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RESUMO

A biomassa microbiana do solo é o principal componente dos subsistemas
decompositores, que regula a ciclagem de nutrientes, o fluxo de energia, a
produtividade das plantas e dos ecossistemas e, portanto, a medicdo deste
compartimento e sua atividade séo relevantes para a conservacao dos solos. Este
trabalho teve como objetivo analisar o comportamento das bactérias mesofilicas
aerdbicas e dos fungos filamentosos de solo impactado pelo uso do herbicida
Metribuzin. As amostras de solo coletadas foram separadas em dois grupos sendo,
um para controle (GC) e outro impactado (Gl) para analise. O herbicida Metribuzin
foi pulverizado nas concentragcbes de 40, 80, 160uL e 1mL nas amostras de solo
do Gl para posterior comparacdo com o GC. As enumeragfes da populacao
microbiana foram realizadas conforme legislacéo vigente no momento da coleta do
material. As analises seguiram a metodologia preconizada pela American Public
Health Association. As observacfes das caracteristicas microscopicas dos
microorganismos foram realizadas utilizando-se observacgdes “in vivo” e “in vitro”
para bactérias e fungos. Os resultados mostraram que no solo impactado pelo
metribuzin a quantidade de bactérias Gram positivas aumentaram (92% Gl e 82%
GC) enquanto as bactérias Gram negativas e os fungos filamentosos diminuiram
(18% GC e 8% Gl). Nos GC e GlI, 72% das bactérias eram moveis e 28% imoveis.
O herbicida metribuzin mostrou-se um produto que se utilizado de maneira
adequada néo oferece riscos a salde ou ao meio ambiente.

Palavras-chaves: Metribuzin, Herbicida, Solo Virgem.



ABSTRACT

The microbiot biomass of the ground is the main component of the subsystems
decompositores, that regulate the cycles of nutrients, the flow of energy, the
productivity of the plants and ecosystems and, therefore, the measurement of this
compartment and its activity is excellent for the conservation of ground. The work
had as objective to analyze the behavior of the aerobics mesofilic bacteria and the
filamentous fungi from soil impacted by the use of the herbicide Metribuzin. The
collected samples from soil had been separate in two groups being, one for control
(CG) and another impactado (IG). The herbicide Metribuzin was sprayed in 40, 80,
160ul e 1ml concentrations in the samples from soil of the IG for posterior
comparison with the CG. The counting standard of microorganisms had been
carried through in agreement current law at the moment of the collection of the
material. The analyses had followed the methodology praised for the American
Public Health Association. The comments of the microscopically characteristics had
been carried through using comments a alive and in vitro for the bacteria and the
fungi. Graphs with the UFC/ml you counted versus the period of incubation time
had been mounted to analyze and to argue the results of the experiments. Os they
had shown that in the ground impacted by metribuzin the amount of positive Gram
bacteria they had increased (92% IG and 82% CG) while the negative Gram
bacteria and the filamentous fungi had diminished (18% CG and 8% IG). In CG
and 1G 72% of the bacteria they were mobile and 28% property. The herbicide
metribuzin revealed a product that if used in adequate way does not offer risks to
the health or the environment.

Index terms: Metribuzin, Herbicide, Virgin Soil.
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1. INTRODUCAO

A biomassa microbiana do solo é o principal componente dos subsistemas
de decompositores, que regula a ciclagem de nutrientes, o fluxo de energia, a
produtividade das plantas e dos ecossistemas e, portanto a medi¢céo deste
compartimento e sua atividade séo relevantes para a conservacéo dos solos
(SPARLIN, 1992; WARDLE & GHANI, 1995; WARDLE, 1998; De-POLLI &
GUERRA, 1999).

Os processos de modernizagao da agricultura, nos anos 60, introduziram o
emprego de novas variedades mais produtivas e dependentes de adubos
quimicos, o uso intensivo de substancias, bactericidas, fungicidas, acaricidas,
parasiticidas, inseticidas, enfim pesticidas e maquinas agricolas a fim de
aumentar os indices de produtividade (figura 1). O emprego destes agentes
guimicos resultou no aumento da produtividade, mas por outro lado trouxe
consequéncias adversas, visto serem estes agentes nocivos ao homem,

animais, plantas e ao ambiente em geral (BAIRD, 2002).

Figural: Pulverizacdo de lavouras com pesticidas
(www.copercampos.com.br).




Embora os pesticidas possam ter um efeito benéfico sobre a produtividade
agricola, deve-se considerar o risco potencial desses compostos quimicos ao
ambiente (SANINO, 1999).

O uso continuo de substancias que atuam como defensivos agricolas leva a
contaminacédo dos lencais freaticos, o empobrecimento do solo e danos a saude
humana e animal. A habilidade do solo em autodepurar ligar-se com esses
produtos ou retardar-lhes o0 movimento, ajuda a reduzir esses efeitos nocivos
(MELO & AZEVEDO, 1997).

Um fator relevante a ser considerado quando da utilizacdo dos herbicidas € a
sua degradacdo, uma vez que a sua persisténcia prolongada no solo leva a
contaminacdo de outros ambientes, como as aguas subterraneas. A
degradacao nesses sistemas € influenciada pela concentragéo e estrutura
molecular do pesticida, difuséo, sor¢do, pH, matéria organica do meio em que
se encontra o pesticida e fatores climaticos como temperatura, umidade,
duracéo e intensidade da luz solar (KEARNEY, 1975).

A utilizacdo dos agrotéxicos no meio rural brasileiro tem trazido uma série de
consequéncias tanto para o ambiente como para a saude do trabalhador rural.
Em geral, essas consequéncias sdo condicionadas por fatores intrinsecamente
relacionados, tais como o uso inadequado dessas substancias, a alta toxicidade
de certos produtos, a falta de utilizacdo de equipamentos de protecdo e a
precariedade dos mecanismos de vigilancia (figura 2). Esse quadro € agravado
pelo baixo nivel socioecondmico e cultural da grande maioria dos trabalhadores
rurais (OLIVEIRA-SILVA, 2001).



Figura 2: Manipulacéo inadequada dos agrotoxicos pelo trabalhador rural
(www.mpmargues.pt).

Este abuso permanente na utilizacdo de produtos quimicos pelos humanos
pode desencadear doencas crbnicas, pois as defesas imunoldgicas se
encontram diminuidas para suportar altas doses de substancias quimicas
toxicas. Doengas como o cancer, a cirrose hepdtica, a fibrose pulmonar, os
disturbios do sistema nervoso central (paralisia facial, cegueira e/ou depresséo)
e a impoténcia sexual, podem ser desencadeadas pela presenca dos
pesticidas. O perigo é representativo tanto para aqueles que trabalham
diretamente com o produto quanto para aqueles que possam vir a consumi-los
(CAVALCANTI, 2003).

O desaparecimento aparente de um pesticida do solo pode ocorrer devido a
incapacidade de detectarem residuos por procedimentos analiticos

convencionais, como a extracdo (LICHTENSTEIN, 1980).

E dificil determinar com precisdo quais os impactos reais causados pelos
pesticidas sobre a microbiota natural do solo, devido a heterogeneidade, a

natureza, din@mica e os tipos de respostas adaptativas da populagéo



microbiana. O herbicida em grandes concentracées pode ser muitas vezes tao
toxico aos microrganismos do solo a ponto de desequilibrar ou reduzir
drasticamente sua populagcédo naquele local (MELO & AZEVEDO, 1991).

O Metribuzin é um herbicida pré e pds-emergente utilizado em larga escala
na agricultura para o controle de ervas daninhas, devido a sua capacidade em
inibir a fotossintese. Este herbicida pertence ao grupo das triazinas, sao

compostos derivados nitrogenados heterociclicos (JACOMNI, 2002).

A necessidade de reduzir o impacto ambiental tem despertado o interesse
cientifico para a biodegradacao de pesticidas e e compostos relacionados.
Dentre as classes de pesticidas, os herbicidas tem sido os mais utilizados nas
lavouras mundiais. O Brasil dispdem de uma das maiores areas agricultaveis do
mundo sendo um dos primeiros no ranking de vendas de pesticidas, onde os

herbicidas correspondem quase a metade do volume total (ARAUJO, 2002).

A avaliacdo dos possiveis prejuizos ambientais causados pela presenca de
um pesticida no solo depende de estudos em que se estabeleca o destino final
deste pesticida e seus efeitos na flora microbiana natural (RASODEVICH,
1995).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar o comportamento das
Bactérias Mesofilicas Aerbdbicas e dos Fungos Filamentosos isolados de solo
virgem ap0s a impactacdo com o herbicida Metribuzin em quatro concentracdes
diferentes.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o comportamento das Bactérias Mesofilicas Aerdbicas e dos

Fungos Filamentosos de solo virgem apés ser impactado pelo herbicida Metribuzin.

2.2 Objetivos Especificos

= Enumerar a populacdo microbiana no solo virgem e impactado nas
concentragdes de 40ul, 80ul, 160ul e 1000ul.

» |solar bactérias mesofilicas aerdbicas e os fungos filamentosos do solo
virgem e impactado pelo herbicida Metribuzin.

= Verificar o crescimento das bactérias mesofilicas aerdbicas e os fungos
filamentosos neste solo apds a aplicacdo do herbicida Metribuzin.

= Analisar os aspectos macroscopicos das bactérias e fungos filamentosos
e microscopicos das culturas puras.

» Quantificar os principais grupos de microrganismos que permanecem no

solo impactado apos a utilizacdo do herbicida Metribuzin.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O Solo

O solo é o habitat natural de um grande nGmero de seres vivos. E um
sistema complexo composto de cinco principais componentes: agua, ar, matéria
organica e organismos, que interagem entre si, sendo que a variagdo de um
deles pode ocasionar alteragdes nos demais. Com base em seu tamanho, a
biota do solo pode ser dividida em micro, meso e macrorganismos, tanto de
fauna e flora. (SIQUEIRA, 2004; ALEXANDER, 1977).

As comunidades de organismos micro e macroscopicos que habitam o solo
realizam atividades imprescindiveis para a manutencdo e sobrevivéncia das
comunidades vegetais e animais. A denominacdo genérica para acdo dos
organismos vivos do solo, tanto animais quanto vegetais € atividade bioldgica.
Esses organismos tém forte influéncia na génese da manutencdo da
organizacdo dos constituintes do solo, principalmente nos horizontes
superficiais (SIQUEIRA, 2004).

O solo é caracterizado por uma distinta populacdo microbiana constituida por
grupos especificos. Estes exercem entre si efeitos associativos e antagbnicos,
além de influenciarem de maneira marcante a fertilidade do solo e o
desenvolvimento das plantas cultivadas e silvestres. Muitos sdo cosmopolitas,

enquanto outros séo de ocorréncia limitada (SIQUEIRA, 2004).



No solo as principais atividades dos organismos séo as de decomposicéo da
matéria organica, producdo de humus, fixacdo de nitrogénio atmosférico,
ciclagem de nutrientes e energia, producdo de compostos complexos que
causam agregacdo do solo, controles biolégicos de pragas e doencas,
proporcionando assim, condi¢des ideais para uma biodiversidade extremamente
elevada (SIQUEIRA, 2004).

Os solos podem ser caracterizados pelos horizons (figura 3), que sdo as
camadas paralelas de varias espessuras e estruturas. As camadas diferem umas
das outras, acima ou abaixo, em diversas propriedades, como: o conteudo
organico ou mineral, cor, textura, pH, estrutura e porosidade do solo (HURST,
1996).

N

0 Horizon

A Horizon

B Horizon

C Horizon

R Horizon

Figura 3: Os diferentes niveis de horizons (www.scielo.br)



Todas estas propriedades podem ser influenciadas pela umidade, pela
pressdo dos gases e até mesmo pelo conteddo bioldgico presente em cada
horizon. Esta diferenca pode ser observada claramente quando os solos dos
horizons séo ricos em matéria organica ou por blocos de rochas soélidas, baseado
nestas caracteristicas suas atividades biologicas apresentam-se totalmente
diferentes (HURST, 1996).

A composicdo quantitativa da populacdo microbiana e sua natureza,
dependem bastante da origem e da composicdo relativa de seus constituintes
minerais e organicos. Caracteristicas edaficas e climaticas especificas influem, de
maneira marcante sobre a natureza e a abundancia da micro flora de um dado
solo, em conjunto com condi¢cdes de umidade, aeracao, substratos e fontes de
energia, fatores de crescimento, composicéo e for¢a ibnica da solucéo do solo, pH,
composicado e pressao atmosférica, potencial redox, temperatura e radiacdo solar,
profundidade e cobertura vegetal e interacbes entre os organismos (SIQUEIRA,
2004).

Esta composicédo relativa da populacdo microbiana do solo é ainda afetada
pelo tratamento deste. Pode-se facilmente comprovar este fato através da
comparacdo da populacdo de um solo virgem, ndo trabalhado, com a de um
iIdéntico solo que foi cultivado e que recebeu adubos organicos, minerais ou algum
tipo de agrotoxico. No primeiro, 0S microrganismos se acham em um estado de
equilibrio, na qual a abundancia relativa dos varios grupos de bactérias,
actinomicetes, fungos e protozoarios dependem das condi¢cdes naturais do solo.
No solo tratado, contudo, tal equilibrio é frequentemente perturbado, certos
organismos multiplicam-se com grande intensidade em propor¢gbes muito
superiores ao desenvolvimento de todos os grupos (SIQUEIRA, 2004;

www.consultelme.com.br).




O disturbio assim produzido no equilibrio entre as populacdes microbianas
do solo pode ser duradouro, visto que um grupo pode se tornar dominante,
verificando-se, mais tarde, o rapido desenvolvimento de outros grupos, ou ele é
temporario, isto €, dentro de pouco tempo o equilibrio é restabelecido nas mesmas
bases quantitativas anteriormente prevalecentes, ou numa forma modificada (

www.consultelme.com.br).

3.2. Microrganismos do Solo

Os seguintes grandes grupos constituem a populacdo microbiana do solo: as
bactérias, os fungos, as algas, os protozoarios e os virus (BARBOSA, 1991;
HURST, 1996).

As bactérias representam o0 grupo mais numeroso de microrganismos
encontrado no solo (tabela 1). As bactérias do solo incluem formas esporuladas e
nao esporuladas de Dbacilos, cocos, Vvibribes e espirilos, variando
consideravelmente de tamanho e forma, de respiracdo aerdbia e anaerdbia e de
nutricdo autotréfica e heterotréfica. Exemplo de géneros bacterianos presentes no
solo: Bacillus, Arthrobacter, Pseudomonas, Clostridium, Rhizobium, Nocardia,
Micromonospora e  Streptomyces entre outras (PELCZAR, 1996;

www.consulteme.com.br).



Tabela 1: Numero aproximado de microrganismos por grama de solo seco.

Organismos N° Estimado
Bactérias 3.0000.000 a 500.000.000
Actinomicetes 1.000.000 a 20.000.000
Fungos 5.000 a 900.000
Leveduras 1.000 a 100.000
Algas 1.000 a 500.000
Protozoarios 1.000 a 500.000
Nematddeos 50 a 200

Fonte: PELCZAR, 1996.

Os fungos, bactérias e minhocas (nematédeos) sdo aquelas que geralmente
apresentam maior biomassa. Em termos de biomassa 0s organismos do solo
podem representar mais de 10 toneladas por hectare quantidade esta, equivalente
ou até maior que as producdes de certas culturas agricolas. Os fungos podem ser
parasitas ou saprofitos, formam as conhecidas micorrizas e muitas delas produzem
substancias antibioticas (SIQUEIRA, 2004).

Os géneros mais comuns de fungos filamentosos encontrados no solo séo:
Mucor, Penicillium, Rhizopus, Fusarium, Aspergillus e Trichoderma entre outros
(PELCZAR, 1996).

Em menor nimero, esta a populacdo das algas e cujos principais géneros
encontrados sao as Chrysophyta e Chlorophyta mais comumente conhecidas
como algas verdes (BARBOSA, 1991).



Os protozoarios podem ser encontrados aos milhares em solos organicos
ricos e Umidos. Muitos desses protozoarios alimentam-se de bactérias e dos

demais materiais organicos localizados no solo (BARBOSA, 1991).

3.3. Agrotoxicos

O orgéo brasileiro responséavel pela regulamentacdo do uso dos agrotoxicos
€ 0 Ministério da Agricultura. O decreto n° 4.074 de 04 de Janeiro de 2002, que
regulamenta a Lei n° 7.802/1989, os defensivos agricolas, os agrotoxicos, “sao
produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao
uso nos setores de producédo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de
outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a decomposicdo da fauna e da flora, a fim de preserva-las da acéo
danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias de
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores

de crescimento”.

Os agrotdxicos comecaram a ser usados em escala mundial apés a segunda
grande guerra. Varios serviram de arma quimica nas guerras da Coréia e do
Vietn&, como por exemplo o agente Laranja, desfolhante que dizimou milhares de

soldados e civis (www.sindipetro.org.br).

Os paises da Africa, Asia e América Latina que tinham a agricultura como
principal base de sustentacdo econd6mica sofreram fortes pressdées de 0Orgaos
financiadores internacionais para adquirir essas substancias quimicas. A alegacéo
era gue 0s agrotdoxicos garantiiam a uma maior producdo de alimentos para

combater a fome. Com o inofensivo nome de “defensivos agricolas”, eles eram



incluidos compulsoriamente, junto com adubos e fertilizantes quimicos, nos
financiamentos agricolas. No Brasil, sua utilizagdo na agricultura nacional ocorreu

em larga escala a partir da década de 70 (www.sindipetro.org.br).

O mercado Mundial de agrotéxicos movimenta atualmente US$ 30 bilhdes. O
Brasil € o quinto maior consumidor de pesticidas e movimenta US$ 2,5 bilhdes
(UETA, 2003). Infelizmente, pouco se faz para controlar os impactos sobre a saude
dos que produzem e dos que consomem os alimentos impregnados por essas

substancias (www.sindipetro.org.br).

O consumo dos agrotoxicos difere nas diferentes regides do pais, em funcéo
da mistura de atividades agricolas intensas e tradicionais. A tabela 2 apresenta o
consumo de pesticidas o ano de 2000, em cada regidao do Brasil (JACOMINI,
2002).

Tabela 2: Consumo de agrotoxicos nas regides geogréaficas brasileiras,
demonstrando a quantidade de Ingrediente Ativo (I.A.) e percentual.

Regiéo Quantidade I.A.(t*) Participacéo (%)
Norte 1.943 1,4
Nordeste 8.354 59
Centro-Oeste 37.352 26,6
Sudeste 47.533 33,8
Sul 45.291 32,2
Brasil 140.473

Fonte: SINDAG - Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa
Agricola, 2002 apud JACOMINI, 2002.

t* = tonelada



Varios estudos realizados com trabalhadores demonstraram que ha relagéo
entre a exposicao prolongada a agrotdxicos e doencas, principalmente do sistema
nervoso (central e periférico). Além disso, também ocorrem episédios de
intoxicagdo aguda, colocando em risco a vida dos trabalhadores rurais
(www.sindipetro.org.br). Calcula-se que somente cerca de 0,1% atinge o alvo
especifico enquanto os restantes 99,9% da aplicacdo tem potencial para mover em
diferentes compartimentos ambientais tais como o0 solo e aguas residuais e
subterraneas (UETA, 2003).

O uso indiscriminado de agroquimicos levou a contaminacdo dos solos a
indices acima de 5000 ppm de atrazina, 3900 ppm de diuron, 3000 ppm de
clorpirifos e 1900 ppm de parthion, segundo foram descritos na literatura
(WINTERLIN, 1989).

Estudos tém revelado a presenca de niveis alarmantes de agrotéxicos e
seus produtos de degradacdo em solos e aguas superficiais e subterraneas. Os
relatos iniciaram-se nos anos 70 e desde entdo com o aprimoramento das técnicas
analiticas com maior acuidade e sensibilidade, mostraram, por exemplo, que em
1988, mais da metade dos estudos americanos possuiam aguas subterraneas
contaminadas (PARSONS & WITT, 1989).

3.4. Pesticidas

Os pesticidas sdo defensivos agricolas com acéo toxica, que tem como
ingrediente ativo os componentes quimicos formulados para controlar ou erradicar,
de maneira especifica, as doencas e pragas de plantas e animais e os vetores
transmissores de doengas ao homem (MELO & AZEVEDO, 1991).



Embora os pesticidas possam ter um efeito benéfico sobre a produtividade
agricola, deve-se considerar o risco potencial desses compostos quimicos ao
ambiente (SANINO et al, 1999).

Na atividade agricola, a utilizacdo de pesticidas visa sempre o incremento da
producdo, embora possa também gerar alteracdes negativas, tais como o
surgimento de novas pragas e a contaminagdo do ambiente (DELLAMATRICE,
2002).

O pesticida pode atuar de duas formas sobre a microbiota do solo: de um
lado ele pode influenciar os microrganismos responsaveis pela degradacéo e por

outro lado pode atuar como substrato para o seu crescimento (ARAUJO, 2002).

A degradacédo de pesticidas no solo pode ser realizada por via quimica ou
biologica, ou a combinacdo das duas, entretanto, a degradacdo microbiana é a
mais importante (FOMSGAARD, 1997).

Os pesticidas organofosforados sdo largamente utilizados no Brasil, seja na
lavoura ou no combate a endemias, como o controle da dengue, febre amarela e
doenca de Chagas. Casos de intoxicacdo aguda por pesticidas exigem cuidados

imediatos, até hospitalar, pois coloca em risco a vida (www.sindipetro.com.br).

3.5. Herbicidas

De alguns anos para c4, principalmente apés a chamada “Revolucédo Verde”,

moléculas organo-sintéticas tém sido largamente utilizadas na agricultura para o



controle de plantas daninhas. Essas moléculas receberam o nome de herbicidas
(PRATA, 2000).

Dentre os pesticidas, os herbicidas sédo os produtos mais comercializados no
mundo inteiro, em face da necessidade de controle de ervas indesejaveis na
agricultura. De acordo com a época de aplicacdo, os herbicidas podem ser
classificados em produtos para pré-plantio, herbicidas pré-emergentes e pos-
emergentes. Os herbicidas usados antes de estabelecer o plantio visam o controle
total (ndo seletivo) de ervas daninhas. Geralmente irdo controlar também fungos e
nematoides. Além dos herbicidas ndo seletivos, enquadram-se neste grupo 0s

fumigantes de solo (brometo de metila) (www.sportsmagazine.com.br).

Herbicidas pré-emergentes devem ser aplicados no gramado ja plantado e
antes da germinacédo das ervas daninhas. A maioria dos pré-emergentes age como

inibidor da mitose, impedindo a divisdo celular (www.sportsmagazine.com.br).

Os herbicidas po6s-emergentes sdo aplicados diretamente nas ervas
daninhas ja germinadas e promovem pouco, ou quase nulo, efeito residual no solo.
Geralmente sdo necessérias aplicacfes repetidas para conseguir eficiéncia, o que
pode causar danos a grama (fitotoxidez). Sao eficientes para controlar gramineas
perenes e folhas largas que escapam ao controle de pré-emergentes. Neste
sentido, o herbicida Metribuzin é muito promissor, devido sua utilizacdo como

herbicida pré e pés-emergente (www.sportsmagazine.com.br).

A absorcdo de herbicidas por plantas pode ter como consequUéncia sua
transferéncia para outras culturas posteriores e transferéncia nas cadeias
alimentares (NAKAGAWA, 2000).



O consumo de herbicidas no Brasil foi de cerca 174 mil toneladas de
produtos formulados (comerciais) em 2000. Expresso em quantidade de
ingrediente-ativo representa mais de 81 mil toneladas. O uso desses produtos
difere nas varias regiées do pais, onde se misturam atividades agricolas intensivas
e tradicionais (SPADOTTO, 2002).

3.6. Metribuzin

As triazinas sdo um grupo de herbicidas quimicos similares, registrados em
1955, como a atrazina, simazina, propazina, cianazina, ametrina e metribuzin,
sendo empregado na agricultura para o controle de ervas daninhas, devido a sua
capacidade em inibir a fotossintese (JACOMINI, 2002).

Quanto ao aspecto quimico, as triazinas sao derivados nitrogenados
heterociclicos (estrutura de anel com atomos de diferentes tipos). No caso do
metribuzin, o anel é composto por atomos de nitrogénio e carbono (JACOMINI,
2002).

Metribuzin é o nome comum para o 4-amino-6(1,1-dimetiletil)-3(metiltio-1,2,4-
triazina-5(4H)ona, cuja formula quimica € CgH;4N,OS (Figura 4). Apresenta-se
sélido cristalino branco, com cheiro caracteristico e disponivel na forma de
suspenséo liquida ou granular para se diluido em agua. E um herbicida seletivo
que faz parte do grupo quimico das triazinonas que age inibindo o mecanismo do
transporte de elétrons na fotossintese das plantas. Outras caracteristicas quimicas
e fisicas podem ser citadas (EISHLER,1989):



= Peso Molecular: 214,29

= Massa especifica: 1,28g/cm?®

» Solubilidade em &gua (20°C): 1,2g/L

» Pressao de vapor (20°C): 0,058 mPa

» Log Kow (coeficiente de particdo octanol-agua): 1,7 a 25°C

= Ponto de fusdo: 125 - 126,5°C

» Solubilidade em solventes organicos: solivel em solventes arométicos e
organosclorados, formamida, ciclohexano, metanol, benzeno, etanol e o
xileno.

= Nomes comerciais: Lexone, Sencor, Sencondal e Sencorex.
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Figura 4: Formula estrutural do Metribuzin

Este herbicida € usado para o controle pré e pos-emergencial de ervas
daninhas do tipo rasteiro. Esta disponivel no mercado de produtos agricolas como
suspensdo liquida ou granular para ser diluida em agua. Este herbicida é
normalmente absorvido pelas raizes e pelas folhas. Devido a sua solubilidade em
agua o metribuzin é aplicado sobre os campos de cultura na forma de spray. No
Brasil, € aplicado principalmente nas culturas de soja e cana-de-acucar (BERG,
1986; MEISTER, 1992).



O herbicida metribuzin ndo atua sobre as sementes das plantas daninhas,
mostrando sua acdo somente quando se inicia o processo fotossintético. Como as
espécies de plantas daninhas sdo diversas e numerosas, variam as sensibilidades
ao produto, o modo de translocagdo na planta e sua conversdo em substancias
inativas. Apresenta-se como um produto sistémico e se movimenta na planta no

sentido ascendente ou acropetal (www.bayer.com).

O metribuzin ndo é considerado um herbicida de alta toxicidade, segundo a
Environmental Protection Agency (EPA — USA), sendo que os valores de DLgg
encontrados para os ratos variam de 50 a 5000mg/Kg, nas formula¢des atualmente
comercializadas (TEMLEN, 1994).

A meia-vida do metribuzin varia de acordo com o tipo de solo e das condi¢des
climaticas. No solo, a meia-vida varia de 30 a 120 dias, e na agua € de,
aproximadamente, 07 dias. O metribuzin € moderadamente persistente no solo. As

perdas devido a volatilizacdo ou fotodegradacdo n&o sdo significativas

(htpp://lextoxnet.orst).

Quando o produto € aplicado nos campos pode controlar as mais diversas
espécies de plantas daninhas tdo comuns em lavouras brasileiras. Algumas delas

estédo na tabela 3 (www.bayer.com).



Tabela 3: Espécies de plantas daninhas infestantes das lavouras brasileiras

combatidas pelo herbicida Metribuzin.

PLANTAS DANINHAS

Picao-preto Nabo ou nabica
Caruru Quebra-pedra
Beldroega Joa-de-capote
Serralha Mostarda
Capim pé-de-galinha Apaga-fogo
Cip6 de veado Mentruz
Guanxuma Capim braquiaria
Gorga Capim colchéao
Capim carrapicho Maria-mole

A maioria dos compostos organicos, tais como 0s agroquimicos, ndo se
perpetuam no ambiente, pois podem ser biodegradados pela acdo de organismos
Vivos presentes na natureza, que atacam a estrutura molecular destes compostos
organicos. Todavia, dependendo da natureza qualitativa e quantitativa do
composto empregado e das caracteristicas gerais do solo, ocorre o acumulo a
indices considerados toxicos (KORPRADITSKUL, 1993).

A persisténcia de um herbicida no solo depende dos processos de dissipacéo,
ou seja, dos processos de transferéncia, como: a evaporacdo, a lixiviacao,
escoamento superficial, absor¢do por plantas, e também, da taxa de degradacéao

do pesticida. Os processos de degradacdo podem ser de natureza fisica, quimica e



biologica, e podem resultar na mineralizacdo total do pesticida ou na sua
conversdo em metabdlitos. Entre estes processos, 0 de maior importancia tem sido
atribuida a degradacdo bioldgica, que esta principalmente relacionada com os
microrganismos presentes no solo (GRAHAM-BRYCE, 1981).

A degradacdo microbiologica é a principal via de remoc¢do do metribuzin do
solo. O herbicida Metribuzin (Figura 5) degrada-se no solo produzindo como
principal produto o DADK - desaminodiceto metribuzin, seguido do diceto
metribuzin, DK, e desamino metribuzin, DA (LOCKE, 1994).

Metribuzin
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Figura 5: Compostos da degradacdo do Metribuzin

O processo de degradacdo microbioldgica pode ser dificultado em funcédo de

diversas caracteristicas quimicas da molécula, como as ligacdes de cloro e outros



halogénios, anéis aromaticos altamente condensados ou quaternarios de atomos
de carbono (MONTEIRO, 1998).

Segundo Musumeci (1992), os motivos que podem levar a uma menor
mineralizacdo das moléculas sdo: a) a inibicdo da sintese de enzimas de
microrganismos capazes de atuar na sua degradacado; b) uma impossibilidade do
composto penetrar na célula microbiana, pela falta de enzimas adequadas; c)
insolubilidade do composto e, portanto, uma auséncia de disponibilidade ao ataque
dos microrganismos; d) o fendmeno da sorcdo e finalmente e) uma toxicidade

excessiva da molécula e seus metabdlitos.

Segundo Golovleva et al. (1990), as Pseudomonas sédo bactérias eficientes na
degradacéo de herbicidas e pesticidas. Porém, as capacidades de degradar estes
compostos téxicos dependem do tempo de contato com 0S compostos quimicos,
das condicbes ambientais em que elas se encontram e da sua versatilidade

fisioldgica.

Tecnologias avancadas tais como o uso de sistemas biologicos de tratamento,
para reduzir ou destruir residuos perigosos, sdo vistas como opg¢do para a
tecnologia de descontaminacdo. A biorremediacdo é um dos campos mais
promissores no que diz respeito ao emprego de microrganismos para a
remediacdo de locais contaminados por produtos agroquimicos como O0S

pesticidas.

A biorremediacao tem como principal objetivo a exploracdo da diversidade
genética e versatilidade metabodlica microbiana para a conversédo de contaminantes
em produtos menos téxicos que de alguma forma serdo integrados nos ciclos

biogeoquimicos naturais. A literatura atual apresenta diversos casos de



degradacéo total ou parcial de pesticidas por populacées microbianas naturais

presentes no solo.

Porém, se faz necessario conhecer 0s possiveis impactos que os pesticidas
podem causar sobre a microbiota natural do solo quando se verifica a impactagao
por agroguimicos no solo pela primeira vez, como é o caso descrito aqui utilizando

o herbicida Metribuzin.



4. MATERIAIS E METODO

4.1. MATERIAIS

4.1.1. Meios de Cultivo

Para o isolamento das bactérias mesofilicas aerdbicas e dos fungos

filamentosos foram utilizados os seguintes meios de cultura:

= Meio para enumeracao “Plate Count Agar” (PCA — Biobras);
= Meio Batata Dextrose Agar (BDA - DIFCO);
= Meio Agar Nutritivo (AN);

A composicao dos meios encontra-se descrita abaixo. Os mesmos foram
esterilizados em autoclave a temperatura de 121° C e pressdo de 1 atm por 15

minutos.

Meio de Contagem Plate Count Agar (PCA)

Agua destilada 1Litro
Meio Sintético PCA 249

Meio Batata Dextrose Agar (BDA)

Agua destilada 1Litro
Meio Sintético BDA 369

O pH do meio foi acidificado através da adicdo de &cido latico para o valor de 5,0
no momento de uso.



Meio Agar Nutritivo (AN)

Agua destilada
Extrato de carne
Peptona

Agar

1Litro
39

59
169

4.1.2. Herbicida

O herbicida utilizado foi o Sencor® 480 da BAYER, em suspensdo

concentrada comercialmente conhecido por Metribuzin.

4.1.3. Andlise Fisico-Quimica do Solo

Uma amostra de 4kg de solo foi retirada da area verde que circunda o
Departamento de Antibidticos e foi enviada ao IPA — Empresa Pernambucana de
Pesquisa Agropecuaria de Pernambuco, que procedeu a analise fisico-quimico do
solo. A amostra apresentou a seguinte composicdo: Solo do tipo Franco Arenoso
(FA), composto por 46% de Areia grossa, 27% de Areia fina, 21% de Silte e 6% de
Argila, pH 5,25, 48mg/dm?® de matéria organica e 2,4% de umidade residual. Ainda

foram determinados pela analise a presenca de outros componentes minerais

como: Calcio, Magnésio, Sodio, Potassio, Aluminio e Hidrogénio.



4.2. METODOS

4.2.1. Coleta de Amostras de Solo

A metodologia utilizada foi descrita pela EMBRAPA, 1997. Na éarea de
vegetacdo nativa, antes da coleta das amostras foi removida manualmente a
serrapilheira (galhos, folhas, raizes entre outros) presente na superficie do solo.

As amostras de solo foram coletadas nas areas verdes que se localiza em
frente ao Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE).

As coletas foram aleatdrias em pontos diferentes localizados dentro de uma
mesma area, perfazendo um total de 04 amostras de solo nas profundidades de 0
— 20cm, realizadas por meio de abertura de trincheiras de até 30cm de
profundidade, retirando-se, com auxilio de uma espatula, fatias de solo as quais

foram acondicionadas em sacos plasticos para serem levadas ao laboratorio.

A partir de amostras coletadas um novo processo de limpeza foi realizado no
laboratorio, sendo este mais refinado. As amostras coletadas foram peneiradas em
uma malha de 0,22mm, homogeneizadas e as amostras de terra foram
distribuidas, em partes iguais de 6Kg em cada bandeja. As bandejas foram
rotuladas de Bandeja Controle (BC) e Bandeja Impactada (Bl) (figura 6). As
bandejas permaneceram a temperatura ambiente, expostas ao ar, pelo periodo de
duas horas, para que um equilibrio na umidade fosse alcancado (EMBRAPA,
1997).



o

Figura 6: Bandejas Controle e Impactada

4.2.2. Impactacao do Solo

O fabricante do Metribuzin indica nas suas instrucbes de uso uma dose de
emprego de 3,0 a 4,0 litros por hectare de terra. Baseado nas especificagbes do
fabricante realizou-se o célculo para determinar a dose de aplicacdo proporcional

ao tamanho das bandejas de plastico utilizadas nos experimentos.

Para a realizacdo desta etapa foi necessario fazer um ajuste na dose que seria
aplicada as bandejas com as amostras de solo, pois é clara a diferenca entre as
areas de aplicacao das doses.

Assim, as concentracdes determinadas para a realizacéo do trabalho foram 40,
80, 160 e 1000ul. Estas concentracboes foram escolhidas com base nas

especificacdes do fabricante levando em consideracé&o o tamanho das bandejas.

A aplicacdo do herbicida Metribuzin foi realizada exclusivamente na bandeja

impactada da seguinte forma:



O herbicida foi diluido em 100ml de agua destilada esterilizada. A agua
esterilizada evitaria a presenca de outros microrganismos que néo fossem aqueles
nativos da amostra coletada;

Em seguida, a mistura foi colocada em um pulverizador manual para ser
distribuida de forma uniforme por toda a amostra de solo a ser impactada;

Ao término do processo de pulverizagcédo, o solo foi totalmente revolvido para

uma homogeneizac¢do do herbicida com o solo.

As bandejas, Controle e Impactada, foram acondicionadas em uma casa
incubadora, semelhante as casas de vegetacdo, construida para atender as
necessidades de tamanho e espaco para o depdsito e repouso das amostras

(figuras 7 e 8) e foi instalada ao ar livre no Departamento de Engenharia Quimica

(DEQ).

AT R i P S W AL

Figura 7: Casa Incubadora instalada no patio do DEQ



Figura 8: Bandejas depositadas no interior da casa incubadora

Durante todo o periodo em que aconteceram oS experimentos a temperatura a
gue estas amostras de solo foram submetidas também foi monitorada. Foi
instalado um termdémetro no interior da casa incubadora. Foram levadas em
consideracédo observacdes sobre as variagbes sazonais do ano, por exemplo, os

periodos de seca (verdo) e chuvas (inverno).



4.2.3. Andlise Microbiolégica do Solo
4.2.3.1 Isolamento dos microrganismos

O isolamento e a enumeracdo das bactérias mesofilicas e dos fungos
filamentosos das amostras de solo obedeceram a seguinte metodologia (Figura 9)
(ICMSF, 2000):

A) Retirou-se 10g de amostra de solo de cada uma das Bandejas Controle (BC)
e Impactada (Bl). Esta amostra foi adicionada a um frasco de Erlenmeyer
com capacidade de 250mL, contendo 90ml de solucdo salina a 0,85%, o
qual foi submetido a agitacdo de 200rpm por um periodo de 30 minutos;

B) Ap6s agitacdo, foram realizadas diluicdes seriadas de 10" a 10 ™*°;

C) Aliguotas de 1mL foram transportadas em duplicatas para placas de Petri
estéreis e em seguida foram adicionados 20mL de meio PCA para
enumeracao de bactérias e meio BDA acidificado pelo acido latico (ROQUE
& MELO, 2000) para contagem de fungos filamentosos;

D) As placas foram incubadas 34°C por 48 horas, para observacdo do
crescimento das bactérias, e por 5 dias para o crescimento dos fungos
filamentosos;

E) ApOs o periodo de incubacdo, foram realizadas as enumeracdes das
Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) e isolados os diferentes grupos
microbianos, semeando-os em meio agar nutritivo e BDA para bactérias e

fungos respectivamente.

O trabalho apresenta quatro concentracdes do herbicida Metribuzin, logo foram
realizados quatro experimentos diferentes, ou seja, um experimento para cada

concentracao. Cada experimento teve a duracao de quatro semanas.



Diluicao seriada em agua destilade

_ 10’ 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Solucao Salina (90mL)
+

Amostra de Solo (109)

Plagueamento
(1 mL)

Meio PCA Meio BDA

Incubacéo

34°C / 48h 34°C / 5dias

Crescimento das UFC/mL

Hogura9: Esguenmaparaoisdareto e eaunreracéo des bedéias nesdilices
efugosfilaretosss.



Uma contagem da populacdo microbiana no momento da coleta das amostras
de solo foi realizada antes da impactacao do solo pelo Metribuzin, esta contagem
foi denominada Tempo Zero (Ty). O periodo de incubacéo para determinar as UFC
foi 0 mesmo descrito anteriormente (item D). O objetivo desta contagem inicial ou
zero foi o de observar a populacdo microbiana existente na amostra no momento

da coleta, ou seja, antes da impactacao.

Os processos de inoculacdo do herbicida, incubacdo das amostras de solo
Impactadas e enumeracgao das populagdes microbianas aconteceram para as BC e
Bl em todas as etapas que estdo descritas abaixo para fins comparativos do

trabalho. As enumeracdes seguiram a seguinte metodologia:

A) Inicialmente, a enumeracdo das UFC das bactérias e fungos das BC e Bl 24

horas ap0s a impactacdo da amostra de solo e foi denominada Toy;

B) O mesmo procedimento de contagem das UFC descrito no item anterior foi
realizado nas BC e Bl 48 e 72 horas ap0s a impactacdo da amostra de solo

denominados Ty € T7;

C) Contagem das UFC das bactérias e fungos das BC e Bl apos a 12 semana, ou

T,s de permanéncia do herbicida na amostra de solo;

D) O procedimento descrito no item anterior foi repetido nas trés semanas
seguintes para que as contagens das UFC dos experimentos da 22, 32 e 42

semanas ou T,s, Tas ,Tss fossem realizadas.



Figura 10a: Crescimento das col6nias Figura 10b: Crescimento das

de bactérias em meio PCA. colonias de fungos em meio BDA

A reumidificagdo das amostras de solo foi realizada quando era observada a
diminuicdo da umidade das amostras de solo nas BC e BI. Esta etapa foi realizada
manualmente com agua destilada esterilizada e revolvimento da terra das
bandejas. A diminuicdo da umidade no ambiente externo pode acarretar o aumento
da concentracdo de solutos intracelulares e, com o solo muito seco pode provocar

o rompimento e morte das células microbianas (KIEFT, 1987).
4.2.3.2 Enumeracgéo dos Microrganismos

Apdbs os periodos determinados para a incubacao das placas, 48horas para as
bactérias e 5 dias para os fungos (figuras 10a e 10b), foram realizadas as
enumeracfes das coldnias de bactérias e de fungos através do uso do contador

eletrénico de colénias (ICMSF, 2000).

Seguindo o critério para contagem das colbnias utilizado por Moreira (2002),
foram consideradas para contagens das UFC as placas que apresentassem

contagens entre 30 e 300 colonias bacterianas e 10 a 100 coldnias de fungos.



4.2.3.3 Isolamento de Bactérias e Fungos

Os isolamentos de bactérias mesofilicas aerdbias foram realizados em tubos
contendo meio de cultura AN para obtencdo de culturas puras. A partir desses
tubos foram realizados coloracbes de Gram e Ziehl-Nielsen para observacgoes

microscopicas.

As colbnias de fungos foram isoladas em meio de cultura BDA acidificado e
enviadas para o Departamento de Micologia da Universidade Federal de

Pernambuco para identificacao.

4.2.3.4. Observacdes Macroscopicas das Coldnias Bacterianas e Fungicas

Foram realizadas observacfes macroscopicas das colénias quanto a suas
caracteristicas de tamanho, forma, cor de verso e reverso, presengca ou auséncia

de brilho e pigmentacéao soluvel.

4.2.3.5. Observacdes Microscoépicas das Coldnias Bacterianas Isoladas

Para a realizacdo das observacfes “in vitro” das culturas puras foram utilizadas

coloracdes diferenciais de Gram, para classificar as bactérias Gram Positivas e



Gram Negativas. Uma coloracdo especial foi utilizada para a visualizacdo e

identificacdo de bactérias esporuladas.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Comportamento das Bactérias e Fungos em solo Virgem e Impactado

A persisténcia do herbicida no solo é resultado de processos de
transformacédo (degradacdo da molécula, formacdo de metabdlitos) e remocéo
(volatizacdo, escorrimento superficial), enquanto sua intensidade é fortemente
influenciada por condicbes ambientais como temperatura, umidade, atividade
microbiana e pela tecnologia de aplicacdo (método usado, dose aplicada,
formulacdo) (PERNIN-GARNIER, 1995).

Os microrganismos do solo tém sua populacéo e atividades alteradas pela
presenca de herbicidas, que poderdo ser utilizados pelos microrganismos devido
ao aumento da fonte de carbono e outros nutrientes o que favorece o crescimento
microbiano (ARAUJO, 2002).

Os resultados para enumeracdo de contagens de bactérias e fungos
filamentosos do Grupo Controle (GC) estdo na tabela 4. A tabela mostra que o solo
sem impactacao pelo herbicida, em todos os periodos do experimento, apresenta
uma diminuicdo gradual da populacdo de bactérias e fungos que poderia ser
devido a diversos fatores como, por exemplo, a falta de nutrientes do solo,

temperatura, entre outros.



Tabela 4 — Quantificacdo de bactérias e fungos na amostra de solo néo
impactado, GC (UFC/mL)

Microrganismos To Toa Tus T+, 22 S 32S 43S

do GC

Fungos
Exp.1 300 435 365 310 285 170 60
Exp.2 370 360 310 340 210 260 240
Exp.3 830 980 735 410 535 355 202
Exp.4 450 365 315 245 192 85 61

Bactérias

Exp.1 20200 21600 16800 9700 12000 7350 2730
Exp.2 22300 20000 18500 17500 17700 19000 19600
Exp.3 16250 25100 16600 14500 23900 16500 12600
Exp.4 35000 48200 37500 28850 21500 21800 17450

A visualizacdo dos resultados da tabela 4 estdo melhor visualizados nos
Graficos 1 e 2. Analisando estes resultados pode-se observar que o Experimento 3

apresenta uma quantidade de fungos maior que 0os demais experimentos.

Segundo Anderson, 1984 a atividade microbiana, geralmente, é maior
quando é acrescentado material vegetal ao solo do que quando se adicionam

apenas nutrientes.

Tal fato foi evidenciado no momento da coleta do solo para o experimento 3,
pois este encontrava-se Uumido e recoberto por folhagens o que poderia ter
influenciado a quantidade de microrganismos na amostra. O mesmo observa-se no

Experimento 3 para a populacdo de bactérias.
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A tabela 5 apresenta os resultados das contagens das bactérias e fungos de
solo impactado pelo metribuzin, o Grupo Impactado (Gl). De maneira geral, em
todos os experimentos verifica-se um aumento na quantificacdo das bactérias
mesofilicas aerdbias. Os fungos filamentosos apresentaram um quadro inverso
aquele apresentado pelas bactérias, apresentando uma diminuicdo desse grupo de

microrganismos apos o uso do herbicida.

Tabela 5 — Quantificacdo de bactérias e fungos na amostra de solo impactado, Gl,
pelo herbicida metribuzin (UFC/mI)

Microrganismos  Tosn T 4sn T7on 28 S 32S 43S

do Gl
Fungos
Exp.1 - 40pl 130 235 140 130 110 35
Exp.2 - 80pl 120 160 140 170 120 80
Exp.3 - 160pl 335 370 300 325 181 94
Exp.4 - 1000ul 685 465 355 270 195 173
Bactérias
Exp.1 - 40pl 10100 18000 20050 22200 11800 1540
Exp.2 - 80pl 10700 14500 16800 23200 25200 13900
Exp.3 - 160pl 9100 21100 22300 24600 21800 16780

Exp.4 - 1000yl 64000 76000 64500 58750 45580 42600

A visualizacdo da tabela 5 estdo melhores visualizados nos Graficos 3 e 4.
Os resultados demonstram um aumento da populagcédo dos fungos e das bactérias,
a medida que a concentracéo do herbicida metribuzin € modificada. Indicando que,
possivelmente de alguma forma que estes microrganismos utilizam algum dos

componentes do herbicida em seu metabolismo.
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Os dados receberam um tratamento estatistico onde os mesmos foram
avaliados pelo teste t para observacdes dependentes, estabelecendo o nivel de
significancia de 5%, utilizando-se o programa “Statistics for Windows” , verséao 6.0,
no qual foi aplicada a fung&o logaritmica neperiano (In) aos dados para obter uma

variancia constante e uma distribuigcdo normal.

Analisando as tabelas 6, 7 e 8 observa-se que ha uma variacdo significante na
contagem de células para as 24 horas iniciais, mostrando claramente uma situacao
de adaptacédo pelas espécies presentes no meio. Quanto as demais amostra (48,
72, 23S, 32S e 43S) verifica-se um comportamento variavel, no entanto, ha
espécies que sobreviveram enquanto outras morreram, no meio impactado houve
crescimento superior ao numero de bactérias, porém ndo em quantidade de

espécies, indicando que as sobreviventes adaptaram-se as condi¢cfes adversas.

Tabela 6: Quantificacdo de bactérias em amostras de solo ndo impactado e
impactado pelo herbicida metribuzin (UFC/mL) na concentracao de 40pl.

Tempo Amostras de solo nao Amostras de solo

impactado impactado

24 horas 10,0 £1,0° 9,2 #1,1°
48 horas 9,7 +1,0% 9,8 +1,2¢
72 horas 9,2 #1,0° 9,9 £1,2°
22 Semana 9,4 #1,0° 10,1 1,12
32 Semana 8,9 +1,8° 9,4 +1,2°
42 Semana 7,9 41,32 7,3+1,2°

Medidas na horizontal seguida de letras iguais n&o diferem significativamente ao
nivel de 5%.



Tabela 7: Quantificacdo de bactérias em amostras de solo ndo impactado e
impactado pelo herbicida metribuzin (UFC/mL) na concentracao de 80ul.

Tempo Amostras de solo nao Amostras de solo
impactado impactado
24 horas 10,2 + 1,22 9,3+1,3
48 horas 9,8+1,22 9,1+1,3
72 horas 9,6 +1,0° 9,7+1,22
22 Semana 9,8+1,22 9,9+1,32
32 Semana 9,6 +1,32 10,1 +1,22
42 Semana 9,4 +1,42 9,9+1,22

Medidas na horizontal seguida de letras iguais néo diferem significativamente ao

nivel de 5%.

Tabela 8: Quantificacdo de bactérias em amostras de solo ndo impactado e
impactado pelo herbicida metribuzin (UFC/mL) na concentragéao de 160pl.

Tempo Amostras de solo nao Amostras de solo

impactado impactado

24 horas 10,1 +1,2* 9,1+1,3°
48 horas 9,7 +1,2° 9,9 +1,3°
72 horas 9,6 £1,0° 10,0+1,2%
23 Semana 10,1 +1,3% 10,1 +1,3%
32 Semana 9,6+1,4% 10,0 +1,2%
42 Semana 9,4 +1,4° 9,7 +1,22

Medidas na horizontal seguida de letras iguais néo diferem significativamente ao

nivel de 5%.



Tabela 9: Quantificacdo de bactérias em amostras de solo ndo impactado e
impactado pelo herbicida metribuzin (UFC/ml) na concentracdo de 1000pl.

Tempo Amostras de solo nao Amostras de solo

impactado impactado

24 horas 10,8 +1,0° 11,1 1,18
48 horas 10,5 +1,0° 11,2 1,22
72 horas 10,3 +1,0° 11,1+1,22
22 Semana 10,0 +1,0° 11,0 +1,1°
32 Semana 10,0+1,8% 10,7 +1,2%
42 Semana 9,8 +1,3° 10,6 +1,2°

Medidas na horizontal seguida de letras iguais néo diferem significativamente ao
nivel de 5%.

A atividade microbiana reconhecida por alguns autores como um dos fatores
mais importantes na eliminacdo de produtos quimicos no meio ambiente. A funcéo
dos microrganismos na transformacéo de xenobidticos vem, ha tempo, sendo
demonstrada em trabalhos de laboratorio, comparando-se as proporgées de
degradacao entre amostras de solos ativas e esterilizadas (LICHTENSTEIN &
SCHULTZ, 1964).

Segundo Bollag & Liu, 1990 e Rao et al., 1993 uma vez exposta as
comunidades microbianas do solo, as moléculas de outros herbicidas estariam

sujeitas a cinco possibilidades de transformacéo ou inativacao:

a) Biodegradacdo em que a molécula poderia servir como substrato de

crescimento e energia;



b) Cometabolismo, em que o herbicida € transformado por reacbes
metabdlicas, mas nao serviria como fonte de energia aos microorganismaos;
c) Polimerizacdo ou conjugacdo, em que a molécula, ou seu intermediario,
seria conjugado com outros compostos presentes naturalmente no solo;

d) Acumulagdo, em que a molécula seria incorporada e acumulada dentro do
organismo;

e) Efeitos secundarios da atividade microbiana, em que o herbicida é
transformado, por causa de mudancas no pH, reacdes de redox e produtos

reativos, entre outros, proporcionado pelos microrganismos.

Alguns microrganismos tém demonstrado habilidade de biodegradar parcial
ou totalmente a molécula, levando a formacao de NH; e CO,. Diversos autores tém
apresentado em seus trabalhos, fungos (Aspergillus fumigatus e Rhizopus
stolonifer) e bactérias (do género: Rhodococcus, Nocardia, Bacillus e
Pseudomonas) que trabalhando em consorcio podem degradar parcialmente a
molécula de atrazina (BEHKI & KHAN, 1986; BEHKI, 1993; LEVANON, 1993;
RASODEVICH, 1995).

Como uma perspectiva futura, resta o estudo do tipo de degradacao (acima
citadas) a qual o Metribuzin é exposto. Estudos realizados por outros autores
indicam qual o tipo de degradacdo estdo sujeitos determinados grupos de

herbicidas como, por exemplo:

a) Degradacao da ametrina (Costa, 1992);

b) Biodegradacao da atrazina (Ueta et al., 2003);

c) Degradacdo do herbicida &cido diclorofenéxiacético (2,4-d) (Campos et
al., 2004)



5.2. Analises Microscopicas

As observacGes das caracteristicas microscopicas das linhagens de
bactérias dos GC e Gl foram realizadas utilizando observacdes “in vivo” e “in vitro”.
Os resultados revelaram que cerca de 82% das bactérias, isoladas do solo
controle eram do tipo Gram positivas e 18% eram Gram negativas, enquanto que

no solo impactado 92% eram bactérias Gram positivas e 8% eram Gram negativas.

Quanto a motilidade das bactérias isoladas nas amostras de solo dos GC e

Gl, cerca de 72% foram moveis e 28% imoveis.

A tabela 10 apresenta alguns dos fungos filamentosos que foram isolados,
em meio BDA, de ambos os grupos, ou seja, tanto do GC e Gl, os quais foram
enviados ao Departamento de Micologia da UFPE para a classificagéo taxondmica.

Tabela 10: Classificagdo taxon6mica dos fungos filamentosos isolados das
amostras dos GC e Gl

Classificacdo Taxondmica

Aspergillus flavus Mucor hiemolis variacdo luteus
Aspergillus niveus Penicilium restrictum
Aspergillus tamarii Penicillium corylophilum

Eupenicillium sp Penicillium expansum
Fusarium Penicillium globrum
Fusarium oxysporum Penicillium pinophilum
Fusarium oxysporum variacao Penicillium purpurogenum
redolens Phoma sp

Fusarium solani Gliocladium sp




6. CONCLUSOES

Diante a apresentacdo e andlise dos resultados, pode-se chegar as

seguintes conclusdes:

» Os resultados demonstraram que a microbiota do solo, quando impactado
pelo herbicida metribuzin, aumentou a quantidade de bactérias Gram

positivas mesofilicas aerdbicas da amostra de solo;

= A quantidade de fungos filamentosos e bactérias Gram negativas diminuiram
em relacdo ao outro grupo controle de estudo, indicando uma possivel acédo

inibidora deste herbicida para este grupo de microrganismos;

= A andlise estatistica comprovou que houve o crescimento de bactérias
aerObias na presenca do herbicida metribuzin, indicando uma possivel

assimilacéo deste composto;

» Os resultados demonstraram que o Metribuzin ndo causou danos

consideraveis a populacdo de bactérias mesofilicas do solo analisado;

= Qutros estudos ainda sdo necessarios para analisar outros possiveis
mecanismos de acdo do metribuzin sobre 0s microrganismos existentes na

natureza.
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