.

3.2. Especificos

Analisar a producdo de CO, em tratamentos com diferentes doses de
tebutiurom em consércio com volumes de vinhaca pelo método
respirométrico;

Monitorar o efeito fitotoxicolégico do solo em analises temporais (antes e
ap0s a atenuacdo natural) para os tratamentos tebutiurom-vinhaca,
utilizando bioensaios de fitotoxicidade com organismos-teste néo alvo;
Verificar alteracbes na comunidade microbiana do solo dos tratamentos

através da quantificacdo de bactérias.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Tecnoldgicas, Universidade Estadual Paulista - FCAT/UNESP, campus de Dracena.

4.1. Solo

O solo de cultivo convencional de cana de acUcar foi coletado em uma
propriedade no municipio de Santa Mercedes-SP, cujas coordenadas geogréficas
sdo0 21°21'50.2"S e 51°42'33.2"W.

Quanto a sua textura, o solo da regido foi classificado como argissolo
vermelho amarelo distréfico pela Embrapa (2016). A andlise fisica revelou que a
amostra coletada a profundidade de 15 cm consiste em 86,7% de areia, 10% de
argila e 3,3% de silte, indicando que o solo é arenoso.

O canavial estava no estagio de terceiro corte, sendo que, no momento, a
cana estava com dois meses de crescimento apds o ultimo corte. Os tratos culturais
ndo envolviam aplicacdo de vinhaca, e a Ultima aplicacdo de Combine® 500SC foi
em 2015. A coleta do solo foi realizada de acordo com o descrito na NBR 14283
(ABNT, 1999), a partr de 5 pontos aleatérios, em uma extensdo de
aproximadamente 100m?.

Antes da coleta foram removidos restos de palha de cana e outros detritos,
sendo posteriormente, coletadas amostras até 15 cm de profundidade, com auxilio
de uma pa. Foram realizadas também trés coletas de solo em anel volumétrico de
50cm?®. Em seguida, o solo foi transportado para a FCAT/UNESP para secagem em
bandejas abertas de 12 L, sobre bancadas em temperatura ambiente (25 +/- 2°C)
durante 24 h, em ambiente fechado. A secagem completa foi evitada, a fim de néo
causar prejuizos a microbiota presente. Por fim, as amostras de solo coletadas
foram peneiradas em malha de 2,0 mm e acondicionadas em caixa plastica de 20 L
com tampa.

Uma parcela da amostra de solo foi enviada para o Departamento de Ciéncias
do Solo da ESALQ, para realizacdo de analise fisico-quimica. Também foram

determinados 0s seguintes parametros: umidade residual, capacidade de campo,
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densidade global e densidade aparente; sendo estes dois ultimos, a partir de coleta
em campo com anel volumétrico de 50 cm?, também conforme a NBR 14283 (ABNT,
1999).

4.2. Vinhaga

A vinhaca foi fornecida por uma usina sucroalcooleira da regido de Dracena-
SP. Foram coletados 4,0 L de vinhaca em frascos de vidro estéril, acondicionado a
4 °C até seu uso nos ensaios. Uma amostra da vinhaca foi enviada ao Departamento
de Ciéncias do Solo da ESALQ, para caracterizacao fisico-quimica.

4.3. Herbicida tebutiurom

O herbicida tebutiurom foi adquirido em estabelecimento comercial no
municipio de Dracena-SP, pelo produto comercial Combine® 500SC - Dow

AgroSciences Industrial Ltda.

4.4. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, no
esquema fatorial 2x4, ligado a dose recomendada de tebutiurom, pelo produto
comercial Combine® 500SC, e ao volume de vinhaca geralmente utilizado para
aplicacédo na lavoura canavieira na regido, de acordo com informagdes fornecidas
pela usina.

A dose utilizada do produto formulado Combine® 500SC foi de 2 L ha*
(200pldm™), que corresponde a 1 kg ha™ do ingrediente ativo tebutiurom. Esta dose
esta na faixa de valores indicado para aplicacdo em solos arenosos e areno-
argilosos, de acordo com a bula do herbicida.

A dose utilizada da vinhaca foi de 150 m® ha™* (150 ml dm™), que é o valor
geralmente utilizado pela usina fornecedora, de acordo com a Norma Técnica
P4.231/2005 da CETESB (2005), que trata dos critérios e procedimentos da

aplicacdo do residuo em solo agricola.
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Assim, foram utilizadas doses zero (HO) e 1,0x (H1) para o herbicida
tebutiurom e quatro volumes de vinhaga: zero (V0), 0,5x (V0,5), 1,0x (V1) e

2,0x (V2). A composicao dos tratamentos esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Delineamento experimental inteiramente casualizado, no esquema

fatorial 2x4
Tratamentos Herbicida Vinhaga
™ HO,0 V0,0
T2 H1,0 V0,0
T3 HO,0 V0,5
T4 H1,0 V0,5
T5 HO,0 V1,0
T6 H1,0 V1,0
T7 HO,0 V2,0
T8 H1,0 V2,0

4.5. Preparo do solo

Para cada tratamento, foram preparados 2.500 cm® de solo adicionado de
seus respectivos volumes de tebutiurom e vinhaca, conforme a Tabela 1. O
procedimento foi adaptado a partir da NBR 14.283 (ABNT, 1999). Nota-se que a
quantidade de 4gua necessaria para que o solo apresentasse de 60 a 70% da sua
capacidade de campo foi calculada e, assim, adicionada aos volumes de herbicida e
vinhaca.

As amostras de solo dos tratamentos foram preparadas em caixas plasticas
retangulares de 3,0 L com tampa ndo hermética. Primeiramente, preparou-se a
mistura de cada tratamento em Erlenmeyers com agua deionizada, vinhaca e
tebutiurom, adicionados nessa ordem, a fim de promover melhor homogeneizacéo.
Em seguida, a solucdo homogeneizada manualmente em movimentos circulares por
um minuto foi transferida para a caixa plastica e, sobre a mistura, 2,0dm™ de solo
(2.800 g) foi depositado, criando uma camada de cerca de 6 cm dentro da caixa.
Esse processo promoveu distribuicdo da solucdo de vinhaga, agua e herbicida por

capilaridade. Apds 48 h de repouso em temperatura ambiente, o solo foi revolvido
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manualmente, a fim de assegurar a total homogeneidade da amostra para cada
tratamento. E importante salientar que o volume necessario para completar o total
da capacidade de campo do solo foi corrigido com agua deionizada. (diagrama)

Por fim, as caixas plasticas foram mantidas fechadas em céamara de
germinacao tipo BOD a 28+2°C, durante todo o periodo do experimento, sendo
abertas periodicamente a cada leitura da respirometria (biodegradagéo) para

renovacao do ar no interior do recipiente.

4.6. Periodo de realizacao

O periodo de incubacdo na avaliacdo do metabolismo microbiano dos
experimentos foi de aproximadamente 51 dias. Durante este tempo, foram
realizadas analises temporais, a fim de acompanhar os resultados de cada
tratamento para a comunidade microbiana e o potencial ecotoxicol6gico. Deste
modo, foi avaliado o efeito da atenuacdo natural nos tratamentos para essas

analises nos tempos inicial (zero) e final (51 dias).

4.7. Biodegradacéao

O monitoramento da respiracdo microbiana e consequente taxa de
biodegradacdo no solo dos diferentes tratamentos foram realizados por método
respirométrico de Bartha e Pramer (1965), conforme a NBR 14283 (ABNT, 1999) e
norma técnica da CETESB (CETESB, 1990). A partir do mesmo, foi possivel inferir o
comportamento de degradacédo, nos diferentes tratamentos pela producédo de CO; no
seu interior.

A determinacdo dos parametros do solo, conforme a NBR 14283 (ABNT,
1999), mostrou que o solo apresenta as seguintes caracteristicas: umidade residual
de 0,6 g de 4gua em 100 g de solo, capacidade de campo de 18,0 g de agua em 100
g de solo, densidade global de 1,7 g cm™ e densidade aparente 1,4 g cm™.

O respirdmetro de Bartha e Pramer (1965) consiste em um sistema fechado,
apresentando duas camaras conectadas (Figura 1). No frasco Erlenmeyer do
sistema, ocorre a biodegradacdo do composto em andlise, e o CO, produzido
durante a respiracdo microbiana é capturado pela solucédo de hidroxido de potassio

(KOH) 0,20 M, localizada no braco lateral. Sua quantificacdo pode ser determinada
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por titulacdo do KOH residual, com solugéo padrédo de &cido cloridrico (HCI) 0,10 M
ou por condutividade (FARIA et al., 2013), ap6s a adicao do cloreto de bario (BaCl,)
1,0 M. Logo, os niveis de dioxido de carbono evoluidos podem ser calculados e

representados em funcéo do tempo de incubacéo (BALBA et al., 1998).

Figura 1 - Esquema do frasco respirométrico (BARTHA; PRAMER, 1965; CETESB,
1990; ABNT, 1999). A: Tampa da canula; B: Canula (diametro 1-2 mm); C: Rolha de
borracha; D: Braco lateral (diametro 40 mm; altura 100 mm); E: Solucao alcalina de
KOH; F: Amostra de solo; G: Frasco Erlenmeyer (250 mL); H: Valvula; I: Suporte (la
de vidro ou algodao); J: Filtro de cal sodada (diametro 15 mm; altura 40 mm).

75 mm

Todo o processo pode ser esquematizado pelas reacdes por titrimetria,
conforme as equacdes a seguir (BARTHA; PRAMER, 1965; CETESB, 1990; ABNT,
1999):

[l] Biodegradac&o da matéria organica (MO):
MO + O, — H,O + CO;,
[l Absorcdo do CO, gerado:
2 KOH + CO; — K,;CO3 + H,0 + KOH (excesso)
[Ill] Reagao do BaCl, com o carbonato de potassio:
K,CO3; + BaCl, — BaCO3; + 2 KCI
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[IV] Titulacdo do excesso de KOH com HCI:
KOH (excesso) + HCl — KCI + H,0O
[V] Substancias resultantes:
KCI + BaCO3; + HCI (gota excesso)

O acompanhamento da atividade microbiana dentro dos respirometros foi
realizado por meio da técnica estabelecida por Faria et al. (2013). Assim, foi possivel
mensurar a saturacdo de CO, na solucdo 0,20 M de KOH através de medidas de
condutividade. Logo, garante-se eficiéncia e menor risco de interferéncia dos
resultados por variagdes nos protocolos experimentais.

Igualmente ao procedimento analitico da titulacdo com HCI, retira-se 0 KOH
do braco lateral (CETESB, 1990; ABNT, 1999). Porém, ao invés de realizar a
titulacdo, um sensor de condutividade, previamente calibrado e seco, é inserido na
solucdo. Com base na Equacdo 3, da curva padréo proposta (R? = 0,9997) por Faria
et al. (2013), foi possivel transformar os valores de condutividade em mScm™para
mg de CO..

GCO, = 151,7 -9,599 x Cond [3]

em que,

GCO; = geracao de gas carbdnico em mg;

Cond = condutividade em mS cm™.

Eu tinha que fazer a minha reta

A determinacdo da condutividade e consequente quantificacdo do CO, em
cada sistema respirométrico foram realizadas uma vez por semana. Apdés cada
analise, os respirdmetros foram mantidos a temperatura de 28 + 2 °C.

4.8. Quantificagdo da comunidade bacteriana

Foi realizada a quantificacdo das bactérias presentes nas amostras de solo,

mediante formac&o de unidades formadoras de coldnias (UFC). A contagem de UFC
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foi realizada nos tempos inicial (zero) e final (51 dias), diretamente em placa de
Petri, de acordo com a microbiologia classica, ou seja, visualmente.

Foi preparada uma diluicdo seriada decimal das amostras de solo em solucdo
salina a 0,9% NaCl até a fracdo de 10, sendo que 1,0 mL das diluicdes 103, 10* e
107 foi inoculado nas placas pelo método Pour Plate.

Para o cultivo de bactérias, foi utilizado meio PCA (Plate Count Agar), com
incubacédo a 35x 2 °C por 48 h. Transcorrido o periodo, foram contabilizadas as UFC

nas placas para o grupo microbiano avaliado.
4.9. Extrato aquoso de solo-solubilizado

O processo para a obtencdo dos extratos aquosos das amostras de solo para
os tratamentos, antes e apos biodegradacéo, foi realizado acordo a NBR 10.006
(ABNT, 2004).

Para determinar a porcentagem de umidade do solo de cada tratamento, uma
amostra de cada foi seca a temperatura de 40°C, utilizando uma estufa com
circulacao forcada de ar e exaustao, sendo que as amostras foram pesadas antes e
depois da secagem.

O preparo deste extrato aquoso de solo ou solubilizado foi realizado a partir
de 250 g de base seca de solo para cada tratamento. Posteriormente, adicionou-se
agua deionizada até completar 1.000 mL em frascos Erlenmeyer de 1.500 mL. Em
seguida, foi realizada agitacdo constante dos frascos, com agitador orbital marca
LUCADERMA, em baixa velocidade por 5 minutos.

Os frascos foram entdo cobertos com filme de PVC (marca Wyda) e
permaneceram em repouso a 22+ 2°C durante sete dias. Transcorrido o periodo e a
decantacdo do material, o liquido resultante denominado como solubilizado, foi
utilizado nos bioensaios de fitotoxicidade com sementes de alface.

4.10. Bioensaios de fitotoxicidade

Foram preparados bioensaios de fitotoxicidade a fim de monitorar o potencial
ecotoxicoldgico de cada tratamento no decorrer do periodo. Assim, a fitotoxicidade
das amostras nos tratamentos foi determinada nos tempos inicial (zero) e final (51

dias), utilizando como organismos-teste sementes de alface (Lactuca sativa)
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adquiridas em estabelecimento comercial, sob a marca Feltrin, por metodologias
propostas por Wang (1987), Dutka (1989), Tiquia et al. (1996) e Morales et al.
(2004). A determinacdo do efeito fitotoxico de cada tratamento foi realizada em
quadruplicata a partir do extrato aquoso (solubilizado) das amostras de solo.

Os testes de ecotoxicidade foram preparados em placas de Petri com papel
filtro, ambos previamente esterilizados em autoclave, contendo 2,0 mL do
solubilizado de cada tratamento e 10 sementes do organismo-teste em analise, ou
seja, a alface. Em seguida, as placas foram envolvidas com filme de PVC para evitar
perda de umidade e incubadas a 20+ 2 °C por 120 h ao abrigo da luz.

Ensaios de controle positivo (CP) e controle negativo (CN) foram preparados
utilizando sulfato de zinco 0,05 M e agua deionizada, respectivamente, para testar a
sensibilidade das sementes.

Na analise do desenvolvimento da plantula, o método consiste inicialmente no
congelamento das plantulas apds 120 h de incubacao. Este procedimento, além de
interromper seu crescimento de modo uniforme, facilita as medi¢des pela diminui¢ao
da rigidez dos tecidos vegetais, evitando possiveis quebras das plantulas durante a
realizagdo das medigdes. Para cada plantula foram tomadas medidas da raiz e do
hipocatilo.

Assim, foram determinados: a germinacdo das sementes, o alongamento da
raiz e do hipocétilo (= 0,1 mm) e o indice de germinacéo (Gl - Germination Index,
fator de germinacdo de sementes e alongamento da raiz, relativos ao ensaio
controle negativo - CN). Pela contagem de sementes germinadas, foi calculada a
porcentagem de germinacdo relativa ao CN (%G), dada pela Equacédo 4
(LABOURIAU; AGUDO, 1987):

%G = (3o) x 100 [4]

em que,

SGa = numero total de sementes germinadas na amostra;

SGc = numero total de sementes germinadas no CN.
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O desenvolvimento relativo da raiz em relagdo ao CN (%R) foi calculado
conforme Equacéao 5.

MRa
MRc

%R = (r2) x 100 [5]

em que,

MRa = média do alongamento da raiz nas sementes germinadas na amostra;

MRc = média do alongamento da raiz nas sementes germinadas no CN.

O conjunto de medidas da raiz e do hipocétilo permitiu a observacédo da
influéncia da exposicao a substancia testada no crescimento do tecido vegetal, apés
120 h, pela medi¢do de seu comprimento.

O indice de germinacédo (IG), que combina as medidas de germinacdo de
sementes relativa ao CN (%G) e alongamento da raiz relativo ao CN (%R), foi

utilizado para avaliar a toxicidade das amostras de solo em alface (Equacéo 6).

_ (%G)X(%R)

IG — [6]

4.11. Determinacao de Residuos de Contaminante no Solo

Apbs os 45 dias de atenuacdo natural do solo, uma amostra de cada um dos
tratamentos T2 (H1-VO0), T4 (H1-V0,5), T6 (H1-V1) e T8 (H1-V2) foi enviada para a
Central Analitica de Residuos e Contaminantes da Embrapa Meio Ambiente, em
Jaguariuna — SP, onde foi realizada a determinacao de residuos de tebutiuromnos
tratamentos, baseado em extracdo com metanol seguido de analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme descrito por Queiroz et al.,
(2004). Foi enviada também uma amostra de solo de cultivo de cana de acucar sob
manejo organico (livre de herbicidas sintéticos), proveniente de uma propriedade
situada em Lucélia — SP, para ser utilizada como contraprova (testemunha). O valor

de referéncia do Limite de Quantificacéo (LOQ) foi de10 pg kg™ solo.
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4.12. Forma de analise dos resultados

Os dados dos experimentos para cada ensaio foram analisados efetuando-se
a analise de variancia, teste de Tukey a 5,0% de probabilidade para a comparacao

de médias, utilizando o software Microcal Origin 8.0 (versao).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlises fisico-quimicas do solo

Nas Tabelas 2 e 3 estdo apresentados os resultados analiticos da

composicdo quimica e parametros fisicos, respectivamente, para o solo utilizado.

Tabela 2— Analise da composi¢ao quimica do solo.

Parametro Valor Unidade
pH 54 -
Matéria organica 11 gL*
Fosforo 14 mg L™
Potassio 1,4 mmolc L™
Calcio 15 mmolc L™
Magnésio 10 mmolc L™
Hidrogénio + Aluminio 11 mmolc L™
Soma de bases 26,4 1
Capacidade de troca catidnica (CTC) 37,4 mmole L
Saturacdo da CTC por bases (V%) 71 %
Bario 0,29
Cobre 1
Ferro 13 mg L*
Manganés 17,5
Zinco 0,8

Os valores obtidos na analise foram interpretados de acordo com o0s
parametros indicados por Raij et al. (1997).

Os parametros relacionados a acidez dos solos e saturacdo por bases
apresentam estreita correlacéo entre si. A cana de agucar € uma cultura tolerante a
acidez do solo, entretanto é recomendavel que a mesma seja corrigida de forma que
V% fique acima de 60% (RAIJ et al., 1997). O solo em questado apresentou acidez
média e V% alta, indicando que a cultura foi conduzida em condicbes de boa

fertilidade do solo.



43

Tabela 3 — Andlise dos parametros fisicos do solo.

Parametro Valor Unidade
Areia fina 695
Areia grossa 172
Areia total 867
gkg®

Argila(agua) (agua) 25
Argila(c/ disp)(c/ disp) 101
Silte 32

Floculacéo 75 %

Classe de textura Arenosa -

O teor de fésforo encontra-se na faixa média préximo ao limite critico inferior.
O teor baixo de potassio pode estar associado a sua alta demanda no cultivo da
cana de acucar (HEINRICHS et al.,2010).

Os teores de calcio e magnésio estdo dentro da faixa de alta disponibilidade.
Esses resultados evidenciam que a calagem realizada por ocasido do plantio estava
adequada para a cultura (RAIJ et al., 1997).

Os teores dos micronutrientes cobre, ferro e manganés apresentam-se altos,
enguanto os teores de boro e zinco estdo dentro da faixa média.

Quanto a sua textura, o solo da regido foi classificado como argissolo
vermelho amarelo distréfico pela Embrapa (2013). A andlise fisica revelou que a
amostra coletada a profundidade de 15 cm consiste em 86,7% de areia, 10% de
argila e 3,3% de silte, indicando que o solo é arenoso.

Em outros estudos, o herbicida tebutiurom apresentou baixa sorcéo,
especialmente em solos arenosos, como é o caso do solo amostrado (PEREIRA-
JUNIOR, 2015; LOURENCETTI et al., 2012; TONIETO et al., 2016). Esta informac&o
sugere que o herbicida apresenta alta disponibilidade quando aplicado nos solos da
regido (CHANG; STRITZKE, 1977), o que eleva seu potencial de lixiviacdo na
mesma (OLIVEIRA et al.,, 2011; PEREIRA-JUNIOR, 2015). Tais informacdes
evidenciam a importancia de estudos acerca do comportamento do herbicida

tebutiurom nos solos da regido.
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5.2. Andlises fisico-quimicas da vinhaca

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados analiticos da composicéo e
parametros fisico-quimicos para a amostra de vinhaca.

E possivel observar que a vinhaga utilizada possui pH &cido, nutrientes e
matéria organica em sua composicao. Neste sentido, destaca-se a concentracdo de
nitrogénio, fosforo e, principalmente, potassio. Resultados semelhantes quanto a
acidez e alta quantidade de potassio, também foram reveladas nos estudos de Brito
et al. (2009), Barros et al. (2010) e Freitas et al. (2017).

Tabela 4 — Analise dos parametros fisico-quimicos da vinhaca.

Parametros Valor Unidade Parametros Valor Unidade
pH 4,4 - Densidade 0,97 gmL*
Nitrogénio total 0,56 Matéria Orgéanica 9,51
Fosforo 0,28 Carbono Total 5,28
_ Residuo Mineral
Potassio 1,42 ’ 3,76
Soluvel
- gL* Residuo Mineral gL*
Calcio 0,21 0,19
Insoldvel
Magnésio 0,15 Residuo Mineral Total 3,95
Residuo Mineral +
Enxofre 0,30 _ 13,27
Organico

5.3. Atividade microbiana — biodegradacéao

Os resultados da atividade microbioldgica no ensaio respirométrico estao
apresentados nas Figuras 2 e 3, referentes as producdes de CO, diaria e

acumulada, respectivamente.
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Figura 2 - Producéo de CO, diaria durante 51 dias de biodegradacao por atenuagéo
natural. Composicao dos tratamentos (tebutiurom-vinhaca) - T1 (HO-VO); T2 (H1-VO0);
T3 (HO-V0,5); T4 (H1-V0,5); T5 (HO-V1); T6 (H1-V1); T7 (HO-V2); e T8 (H1-V2).
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A partir da andlise da Figura 2, nota-se que o pico de producdo de CO;
ocorreu logo no inicio, aos sete dias, em seguida houve uma queda aos dez dias, e
entdo, a producdo se manteve estavel, observando-se uma pequena queda aos 31 e
51 dias de analise. Assim, o consumo da matéria organica foi maior no inicio do
ensaio, principalmente nos tratamentos com maior concentracdo de vinhaca (T7 e
T8).

Em relagdo aos volumes de vinhaga utilizados, os tratamentos com maior
concentracdo de vinhaca (2,0x — T7 e T8) tiveram maior producédo de CO,. Por outro
lado, T1 e T2 (ausentes de vinhacga) apresentaram as menores producdes de CO..

Na Figura 3 é possivel evidenciar a diferenca de producdo acumulada de
CO,, baseada no volume de vinhacga, utilizado em cada tratamento. T1 e T2, que
ndo possuiam adigdo de vinhaga, apresentaram a menor taxa respiratoria. T3 e T4
(0,5x) ficaram na faixa intermediaria, com valores proximos aos de T5 e T6, esses
ultimos com a concentracdo de vinhagca comumente utilizada na lavoura (1,0x). O
aumento da producédo de CO,, de acordo com a quantidade de vinhaca, sugere

aumento da atividade de degradacao microbiana na presenca deste composto.
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Figura 3 — Producdo de CO, acumulada durante 51 dias de biodegradacéo por
atenuacao natural. Composigcéo dos tratamentos (tebutiurom-vinhaca) - T1 (HO-VO0);
T2 (H1-VO); T3 (H0-V0,5); T4 (H1-V0,5); T5 (HO0-V1); T6 (H1-V1); T7 (HO-V2); e T8
(H1-V2).
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Na Tabela 5, estd demonstrada a analise de variancia de taxa acumulada de
CO, gerada nos tratamentos apos 51 dias de biodegradacéo.

A adicdo de vinhaca ao solo, em qualquer uma das doses utilizadas,
aumentou significativamente a producao de CO,, em relagdo ao solo sem adicédo do
composto, indicando que a vinhaga beneficiou a microbiota do solo, aumentando sua
taxa metabdlica, independentemente da dosagem. A emissdo de CO, nos
tratamentos que receberam 0,5 ou 1,0 doses de vinhaca (T3 e T5, respectivamente),
nao diferiu significativamente entre si, bem como nos tratamentos que receberam
1,0 ou 2,0 doses do residuo (T5 e T7, respectivamente). Entretanto, houve diferenca
significativa entre os tratamentos que receberam 0,5 ou 2,0 doses de vinhaca,
indicando que o desprendimento de CO, aumenta concomitantemente ao aumento

da dose do composto adicionado ao solo.
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Tabela 5 — Analise de variancia na producao acumulada de CO; para 0s tratamentos
apos 51 dias de atenuacdo natural - teste de Tukey a 5,0% de significancia.
Composicéo dos tratamentos (tebutiurom-vinhaca) - T1 (HO-VO0); T2 (H1-VO0); T3 (HO-
V0,5); T4 (H1-V0,5); T5 (HO-V1); T6 (H1-V1); T7 (HO-V2); e T8 (H1-V2).

Tratamentos Producéo de CO; acumulada em mg
(51 dias)
T1 166,00 + 31,99 a
T2 179,79 + 25,73 ab
E 235,53 + 19,05 bed
T4 215,94 + 9,64 abc
T 295,31 + 11,74 i
6 267,01 5,72 cd
K 347,16 + 9,29 of
8 377,37 + 32,39 f

Ao comparar os tratamentos que receberam o herbicida tebutiurom, observa-
se que em T4 (V0,5 — H1) a presenca de 0,5 doses de vinhaca ndo causou impacto
significativo na emissdo de CO, em relacdo a T2 (VO — H1), entretanto, doses
maiores do composto na presenca do herbicida causaram aumento significativo no
metabolismo da microbiota em relacdo a T2. Observa-se ainda que a emisséo de
CO, em T4 e T6 (0,5 e 1,0 doses de vinhaca, respectivamente) ndo diferiu
significativamente. Entretanto, a adicdo do dobro da dose ao solo com herbicida em
T8 aumentou a producdo de CO, significativamente, em relacdo aos demais
tratamentos adicionados de herbicida.

Ao comparar os tratamentos que receberam herbicida com os ausentes deste
composto, verifica-se que a presenca do tebutiurom alterou significativamente a
relacdo da producédo de CO;, entre tratamentos com diferentes doses de vinhacga. A
adicao de tebutiurom em T2 (VO — H1) proporcionou um ligeiro aumento na producéo
de CO; em relagdo a T1 (VO — HO), de forma que o metabolismo da microbiota na
auséncia de vinhaga nao diferiu significativamente de T3 (V0,5 — H1). Ja em T4
(V0,5 — H1), a adicdo do herbicida proporcionou uma ligeira queda em relagéo a T3
(V0,5 — H1), de forma que os resultados de T4 nao diferiram significativamente do

solo controle T1.
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Em T8, o acréscimo de herbicida em solo com duas vezes o volume da
vinhaca promoveu um aumento no metabolismo, de forma que o mesmo s6 néo
diferiu de T7, com o0 mesmo volume de vinhaca.

Camargo et al. (2009), ao comparar a biodegradacdo em solo na presenca e
na auséncia de vinhacga, observou que a curva de biodegradacdo do ensaio com
solo+vinhagca manteve-se ascendente durante os 34 dias de seu experimento,
ocorrendo aumento no desprendimento de CO, a partir do décimo primeiro dia. Ao
final do experimento, a producdo acumulada de CO; foi de 1920,6umol para o solo
tratado com vinhaca e 267,25umol para o solo sem vinhaca. Portanto, houve
comportamento semelhante entre as curvas de biodegradagdo do presente
experimento e do supracitado.

Neves (2017), ao realizar experimento semelhante ao do presente trabalho,
utilizando doses semelhantes de vinhaca e tebutiurom em solo de manejo organico
de cultivo de cana de acucar, encontrou resultados semelhantes, onde a dose de
tebutiurom, ndo influenciou significativamente a taxa de biodegradacédo do solo, ao
contrario da adicéo de vinhaca, que provocou aumento na producédo deCO,,

Tais resultados sugerem que a vinhaca influencia positivamente a taxa de
biodegradacdo do solo quando adicionada ao mesmo. Além disso, a adi¢cdo de
herbicida alterou significativamente a relacdo da producdo de CO, entre tratamentos
com diferentes doses de vinhaca. A adicdo de tebutiurom em T2 (V0,0 — H1)
proporcionou um ligeiro aumento na producao de CO, em relac¢do a T1 (V0,0 — HO),
de forma que o metabolismo da microbiota na auséncia de vinhaga nao diferiu
significativamente de T3 (0,5V — 1,0H). J4 em T4 (V0,5 —H1), a adi¢do do herbicida
proporcionou uma ligeira queda em relacdo a T3 (V0,5 — H1), de forma que os

resultados de T4 nao diferiram significativamente do solo controle T1.

5.4. Quantificagcdo da comunidade bacteriana

Na Figura 4 estdo apresentadas as quantidades de bactérias a partir do
namero de unidades formadoras de col6nias (UFC) no tempo inicial (t0) e apos 51
dias de atenuagéao natural (t51).

Pela Figura 4 é possivel notar no tempo inicial que, em relacdo ao solo
controle (T1), ocorreu um impacto positivo na comunidade bacteriana de modo geral,

nos tratamentos adicionados de vinhaca (T3, T4, T5, T6, T7 e T8), sendo que 0s
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tratamentos que receberam a maior dose de vinhaca (V2 - T7 e T8) apresentaram
maior incremento na populagéo bacteriana.

Em contrapartida, ndo houve impacto evidente na populacdo bacteriana entre
os tratamentos com relacdo a dose do herbicida tebutiurom, o que sugere que a
adicao deste herbicida ndo afetou significativamente a microbiota do solo no tempo
inicial (t0).

Apo6s o periodo de biodegradacéo (t51), observa-se um aumento de colbnias
para os tratamentos T1, T2, T3 e T4. Ainda, os tratamentos T3 e T4, que receberam
meio volume de vinhaca (V0,5), apresentaram incremento ligeiramente maior na
concentracdo bacteriana em relagcdo aos tratamentos que nao receberam vinhaca
(VO - T1 e T2). Os demais tratamentos (T5, T6, T7 e T8) apresentaram reducao
pronunciada no numero de UFC bacterianas. No entanto, quando comparados ao
tratamento ausente de tebutiurom e vinhagca (T1), apenas o tratamento T5
apresentou menos coldnias bacterianas no tempo final (t51).

Vale destacar que o solo controle T1 (HO-VO) também apresentou pequeno
aumento no namero de UFC, ap6s os 51 dias de atenuacdo natural, mesmo sem
adicao de tebutiurom e/ou vinhaga.

A Tabela 6 mostra analise de variancia pelo teste de Tukey a 5,0% de
significAncia. A analise confirmou que houve impacto significativo na comunidade
bacteriana dos tratamentos que receberam duas vezes a vinhaca (V2 - T7 e T8), em
relacdo aos demais tratamentos no tempo inicial (t0). Entretanto, no tempo final (t51)

s6 houve diferenca significativa entre os tratamentos T3 e T5.
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Figura 4 — Quantificacdo da comunidade bacteriana por numero de UFC para os
tratamentos no tempo inicial (t0) e apds 51 dias de atenuacg&o natural (tempo final —
t51).Composicao dos tratamentos (tebutiurom-vinhaca) - T1 (HO-VO0); T2 (H1-VO0); T3
(HO-VO0,5); T4 (H1-V0,5); T5 (HO-V1); T6 (H1-V1); T7 (HO-V2); e T8 (H1-V2).
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Além disso, somente T7 e T8 tiveram resultados estatisticamente diferentes
entre t0 e t51, demonstrando que houve impacto negativo na comunidade bacteriana
dos referidos tratamentos. Entretanto, embora a quantidade de UFC bacterianas
tenha caido significativamente durante os 51 dias de atenuacgdo natural, para estes
tratamentos, esse numero foi superior em comparacéo ao tratamento sem adicdo de
vinhaca ou tebutiurom (T1) no tempo inicial (t0). Tal resultado sugere que o
incremento inicial nos tratamentos que receberam vinhaca deu-se em funcédo da
quantidade de matéria organica adicionada ao solo através deste residuo. Apés o
tempo de atenuagdo, 0 excesso de matéria organica foi consumido pelos

microrganismos, o que fez com que o numero de UFC reduzisse novamente.
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Tabela 6 - Andlise de variancia da quantificacdo da comunidade bacteriana por
namero de UFC por grama de solo para os tratamentos no tempo inicial (t0) e apés
51 dias de atenuacdo natural (tempo final — t51).Composicdo dos tratamentos
(tebutiurom-vinhaca) - T1 (HO-V0); T2 (H1-VO0); T3 (HO-V0,5); T4 (H1-V0,5); T5 (HO-
V1); T6 (H1-V1); T7 (HO-V2); e T8 (H1-V2).

10°UFC bactérias / g solo
Tratamentos o _
Tempo inicial (t0) Tempo final (t51)
T1 25,00 £ 6,00 Aa 51,50 £ 34,65 |Aab
T2 25,33 +£9,02 Aa 54,33 £ 7,09 Aab
T3 54,00+ 0,00 |[Aab| 104,67 +64,45 | Ab
T4 58,67 £ 10,79 |Aab 75,00 £19,80 |Aab
TS5 48,00 + 0,00 |Aab 11,00 + 5,29 Aa
T6 67,67 = 8,50 Ab 29,50+ 0,71 Aab
T7 133,33 £ 32,88 | Ac 43,67 12,42 |Bab
T8 108,50 £5,50 Ac 35,33+24,58 |Bab
*letras mindsculas representam diferenca significativa das médias entre os
tratamentos na coluna, **letras mailsculas representam diferenca significativa das
médias entre os tratamentos na linha. (teste de Tukey a 5,0% de significancia)

5.5. Bioensaios de fitotoxicidade

Os resultados dos bioensaios de fitotoxicidade do extrato aquoso das
amostras no tempo inicial (t0) estdo representados abaixo de acordo com a
germinacao de sementes e o desenvolvimento da alface (Lactuca sativa).

Nas Figuras 5 e 6, estdo demonstrados o desenvolvimento das plantulas em
relacdo ao hipocdétilo e a raiz, respectivamente. A taxa de sementes germinadas é
apresentada na Figura 7 e o indice de germinacdo de cada tratamento pode ser

observado pela Figura 8.
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Figura 5 — Alongamento do hipocoétilo de plantulas de Lactuca sativa nos bioensaios
de fitotoxicidade para os tratamentos no tempo inicial (t0) e apos 51 dias de
atenuacao natural (t51). Composicao dos tratamentos (tebutiurom-vinhaca) - T1 (HO-
V0); T2 (H1-V0); T3 (HO-V0,5); T4 (H1-V0,5); T5 (HO-V1); T6 (H1-V1); T7 (HO-V2); e
T8 (H1-V2).
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Figura 6 — Alongamento da raiz de plantulas de Lactuca sativa nos bioensaios de
fitotoxicidade para os tratamentos no tempo inicial (t0) e apés 51 dias de atenuacao
natural (t51). Composicao dos tratamentos (tebutiurom-vinhaca) - T1 (HO-V0); T2
(H1-Vv0); T3 (HO0-V0,5); T4 (H1-V0,5); T5 (HO-V1); T6 (H1-V1); T7 (HO-V2); e T8 (H1-
V2).
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Figura 7 — Germinacao das sementes de Lactuca sativa nos bioensaios de
fitotoxicidade para os tratamentos no tempo inicial (t0) e apds 51 dias de atenuacao
natural (t51). Composicao dos tratamentos (tebutiurom-vinhaca) - T1 (HO-V0); T2
(H1-VvO0); T3 (HO0-V0,5); T4 (H1-V0,5); T5 (HO-V1); T6 (H1-V1); T7 (HO-V2); e T8 (H1-
V2).
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Figura 8 — Valores de 1-Gl (indice de germinacdo) paralLactuca sativa nos
bioensaios de fitotoxicidade para os tratamentos no tempo inicial (t0) e ap6s 51 dias
de atenuacdo natural (t51). Composicéo dos tratamentos (tebutiurom-vinhaca) - T1
(HO-V0); T2 (H1-V0); T3 (HO0-V0,5); T4 (H1-V0,5); T5 (HO-V1); T6 (H1-V1); T7 (HO-
V2); e T8 (H1-V2).
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Os controles negativo (CN) e positivo (CP) revelaram a viabilidade das
sementes de alface utilizadas, pois foram sensiveis a germinacdo com 4gua e a ndo
germinacao com o agente inibidor.

Observa-se que para o controle negativo (CN) e para os tratamentos T1, T2 e
T3, ocorreu aumento no alongamento da raiz na comparacao de tempo inicial e final
(Figura 6). Para os tratamentos T4, T5 e T6, houve uma diminui¢do da raiz, e nos
tratamentos T7 e T8 nao houve diferenca pronunciada no tamanho da raiz.

Quanto ao hipocétilo (Figura 5), houve uma reducdo em seu tamanho para
todos os tratamentos.

Na Figura 8, nota-se que os resultados estdo expressos em “1-GI”, ou seja,
valores acima de zero indicam prejuizos a germinacdo e ao desenvolvimento do
organismo-teste, enquanto valores negativos representam beneficios a Lactuca
sativa nos bioensaios, visto que CN € o ensaio referéncia com valor zero.

Na Tabela 7 esta representada a andlise estatistica dos dados a partir anélise
de variancia das médias dos valores de 1-Gl dos tratamentos, além dos controles
negativo (CN) e positivo (CP), pelo teste de Tukey a 5,0% de probabilidade.

De acordo com a Tabela 7, ao comparar os oito tratamentos, somente T5
apresentou diferenca significativa entre o tempo inicial e final, sugerindo que uma
dose de vinhaga na auséncia do herbicida tebutiurom (HO-V1) inicialmente favoreceu
o desenvolvimento do organismo teste, mas ao final de 51 dias de atenuacéo
natural, causou prejuizo no desenvolvimento em relacdo ao controle negativo. Nos
tratamentos T4, T6, T7 e T8, houve uma queda no desenvolvimento das plantas
entre o tempo inicial e final, embora nédo significativa (Figura 7, Tabela 6). Os
resultados sugerem um aumento da toxicidade do solo apés o periodo de atenuacgéo
natural nos tratamentos supracitados.

Ao comparar os tratamentos sem vinhaca (T1 e T2), observou-se que T2
(com herbicida) nao diferiu significativamente de T1 (sem herbicida), sugerindo que
a dose utilizada de herbicida ndo prejudica o desenvolvimento do organismo-teste.

Os tratamentos com metade do volume de vinhaca (T3 e T4) nao
apresentaram diferenca significativa entre si, assim como o0s tratamentos com uma
dose de vinhaca (T5 e T6) e com duas doses de vinhaca (T7 e T8), sugerindo mais
uma vez que a adicdo do herbicida tebutiurom nédo altera significativamente a

toxicidade do meio.
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Tabela 7 - Analise de variancia dos valores de 1-Gl para Lactuca sativa nos
bioensaios de ecotoxicidade para os tratamentos no tempo inicial (t0) e ap6s 51 dias
de atenuacdo natural (t51). Composicéo dos tratamentos (tebutiurom-vinhaca) - T1
(HO-VO0); T2 (H1-VO0); T3 (HO0-V0,5); T4 (H1-V0,5); TS5 (HO-V1); T6 (H1-V1); T7 (HO-
V2): e T8 (H1-V2).

Tratamentos o -Gl ]
Tempo inicial (t0) Tempo final (t51)
CN 0,01 + 0,17 Ac 0,01 +£ 0,08 Aa
CP 1,00 + 0,00 Ad 1,00 + 0,00 Ab
T1 -0,30 + 0,20 Abc -0,33 + 0,27 Aa
T2 -0,25+ 0,36 Abc -0,24 £ 0,22 Aa
T3 -0,12 £ 0,25 Abc -0,13 £ 0,25 Aa
T4 -0,41+ 0,12 Abc -0,28 £ 0,34 Aa
T5 -1,04 + 0,28 Aa 0,08 + 0,22 Ba
T6 -0,63+0,15 Aab -0,10+ 0,20 Aa
T7 -0,11+ 0,46 Abc -0,05+ 0,16 Aa
T8 -0,23+0,15 Abc -0,08 £ 0,34 Aa
*letras mindsculas representam diferenca significativa das médias entre os
tratamentos na coluna, **letras maiusculas representam diferenca significativa
das médias entre os tratamentos na linha. (teste de Tukey a 5% de significancia.

Ao comparar os tratamentos que néo receberam tebutiurom (T1, T3, TS5 e T7),
observa-se que T5 (HO-V1) diferiu significativamente dos demais, sugerindo que a
adicdo de 1,0x vinhaca ao solo favoreceu o desenvolvimento das sementes de
alface em relacdo aos solos que receberam 0,5x ou 2x a dose deste produto no
tempo inicial. T5 s6 nédo diferiu significantemente de T6, que recebeu 1x dose de
vinhaca e 1x dose de tebutiurom, o que reforca essa hipotese.

Em relacdo ao tempo final (t51), ndo houve diferenca significativa nos valores
de 1-GIl na comparacédo entre 0s oito tratamentos.

Segundo Lourencetti (2006), o termo degradacao descreve diferentes tipos de
transformacdo, uma delas pode ocasionar a formacao de produtos mais toxicos que
o composto inicial. Assim, possivelmente compostos intermediarios mais téxicos
foram formados durante a biodegradagao neste solo para os tratamentos T4, T5, T6,
T7 e T8. Nao se pode afirmar que tais compostos provém da biodegradacdo do

tebutiurom, uma vez que sua presenca na dose utilizada ndo alterou
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significativamente os resultados dos tratamentos dentre suas respectivas doses de
vinhaga.

Ao contrario do resultado obtido nesta analise, alguns estudos encontraram
efeitos negativos com outras espécies frente ao herbicida tebutiurom na
fitotoxicidade. Neves (2017) observou aumento da toxicidade em solo de manejo
organico de cultivo de Cana de aclUcar na presenca doses mais elevadas de
tebutiurom. Pires et. al. (2008) relataram que, utilizando a dose de 1,0 kg ha™ de
tebutiurom, houve aumento expressivo de fitotoxicidade sobre crotalaria (Crotalaria
juncea). Os autores também constataram inibicAo do crescimento de feijao e
reducdo no rendimento de graos de soja e amendoim quando semeados em um
periodo de até dois anos apds a aplicacdo de tebutiurom na cana-de-acucar. Esse
estudo revela-se extremamente relevante, pois a presenca desse herbicida no solo

pode comprometer sucessivas culturas apés o plantio de cana-de-acgucar.

5.6. Determinacéo de residuos de contaminante no solo

O resultado da andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para determinacdo de residuos de tebutiurom nos tratamentos que apresentavam o
herbicida (T2-T4-T6-T8), esta apresenta na Tabela 8.

Tabela 8 - A andlise por CLAE para determinacdo de residuos de tebutiurom nos
tratamentos.Composigéo dos tratamentos (tebutiurom-vinhacga) - T2 (H1-V0); T4 (H1-
V0,5); T6 (H1-V1); e T8 (H1-V2).

Tratamentos Tebutiurom (ug kg™)
T2 <LOQ
T4 <LOQ
T6 <LOQ
T8 15

Apos 51 dias de atenuacgao natural, a analise cromatografica ndo acusou a
presenca do herbicida acima do limite de quantificagdo nos tratamentos T2, T4 e T6.
Em T8 foi encontrado o valor de 15 pg kg de tebutiurom, cerca de 10,7% da
quantidade inicial adicionada a cada um dos tratamentos.

Embora a meia-vida deste herbicida seja de 12 a 15 meses (RODRIGUES;
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ALMEIDA, 2011), ja foram relatadas alteracbes de sua persisténcia de acordo com
as condicdes ambientais. Assim, a baixa presenca do tebutiurom nas amostras de
solo esta de acordo com trabalhos na literatura. Utilizando também solo arenoso,
Cerdeira et al. (2007) encontraram baixa concentracdo da molécula em 20 dias.
Lourencetti (2006) demonstrou que, na presenca de vinhaca, o herbicida tornou-se
menos persistente no ambiente e, além disso, que em solos arenosos a meia vida
do tebutiurom é menor do que em solos argilosos.

Neste experimento, foi desconsiderada a lixiviacdo do herbicida, uma vez que
0 solo permaneceu em caixas plasticas e ndo houve simulacdo de chuvas. Os
resultados sugerem que o herbicida foi degradado, no entanto ndo foi feita a analise

da presenca de compostos intermediarios.
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6. CONCLUSOES

A presenca do herbicida Combine® 500SC na dose de 2,0 L ha™n&o causou
grande interferéncia na atividade microbiana do solo representada pela

producédo de COy;

A taxa metabdlica dos micro-organismos aumentou na presenca da vinhaca,

principalmente quando utilizada em concentracdes maiores;

A adicdo de vinhaca ao solo inicialmente aumentou o numero de bactérias,
principalmente quando utilizada em concentragcdes maiores. Entretanto, apds o
periodo de atenuacdo natural de 51 dias, houve uma queda na quantidade de

colonias observada nos tratamentos com maior quantidade de vinhaca;

A adicdo de vinhaca nas doses de 150 m® ha™ e 300 m® ha™ inicialmente
favoreceu o desenvolvimento de sementes de alface; entretanto, apos o periodo

de atenuacao natural, o beneficio no desenvolvimento das plantulas foi menor;

A dose de herbicida utilizada no estudo ndo impactou negativamente a

comunidade microbiana e o desenvolvimento das sementes de alface;

A andlise cromatografica sugere que o herbicida degradou, sendo encontrado

acima do limite de quantificacdo apenas em T8.
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