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ESTUDO CALORIMETRICO COMPARATIVO DO EFEITO DA APLICACAO
DE HERBICIDAS NA ATIVIDADE MICROBIANA EM DIFERENTES SOLOS.

Sabe-se que na agricultura a qualidade de um solo € dependente do tipo de
manejo. No presente trabalho foi aplicada a microcalorimetria isotérmica para se
investigar a influéncia do herbicida atrazina na atividade microbiana de um solo
envelhecido de mata nativa, mantido a aproximadamente 4 °C, durante trés anos. Além
da utilizacdo da microcalorimetria isotérmica, foram realizadas as anélises de DSC e TG
com a finalidade de se avaliar a quantidade de matéria orginica presente no solo
estudado, cujo valor quantificado foi de (3,5 + 0,2)% g/g. Também foi realizado o
calculo da humidade do solo e as andlises elementares [CHN e EDS (Energy Dispersive
X-Ray Detector) acoplado ao MEV (Microscoépio Eletronico de Varredura)]. As amostras
de solo utilizadas na andlise microcalorimétrica foram previamente incubadas com
acetonitrila e com solugdes de atrazina em acetonitrila nas concentracdes de 1000 e 2000
ppm, durante aproximadamente 48 horas. Em seguida, foi descoberto com o emprego da
microcalorimetria isotérmica que a acetonitrila ainda permanecia no solo apds o periodo
de incubacio, além do fato de que o efeito da atrazina sobre os microrganismos do solo
ndo era detectdvel, uma vez que os valores para o calor gerado durante a incubagdo com
aquele solvente e com as solucdes de atrazina em acetonitrila nas concentragdes de 1000
e 2000 ppm, respectivamente, eram iguais a: (-12,8 £ 0,8), (-12,9 £0,9) e (-13,5 £ 0,6)
J, enquanto que os valores da constante do crescimento microbiano eram iguais a:
(5,9 £ 1,4), (6,8 £ 1,6) e 6,37 min!. A andlise microbioldgica também indicou que a
atrazina nado estaria influenciando os microrganismos, diferentemente do caso da
acetonitrila, a qual foi responsdvel por uma reducdo nas quantidades dos
microrganismos. No presente trabalho também foi investigada a influéncia do herbicida
nicosulfuron sobre as atividades microbianas nos solos de mata nativa ou floresta e de
cultivos do milho e do café. Foram empregadas as mesmas técnicas analiticas como no
caso da atrazina, sendo que para se estudar o nicosulfuron foram investigadas as

seguintes condi¢des de incubacdo (durante 48 h) para cada tipo de solo: aplicacdo de
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acetonitrila, aplicacio de uma solucdo de nicosulfuron em acetonitrila com uma
concentracdo igual a 64 ppm e aplicacdo de uma solu¢do com a mesma natureza, mas
com uma concentragao igual a 120 ppm. Os resultados indicaram que o solo de floresta
era o mais rico em termos de matéria organica (4,0 = 0,1)%, enquanto que o solo de
cultivo do café era o mais rico em termos de humidade (21 %). Preliminarmente, as
analises térmicas realizadas com o auxilio da microcalorimetria isotérmica indicaram
que a acetonitrila foi novamente a espécie mais biodegradada, ao passo que nos casos
das condi¢des em que havia adi¢cdo de dgua ao invés da solucdo de glicose pode ser
concluido que o solo cultivado com café foi aquele que mais sofreu influéncia do
nicosulfuron do que nos casos dos outros solos, uma vez que para o valor de
concentracdo mais elevado, i.e., 120 ppm, o valor da energia dissipada (calor; Q) foi
estatisticamente superior (-6,6+0,3)J do que no caso da solu¢do da mesma natureza com
concentragdo igual a 64 ppm (-4,8+0,9)J. Para os solos de floresta ou mata nativa e de
cultivo do milho o nicosulfuron nao exerceu influéncia detectivel. As andlises
microbioldgicas para os solos de cultivo do café e do milho ndo indicam que ocorram
diferencas estatisticamente significativas para algumas das condi¢Oes estudadas, de tal
maneira que para o estudo com o nicosulfuron podemos concluir que a
microcalorimetria isotérmica se mostra uma técnica promissora que pode permitir

estudos com xenobidticos como os pesticidas.
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CALORIMETRIC STUDY OF THE COMPARATIVE EFFECT OF
HERBICIDES ON THE MIROBIAL ACTIVITY IN DIFFERENT SOILS.

It 1s known in agriculture that soil quality does dependent on the kind of soil
management. In the present work was applied the isothermal microcalorimetry to
investigate the influence of the herbicide atrazine on the microbial activity of a forest
soil that was aged (resting along 3 years under about 4°C). Besides the application of
isothermal microcalorimetry it were performed the DSC and TG analyses with the
purpose to evaluated the amount of organic matter present in the soil whose value was
equal to (3.5+£0.2) % to the studied soil. It were also performed the calculation of
humidity in the soil and the elemental analyses [CHN and EDS (Energy Dispersive X-
Ray Detector) coupled to SEM (Scanning Electron Microscopy)]. The soil samples used
for the microcalorimetric analysis were previously incubated with acetonitrile and
atrazine solutions in acetonitrile (1000 ppm and 2000 ppm), during approximately 48
hours. Afterwards, with the aid of the Isothermal Microcalorimetry it was discovered
that actually the acetonitrile was remaining in the soil, even after the incubation period
and that the effect of atrazine on the soil microorganisms was undetectable, once the
heat generated for the incubation with acetonitrile and with atrazine solutions in
acetonitrile of 1000 and 2000 ppm were equal respectively to: (-12.8 = 0.8);
(-12.9 £ 0.9) and (-13.5 = 0.6) J, whilst that the values of the microbial growth constant
were equal to: (5.9+1.4); (6.8+1.6) and 6.37 min"'. The microbiological analysis also
indicated that the atrazine was not influencing the microorganisms, differently for the
case of acetonitrile that was responsible for a decrease on the amounts of them. It was
also investigated in that work the influence of the herbicide nicosulfuron on the
microbial activities of soils under forest, and under maize and coffe tree crops. The same
kind of analyses were performed as for the case of atrazine, but the investigations
occured after a previous period of incubation along 48 h, and the conditions evaluated
were: application of acetonitrile, application of nicosulfuron solution in acetonitrile with
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concentration equal to 64 ppm and application of a solution with the same nature but
with concentration equal to 120 ppm. The results indicated that the forest soil was the
richest one in terms of organic matter (4.0 = 0.1) % , whilst the soil that lies under a
coffe tree crop was the richest one in terms of humidity (21 % ). The thermal analyses
with the aid of the Isothermal Microcalorimetry indicated preliminary that again
acetonitrile was biodegradated mostly. However, for the soil tilled under coffe tree crop,
considering the same conditions discussed previously for nicosulfuron but with the
addition of deionized water after 48 h, the microbial activity was more stimulated by the
nicosulfuron than respect to the other conditions, once with the solution of nicosulfuron
with the highest concentration, 1. e., 120 ppm, the value for the heat dissipated (Q) was
statistically higher (-6.6+0.3) than for the concentration equal to 64 ppm (- 4.8 £ 0.9),
while that in the forest soil and for the soil tilled with maize crop its influence was
undetectable. The microbiological analysis for the forest soil and for the soil under
maize crop shown that there are no differences that are statistically significant for some
conditions studied, in such a way that for the study with nicosulfuron we can conclude
that the Isothermal Microcalorimetry shows itself a promising technique that can allow

studies with xenobiotics as the pesticides.
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1. Introducao

“A nagdo que destroi seu solo destroi a si mesma”

Franklin D. Roosevelt (1882-1945)

1.1. A natureza do solo e de seus constituintes.

Quando se fala em solo, uma das ideias que pode surgir se relaciona a agricultura,
especialmente no Brasil, um pais altamente desenvolvido no agronegécio, o que
significa que o solo é capaz de afetar a economia de uma na¢do. Todavia, para uma
parcela da populagdo € possivel que o vocabulo solo esteja associado a sujeira como, por
exemplo, nos casos das frequentes queixas de acumulo de poeira nas casas. Um
engenheiro civil diria que o solo é imprescindivel no tocante as estabilidades de
estruturas como as fundagdes das constru¢des, enquanto que um gedlogo consideraria o
solo como um compartimento da Terra que estd relacionado com processos da
pedogénese, além de constituir um registro histérico da evolu¢do do planeta em que
vivemos.

Independentemente de qual seja o enfoque escolhido, deve-se reconhecer que o
solo € de suma importancia para a sociedade, pois direta e indiretamente ela é afetada
pela maneira com que essa regido da crosta terrestre € manipulada. Isso significa que o
solo € uma das partes mais importantes do ambiente natural, desempenhando
importantes papéis ambientais, sociais e econdmicos.!

O solo € o produto do intemperismo, ou seja, é o resultado de um conjunto de
modificacdes de ordem fisica (degradacdo) e quimica (decomposi¢do) que as rochas
sofrem ao aflorarem a superficie terrestre, que sdo dependentes do clima, relevo, fauna e
flora, rocha parental e do tempo de exposi¢do.? Como resultado dessas modificacdes,
surgem diferentes horizontes que sdo estabelecidos ao longo do perfil do solo

(pedoldgico), conforme mostra a figura 1.



Horizonte O Camada superficial de restos vegetais

Horizonte A Solo superficial, onde as gquantidades de
nutrientes, de matéria orginieca e 3 atividade
biologica, sd0 expressivas.

Horizonie B Apresenta geralmente coloracio clara,
menor fertilidade & menor atividade
biologica que o horizonte A, A textura
pode ser mais pesada que no horizonte A,

Horizonte C Material rochoso sofrendo intemperizacio,
a partir do qual o solo & formadoe.

Figura 1. Representacio esquemitica de um exemplo de perfil de solo.?

De fato, o solo apresenta quatro componentes principais: minerais, matéria
A o , 4 . .
organica, dgua e ar.” Assim, de seu volume total, aproximadamente metade corresponde
aos solidos e destes, 45% se relaciona aos minerais, 5% a matéria organica, enquanto
que a outra metade corresponde aos espagos dos poros, onde pode haver presenca de ar
e/ou dgua.*
Os organismos vivos constituem menos que 1% do volume total do solo, sendo

2. Ademais, os solos sdo

essenciais a produtividade das lavouras e a sua fertilidade
ambientes muito complexos em termos de microrganismos e de atributos espaciais,
podendo apresentar diferencas quanto as comunidades microbianas, devendo ser
destacado que essas diferencas constituem um reflexo da disponibilidade dos
nutrientes.*?

Assim como caso das vias de trifego de uma cidade, o solo apresenta uma
expressiva quantidade de canais microscopicos que sdo chamados de poros, os quais
permitem os fluxos de: dgua, ar e de nutrientes e, que se formam gracas a natureza

agregada do solo ou a presenca de fissuras, canais de raizes ou orificios criados por

vermes.®



Um agregado, elemento estrutural ou agregado natural é um sélido definido por
formas geométricas mais ou menos regulares, sendo o resultado da aglomeracdo dos
constituintes de granulagdes finas presentes no solo.’

Os macroagregados sdo formados gracas aos crescimentos das raizes e das hifas,
enquanto que os microagregados sdo formados e estabilizados nestes macroagregados
como resultado de diferentes processos, tais como: decomposi¢ao de residuos organicos,
deposicdo de subprodutos microbianos, reorientacdo de particulas de argila e interagdes
entre fons, 6xidos inorginicos, moléculas organicas e argilas.® Esses tipos de agregados
protegem fisicamente a matéria organica do solo, além de influenciarem na estrutura da
comunidade microbiana, limitarem a difusdo do oxigénio gasoso, regularem o fluxo
d’agua, determinarem a sor¢do/desor¢do de nutrientes e reduzirem o escoamento
superficial d’agua, afetando desse modo, a dinamica da matéria organica e a ciclagem
dos nutrientes.’

Os agregados podem ser classificados quanto ao seu didmetro médio, ¢@n, em
cinco grupos (<2 um; de 2 a 20 pum; de 20 a 250 um, de 250 ym a 2 mm; ¢ >2 mm). Os
de dimensdes menores que 250 pum sdo denominados de microagregados, enquanto que
aos maiores que 250 pm sdo denominados como macroagregados. Um agregado maior
pode ser formado ao custo dos menores devendo ser obedecida uma ordem hierdrquica
quanto ao tamanho.’

Além disso, para que ocorram as formagdes dos agregados maiores, tornam-se
importantes as presencas dos agentes cimentantes, os quais atuam como “colas naturais”
que permitem as jungdes de diferentes particulas dos solos. Tais agentes podem ser
diferentes, dependendo do grupo de agregado e, tal diferenca pode implicar em uma
maior forca de interagdo entre as particulas, assim como em uma maior ou menor
estabilidade dos agregados frente aos produtos metabolicos excretados pelos

microrganismos.
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Figura 2. Representacdo de um agregado e dos diferentes organismos envolvidos com
sua manutengo.’

Considerando-se o fato de que o solo pode acumular muito carbono e que os
microrganismos do solo (biomassa microbiana) sdo agentes de transformacdo da matéria
organica e dos nutrientes, também sendo responsdveis pela maioria dos processos-chave
que ocorrem nesses ambientes, pode-se compreender o fato de que tais formas de vida
sejam cruciais quanto a ciclagem de carbono na biosfera.'*

Em termos ecoldgicos, as comunidades dos organismos presentes nos solos
podem ser impactadas de diferentes maneiras, como nas seguintes situagdes: mudancgas
climaticas'* e também pela acdo antropogénica, como nos casos das contaminag¢des com

metais pesados prejudiciais aos microrganismos 617

, ou pelos pesticidas como os
herbicidas, que podem causar mudancgas nas populacdes microbianas ao influenciarem
suas atividades metabdlicas.

Todavia, ndo sdo somente os compostos sintetizados pelos seres humanos e os
fatores climdticos que podem afetar a microbiota do solo, pois as plantas por meio das
suas raizes podem também influencia-la. Tal situacdo pode ser ilustrada com a rizosfera,

7 . A . ’ 19 z o~
que € a zona do solo que sofre a influéncia das raizes'”, além de ser uma regido em que

se concentram as mais intensas atividades microbianas no solo?® e ser o local onde se

encontra a maior biodiversidade em nosso planeta. Consequentemente, poder-se-ia dizer
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que a rizosfera é provavelmente o habitat mais dindmico do planeta Terra.*!

O papel das raizes (Figura 3) comec¢a com a fixag¢do da plantula no solo e com a
absor¢cdo de 4gua. Neste caso, as raizes promovem a conducdo ao longo da planta de
nutrientes minerais, fons inorganicos, dgua, € etc, além de atuarem como depdsitos de
nutrientes.”> A colonizag¢do radicular por microrganismos € afetada por fatores bidticos
(p. ex., através dos exsudatos) e abidticos, tais como as dinamicas das populagdes
microbianas, as caracteristicas das plantas e os tipos dos solos.?

Quando as sementes germinam e originam as raizes, passa a ocorrer a liberacao de
material orginico vegetal (i.e., exsudatos), o que favorece o desenvolvimento de
populacdes microbianas ativas ao redor da raiz, cuja influéncia é conhecida como efeito
rizosférico.?*

(A) (B)

Regiio de
amadurecimento
Tubos crivades

amadurecidos

Regido de Epiderme

alongamento

Endoderme

Meristema

Figura 3. Representacdo esquematica da raiz de uma planta com suas diferentes partes.
22 (A) Corte longitudinal do eixo principal de uma raiz; (B) Corte transversal da raiz. As

raizes das plantas liberam exsudatos, os quais influenciam a microbiota dos solos.

Dentre os diferentes tipos de compostos organicos que podem ser liberados pelas
raizes ha os exsudatos!®?, que sdo compostos organicos que podem ser classificados

em: compostos de elevada massa molar e compostos de baixa massa molar (Figura
5



4).%6 Ademais, sabe-se que cerca de 5 a 21% do carbono fixado fotossinteticamente é
transferido a rizosfera através dos exsudatos radiculares, o que regula a comunidade
microbiana do solo, pois hd muita competicdo em relacdo aos outros sistemas
radiculares presentes®®. Dessa forma, tais exsudatos representam um tipo de mecanismo
adotado pelos vegetais com o intuito de se garantir a manutencao das vidas dos vegetais

em seus respectivos ambientes naturais.

Baixa massa molar

(Exsudatos das raizes

(aminodacidos, acidos
organicos, agicares, compostos

fendlicos e varios outros

metabdlitos secundarios)

Elevada massa molar

(mucilagem e proteinas)

Figura 4. Fluxograma representando a classificacdo quimica dos exsudatos radiculares.

Em termos funcionais, os exsudatos sdo capazes de atrair ou de repelir
quimicamente organismos, atuando desse modo como “mensageiros” quimicos ao longo
de uma estreita zona do solo imediata ao sistema radicular, o que permite a inicia¢do das
interacOes entre as raizes e os microrganismos existentes em tais ambientes.?

Por meio da exsudacdo de uma ampla variedade de compostos, as raizes podem
regular a comunidade microbiana do solo ao seu redor, favorecendo simbioses, alterando
os atributos quimicos e fisicos do solo, além de poderem inibir o crescimento de
espécies vegetais competidoras.”

Além disso, a liberacdo de material organico pelas raizes (rizodeposicao)

incrementa o crescimento microbiano e permite a orientacao quanto as estruturacoes das



comunidades microbianas na rizosfera, favorecendo a certas popula¢des microbianas, as
quais passam a formar biofilmes nas raizes.”’

Na rizosfera, as bactérias sao encontradas em colonias e na forma de cadeias
constituidas por células individuais, podendo ocupar de 4 a 10% da area radicular,
resultando em uma competi¢do intensa. Como consequéncia, sabe-se que a densidade
bacteriana na rizosfera é enorme, podendo chegar a 10° bactérias por grama de solo
dessa regido.”

Entrementes, os fungos filamentosos e os actinomicetos sdao observados com
pouca frequéncia nessa regido, ao passo que 0s protozodrios sao relativamente
abundantes e estdo presentes ao longo de filmes aquosos em pelos radiculares, mais

precisamente sobre o tecido epidérmico.?®

1.2. Os pesticidas e os solos.

“Only within the t of time repr ted by the present century has one species -
- man -- acquired significant power to alter the nature of the world.”

— Rachel Carson, Silent Spring

Os pesticidas ou defensivos agricolas sdo agentes quimicos responsiveis pelo
aumento nos rendimentos das lavouras, mas que também podem causar impactos
ambientais®, pois constituem contaminantes impares nos ambientes, sendo normalmente
sintetizados para serem téxicos de alguma forma.* Idealmente, um pesticida deve ser
toxico somente ao organismo-alvo, ser biodegraddvel e deve originar residuos que nao
afetam outras estruturas além de seus alvos.>!

Essas substancias podem ser classificadas com base em diferentes critérios. Se o
critério a se considerar for o organismo-alvo, por exemplo, os defensivos podem ser
classificados como: inseticidas, fungicidas, etc. No entanto, se o critério for o tipo da

estrutura quimica, eles podem ser classificados de acordo com a fun¢do quimica e em
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contrapartida, recebem denominag¢des, tais como: organofosforados, carbamatos,
alifaticos, etc. Por fim, os pesticidas podem ser classificados com base no tipo de
formulacdo (liquidos, s6lidos ou gasosos).*

Em termos historicos, os empregos dos pesticidas ndo € recente, pois nas €pocas
dos Sumérios, dos Gregos e dos Romanos ja eram empregados substancias, tais como:
enxofre, mercurio, arsénico, cobre e extratos vegetais, com o intuito de se combater
pestes.

Dentre os pesticidas mais recentes, os organoclorados (p.ex., o DDT*) foram
empregados com sucesso para o controle de doencgas como a maléria e o tifo, sendo
banidos nos anos de 1960 na maioria dos paises desenvolvidos. Entdo, surgiram outros
defensivos como os organofosforados, nos anos de 1960, enquanto que os carbamatos
passaram a ser utilizados nos anos 1970, os piretréides nos anos 1980 e tempos depois,
os herbicidas e os fungicidas foram introduzidos entre os anos 1970 e 1980.%*

A industria dos defensivos agricolas € muito lucrativa e sabe-se que seu mercado
foi avaliado em US$ 30 bilhdes em 1995 ¢ em aproximadamente US$ 35 bilhdes, no
ano seguinte. Esse mercado estd em franca expansao, principalmente considerando-se o
fato de que a populacdo mundial é expressiva, contabilizando atualmente cerca de
6 bilhdes de pessoas, havendo projecio de que seja de 9 bilhdes nos préximos anos.*

A Europa € atualmente a maior consumidora de pesticidas no mundo, seguida pela
Asia. Todavia, em termos de producao, a China, os Estados Unidos, Francga, Brasil e o
Japdo sdo os maiores produtores, consumidores ou negociantes de pesticidas.’’

Enquanto o emprego mundial dos pesticidas vem aumentando, também vém
aumentando as evidéncias quanto aos seus efeitos adversos na natureza,’® pois esses
produtos sdo toxicos e tornam-se particularmente perigosos quando empregados de
maneira inapropriada.®

Atualmente, estima-se que entre 500 mil e 2,9 milhdes de pessoas no mundo siao
envenenadas anualmente pelos pesticidas, com uma taxa de  mortalidade  igual a

aproximadamente 1%.** H4 também estudos indicando que as exposicdes a esses
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compostos quimicos estdo associadas a problemas de saude, como: problemas
respiratorios, problemas de memorizacdo, problemas dermatolégicos, tumores,
depressdo, problemas neurodegenerativos como o “mal de Parkinson”, abortos
espontaneos e “efeitos teratogénicos”. 4142

Em termos dissipativos, os pesticidas podem ser considerados como poluentes
organicos persistentes e recalcitrantes (i.e., de degradacao dificil), podendo contaminar:
solos, sedimentos e 4guas subterrdneas, como ocorre com o0s pesticidas aromaticos
clorados, aromdticos polinucleares, heterociclicos e os nitroaromdticos.* Sabe-se
também que os pesticidas podem estar presentes ou geram residuos em alimentos, no
ambiente e em tecidos vivos, podendo se deslocar de diversas formas a partir das dreas

agricolas, logrando atingir outras regides, inclusive em diferentes continentes

(Figura 5).4
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1.2.1. Os herbicidas e a atrazina.

Durante os desenvolvimentos das lavouras, as ervas daninhas devem ser
controladas de forma que nio possam afetar de modo adverso os rendimentos e as
qualidades das culturas cultivadas.* Para que isso ocorra, pode-se empregar oS
herbicidas, que agem ao nivel dos sitios metabdlicos e de transferéncia de energia nas
células vegetais.*® Ndo obstante, dentre os efeitos indesejdveis dos empregos dos
herbicidas pode-se mencionar o desenvolvimento de resisténcia das ervas daninhas,
gracas ao emprego repetitivo desses compostos.*’

Os paises mais desenvolvidos tendem a empregar mais herbicidas, ao contréirio
dos paises em desenvolvimento, os quais empregam mais inseticidas (Figura 6).* Em
2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e assumiu o posto de maior mercado
mundial de agrotoxicos. Na safra que envolveu o segundo semestre de 2010 e o primeiro
semestre de 2011, o mercado nacional de vendas de agrotoxicos movimentou 936 mil

toneladas de produtos, dos quais os herbicidas representaram 45%.*

Resto do mundo
20%

América do Norte

35%

Japio e
Australia
15%
Europa
30%

Figura 6. Utilizacdo de herbicidas em funcdo da drea geografica.*®

Além da aplicacdo direta na lavoura, os herbicidas também podem ser
empregados em: acostamentos de rodovias, jardins, areas industriais, 4reas de
conservacao florestal, etc., com o intuito de se combater ervas daninhas e de se reduzir o
risco de incéndios>. No entanto, alguns herbicidas podem ser administrados em animais,

na forma de inje¢cdo ou combinados com a alimentagdo, sendo capazes de controlar

10



parasitas.’!

Um exemplo classico do emprego inadequado de herbicidas ocorreu com o
“agente laranja”, o qual foi utilizado como uma arma quimica de guerra, durante a
guerra do Vietna (1961-1971). Esse agente é um desfolhante que constitui uma mistura
dos ésteres n-butilicos dos herbicidas 2,4-D (4acido 2,4- diclorofenoxiacético) e o 2,4,5-T

(4cido 2,4,5 — triclorofenoxiacético).>?

Naquela época, essa mistura foi pulverizado em
quantidades muito maiores que as empregadas para se controlar ervas daninhas.>

Soube-se que esse produto corresponde a um fator de risco para o
desenvolvimento do cincer de prostata™®, além de ter sido descoberto que ele continha
dentre seus contaminantes uma dioxina conhecida como
2,3,7,8-tetraclorodibenzodioxina (TCDD), que pode causar sérios efeitos na satde
humana e que, segundo alguns estudiosos, resultou em um aumento na incidéncia de
anomalias congénitas.>

A maioria dos herbicidas aplicados nas lavouras é absorvida pelas plantas ou é

transformada (degradada) no solo.>® Todavia, alguns desses compostos vém ingressando

na biosfera na forma de compostos quimicos toxicos persistentes,’’ como metabélitos, e

58,59 60,61

estdo presentes em: dguas subterraneas, aguas superficiais ou acumulados em
: 62
peixes e algas.

Dentre os herbicidas conhecidos, a classe dos derivados triazinicos (Tabela 1) foi
investigada inicialmente em 1952, pela companhia J. R. Geigy S.A., em Basle, Suica,
tendo sido considerados como herbicidas potenciais®®. A maioria das triazinas é derivada
da s-triazina (Figura 7), um composto heterociclico que contém seis atomos, destacando-
se os de nitrogénio que se encontram arranjados simetricamente nas posigoes 1, 3 e 5,

podendo apresentar substituintes nas posi¢des: 2, 4 € 6.5

11



/\\\N

L/

N

Figura 7. Féormula estrutural da s-triazina

Tabela 1. Alguns derivados triazinicos conhecidos e seus nomes quimicos

substituintes, respectivos.®?

Nome comum
Ametrina
Atratona
Atrazina
Clorazina

Desmetrina
Ipazina
Prometona
Prometrina
Propazina
Simazina
Simetona
Simetrina
Terbutin
Trietazina

As triazinas constituem um grupo de herbicidas que é muito consumido no
mundo, especialmente nos Estados Unidos, onde a atrazina € o segundo herbicida mais
comercializado®, sendo que esse pafs é o que mais o consome®®. Além disso, deve-se
destacar que nessa nacdo aproximadamente 75% das lavouras de milho € tratada com
esse tipo de pesticida.®” Uma das razdes da grande utilizacdo das triazinas se refere a
flexibilidade quanto a sua aplicacdo, além da capacidade que apresenta de poder se

misturar com outros herbicidas, proporcionando um amplo espectro para o controle de

ervas daninhas.®®

R
N
)\/
R: N R

Nome Quimico
2 - (etilamino) - 4 - (isopropilamino) - 6 - (metiltio) - s - triazina
2 - (etilamino) - 4 - (isopropilamino) - 6 - metoxi - s - triazina
2 - cloro - 4 - (etilamino) - 6 - (isopropilamino) - s - triazina
2-cloro - 4,6 - bis (dietilamino) - s - triazina
2-(isopropilamino)-4-(metilamino)-6-(metiltio) - s - triazina
2-cloro-4-(dietilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina
2,4 - bis( isopropilamino)-6-metdxi-s-triazina
2,4 - bis (isopropilamino)-6-(metiltio)-s-triazina
2 - cloro - 4,6 - bis(isopropilamino) - s - triazina

2-cloro - 4,6 - bis (etilamino) - s - triazina

2 - bis (etilamino) - 6 - metdxi - s - triazina
2,4 - bis (etilamino) - 6 - (metiltio) - s - triazina
2-(terc-butilamino) - 4 - (etilamino) - 6 - (metiltio) - s -triazina
2 - cloro - 4 - (dietilamino) - 6 - (etilamino) - s - triazina
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- SCH,
-OCH,

-a
-a

- SCH,

-a

-OCH,
-SCH,

-a
-a

- OCH,
- SCH,
- SCH,

-a

Ry

- NH.iso-C3H;
- NH.iso-C;H;
- NH.iso-C3H,

-NH(GHs),

- NH.iso-CyH;
- NH.iso-CyH;
- NH.iso-C3H;
- NH.iso-CyH;
- NH.iso-C3H,

- NHC,Hs
- NHC,Hs
- NHC,Hs

- NH.terc-C4H,

-N(GHy),

Ry
- NHCH;

- NHCH;
-NCH;
-N(GH),

- NHCH;
-N(GH),

- NH.iso-CyH;
- NH.iso-CoH;
- NH.iso-C3H;
- NHC,H;

- NHC,H;

- NHC,H;

- NHC,H;

- NHC,H;



A aplicagdo extensiva das triazinas ao longo de muitos anos, aliada a sua
persisténcia, pode resultar na contamina¢do de solos e da dgua subterrinea.® Sabe-se
que a maior parte das triazinas é perdida no ambiente por meio da dgua superficial,
podendo se salientar que os eventos mais importantes dessa natureza ocorrem
aproximadamente duas semanas apds suas aplicagdes.”

Dentre os herbicidas triazinicos € bem conhecida a atrazina [2-cloro-4-
(etilamino)-6- (isopropilamino)-s-triazina] (Figura 8), cujo emprego anual no mundo ¢é
estimado em 111000 t’! e que € aplicada frequentemente em combina¢do com outros
herbicidas, sendo seletiva’ e efetiva’>.

Outrossim, ela pode ser empregada em pré e pds-emergéncia com o intuito de
controlar ervas daninhas anuais, perenes e as de folhas largas.”* No Brasil, a atrazina é
muito empregada em lavouras de cana-de-agicar e de milho, culturas que ocupam o
segundo e o terceiro lugar, respectivamente, na producdo nacional anual.”

Em termos de seus efeitos na saude do ser humano, sabe-se que a atrazina

também pode atuar como um disruptor enddcrino’’’8

, enquanto que em termos
ambientais, € digno de nota o fato de que nos Estados Unidos € o poluente mais
suscetivel de ser encontrar em lagos e corregos.”® Alguns dados interessantes sobre a

utilizagdo da atrazina nos Estados Unidos estdo indicados nas Figuras 9 e 10.

Cl

A

N~ N

A A

CH,CH,NH™ "N~ “NHCH(CH,),

Figura 8. Formula estrutural da atrazina.
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Figura 9 . Os 10 herbicidas mais empregados no cultivo do milho nos Estados Unidos

em 2005 em funcdo dos acres de terra tratados (% dos acres cultivados).®’

Milho 86.3 %

l Sorgo 9.2 %
Outros 1,4 %~ " Cana-de-acicar 3,1 %

Figura 10 . Utilizacdo média da atrazina por lavoura nos Estados Unidos no periodo de

2000 - 2002.97

A atrazina pode ser transportada aos coOrregos por meio do fluxo de 4gua
superficial que se desloca entre as particulas de argila e de matéria orgdnica e em
solugdo, principalmente quando ha precipitacdo pluviométrica forte sobre o local de
aplicagdo do herbicida’®”’, fato que motivou a Unido Européia a bani-la em 2004.78-80

Reforcando-se o que foi destacado anteriormente, em termos clinicos esse

herbicida € capaz de interferir no sistema enddcrino em seres humanos, ou seja, é capaz
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de influenciar nas atividades dos hormonios nestes organismos 38!

Especificamente nos Estados Unidos, a atrazina corresponde a um dos herbicidas
mais empregados, principalmente no controle de muitos tipos de ervas daninhas de folha
larga e de algumas gramineas” em lavouras de milho e sorgo®?, apresentando
seletividade além de poder ser empregada na pré- ou pés-emergéncia.®?

Em termos de propriedades, a atrazina € pouco volatil, apresentando meia-vida
sob condi¢des de neutralidade de aproximadamente 200 dias, mas que também pode
variar de 4 a 57 semanas dependendo de varios fatores ambientais, tais como: o pH do
meio, a umidade, a temperatura e a atividade microbiana.’* Ademais, ela apresenta uma
solubilidade em dgua de apenas 33 ppm (33 mg L), a temperatura de 20 °C.3*

O modo de agdo desse herbicida ocorre ao nivel dos cloroplastos, inibindo a
reacao de Hill e sua respectiva fosforilacdo nao-ciclica em certas ervas daninhas, sendo
que tal inibi¢do nio é eficiente com relacdo a fosforilagdo ciclica.’® Também se sabe que
esse composto atua no sitio Qp presente no polipeptidio D1 do fotosistema II*¢ o qual
estd relacionado com a reacdo de Hill.

A degradacdo microbiana constitui o principal mecanismo de dissipacdo da
atrazina no meio ambiente,?’ variando de acordo com o tipo de solo, com a microbiota e
com a disponibilidade de carbono e nitrogénio.®® Tal degradacido pode ocorrer por meio
de processos bidticos ou abidticos, sendo que nos casos daqueles podem ser destacados
os papéis desempenhado pelas plantas e os microrganismos.*

Sabe-se também que a biodegradacdo da atrazina no solo € dependente do espaco,
ocorrendo de modo mais lento ao longo das zonas subsuperficiais, resultando nas
formacdes de CO, e NH3.” Inicialmente considerava-se que a atrazina era degradada
lentamente e de maneira parcial, predominantemente devido as atuacdes das enzimas
monoxigenases P450 ndo especificas, as quais ndo suportam o crescimento microbiano.
N3ao obstante, os microrganismos evoluiram gradualmente como resultado da exposicao
repetitiva e passaram a ser capazes de mineraliza-la.”!

O catabolismo bacteriano da atrazina e dos compostos s-triazinicos ocorre via
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reagOes enzimaticas hidroliticas de deslocamentos de substituintes dos trés atomos de

carbono do heterociclo (Figura 11).%

A primeira etapa corresponde a desalquila¢do, em
que ha remocdo da cadeia etilica lateral, o que geralmente procede a remog¢ao do grupo
isopropila.”

Em termos mais especificos, certos microrganismos sao capazes de degradar a

atrazina por meio de reacdes de N-desalquilacdo®***

ou de desalogenacgdo, o que pode
levar ao desenvolvimento de comunidades microbianas que podem utilizar o nitrogénio
do anel triazinico.”** Assim, o metabolismo da atrazina pode envolver reag¢des de:

hidroxilacdo, desalquilacdo, clivagem do heterociclo e desalogenago.”®
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Figura 11 . Esquema geral do catabolismo microbiano relacionado com os compostos
s-triazinicos, o qual é constituido por rea¢des enzimadticas hidroliticas de deslocamento

dos substituintes dos trés 4dtomos do heterociclo.”?
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1.2.2. As sulfoniluréias e o nicosulfuron.

Um herbicida que vem sendo empregado hd pouco tempo € o nicosulfuron
[2-[(4,6-dimetoxipirimidina-2-ilcarbamoil-sulfanoil ]-N,N-dimetilnicotinamida], que
pertence ao grupo das sulfoniluréias®’ e que apresenta um largo espectro de atuagio
(Figura 12). Esse herbicida pode ser empregado para se controlar muitos tipos de
gramineas e ervas daninhas de folhas largas, em lavouras de uva, arroz, frutas citricas,
milho, batata e tomate®®, devendo ser destacado que sua utilizagdo principal ocorre em
lavouras de milho.”

No tocante a saide humana, estudos revelam que uma maior exposi¢do a algumas
sulfoniluréias estd associada a um aumento na mortalidade em individuos recentemente
tratados contra a diabetes mellitus do tipo 2, devendo ser salientado que as sulfoniluréias
sdo agentes quimicos que promovem a liberacao da insulina, o que resulta numa reducao

da hiperglicemia.'®

/H—CH,
CH;—O ﬁ Q=
8]
= B
T
] H O I
CH;—O

Figura 12. Foérmula estrutural do nicosulfuron [2-[(4,6-dimetéxipirimidina-2-
1lcarbamoil-sulfanoil ]-N,N-dimetilnicotinamida].

Do ponto de vista quimico, a molécula dessa substancia apresenta uma ligacao em
ponte do tipo piridila-sulfoniluréia, de modo que ela pertence ao grupo das
piridilasulfoniluréias substituidas, um grupo que também inclui a outros herbicidas, tais
como: rimsulfuron, flupirsulfuron-metila e o flazasulfuron.'°!

Os herbicidas do grupo das sulfoniluréias, como o nicosulfuron, constituem um
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grupo de herbicidas pds-emergentes, com uma baixa taxa de aplicagcdo, elevada
seletividade e baixa toxicidade a mamiferos, peixes e ao ser humano, ndo causando

102 e favorecendo a uma elevacdo da atividade

efeitos indesejaveis ao meio ambiente
bioquimica.!®

Apesar desses atributos positivos, o nicosulfuron apresenta forte capacidade de
sofrer transferéncia para dguas subterraneas, de forma que pode as contaminar.'® Assim,
o interesse ambiental relacionado ao emprego dos herbicidas do grupo das sulfoniluréias
estd relacionado com a possibilidade destas serem transportados ao longo do ambiente
até alcancar as camadas mais profundas do solo, particularmente em solos arenosos,
i.e., aqueles pobres em argila, alcancando inclusive o lencol fredtico.! Na Tabela 2
estdo indicadas algumas propriedades fisico-quimicas para o nicosulfuron.

Em termos de mecanismo de atuagdo, as sulfoniluréias inibem a enzima chamada
de sintase acetolactato ou sintase acetohidroxidcida, em vegetais sensiveis a este
herbicida, sendo que tal enzima € a primeira comum a biossintese dos aminoacidos

106.107.108 Além disso, todos os herbicidas do

ramificados: valina, leucina e a isoleucina.
o . : « e
grupo das sulfoniluréias apresentam um comportamento incomum de “slow-binding” ou
-~ " : . A
ligacdo-lenta” com a enzima, fato este que pode estar relacionado com a eficiéncia
desses herbicidas.!” Por fim, sabe-se que sob condi¢des que favorecam a persisténcia do
nicosulfuron, seus residuos podem afetar o crescimento de plantas suscetiveis por mais

que 1 ano ap6s a aplicag¢do, em razio de que seus derivados sdo muito téxicos.!°
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Tabela 2. Algumas propriedades fisico-quimica do nicolsulfuron'!! (Tabela modificada).

Parametro Valor(es) e condicoes Pureza / % Método Referéncias
Método da efusdo | Knudsen 1909
) 1.6 x 104 Pa a 25 °C Gasosa de USEPA 1982a
Pressdo de vapor desconhecida Knudsen. AMR 1263-88
(extrapolado com base Subdivisao D de
em medi¢des de 136,6 °C 0r1entg §0cs para
avaliagdes de
até 165,9 °C) pesticidas DA US
EPA, Série 63-9
Ponto de fusio, Ponto de fusdo: 183,3 +0,3 °C OECD 102 USEPA 1996°
temperatura de Temperatura de 97,9 OPPTS 830.7200 | DuPont-13183
decomposicao decomposicio:
(mudancas de cor) 180 —
190°C
OECD 109
Densidade Meétodo do USEPA 1996b
1,4222 g/cm® a 20°C 97,9 picndmetro DuPont-13183
OPPTS 830.7300
Todas em solucdes Subdivisao D de
tamponadas a 25°C* 92 orientacdes para USEPA 1982b
407 mg/Kg apH 5 (monoidratado) | avaliagdes de V9360.D
7,1 g/KgapH7 pesticidas DA US
46 g/KgapH9 EPA, Série 63-8
Solubilidade em Todas em solucdes
dgua tamponadas a 28°C**
370 mg/L apH 5 (4,6) Subdivisdo D de
390 mg/L apH 5 (5,1-5,6) 97,3 orientacdes para
9,0 g/LapH 7 (6,3) (monoidratado) avaliacOes de AMR-1333-88
15,0 g/LapH 7 (6,6) pesticidas DA US
18,0 g/LapH9 (7,2) EPA, Série 63-8
>250 g/LapH9 (9)

* O composto empregado no teste foi a forma monohidratada, enquanto que os resultados estdo representados com relagio
ao nicosulfuron. As densidades das solu¢des tampao do composto empregado no teste nos valores de pH 7 e 9 foram iguais
al,11e 1,05 gmL"', respectivamente. A densidade da solugio no pH 5 nio foi medida.

** O composto utilizado no teste foi o monohidratado, enquanto que os resutados sdo expressados em termos do
nicosulfuron. O valor inicial do pH do tampdo estd indicado, enquanto que o valor final do pH estd indicado entre

parénteses.

No tocante a degradacdo, alguns estudos sugerem que os herbicidas da classe das
sulfoniluréias podem ser degradados nos solos por meio dos processos de: fotdlise,
hidrdlise e degrada¢do microbiana.”” Em condi¢des de neutralidade e em pH maior que
sete, as sulfoniluréias deixam de ser degradadas através da principal rota que € a
hidrdlise.!!?

No solo, as sulfoniluréias, que sdo 4acidos fracos, permanecem fracamente
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sorvidas, sendo que essa sorcdo diminui com o aumento do pH, ja que a forma anidnica
predomina nessa condicdo, principalmente quando o pH > pK, (pK, = 4.3;
nicosulfuron).!!3

Os processos quimicos e bioldgicos de degradacao do nicosulfuron se combinam
nos solos, proporcionando um processo que culmina com uma meia-vida de 1 a 6
semanas no campo, dependendo do tipo de solo e da localizacdo do herbicida.!'* No
entanto, também h4 relato de que menos que 1,3% do nicosulfuron foi mineralizado
ap6s 41 dias de incubagdo, ao se empregar cinco tipos de solo, o que indicaria que a
biodegradacio nio é um processo ambiental importante no solo.!''

Na literatura também h4 relato de que a atividade bioquimica do nicosulfuron no
solo depende de sua taxa de aplicacdo e da duracao dessa atividade, podendo ser inibida
ou estimulada.''® Ademais, relata-se que diferentes tipos de sulfoniluréias podem
resultar numa significativa diminui¢do da comunidade microbiana do solo.'!”

As rotas gerais de degradacao/metabolicas para o nicosulfuron no solo, plantas e
animais sdo similares (Figura 13), ocorrendo inicialmente a clivagem hidrolitica da

ligacdo sulfoniluréia!!®!!

, reacoes de N-desmetilacdo, desidroxilacdo na posicdo 5 do
o . « 1, o 118 , ~ ~ . . =

anel pirimidinico''*, além de uma reacdo de contracdo/rearranjo, originando uma

estrutura fundida de muiltiplos anéis.!'®!'"® As hidrdlises desses herbicidas depende da

temperatura e do pH, sendo que a substincia na forma neutra sofre esses processos mais

rapidamente que as suas respectivas formas i0nicas.!?
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Figura 13. Rotas metabdlicas para o nicosulfuron.'!8

1.3. O cafeeiro (Coffea spp.) e sua rizosfera.

"A amizade é semelhante a um bom café; uma vez frio, ndo se

aquece sem perder bastante do primeiro sabor."

Immanuel Kant (1724-1804)

O café (Coffea spp.) tem uma grande importancia econdmica, sendo cultivado em
mais de 70 paises, além de corresponder a uma das “commodities” mais comercializadas
no mundo moderno, perdendo somente para o petréleo.'?!!*> No Brasil, é uma das
“commodities” mais importantes na atualidade, sendo que o estado do Parand ¢ um
importante produtor na federagdo.'”® A importancia dessa atividade agricola pode ser
compreendida observando-se que a cada dia sao consumidas 2,25 bilhdes de xicaras de
café (infusdo) no mundo.'**

Apesar de existirem mais de 100 espécies de café, duas sdo as mais importantes
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comercialmente: Coffea arabica L. (café do tipo ardbico), a qual se desenvolve em
regides de altitudes maiores e a Coffea canephora p. ex. Fr. (café do tipo canefora ou
robusta), que cresce em altitudes menores. 2’12

A maior parte do sistema radicular do café ardbica '*° se concentra na primeira
camada de 0,30 m de profundidade do solo, distribuindo-se ao longo de um circulo de
aproximadamente 1,50 m de didmetro ao redor do tronco.'*° As raizes podem apresentar
uma superficie de sor¢do que varia de 400 a 500 m?, sendo que seu sistema radicular é
muito afetado pelo tipo do solo e pelo teor de minerais.!*!

O cafeeiro se desenvolve melhor em solos bem drenados, podendo crescer em
locais pouco profundos devido ao desenvolvimento de uma grande rede de raizes
superficiais, destacando-se que os solos ricos em humus (matéria organica) € o0s
levemente 4cidos sdo os mais propicios para o desenvolvimento da planta.'#?

O sistema radicular do cafeeiro € influenciado por um tipo de fungo conhecido
como micorriza arbuscular, que é capaz de estabelecer associagdes simbidticas com as

raizes dessa planta'**

e de outros vegetais, levando a um incremento na absorcdo de
nutrientes, particularmente do fésforo.!?!

Os fungos formadores das micorrizas arbusculares tém importincia agricola e
ambiental, desempenhando funcdes-chave em termos da ciclagem de nutrientes, nutri¢ao
vegetal e quanto A prote¢do das plantas frente as situacdes de estresse ambiental.'*
Outrossim, sabe-se que sdo estabelecidas relacdes especificas entre a microbiota da
microrrizosfera e os fungos formadores das micorrizas.!#?

Dentre os microrganismos que podem ser influenciados pela rizosfera do cafeeiro
ha o procarionte Acetobacter diazotrophicus, uma bactéria fixadora do nitrogénio. A
possibilidade do isolamento desse tipo de bactéria pode ser explicada pelo fato de que
ela viva dentro dos esporos dos fungos formadores de micorrizas, o que sugere que as
bactérias diazotrdficas endofiticas sejam mais prevalecentes do que se pode imaginar.'*

Além do que foi mencionado anteriormente, supde-se que o cafeeiro apresenta

uma grande quantidade de microrganismos benéficos, presentes na rizosfera, incluindo-

22



se bactérias solubilizadoras do fosfato, as quais podem contribuir para as necessidades
nutricionais da planta.'®® Um outro exemplo de microrganismos que pode estar presente
na rizosfera do cafeeiro sdo as bactérias do género Burkholderia, como no caso da

bactéria B. kururiensis, que apresenta a capacidade de fixar o nitrogénio.'>!

1.4. O milho (Zea mays L) e sua rizosfera.

O milho (Zea mays L) é um membro da familia das gramineas que se originou nas
Américas central e do sul, correspondendo a cultura mais importante no mundo apds o
trigo e o arroz, com relagdo as dreas cultivadas e a producdo total.!5%!33
O cultivo do milho exige irradiacdo solar abundante, sendo que a taxa de

160 Além disso, o solo deve

maturacao desse vegetal € influenciada pela dura¢iao do dia
ter textura média, com teores de argila entre 30-35%, ou seja, deve ser argiloso, de modo
a permitir uma drenagem adequada e a uma boa capacidade de retencdo de dgua e de
nutrientes importantes a planta.'®!

O milho apresenta um sistema radicular fibroso, cuja estrutura e arquitetura estd
relacionada com a absor¢do d’agua e de minerais,'®® e com a ancoragem da planta ao
solo.!®® Este sistema apresenta dois tipos de raizes: as raizes primdrias ou seminais, que
se originam no embrido e as raizes secunddrias que se originam em espirais presentes
nas bases dos internés individuais do caule.'¢*

O pH, o potencial hidrico, a textura e a disponibilidade de nutrientes, assim como
as populacdes microbianas existentes, podem ser influenciados pelos exsudatos da raiz
do milho, os quais podem ser 4cidos orginicos, acuicares, compostos aromaticos e
enzimas, que levam ao crescimento e desenvolvimento do vegetal.'®

Na rizosfera do milho, o principal exsudato liberado é o composto
DIMBOA (2,4-dihidréxi-7-met6xi-2H-1,4-benzoxazina-3(4H)-ona, que é capaz de atrair
a bactéria Pseudomonas putida.'®® Neste local também hd diversificacdo das

comunidades microbianas, sendo que tal diversidade € hereditaria e sofre significativa
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influéncia do ambiente, através de interacdes do tipo planta-microbiota.!®’” Ha também
neste sitio microrganismos do gé€nero Serratia, os quais podem exercer fungdes
ecoldgicas que sao extremamente diferentes, tais como: patdégenos de plantas, agentes de
biocontrole de patégenos de plantas, promotores do crescimento de plantas e simbiontes
de insetos.'®®

Dentre os microrganismos presentes na rizosfera do milho também pode ser
destacada a bactéria Burkholderia cepacia, a qual representa aproximadamente 4% das
rizobactérias totais culturdveis'®®, também tendo sido relatadas as presengas de
populacdes que variavam de 4 a 35% do total das bactérias culturdveis da rizosfera dessa
graminea.'”® O complexo de bactérias do qual € integrante a B. cepacia (complexo B.
cepacia) estimula o crescimento da planta, além de conferir atividades antiftingicas na
rizosfera, sendo que alguns desses microrganismos também podem degradar compostos
aromdticos clorados.!” Por fim, a B. Burkholderia também pode inibir o fungo

fitopatogénico Fusarium spp.'"

1.5. A microcalorimetria isotérmica e sua aplicacdo ao estudo do solo.

Todos os processos naturais ocorrem com absorcdo ou liberacdo de energia na
forma de calor, e este pode ser monitorado adequadamente com um instrumento da
primeira lei da termodindmica, conhecido como calorimetro.'”> Dentre os diferentes
tipos de calorimetro, o microcalorimetro isotérmico € o que permite 0 monitoramento
mais adequado e continuo da dissipacdo de energia relacionada com as atividades
bioldgicas de organismos vivos! 7176,

Outrossim, a calorimetria € uma técnica nao-destrutiva, ndo requerendo muito
tempo para que possa ocorrer o preparo da amostra,!”” sendo muito precisa'’®, muito
embora ndo seja especifica. Dessa forma, os sinais calorimétricos registrados,

representam um somatério de todos 0s processos que ocorrem no vaso calorimétrico.'”’

Essa ndo-especificidade significa, também, que sinais térmicos de diferentes processos
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podem ou ndo ser distinguidos diretamente no sinal registrado pelo calorimetro,
dependendo de sua simultaneidade no tempo e do tempo de resposta do calorimetro.
A calorimetria €, também, uma técnica particularmente util para se estudar

178 " tais como nos casos dos estudos relacionados com as

processos em fase solida
estabilidades de farmacos e explosivos e a caracterizacao da cinética e da termodinamica
da hidratacio do cimento.!”

Dentre as aplicagdes da técnica calorimétrica para se monitorar a atividade
bioldgica, interessam particularmente aquelas relativas com as avaliacdes das atividades

microbianas em solos!78:180-182

, 0 que permite a obtencdo de informagdes bastante
confidveis sobre a quantidade de carbono assimilado, a formac¢ao de biomassa viva em
funcdo da fonte energética'®® e a respeito da cinética do crescimento microbiano e da
degradacdo de nutrientes. '3

As metodologias tradicionais que sdao empregadas para se quantificar as atividades
microbianas em solos sdo: fumigacdo!®’, avaliacdo da respiragdo ou respirometria'®,

187

quantificacdo do CO, ¥, quantificacdo do ATP '#, atividade da enzima desidrogenase'®’

14C.1%0 Niao obstante, a microcalorimetria

e degradacdao de glicose marcada com
1sotérmica, por seu lado, é bastante apropriada para avaliar a atividade metabdlica, pois,
além de ser muito sensivel, ¢ uma ferramenta analitica ndo destrutiva, o que permite a
utilizaciio da amostra em outro estudo.!®!

Neste documento, optou-se por explicar em profundidade a microcalorimetria
isotérmica na parte de materiais e métodos (Secdo 5), de modo a facilitar o entendimento
do protocolo que foi seguido com as respectivas condi¢des e de como foi obtida grande

parte dos parametros fisico-quimicos estudados nesse trabalho.
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2. Objetivos

Objetivo geral: Investigar por via calorimétrica as possiveis influéncias de herbicidas

nas atividades microbianas de diferentes solos, e quanto a emissao de CO,.

Objetivos especificos:

1- Investigar a influéncia da adicdo da atrazina no metabolismo da glicose em um
Latosolo Vermelho da regido de Pirassununga (SP), cultivado com cana de agucar
e mantido sob condicdo de estresse, devido a um processo de envelhecimento ao
longo de 3 anos.

2- Investigar a influéncia da adicdo do nicosulfuron no metabolismo da glicose em
um Latosolo de dreas de cultivo de café e milho, e de uma regido de mata nativa

da regido de Carmo do Rio Claro (MG).
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3. Materiais e métodos

3.1. Coleta das amostras de solo.

Para a realizagdo dos estudos com a atrazina foram utilizadas amostras de
Latossolo ~ Vermelho, oriundas da regiado de  Pirassununga —  SP
(21 © 56'33, 54 "S, 47 ° 19'51, 85" O). Apds a coleta, as amostras foram secadas ao ar
por aproximadamente 24h e foram submetidas posteriormente ao processo de
peneiramento, empregando-se peneira com diametro de malha igual a 2 mm. O material
obtido foi acondicionado em embalagens de polietileno, e armazenado a temperatura de
4 °C, por aproximadamente 3 meses. Foram empregadas amostras “envelhecidas” para
se realizar estudos fisico-quimicos e bioldgicos (solos submetidos a uma condi¢do de
“estresse”), sendo que tais amostras foram mantidas refrigeradas ao longo de 3 anos,
aproximadamente.

Para se realizar estudos com o nicosulfuron foram coletadas amostras de solos de
areas de cultivo de café e de milho, além de uma amostra de solo de uma regidao de mata
nativa ou florestal, localizadas nas proximidades das coordenadas de
20°58'50.24"S 46°03'42.24"0. As demais etapas foram similares ao que foi relatado

anteriormente para o caso da atrazina.

3.2. Analises de DSC, TG e elementar (CHN).

As andlises de DSC e de TG das amostras de solos foram realizadas com o intuito
de se quantificar o teor da matéria organica presente no solo. As anélises de DSC foram
realizadas em um calorimetro de varredura da DuPont Instruments, modelo 910,
enquanto que as de TG foram realizadas em um analisador termogravimétrico da 7A
Instruments, modelo 2050. A faixa de temperatura avaliada variou de 298-773 K, em
atmosfera oxidante. Com o intuito de se obter os registros de DSC, foi empregado um
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porta-amostra que apresentava um pequeno orificio que permitia o escape de gases
originados com o aquecimento. Além disso, foi aplicada uma velocidade de varredura de
10 °C min! em ambos os tipos de andlise. A andlise elementar foi realizada em um

aparelho Perkin Elmer Series I CHNS/O, modelo 2400.

3.3. O pH e o teor percentual de umidade (umidade %gs).

Foram realizadas as andlises de pH em d4gua desionizada, sob temperatura
ambiente, empregando-se um pHmetro Micronal, modelo B474. Com esse intuito,
foram utilizadas 10 g de solo secado ao ar, apresentando particulas de didmetro menor
que 2 mm e que foram mantidas suspensas em 20 mL de dgua desionizada.

Em seguida, o sistema foi mantido sob agitacdo durante 30 min, sendo que ao
final deste periodo a suspensdo foi mantida em repouso por aproximadamente 1 h. Em
seguida, o eletrodo de pH foi submergido no sobrenadante para se determinar o valor de
pH.

Para se realizar a determinagdo do teor de umidade, foram empregadas 10 g de
uma amostra de solo que foi mantida a posteri em uma estufa, a 378 K, por
aproximadamente 12 h. Ao final desse periodo, realizou-se uma nova afericdo da massa
da amostra que ja que esta se encontrava desidratada. O teor percentual de umidade pdde

ser obtido através da equacdo 14:

Umidade % = (mu20/ ms) x 100% (eq. 14)

em que, mu20 corresponde a massa d’agua eliminada com a secagem na estufa, enquanto

que msera a massa do solo antes da secagem.
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3.4. A microcalorimetria isotérmica.

Na secao 3.5 foi mencionado a respeito da aplicagdo da microcalorimetria
isotérmica para se realizar estudos envolvendo sistemas vivos. Neste trabalho foi
empregado um microcalorimetro TAM 2277 (Figura 14), o qual permite monitorar
eventos dessa natureza. Tal equipamento € ideal para se monitorar eventos térmicos de
curta e de longa duracdo, sendo que os estudos com solos se enquadram na ultima

condicao.

Figura 14. Imagem do microcalorimetro isotérmico TAM 2277.

Em esséncia, a cela calorimétrica (i.e., o porta-amostra onde se coloca o solo),
encontra-se entre duas termopilhas (Figura 15) e todo o conjunto permanece inserido em
um termostato cuja temperatura é mantida constante, enquanto que sua variacao é de
+10* K. Se nenhum evento térmico ocorre na cela calorimétrica, o equipamento registra
um sinal continuo ao longo do tempo, de mesma magnitude, o qual € chamado de “linha
base”. Na ocorréncia de um processo térmico de qualquer natureza, como no caso do
crescimento microbiano, ocorre um fluxo de energia entre as termopilhas, e ele origina

um sinal elétrico que € digitalizado na forma de poténcia ao longo do tempo.
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~ Termopilhas
Figura 15. Representacdo simplificada da célula calorimétrica.

Porta-Amostra

Para se realizar os estudos calorimétricos, era adicionado aproximadamente 1 g de
solo a ampola calorimétrica, vertendo-se em seguida uma solu¢do especifica contendo
agua ou solucdo aquosa de glicose (1 mg de soluto em 100 uL de solucdao). Nos casos
dos herbicidas estudados (i.e., atrazina e nicosulfuron), foram realizados alguns estudos
em que, ao invés da solucdo de glicose, foram adicionados 100 puL. de agua desionizada,
e o sistema era incubado com o herbicida ao longo de aproximadamente 48 h.

ApOs a adicdo do soluto ou 4gua desionizada, a ampola era termostatizada e
inserida no porta-amostra do calorimetro com o objetivo de se monitorar a energia
dissipada. O tipo de registro calorimétrico que pode ser obtido corresponde a uma curva
de poténcia em fungdo do tempo.

Ademais, foram empregadas as seguintes condi¢des: sensibilidade de 1000 puW,
coleta de sinal a cada 5 segundos e registro do valor médio dos sinais a cada 300 s, ou
seja, a cada 5 segundos o sinal calorimétrico era coletado, enquanto que a cada 300
segundos um valor médio desses sinais era registrado na curva calorimétrica. As
varidveis que puderam ser obtidas a partir da curva calorimétrica serdo discutidas a
seguir.

De uma maneira geral, o metabolismo corresponde a soma de todas as
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transformagdes quimicas que ocorrem em uma célula ou organismo, sendo constituidas
s e ~ . . . . s1 192

por uma série de reacOes catalisadas enzimaticamente (i.e., rotas metabolicas).

Além disso, o metabolismo pode ser separado em duas componentes: catabolismo
e anabolismo, como mostra a Figura 16. O catabolismo envolve a degradacdo de
substratos organicos, normalmente por processos oxidativos, disponibilizando energia
quimica e/ou gerando intermedidrios metabdlicos que podem ser empregados em
reacdes anabdlicas subsequentes'®, enquanto que o anabolismo corresponde ao conjunto

2

dos processos que resultam nas sinteses de componentes celulares, a partir de
precursores de baixa massa molecular.!*

Em termos energéticos, considera-se que o catabolismo ocorre com uma variagao
negativa de energia livre (ou seja, € exergdnico), enquanto que no anabolismo ocorre 0

inverso (ou seja, € endergonico).

Macromoléculas Nutrientes contendo
celulares energia
Protemas
Polissacarideos Carboidratos
Lipidios Gorduras
Acidos nucleicos Proteinas
Anabolismo
Catabolismo ;
Macromoléculas
Produtos com
precursoras ) L i
Energia quimica pouca energia
Aminoacidos
Aciicares CO2 H20, NHse etc.
Acidos graxos
Bases nitrogenadas

Figura 16. Esquema geral modificado do metabolismo nos seres vivos.!'**
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O crescimento microbiano ocorre espontaneamente, além de constituir um
fendmeno irreversivel que estd associado a uma producao de entropia e de produtos do
catabolismo, como mostra a Figura 17.!%° Esse crescimento é largamente dependente do

pH, da temperatura e dos nutrientes. '

Fronteira do sistema Produtos do

¥ ){ catabolismo
[‘;‘ Célula viva ’5';.-’_

Substratos | — |
|
Calfrr, Q Biomassa nova

Figura 17. Representacdo generalizada das trocas estabelecidas por uma célula viva

com o meio ambiente.!??

A energia liberada devido ao processo metabdlico, ndo convertida em biomassa, €
transferida ao ambiente. Se o ambiente for o de um calorimetro, a parcela que estiver na
forma de energia térmica poderd ser detectada pelo calorimetro isotérmico. Assim, a
atividade dos microrganismos se relaciona com a energia registrada pelo instrumento na
forma de um sinal continuo ao longo do tempo.'” O sinal registrado permite a avaliagdo
de variaveis cinéticas e termodindmicas do processo metabdlico, que podem ser
acessadas a partir da curva de poténcia em fun¢io do tempo.'?8

Em estudos com solos, por meio da microcalorimetria isotérmica, a glicose tem
sido empregada normalmente como o substrato energético, j4 que seu metabolismo é
bastante rdpido. Os dados termodinamicos que podem ser obtidos a partir da curva
calorimétrica se baseiam no pressuposto de que toda a energia registrada pelo
instrumento estd relacionada com a oxidacdo completa da glicose, como indicado pela

equacao 1.
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CsH 12056 (aq) + 6 O (g — 6 CO: @ t+ 6 HzO(l) (eq. 1)

Quando os microrganismos degradam a glicose, a variacdo resultante de entalpia
pode ser calculada a partir de uma curva calorimétrica (Figura 18). Considerando-se o
perfil dessa curva, sabe-se que hd quatro fases distintas: fase de laténcia, fase

exponencial, fase estacionaria e fase de morte.'”’

poténcia

fase de laténcia
-20
fase exponencial

Exotérmico
=100k

\ fase morte

-150

fase estacionana

0 Iy 20 40

tempo

Figura 18. Exemplo de padrdo de curva calorimétrica que pode ser obtido com o

crescimento microbiano em solos. !

Na fase de laténcia as células microbianas carecem de muitos constituintes
essenciais, de modo que logo apds a adicdo do substrato energético as células sdo
levadas a se adaptarem frente ao novo ambiente. Durante esse periodo observa-se, por
exemplo, as sinteses de novas enzimas que serdo necessdrias para que possam OcCorrer as
producdes de novos compostos essenciais ao crescimento, ou entdo para as reacdes de

hidrélise ou metabolizacdo dos compostos presentes.
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Outro fato relevante é que a fase de laténcia pode ser mais ou menos extensa de
acordo com o estado da cultura e das condi¢des de crescimento, podendo-se dizer de
uma maneira mais simples que ocorre um preparo do “maquindrio” celular para degradar

o substrato adicionado.

Na fase exponencial ha condi¢Oes favordveis para que crescimento celular possa
ocorrer ¢ desse modo, as células passam a se dividir exponencialmente.?” Enquanto
todos os nutrientes estdo presentes em excesso, 0s microrganismos se dividem e as
populacdes microbianas crescem segundo uma taxa especifica que depende dos seguinte
fatores: o potencial genético do microrganismo, a composi¢do do meio de cultura e as

condicdes de crescimento.

No entanto, quando passam a existir caréncias de nutrientes essenciais, ou ha
efeitos inibitérios de certos produtos excretados, inicia-se a fase estaciondria. Entdo,
interrompe-se a fase exponencial, o que resulta em um aumento nulo ou diminuicdo da

quantidade de células microbianas, o que constitui a fase estaciondria.??*20!

Por fim, na fase de morte ocorre uma perda irreversivel da capacidade de divisdao
celular, o que leva a um declinio da concentracdo de cé€lulas vidveis da populacdo

microbiana ao longo do tempo.*

De uma maneira bem simplificada, a curva da Figura 18 representa fielmente o
perfil de uma curva de crescimento microbiano em funcdo do tempo, devendo ser
salientado que a cada microrganismo estd relacionado um tipo de metabolismo que por
sua vez estd associado a um padrdo de liberagdo de energia em fun¢do do tempo, o que
resulta em um perfil sui generis para a curva calorimétrica.

A drea da curva, que pode ser calculada a partir da integracdo do registro
calorimétrico, corresponde ao valor total da energia dissipada pelos microrganismos (Q).
Essa energia ¢ uma medida direta da quantidade de substrato metabolizado, além de ser

dependente de uma série de fatores, como a quantidade de microrganismos.
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Consequentemente, ao se realizar estudos calorimétricos de solos, os valores de
energia relacionados devem sempre ser comparativos € normalizados para a massa do
solo, muito embora sejam utilizadas massas de solo cujos valores sao muito proximos
entre si. Portanto, nesse trabalho, a energia registrada pelo calorimetro (Q) ¢é
normalizada em relagdo a massa de solo empregada (msoe), com 0 objetivo de se obter

uma energia Q’, conforme equacao 2.

Q'=Q/ msoo (eq. 2)

A partir do cédlculo da varidvel Q’ pode-se calcular a variagdo entdlpica

metabdlica (AmetH), como indicado na equacgao 3.

AmetH = Q' / Dsubs (eq. 3)

Em que nsups corresponde a quantidade adicionada de substrato. No caso do presente
estudo, esse substrato na maioria das vezes corresponde a glicose, pela razdo
apresentada anteriormente.

A variacido entalpica catabolica, AcaH, representa a parcela da energia total
produzida pela célula que € dissipada e que pode ser convertida em trabalho celular (i.e.,
crescimento, movimento, etc). O pardmetro AanabH (variacdo entalpica anabdlica)
corresponde a fragdo da energia total liberada pela célula por meio do catabolismo que
pode ser convertida em ligacdes quimicas, originando a biomassa, por conseguinte. Por
fim, a fracdo energética gerada com o catabolismo que ndo € aproveitada para o
anabolismo € dissipada ao meio ambiente, sendo chamada de variacdo entalpica
metabdlica, AmetH (sendo dependente do calor liberado, da massa de solo e da
quantidade de glicose empregada). As grandezas mencionadas acima estdo relacionadas

através da equacdo 4.
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AmetH = AcatH + AanabH (eq‘ 4)

Pode-se considerar que a variacao entalpica catabdlica representaria a soma dos
processos degradativos do substrato. Para os estudos neste trabalho, como apontado
anteriormente, o substrato € a glicose e a equacao da degradacdo (catabolismo) € a da
combustdo completa dessa substancia, cujo valor € igual a 2805 KJ mol %%

Outrossim, a equacdo 4 pode ser reescrita de modo a permitir o cdlculo da
eficiéncia percentual do crescimento microbiano, Mu, 0 que pode ser logrado com a

aplicacdo da equagdo 5.

nH= [(AmetH - AcatH) / AcatH] X 100% (eq. 5)

O registro calorimétrico também permite obter alguns pardmetros cinéticos, tanto
do crescimento microbiano quanto da degradacdao do substrato. Para o crescimento
microbiano, considera-se a fase exponencial, na qual os microrganismos sdo mais ativos

metabolicamente, dividindo-se segundo uma equacio exponencial. 2%

P:=P; + ekt (eq. 6)

Em que P¢corresponde ao valor da poténcia no peak time, ou seja, no instante em que se
registra o valor mdximo de poténcia, enquanto que P corresponde ao valor da poténcia
na fase de laténcia e t é t-€simo instante do experimento. A equacdo 6 pode ainda ser
representada em sua forma linearizada (equagdo 7), o que facilita cdlculos da constante

do crescimento microbiano (k).

InPi=InPi+kt (eq.7)
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A constante de crescimento microbiano, k, ¢ um importante parametro cinético
quando se estuda o crescimento de culturas; o mais importante na calorimetria € que essa
constante nao exige metodologias complexas para sua avaliacdo, embora ela representa
o comportamento global de todos os microrganismos presentes no solo.

Outro aspecto interessante da andlise cinética da curva calorimétrica, diz respeito
ao tempo necessario para iniciar a fase de laténcia e também o tempo que ela persista
até que comece a fase de crescimento. Esses parametros sdo importantes na discussdao do
real estado do solo e para se compreender como os microrganismos ai presentes se
adaptam para consumir um novo substrato. Ainda do ponto de vista cinético, outro
ponto relevante € o peak time, ou seja, o periodo tempo necessario para que Os
microrganismos alcancem a fase estacionaria.

Alguns aspectos cinéticos da degradagdo do substrato podem ser obtidos a partir
do registro calorimétrico, por meio de integracdes por etapas. Como apontado
anteriormente, a integracdo total da curva calorimétrica fornece a energia resultante
dissipada ao meio ambiente pelos microrganismos.

N3ao obstante, caso a integracdo seja realizada em funcdo do tempo, ou seja, por
meio de intervalos infinitesimais de tempo, os dados obtidos permitem obter
informagdes sobre a cinética de degradagcdo do substrato. Vale a pena ressaltar que essa
informacgdo cinética € bem diferente daquela do crescimento microbiano, do valor de
peak time e da fase de laténcia, que sao aspectos relativos ao crescimento microbiano.

Por outro lado, a cada microrganismo presente no solo associa-se uma energia
metabolica (poténcia), de modo que a poténcia registrada no calorimetro € fungdo da
poténcia térmica de cada microrganismo e de sua respectiva quantidade. Muitos estudos
nesse sentido foram realizados, culminando com a proposta de Sparling, que estabeleceu
uma equagdo que relaciona a quantidade de biomassa viva com a poténcia térmica

207

(equacgao 8).

log X =1,025 + 0,856 log ¢ (eq. 8)
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Em que X ¢ a quantidade de biomassa em pg, relacionada com o valor de poténcia @.
Assim, para se calcular a quantidade de biomassa viva formada no processo de
crescimento microbiano, AX, deve-se aplicar a equagdao 8 a fase de laténcia e seu
respectivo valor de poténcia no registro calorimétrico, além de aplicd-la a fase
estaciondria, ou mais precisamente ao seu respectivo valor de poténcia.

E importante ressaltar que, quando a linha base do registro calorimétrico apresenta
um valor de poténcia diferente de zero, esse valor deve ser considerado nos valores de
poténcia na fase de laténcia e no peak time. Sendo assim, ao se utilizar a equacgdo de
Sparling deve-se considerar a variacdo do valor de poténcia entre a linha base e o ponto
considerado (i.e, entre fase de laténcia e a poténcia relacionada com o peak time).

Retornando aos aspectos termodinamicos do metabolismo da glicose, a partir da
variacdo entdlpica metabdlica e tendo em consideracio a variagdo entdlpica de
combustdo da glicose, pode-se saber quanto de CO, foi liberado com o processo de
crescimento microbiano. Esse é o primeiro passo para se determinar os coeficientes
estequiométricos da equagdo macroquimica que descreve o que ocorre com a adi¢cdo de

glicose ao solo (equacdo 9).

aC¢H1206 + bO2+ 0,2NH4* — CH1,38005No2+ cCO2+ dH20 + 0,2H* (eq. 9)

Inicialmente, estabelece-se que hd a formacdo de 1 mol de CH1,800,5No2, 0 que
corresponde a formula minima para a biomassa formada. Assim, as equacOes de
conservacao sao:

Carbono — 6a=1+c¢ (eq.10)
Hidrogénio — 12a+08=1,8+2d + 0,2 (eq. 11)
Oxigénio —» 6a+2b=05+2c+d (eq.12)
Nitrogénio — c¢=0,2 (eq. 13)

Carga > c=f (eq.14)

40



O segundo passo € o calculo do valor da constante a, que pode ser calculado ao se
considerar que 1 mol de glicose sofre combustdo liberando 2805 KJ de energia. Assim,
cada valor de variacao entalpica metaboélica que foi calculado deve estar relacionado
com uma determinada quantidade de glicose (quantidade de matéria, n), que
corresponde ao coeficiente a. Finalmente, a partir do parametro a, pode-se calcular os

outros coeficientes da equagdo macroquimica.

3.5. Analises microbiolégicas.

Para se realizar as andlises microbioldgicas de contagem de coldnias de bactérias
+ actinomicetos + leveduras, foram seguidas as etapas descritas abaixo para o solo de
mata nativa envelhecido (periodo de envelhecimento de aproximadamente 3 anos) e para
os solos de areas de cultivo de milho, de café e de area de mata nativa, baseando-se no
protocolo adotado pelo Laboratério de Microbiologia de Solos do IAC-Campinas
(Instituto Agronomico de Campinas).

Previamente ao plaqueamento, foi realizada uma pré-incubacdo de amostras de
solo em frascos de Wheaton, a temperatura de 24 °C. Para cada amostra de solo, dois
frascos de Wheaton, contendo cada um, 12 gramas de solo, recebiam a solucio
incubadora. Uma dessas amostras era o controle, enquanto que a outra se destinava ao
plaqueamento.

Os dois frascos de Wheaton apresentavam um pequeno orificio na tampa, isolado
do meio ambiente devido a utilizacdo de um filme de PET. O periodo de pré-incubacao
ao se utilizar a atrazina para o solo envelhecido foi de 24 h, enquanto que nos casos da
acetonitrila e do nicosulfuron esse periodo foi de 48 h. No plaqueamento utilizou-se o

meio de cultura TSA (“trypticase soy agar”) e um valor de temperatura de 28°C.
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3.5.1. Estudos com a atrazina.

1. Incubacdo inicial por 24 horas de 12 g de solo com 2,4 mL da solucdo de atrazina
(Syngenta) em acetonitrila (Aldrich), nas concentragdes de 1000 e 2000 ppm.
2. Incubagdo inicial por 48 horas de 2 g de solo com 2,4 mL da solu¢do de acetonitrila

(Aldrich).

3.5.2. Estudos com o nicosulfuron.

1. Incubacido inicial por 48 horas de 12 g de solo (cultivos de: milho, café e solo de area
de mata nativa) com 2,4 mL de solu¢do do nicosulfuron (DuPont) na concentragdo de
120 ppm;

2. Incubacdo inicial por 48 horas de 12 g de solo (cultivos de: milho, café e solo de area

de mata nativa) com 2,4 mL de acetonitrila (Aldrich).

Como mencionado anteriormente, para se realizar os estudos microbioldgicos
foram realizadas contagens gerais de coldnias de bactérias + leveduras + actinomicetos,
baseando-se no procedimento seguido pelo Instituto Agronomico de Campinas (IAC),
e que consiste no emprego de 90 mL de uma solugdo aquosa de MgS0O,4.7H,0 (solugao
extratora) de concentracdo igual a 2,46 g mL"!.

Também foram empregados tubos de ensaio contendo aliquota de 9 mL da
solucdo extratora (C= 2,46 g mL™"), cada, contabilizando um total de 3 tubos para cada
analise (foram empregados tampoes de algodao hidrofébico).

A autoclavagem foi realizada a 393 K, por 20 min, para todos os materiais
utilizados, assim como para as solugdes. A cada fracdo de 10 g de solo eram adicionados
90 mL da solucdo extratora e a suspensdo era agitada por 20 min. Coletou-se uma
aliquota de 1 mL da suspensdo mantida sob agitacdo, a qual era vertida a um tubo de
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ensaio contendo 9 mL da solucdo extratora (diluicdo= 10') . ApGs a agitacdo, duas
aliquotas de 0,1 mL da suspensio eram transferidas para 2 placas de Petri (uma aliquota
para cada placa), contendo o meio de cultura TSA.

A partir da solucdo resultante de dilui¢do 107!, era transferida uma aliquota de
I mL a um segundo tubo de ensaio contendo 9 mL de solucdo extratora, obtendo-se a
diluicdo 1072 e, repetiu-se esse processo até a diluicdo 107. As placas obtidas foram
incubadas a 28 °C, durante 12 h. Os célculos das quantidades de unidades formadoras de
colonia por grama de solo seco foram realizados a partir da aplicacdo da equacao 15 aos

dados obtidos.

ufc = (<colonias>*101)/ x*m  (eq. 15)

Na equagdo 15, ufc é a quantidade de unidades formadoras de coldnias; <colonias>
corresponde ao nimero médio de colonias, m € a massa do solo seco, enquanto que x é a
diluicdo. A quantidade aceitdvel de colonias de microrganismos deve estar dentro de um
intervalo 6timo de 30 a 300 colonias, utilizando-se para isso, dilui¢des de 107!, 102, 107
e assim sucessivamente, até ser possivel a obtencdo da contagem na faixa indicada. Para
cada condicdo estudada foi realizado um total de no minimo 4 contagens, sendo que as

inoculacdes foram feitas em duplicata.

3.6. Incubacio de amostras de solo para estudos calorimétricos (estudos

com a atrazina).

Para se estudar a influéncia da atrazina na atividade microbiana do solo e, com
1sso, avaliar seu possivel efeito quanto a emissdao de CO,, foi necessario garantir uma
boa distribui¢do desse herbicida ao longo de toda a amostra de solo. Como a atrazina €
muito pouco solivel em dgua (solubilidade = 33 mg mL™")*!, foi empregada solucio da

atrazina em acetonitrila.
43



Assim, para se preparar as amostras foram adicionados 200 mL de solucdes de
atrazina, nas concentragdes de 1000 e 2000 ppm, a 1 g de solo, sendo que as amostras
foram acondicionadas no interior de uma campanula de vidro com pescoco de cisne
(Figura 19), com o objetivo de promover a volatilizacio da acetonitrila, ao longo de

aproximadamente 48 horas.

Em suma, no presente trabalho foram contempladas as seguintes condi¢des:

1. Solo de mata nativa envelhecido durante aproximadamente 3 anos, incubado com

acetonitrila;

2. Solo de mata nativa envelhecido durante aproximadamente 3 anos, incubado com

solucdo de atrazina em acetonitrila (1000 ppm);

3. Solo de mata nativa envelhecido durante aproximadamente 3 anos, incubado com

solugdo de atrazina em acetonitrila (2000 ppm).

Figura 19. Imagem do sistema empregado para se realizar a incubacdo de amostras de

solo com a atrazina em acetonitrila.

3.7. Incubacido de amostras de solo para estudos no microcalorimetro

isotérmico (estudos com a acetonitrila e o nicosulfuron).

Para se preparar as amostras de solo para incubacdo com o herbicida
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nicossulfuron, foram adicionadas a fracdes de 1 g de solo, aliquotas de 200 uL de
solucdes deste herbicida em acetonitrila, nas concentra¢des de 64,4 ppm e 120 ppm. Os
experimentos foram realizados em duplicata, sendo que a mistura entre o solo e as
solugdes/solvente tornava-se possivel com o auxilio de uma haste metélica.

As amostras eram entdo acondicionadas no interior de um recipiente pléstico
(Figura 20) com tampa, contendo um pouco de dgua em seu interior. Por meio de um
orificio na tampa da caixa, um fluxo de ar comprimido, que passava inicialmente por
uma solucdo de permanganato e em dois frascos lavadores contendo dgua, era injetado.
Esse fluxo de ar umedecido tinha o propdsito de eliminar a acetonitrila por arraste, sem
provocar uma secagem do solo.

Esse processo de incubacdo e eliminacdo da acetonitrila durava aproximadamente
48 h, sendo que ap0s esse periodo a amostra era retirada para as analises calorimétricas.
Entdo, era vertida uma aliquota de 200 puL da solucdo aquosa contendo 1 mg de glicose a
uma subamostra de solo incubado, de massa de aproximadamente 1g, contido em uma
cela calorimétrica. Por fim, esta subamostra era devidamente selada e inserida no

calorimetro com o intuito de se monitorar a energia liberada (atividade microbiana).

Figura 20. Imagem do sistema empregado para se realizar a incubacdo de amostras de

solo com o nicosulfuron.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Estudos com a atrazina.

Neste trabalho foram avaliados alguns atributos fisico-quimicos para o solo de

mata envelhecido, os quais estdo indicados na Tabela 3.

Tabela 3. Alguns atributos fisico-quimicos avaliados para o solo de mata nativa
envelhecido.

pH Umidade / M.O.* (C:N)
%o 9% (m/m) (mol/mol)
4,73 £ 0,06 17,6 £0,4 3,5 £0,2 8,6

* M.O.= matéria organica

O valor de pH igual a 4,73 mostra que o solo estudado apresenta carater acido, o
que é caracteristico dos latossolos ferriferos.?® Os dados indicam que hd um baixo
percentual de matéria organica, cujo valor calculado foi de 3,5%, teor este que também
foi avaliado por meio da andlise termogravimétrica (Figura 21b).

As perdas de matéria organica aparecem como picos exotérmicos nos registros de
calorimetria exploratdria diferencial, DSC. A curva de DSC obtida (Figura 21a) indica a
presenca de um evento endotérmico entre aproximadamente 520 e 550 K que deve se
relacionar & matéria organica e que segundo a literatura®” corresponderia a volatiliza¢do
de residuos da celulose e da matéria alifatica.

Todavia, a mesma referéncia também relata a respeito de um evento térmico
exotérmico que ocorre ao longo da faixa de temperatura que se estende de

aproximadamente 600 a 800 K, e que estd relacionado com as presencas de compostos
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aromaticos, tais como a lignina e outros polifendis.

Solo de mata, envelhecido
ﬂ 100 Solo de mata, envelhecido

Exotérmico

95

o
1

II

90

o
1

Massa / %

85

29%  \

5,3%

n
o
1

Fluxo de Calor /W g
—

11
80 —
304

T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800
Temperatura /K
b

T T T T
300 400 500 600 700 800
Temperatura / K
a

Figura 21. Curvas de DSC (a) e de TG (b) para o solo de mata (envelhecido), em

atmosfera oxidante.

Para melhor se avaliar em termos qualitativos, os processos de decomposi¢ao
térmica da fracdo organica do solo, foram obtidas curvas de DSC para a celulose
cristalina e para a matéria humica extraida do solo envelhecido.

A curva de DSC da celulose cristalina (Figura 22a) indica a presenca de um
evento endotérmico que comega por volta de 560 K. Tal evento € interrompido por volta
de 600 K, quando ocorre um processo exotérmico bem pronunciado.

De acordo com a literatura®!’, o evento I (endotérmico), centrado em 575 K, trata-
se da producdo e volatilizacdo de produtos da pirdlise da celulose. Entrementes, o
evento II, que comeca por volta de 600 K apresenta maior valor energético e termina por
volta de 710 K, correspondendo a oxidacdo do residuo que sobrou do evento 1. Além
disso, a volatilizacdo do material da pirdlise (fase I) e dos produtos da combustdo (II)
ocorre concomitantemente aos processos quimicos citados supra®!!.

Na literatura também se relata a inexisténcia do pico exotérmico para a celulose*'*

21" podendo se justificar que ocorreria uma decomposicdo da celulose (processo
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exotérmico), além de uma rdpida volatilizacgdo do material formado (evento
endotérmico).

Por outro lado, h4 referéncia ao fato de que a decomposi¢do térmica da lignina,
centrada em 640 K, leva a formacao de muito material s6lido e, dessa forma, esse evento
se caracteriza por ter cardter endotérmico.?'> Assim, se os resultados obtidos no presente
trabalho forem combinados com os relatados pela literatura, pode-se inferir que o solo
envelhecido deve possuir celulose e lignina na fragdo matéria organica.

No caso da matéria humica (Figura 22b) ha dois eventos exotérmicos importantes
no intervalo compreendido entre aproximadamente 500 e 800 K. O primeiro deles, que
engloba a faixa de 480 a 668 K, ndo estd bem definido e se estende ao longo de um
intervalo maior de temperatura, enquanto que outro pico exotérmico no intervalo de 680
a 820 K € de magnitude maior, além de estar melhor definido.

Sabe-se que os dcidos humicos saem em valores de temperatura ligeiramente
menores que os dcidos filvicos.?!* Entretanto, como mostra este grupo de pesquisa , a
separacao entre essas duas classes de substancias também nao € uma tarefa facil.

Além disso, relata-se que inicialmente até por volta de 550 K predominam
processos endotérmicos que ndo foram observados no presente trabalho, enquanto que
ap6s 550 K prevalecem os processos exotérmicos de decomposicdo da matéria
organica.?'* Os processos quimicos sdo bem diversificados, iniciando-se com a perda de
grupos que contém oxigénio e terminando com a perda de grupos alifaticos do tipo CH>,
que sofrem oxidagao.

A literatura indica que embora o perfil de decomposicdo térmica de extratos
himicos de solos modifica-se, de acordo com o tipo de solo e clima, sempre surgem dois
picos exotérmicos.?*Além disso, relata-se que a degradacgdo térmica de carboidratos, a
desidratacdo de estruturas alifaticas e a descarboxila¢ido de grupos carboxilicos ocorrem
no pico associado a um valor de temperatura menor, estando sobrepostos na faixa de 470
a 620 K.2'* O segundo pico corresponderia a decomposi¢do térmica de estruturas
aromaticas, mais estaveis termicamente.
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Figura 22. Curvas de DSC para a celulose cristalina e a matéria himica, obtidas em

atmosfera oxidante.

Dessa forma, ao se comparar a curva de DSC do solo envelhecido com as
respectivas curvas para a celulose e os acidos humicos, observa-se a presenca de
material celulésico no solo, devendo ser salientado que € mais dificil tentar justificar as
presencas dos acidos humicos, pois o segundo pico de decomposi¢cdo desse material, que
ocorre a partir de 700 K, ndo aparece bem destacado na curva de DSC do solo
envelhecido.

Um dado interessante da literatura € que nos solos tropicais o segundo pico
exotérmico é mais intenso em compara¢do ao primeiro, ji& que as condi¢des de
temperatura e umidade favorecem as permanéncias dos compostos aromaticos mais
estaveis termicamente.?'* No entanto, como a quantidade de matéria organica no solo é
pequena, os efeitos térmicos totais observados no registro de DSC, que sdo uma soma de
todos os eventos, tornam-se bastante complexos e, frequentemente, de pequena
magnitude.

E importante se ressaltar que as curvas de DSC da Figura 22 foram obtidas para
uma matéria organica “extraida”, enquanto que no caso da Figura 21 essa matéria

organica encontra-se “diluida” no solo, tanto por materiais inertes ao aquecimento
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quanto por materiais diversos que sdo passiveis de sofrer decomposicao.

Embora seja possivel calcular as energias envolvidas nos processos de
decomposi¢ao térmica, os resultados sinalizariam meramente a “valores”, nao podendo
ser associados a um evento especifico. Assim, mesmo que seja efetuada a andlise
quimica do material que € eliminado e do que permanece na cela calorimétrica do
equipamento de DSC, seria impossivel uma determinagdo precisa do fendmeno que esta
ocorrendo, j4 que eventos térmicos distintos estdo ocorrendo concomitantemente.

Da mesma forma, os resultados de energia de decomposi¢do térmica da celulose e
da matéria humica s6 poderiam ser parcialmente comparados, devendo ser realizadas
outras andlises como as termogravimétricas e quimicas dos materiais evolvidos e dos
que permanecem como residuo.

No entanto, se ambos 0os materiais sofressem uma combustao total e tudo fosse
eliminado na forma gasosa, entdo seria possivel comparar essas energias e, nesse caso,
esses valores deveriam se aproximar daqueles determinados com o auxilio da
calorimetria de combustao.

De maneira semelhante, ndo seria confidvel a comparacao dos possiveis resultados
da anédlise quantitativa para a matéria organica obtida por meio de uma titulacdo redox,
em relacdo aos valores obtidos através da Andlise Termogravimétrica, j& que alguns
materiais da fracdo inorganica do solo podem liberar moléculas de dgua de cristalizacdo
na faixa de temperatura em que ocorre a perda de matéria orginica®'>, mascarando o teor
real de material organico presente na amostra de solo.

Com relacdo a razdo C:N, a literatura indica que em solos que apresentam uma
razao C:N (em mol) na faixa de 5 a 15, hd preponderancia de biomassa fingica,
enquanto que para a faixa de 3 a 6 prepondera uma biomassa bacteriana.?'® No caso do
solo estudado, o valor encontrado € igual a aproximadamente 9, o que indicaria que em
tal substrato haveria predominio da biomassa constituida por fungos. Isso faz sentido, ja
que esse solo foi retirado de uma regido de mata nativa, com significativa cobertura de
matéria organica.
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A microcalorimetria foi empregada com o objetivo de se estudar o comportamento
da atividade microbiana de um solo envelhecido (ap6s um longo periodo de tempo) na
presenca de atrazina, para diferentes condi¢des (Fig. 23 a-d). Como um modo alternativo
de se analisar essas curvas, foi realizada as sobreposi¢Oes das curvas calorimétricas,
originando a figura 23.

Qualitativamente, a figura 23a mostra que a glicose estimula a atividade
microbiana muito rapidamente, devendo ser destacado que apds cerca de 1 dia essa
atividade atinge o maximo (peak time). Com a adi¢do de acetonitrila Figura 23b houve
aparecimento de dois picos bem definidos, separados por um intervalo de
aproximadamente 24 h, enquanto que no caso em que hi somente a adicdo de glicose
(Fig. 23a) ha um pico.

O que se observa € um retardamento do inicio da atividade microbiana com a
adicdo da acetonitrila. No entanto, considerando-se o fato de que a glicose € um
substrato facilmente metabolizado, pode-se ainda justificar as constatacoes de que os
registros dos eventos térmicos tenham surgido relativamente precocemente.

E de se esperar a existéncia de um pico relacionado com o metabolismo da glicose
nas outras condi¢des experimentais, mas a discrimina¢do quanto a extensao de quanta
glicose é metabolizada em cada caso torna-se dificil, pois pode estar ocorrendo
cometabolismo e/ou diferentes populacdes microbianas podem estar catabolizando esse
carboidrato.

Na figura 23a o méximo de poténcia ocorre por volta de 1 dia apds a adicdo da
glicose, sendo que tal comportamento ndo € igualmente observado nas outras condi¢des,
ou seja, a adicdo de acetonitrila retarda a atividade microbiana. Por outro lado, o
aparecimento do segundo pico pode estar relacionado provavelmente a presenca da
acetonitrila.

Todavia, sob tais circunstancias hd grande probabilidade de que a atrazina ndo
tenha sido cometabolisada com a acetonitrila e também com a glicose, ja que estudos
com a atrazina evidenciam que seu tempo de meia-vida em Latossolo Vermelho-Escuro
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é de 54 a 56 dias.’’” H4 no entanto, alguns estudos que mostram que a atrazina sé
comeca a ser metabolizada a partir de 14 dias ap6s as aplicacdo. Como os experimentos
calorimétricos foram realizados com no maximo 8 dias de duragdo, poderia ser inferido

que a atrazina nao estaria sendo metabolizada.
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Figura 23. Curvas calorimétricas que mostram a atividade microbiana do solo de mata

nativa envelhecido, sob diferentes condi¢des.
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Figura 24. Curvas calorimétricas do solo de mata nativa envelhecido, sob diversas

condicoes.

Outro aspecto a se ressaltar é que a quantidade de atrazina empregada foi muito
pequena quando comparada com a da acetonitrila. Evidentemente, com o processo de
secagem da amostra se buscava a eliminacdo da acetonitrila, embora o periodo
considerado (i.e., 48 h) possa ter sido insuficiente para garantir a total eliminacdo desse
solvente.

Refor¢ando o argumento de que ainda havia acetonitrila apds a secagem, é digno
de nota o fato de que experimentalmente foi constatado que amostras de solo contendo
esse solvente ainda assim ndo apresentavam estabilidade de massa apds incubac@o por
aproximadamente 48 h, em atmosfera fechada, de forma que pode ser concluido que a
acetonitrila ndo se encontra sorvida fortemente ao solo.

No caso da sor¢cdo da acetonitrila em argilomineral, como no caso da
montmorilonita, sabe-se que a sorcdo desse solvente ndo se deve a ligacdo especifica
entre as moléculas organicas e a superficie, mas sim a uma particio ao longo das

interfaces entre a solucdo e a fase sélida®'®

, Consequentemente, pode-se inferir que a
acetonitrila ndo interage fortemente com a superficie desse tipo de argilomineral,
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comportamento que poderia se repetir em outros argilominerais como a caulinita, que €
representativa em latossolos no Brasil.

Um fato importante a ser salientado € que a atrazina, a priori, poderia exercer
certa influéncia na atividade microbiana, embora se soubesse inicialmente que seu
metabolismo € bem tardio no solo, mesmo nas condi¢des naturais, i.e., ambientais. Outro
aspecto a enfatizar € que provavelmente sobrou acetonitrila no solo, uma vez que os
efeitos térmicos variaram de aproximadamente 8 até 13 J g*! de solo.

A acetonitrila pertence a classe quimica das nitrilas e se sabe que estas podem ser
degradadas por meio de rotas catalisadas pela nitrilase (EC.3.5.5.1), a qual € responséavel
pela clivagem direta das nitrilas originando os &cidos correspondentes mais amonia,
enquanto que a hidratase de nitrila (E.C.4.2.1.1.84) catalisa a hidratacdo de nitrilas
originando amidas, as quais sdo hidrolisadas a posteriori a 4cidos e amoOnia pela amidase
(E.C.3.5.1.4).2"

Os microrganismos empregam a nitrilase, a hidratase de nitrila € a amidase como
as enzimas responséveis pela biodegradacio da acetonitrila.?? Além disso, a degradagio
de nitrilas alifaticas como a acetonitrila ocorre através de duas etapas levando a
formacdo de amonia e 4cido acético (fig. 25 e 26).2%!

A funcdo nitrila presente na acetonitrila ndo corresponde a um elemento estrutural
xenobidtico recalcitrante, ou seja, que seja mais resistente a biodegradacao, pois alguns

dos compostos com essa fun¢do ocorrem como produtos naturais em organismos como

bactérias, fungos, plantas e insetos.???
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Figura 25. Representacdo das duas etapas de degradacdo de nitrilas alifaticas como a

acetonitrila.

Alguns exemplos de microrganismos que podem utilizar a acetonitrila como fonte
exclusiva de carbono e de nitrogénio sdo: Nocardia rhodochrous 1.1.100-21,

Pseudomonas putida, Chromobacterium sp., Pseudomonas aeruginosa, Geotrichum sp.

JR1, Rhodococcus sp. RHA1 e Mesorhizibium sp. F28.2%

H H 0
| |
H—iF—CEH +2H,0 H—flj—C\ + NHy

Figura 26. Equacdo quimica da degradacdo de acetonitrila para a formag¢do de amdnia e

acido acético.

Em termos energéticos, sabe-se que a decomposicdo da acetonitrila € um processo
endotérmico, com uma varia¢do de entalpia de 49 KJ mol’'. Esse é um valor bem
pequeno se comparado ao da glicose, que € igual a -2805 KJ mol'!. Considerando o valor
da densidade da acetonitrila que € igual a 0,786 g cm™ e que a acetonitrila ndo houvesse
sido eliminada, haveria 157,2 mg desse solvente, o que corresponderia a 3,83 x 10~ mol.
Isso levaria a um efeito térmico de 187,7 J.

Para se avaliar os possiveis efeitos da atrazina e da acetonitrila, sdo de grande
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utilidade os dados biotermodinamicos presentes na Tabela 4, assim como os valores da
constante do crescimento microbiano (k) para as diferentes condi¢des experimentais,

também presentes na mesma Tabela 4.

Tabela 4. Parametros relacionados com o crescimento microbiano em estudos

comparativos com a atrazina e a acetonitrila para um Latossolo Vermelho, envelhecido.

Condicao -Q/) NH% k*x 103 (min™)
Solo + glicose 8,0+0,2 50 £10 2,7+0,5
Solo + acetonitrila + glicose 12,8 +0,8 - 59+14
Solo + sol. atrazina em 12,9+ 0,9 - 6,8+1,6
acetonitrila (1000 ppm) +
glicose
Solo + sol. atrazina em 13,5+0,6 - *6,37
acetonitrila (2000 ppm) +
glicose

* Para se calcular esses parametros foi considerada a primeira fase exponencial do crescimento microbiano; **
Unico valor que foi considerado.

A Tabela 4 mostra que no caso em que houve apenas adi¢do de glicose a energia
metabdlica passou a ser de aproximadamente 8 J, o que significa que apenas metade da
quantidade original da glicose foi catabolizada como CO; e dgua (i.e., considerando-se a
adicdo de 1 mg de glicose e que o valor da variacdo entdlpica de combustao da glicose
seja igual a -2880 KJ mol!).2%

O valor da energia dissipada passou a ser igual a aproximadamente 13 J, com a
adicdo da acetonitrila, o que representa um valor bem maior que no caso em que ha
simples adi¢c@o de glicose. O valor do rendimento metabodlico, nu, mostrado na Tabela 4
foi calculado apenas para o caso da glicose, j4 que o provdavel cometabolismo da
acetonitrila deva ter ocorrido.

A metabolizacdo da atrazina ndo pode ser confirmada unicamente com o emprego
da microcalorimetria isotérmica, uma vez que com base no que foi comentado

anteriormente, as curvas calorimétricas sao muito parecidas.

Uma constatacdo interessante se refere ao fato de que com o emprego da
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acetonitrila ocorreu uma aceleracdo no crescimento microbiano, embora essa adi¢ao
tenha resultado num atraso do inicio da fase exponencial (i.e, fase de divisdes celulares).

A constante do crescimento microbiano no caso em que houve adicdo exclusiva da
glicose era igual a aproximadamente 2,7 x 10~ min™!, tendo praticamente dobrado apés a
adicdo da solu¢do de atrazina.

O fato da razdao C:N ser mais elevada no solo envelhecido indica que h4d uma
caréncia maior de nitrogénio. Além disso, sabe-se que as comunidades microbianas dos
solos respondem a caréncia de nitrogénio obtendo esse elemento de fontes como
protefnas e compostos como os N-heterociclicos.??*

Assim, sabe-se que muitas cepas, principalmente de bactérias, como discutido
anteriormente, bem como varios tipos de fungos, sdo produtores ativos de enzimas que
hidrolisam nitrilas, como a acetonitrila. O grupo mais ativo para produzir essas enzimas
pertence ao género Rhodococcus**, existindo também microrganismos como a espécie
Pseudomonas putida, que é capaz de utilizar a acetonitrila como dnica fonte de C e N.?2°

Como discutido anteriormente, a acetonitrila apresenta o grupo nitrila, e por
pertencer ao grupo das nitrilas, ela pode ser catabolizada em geral por microrganismos
por meio da conversdo direta a dcidos carboxilicos € amonia.??’

Os fatos relatados até aqui a respeito das nitrilas vém a reforcar a idéia de que a
acetonitrila foi a espécie quimica metabolizada majoritariamente nos casos em que foi
empregada a solucdo de atrazina, baseando-se nos dados presentes na Tabela 4.

A Figura 27 relaciona a energia dissipada (-Q) pelos microrganismos presentes
no solo de mata envelhecido com a constante do crescimento microbiano (K),
indicando que as condicdes nas quais foi empregada a acetonitrila estdo relacionadas
com pontos proximos entre si, o que reforca a ideia de que a atrazina nao influencia de
maneira clara as atividades microbianas no solo estudado.

Portanto, considerando-se o que foi discutido anteriormente com relacdo as curvas
calorimétricas e a degradacdo de compostos contendo o nitrogénio, pode-se inferir que €
a acetonitrila que parece estar suplementando as caréncias nutricionais dos
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microrganismos presentes nesse tipo de solo. Tal hipétese € sustentada pelos valores da
constante do crescimento microbiano que sdao de magnitudes maiores quando ha

emprego da acetonitrila, além do fato de que eles estio muito proximos entre si

(Tabela 4).

3 . Solo de Mata envelheddo frstedo com sirazina

—
w
—
=

Condicdes em
que foi empregada
a acetonitrila como
solvente .

s —, = Solo + glicose

E 10 12 14

—imid g’}

Figura 27. Gréfico da constante de crescimento microbiano em fun¢do da energia

dissipada por grama de solo para o solo de mata envelhecido tratado com a atrazina.

Foram realizadas contagens de bactérias + actinomicetos + leveduras (Tabela 5),
com o intuito de se avaliar os possiveis efeitos da atrazina no solo de mata nativa
envelhecido. Os resultados obtidos mostram que para a série de condi¢des em que a
acetonitrila foi utilizada ndo h4 diferencas que sejam significativas estatisticamente em
termos das contagens das colOnias.

Ao se comparar tal série com a condi¢do em que foi adicionada somente a dgua se
nota que neste caso a contagem é maior, o que indica que aparentemente a acetonitrila é
a substancia que poderia estar afetando significativamente os microrganismos presentes
nesse solo, dificultando os desenvolvimentos de colonias. Tal constatacdo parece
contraditéria ao se pensar a respeito dos resultados cinéticos, os quais indicam que com

a aplicacdo concomitante da acetonitrila e da atrazina houve favorecimento do
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crescimento microbiano.

Uma hipétese que pode ser aventada para se justificar tal observacdo € que a
acetonitrila apesar de suprir as caréncias nutricionais de certos microrganismos € de
inicialmente tornar mais rdpido o crescimento destes, poderia ser a responsavel pela
geragdo de produtos ou intermedidrios toxicos que estariam prejudicando o0s
desenvolvimentos das colonias de microrganismos, o que implicaria nos surgimentos de

colOnias de dimensdes menores.

Tabela 5. Quantificacdo de bactérias + actinomicetos + leveduras.

Condicao UFC* x 10° g1 solo seco

Solo + H.O 3,32 +0,60

Solo + acetonitrila 1,52 +0,43

Solo + acetonitrila + ATZ 2,09 + 0,30
1000 ppm

Solo + acetonitrila + ATZ 2,01 0,60
2000 ppm

* UFC = “Unidade formadora de colénia”= unidade empregada em microbiologia que ¢

diretamente proporcional a quantidade de microrganismos presentes na amostra; ** Para a
condigdo “Solo + H,O”, a cada 12 g de solo foram adicionados 1,2 mL de acetonitrila P.A. a cada
12 g de solo, enquanto que para as condi¢des: “Solo + acetonitrila + ATZ 1000 ppm” e “Solo +
acetonitrila + ATZ 2000 ppm” foram adicionadas em separado aliquotas de 1,2 mL das solugdes
respectivas de atrazina em acetonitrila a cada 12 g do solo.

4.2. Estudos com o nicosulfuron.

Neste trabalho foram realizados estudos microcalorimétricos com solos de regides de
cultivo de: café, milho e mata nativa. Na Tabela 6 estdo indicados os valores para alguns
atributos fisico-quimicos relacionados com tais solos.

A Tabela 6 indica que os solos da regido de mata nativa e de cultivo de milho
apresentam valores de pH que sdo muito proximos (solos ligeiramente acidos), além de

apresentarem valores de umidade e de matéria organica que também o sdo.
60



Tabela 6. Atributos fisico-quimicos avaliados para os solos de floresta e de cultivos de

milho e de café€.

Solos pH Umidade /| M. O/ %g/e C:N
%o o/ (mol:mol)
Mata nativa| 6,2 +0,1 18,2 4,0+0,1 7.0

Milharal | 6,9 +0,0 17,5 33 +0,2 6,5

Cafezal - 21,5 3,3 6,3

O teor de matéria organica no solo de mata nativa € maior que os dos solos de
regioes onde h4 cultivos de milho e de café, em cerca 1%, o que € uma consequéncia do
fato de que esse solo tenha recebido um aporte elevado de material organico de origem
vegetal e animal. Como justificativa para o maior teor de matéria organica no solo de
mata nativa, deve ser mencionado o fato de que no local em que essa amostra foi
retirada havia uma camada espessa de material organico depositado (camada de 10 cm
de profundidade), ao contrario das situacdes relativas aos outros dois solos.

Os valores das relagdes C:N sdo aproximadamente iguais, o que pode sugerir que
tais solos poderiam apresentar um mesmo tipo de matéria organica (i.e., mesma natureza
quimica), considerando-se também a biomassa microbiana. Além disso, como os valores
da razdo C:N se situam entre 6 e 7, ha indicios de que o tipo de biomassa presente seja
preponderantemente fingica.?!

No tocante as andlises térmicas, hd uma similaridade muito grande quanto ao
comportamento dos diferentes solos (padrdes das curvas) ao se avaliar o conjunto das

curvas de TG (Figura 28).
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Figura 28. Curvas de TG para os trés tipos de solo estudados. (a) solo de drea de cultivo

de café; (b) solo de area de cultivo de milho e (c¢) solo de area florestal.

No entanto, a grande diferenca estd nos valores de perda de massa d’agua para o
solo de cafezal. Este solo apresentou uma perda d’dgua de aproximadamente 16% na
faixa de temperatura de 25 a 80 °C, enquanto que os outros solos apresentaram uma
perda de aproximadamente 3%. Embora a determinacao da umidade realizada por meio
da secagem em estufa também tenha mostrado essa tendéncia, os valores obtidos ndo
foram tao diferentes como esses.

Além disso, a Figura 28 mostra que as curvas de TG para os solos da drea de
cultivo de milho e o solo de floresta sdo mais semelhantes em termo de perfil, o que
pode ser um indicio que apresentam uma composicdo quimica similar. Tal constatacao
corrobora com os dados das andlises quimicas, i.e., matéria organica percentual e anélise
elementar, haja vista que nesses solos 0s respectivos valores para os indicadores
quimicos estudados sdo préximos, ao contrario do observado para o solo de cafezal.

Deve ser ressaltado que para se efetuar as andlises de TG as amostras foram
maceradas, de forma a se garantir uma maior homogeneidade. O padrdo de uma curva de
TG é dependente dos materiais existentes na amostra, além de que variacdes na
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composi¢ao quimica da amostra podem influenciar significativamente na forma da curva
TG*?8, assim que pode ser inferido a priori que os solos estudados devem apresentar
uma constituicdo quimica relativamente semelhante, tendo em vista que os perfis das
curvas de TG sdo similares, com a excecdo da regido correspondente a perda d“agua (na
regido proxima ao valor de temperatura de 100°C ou seja, 373 K).

Outro fato relevante € que a umidade percentual do solo de drea de cultivo de café
¢ maior que nas outras condicdes, pois a inclinagdo ou derivada da respectiva curva de
TG ao longo do intervalo de 25°C a aproximadamente 100 °C € maior neste solo (i.e., a
derivada € mais positiva) que para o mesmo intervalo nos outros solos estudados. A
partir desse intervalo, foram calculados os valores de umidade percentual que estdao
indicados na Tabela 6.

Sabe-se que a umidade do solo influencia uma série de atributos fisico-quimicos
nesses ambientes, tais como: potencial redox, pH e os niveis de O, e CO,, os quais
influenciam as popula¢des microbianas e suas atividades.?”

Além disso, a umidade do solo controla significativamente a atividade
microbiana, estando fortemente correlacionada com a diversidade funcional das
comunidades microbianas e negativamente correlacionada com as enzimas que
degradam a lignina, quitina e a celulose.??® Sabe-se também que hd uma correlagdo
positiva entre a porcentagem de umidade, a energia liberada (calor) pelos
microrganismos e a constante do crescimento microbiano em solos?*?’, além de existir
uma forte correlacdo entre a respiracdo da biomassa e o teor de umidade da camada que
recobre 0 s0lo.?!

Com base no que foi discutido a respeito da umidade dos solos, pode ser inferido
que no solo de cultivo de café a atividade microbiana € possivelmente maior que nas
outras condicdes. Todavia, para se avaliar tal hipdtese foram realizados estudos

microcalorimétricos.

Assim, com os trés solos foram realizados estudos com o emprego da
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microcalorimetria isotérmica e os resultados estao resumidos na Figura 29. A figura 29
indica que apenas o solo de floresta ou mata nativa apresentou uma diferenca nitida de
comportamento no tocante a atividade microbiana, levando-se em conta somente o

aspecto geral das curvas calorimétricas.
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Figura 29. Curvas calorimétricas obtidas nos estudos com o emprego do nicossulfuron
(incubagdo durante 48 h e adi¢do final de solugdo aquosa de glicose) aplicado as
diferentes amostras de solo. Na condi¢do em que h4d acetonitrila foi adicionada agua,

apo6s incubagdo por aproximadamente 48 h.

No caso especifico do solo de mata nativa, observa-se que a curva se tornou mais
achatada com o emprego da acetonitrila e do nicossulfuron, enquanto que houve um
grande aumento no valor do peak time. Também ocorreu uma diminui¢do no valor da

poténcia relacionada com o peak time, desde aproximadamente -170 uW até
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aproximadamente -70 uW. O peak time aumentou em 1 dia (condicdo em que ha adi¢do
de solucdo aquosa de glicose) para valores bem maiores que 4 dias (adicdo de
acetonitrila e desse solvente mais o nicosulfuron), sendo que também ocorreram
incrementos nos valores dessa grandeza para o solo de mata nativa, os quais parecem ser
muito dependentes da presenca da acetonitrila. Paralelamente, pode ser constatada certa
contribuicdo do nicossulfuron, a qual deve ser considerada com cautela, uma vez que a
quantidade de acetonitrila adicionada € muito maior que a desse herbicida.

O solo de area florestal, como a exemplo da Mata Atlantica, apresenta elevada
diversidade microbiana.?*? Além disso, as espécies arbéreas dominantes em florestas sdo
capazes de exercer influéncias importantes na estrutura, funcdo e atividades das
comunidades microbianas dos solos, devido: a qualidade e quantidade dos residuos
vegetais que se acumulam no solo, as arquiteturas das raizes, aos respectivos exsudatos,
a0s requisitos nutricionais e ao processo de decomposic¢do.?*?

Consequentemente, € de se esperar que no solo de mata estudado haja uma grande
diversidade microbiana, o que pode estar relacionado com uma maior competi¢do entre
as diferentes espécies microbianas. Ao mesmo tempo, pode estar ocorrendo um melhor
aproveitamento dos substratos fornecidos gragas as diversidades de espécies, as quais
podem ocupar diferentes nichos, ou seja, podem desempenhar diferentes funcdes
metabdlicas.

Com base no que foi discutido no dltimo pardgrafo a respeito do solo de floresta,
pode se sugerir que a acetonitrila e o nicosulfuron possam estar sendo aproveitados
metabolicamente de uma maneira mais eficiente. Como justificativa, pode-se imaginar
que quando estes sdo aplicados ocorra uma redugdo dos efeitos térmicos, o que pode ser
depreendido ao se considerar o balanco energético ilustrado pela equagao 4.

Um fato interessante se refere ao caso da aplicacdo exclusiva de acetonitrila, pois
sob tal condi¢do o efeito térmico é o menor de todos, o que pode nos levar a concluir
que o aproveitamento da biomassa possa ser o maior com relacdo as outras condi¢des.

Outro aspecto relevante com respeito a Figura 29 e a condi¢do de solo de mata
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nativa refere-se ao fato de que ao se adicionar o nicossulfuron se observa uma variagao
singela no peak time, levando-se em conta os desvios experimentais no valor dessa
grandeza, mesmo sem haver mudancas no sistema estudado.

Também sem entrar nos detalhes quantitativos das curvas apresentadas na Figura
29, pode se observar que a poténcia maxima no peak time aumenta de forma totalmente
diferente para os trés solos com as adi¢des de acetronila e do nicosulfuron, sendo que
para os solos de dreas de cultivo de milho e de café esse valor praticamente ndo se
modifica (com a exce¢do do solo de regidao de cultivo de milho tratado com solugdo de
nicosulfuron de concentracdo igual a 120 ppm), diminuindo no caso do estudo com solo
de regido de mata nativa.

No caso do solo de é4rea de cultivo de milho, quando houve a adi¢do de
acetonitrila e glicose, e adi¢do de acetonitrila mais nicosulfuron (com a excecdo da
concentracdo de 120 ppm), ndo ocorreram alteracdes aprecidveis nos registros
calorimétricos, como discutido brevemente no ultimo pardgrafo, apesar de que os efeitos
térmicos tenham sido mais elevados. Consequentemente, com base no balanco
energético ilustrado pela equacdo 4, hd uma indicagdo que a efici€éncia foi menor em
termos da formacdo de biomassa, o que é oposto ao observado no caso em que houve
adicdo exclusiva da acetonitrila, em que o peak time foi menor (em aproximadamente
3h).

Pelo fato de ndo existir uma grande diversidade em termos de tipos de rizosfera
para os solos de cultivo de milho e café € possivel que haja uma reducdo quanto as
possibilidades de biodegradacido dos xenobidticos nesses solos.

Ao se adicionar solucao de nicosulfuron de concentragdo igual a 120 ppm a uma
amostra de solo de area de cultivo de milho, ndo foi registrado efeito térmico o que
parece sugerir que o nicosulfuron possa estar inibindo o crescimento microbiano, o que
também poderia justificar os valores dos efeitos térmicos que sdo proximos entre si
quando h4 aplicacdo concomitante da acetonitrila e do herbicida.

No entanto, em principio, nao ha qualquer indicio do que poderia ter ocorrido
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precisamente. Embora as repeticdes dos experimentos com amostras que contenham
organismos vivos apresentam incertezas “nao usuais” para os quimicos, muitas vezes
nao ha uma explicagdo “muito 16gica” do ponto de vista da Quimica.

Da mesma forma que no caso do solo de regido em que hd cultivo de milho,
quando ha aplicac@o da solucdo de glicose em acetonitrila e de solu¢des em diferentes
concentragdes de nicosulfuron em acetonitrila, ndo sdo observadas diferencas bem
nitidas quanto aos efeitos térmicos registrados, diferentemente da situacdo em que ha
aplicacdo exclusiva da solu¢do de glicose em acetonitrila.

Na situacdo em que ha aplicacdo exclusiva da solugdo de glicose em acetonitrila, é
de se esperar que as possibilidades quanto as capacidades de biodegradacdo dos
xenobidticos sejam menores que no caso do solo de mata, por haver uma monocultura, e
assim, ha uma menor competicdo microbiana em comparagdo com o solo de mata
nativa. Isto poderia justificar as similaridades com relacdo aos sinais térmicos
registrados quando ocorrem adi¢Oes de acetonitrila e do nicosulfuron.

Além disso, a presenca do nicosulfuron poderia estar reduzindo a eficiéncia da
assimilacdo da biomassa, com base no balanco energético tratado anteriormente
(equacdo 4), pois os respectivos efeitos térmicos sdo maiores quando ha aplicacdo desse
xenobidtico. Da mesma forma que no caso do solo de regido de cultivo do milho, parece
que a rizosfera do cafeeiro apresenta microrganismos capazes de degradar a acetonitrila
de uma maneira mais eficiente, o que pode ser depreendido gragas ao efeito térmico de
magnitude pequena registrado nesta condicao.

Em suma, do ponto de vista energético, observa-se um efeito térmico singelo
quando ha adicdo da acetonitrila e da 4gua nos trés conjuntos de curvas da Figura 29,
lembrando que em todos os experimentos aqui relatados foi empregada a agua.
Ademais, as curvas calorimétricas nesse caso apresentam valores de dissipacdo de
energia (poténcia) que sdo maximos na faixa 25 pW, enquanto que com a adicao de
glicose os valores sdo maiores que 150 pW.

Em termos microbioldgicos, a literatura informa que alguns microrganismos sdo
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capazes de metabolizar nitrilas como a acetonitrila, de acordo com o que foi discutido na
introducdo e em pardgrafos anteriores. Todavia seria possivel se supor que outros
microrganismos poderiam sofrer inibi¢do de suas atividades microbianas quando em
contato com a acetonitrila.

A Figura 30a indica que em todos os solos estudados a energia dissipada com a
aplicacdo da glicose foi elevada, o que € um reflexo da facilidade de metabolizacao
desse tipo de substrato. No entanto, nos solos em que ha cultivo de café e de milho os
respectivos valores de peak time sdo ligeiramente menores que no caso do solo de mata
nativa, cujo pico da curva calorimétrica é mais achatado, indicando que nesta condicao a

metabolizacdo da glicose ocorreu de uma maneira mais dificil.
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Figura 30. Curvas calorimétricas obtidas nos estudos com o emprego de glicose (a) e
com a incubacdo da soluc¢ao de nicosulfuron em acetonitrila (C= 64 ppm) seguida da

adicdo de glicose (b).

Tais observacOes justificam a constatacdo de que ha grande biodiversidade em
solos florestais, como foi discutido anteriormente, assim como em tal condi¢do poderia
haver maior competi¢do pelo substrato, resultando em um crescimento microbiano

global mais lento.
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De uma maneira geral, os valores de peak time ocorrem em periodos de tempo de
até 24 h para as trés amostras, no caso da aplicacdo da glicose, sendo ligeiramente
menor para o solo onde ha cultivo de café. Neste solo ha adicdo frequente de matéria
organica, ja que toda a varredura advinda da “panha” e da “desbrota” do café. Ao mesmo
tempo, os combates as ervas daninhas ao redor da plantacdo eram realizados nas
proximidades da cultura, de forma que o solo permanecia Umido e com grande
quantidade de matéria organica passivel de sofrer decomposi¢ido e ser incorporada ao
solo.

Deve ser destacado neste ponto que o solo de area de cultivo de milho era
adubado com residuos vegetais das safras anteriores desta cultura, tendo sido exposto a
radiacdo solar além de ter sido muito compactado pelas maquinas agricolas, tornando-se
pouco permedvel a dgua, o que justificaria o menor valor para o teor de umidade que foi
registrado para esse solo. Similarmente, o solo de mata nativa também recebia o aporte
de matéria organica advindo do acimulo de material vegetal, mas neste caso estava
menos exposto a radiacdo solar. Portanto, pode-se depreender que a biodiversidade de
microrganismos era diferenciada nos trés tipos de solo.

Na Figura 30b € mais evidente o atraso quanto ao crescimento microbiano para o
solo de mata nativa, o qual de inicia ap6s aproximadamente 7 dias. Além de haver maior
competicao entre os microrganismos nesse tipo de solo, deve-se considerar o fato de que
o nicosulfuron é uma molécula mais complexa, demandando a presenca de
microrganismos especificos para sua degradac¢do, como discutido na introducdo do
presente trabalho.

Para esses microrganismos se desenvolverem e comecarem a se multiplicar em
um ambiente muito competitivo, hd necessidade de um maior intervalo de tempo, o qual
constitui a lag phase, sendo tal periodo maior que no caso da glicose. As curvas estio
sobrepostas nos casos dos solos de cultivo de regides de milho e de café, o que indica
que a aplicagdo do nicosulfuron (C= 64 ppm) a esses tipos de solo ndo permite a
diferenciacao quanto ao comportamento biodegradativo para esse xenobidtico.
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Até este ponto do trabalho discutiram-se aspectos qualitativos. Todavia €
imprescindivel que os resultados possam ser discutidos do ponto de vista quantitativo,
de modo a se verificar a hipotese de que o nicosulfuron nao estaria influenciando as
atividades microbianas nos solos estudados. Assim, devem ser considerados os
resultados da Tabela 7, para que se possa iniciar uma discussdo quantitativa das curvas
calorimétricas.

Na Tabela 7, a segunda coluna apresenta as diferentes condi¢des experimentais, 0s
tipos de solo e a substincias adicionadas. A quarta coluna indica os valores de energia
dissipada (calor) obtidos por meio da integracdo da curva calorimétrica de poténcia em
funcdo do tempo. Essa grandeza é importante, pois a partir dela torna-se possivel
calcular outras grandezas, como a efici€éncia do crescimento microbiano. Além disso,
essa eficiéncia permite a quantificacdo da matéria orgadnica assimilada (mu), dentre
outros parametros como a quantidade de biomassa viva formada e os coeficientes
estequiométricos da equacdo macroquimica.

Em termos cinéticos, o peak time e a constante do crescimento microbiano sao
parametros importantes, pois enquanto o primeiro indica o tempo necessdrio para se
iniciar a fase estaciondria do crescimento microbiano, o segundo permite a avaliagdo da
velocidade do crescimento microbiano, de forma que esses parametros permitem o
estabelecimento de correlagdes com os crescimentos das populagdes de microrganismos.

Um primeiro aspecto a se considerar se refere ao metabolismo da acetonitrila.
Conforme indica a Tabela 7, quando ha adi¢do desse solvente nos trés solos pode ser
constatada certa atividade microbiana. Sabe-se que essa atividade leva a formacdo de
acido acético e amodnia, baseando-se no que foi discutido na introdugao.

Levando-se em conta que a variagdo entdlpica dessa reacdo € bem menor que
quando ocorre uma combustdo completa originando CO, e NO,, pode-se inferir que
ainda restou uma quantidade aprecidvel de acetonitrila no solo. Se esse metabolismo
ocorre de forma similar, também pode ser inferido que restam diferentes quantidades de
acetonitrila nos diferentes solos, gracas aos diferentes valores de energia dissipada
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(calor) para esse solvente.

Desconsiderando-se diferencas quanto ao processo de eliminag¢do da acetonitrila,
pode ser concluido que as possiveis diferencas quanto a acetonitrila remanescente nas
trés amostras de solo sdo devidas as diferencas nos constituintes desses solos, muito
provavelmente devido a qualidade da matéria organica, pois se sabe que a sorcdo de
compostos 0rganicos nesses meio aquosos ocorre principalmente na matéria organica ao
invés de ocorrer ao longo das superficies dos minerais.>*

Além disso, propdem-se na literatura que um material rico em matéria organica
como a turfa apresenta certos sitios polares que interagem entre si, mas que podem se
ligar a moléculas polares de solventes, como no caso da dgua, surgindo novos sitios de
sor¢cdo.?*> Assim, € possivel que a acetonitrila possa ainda estar presente no material, o
que justificaria os efeitos térmicos registrados quando da aplicagcdo desse solvente.

Outro aspecto a se comentar se refere ao aumento na energia registrada pelo
calorimetro. Na proposta inicial desse trabalho, esse aumento deveria ser correlacionado
com modifica¢des no metabolismo provocadas pelas adi¢des dos herbicidas. No entanto,
visto que essa adicdo ndo resultou em mudancas significativas da energia, ao se
comparar as condicdes com e sem o herbicida, conclui-se que nos casos das condi¢des
estudadas esse efeito ndo foi observado para o nicosulfuron (Figura 31).

As dificuldades nesse tipo de estudo refere-se ao fato de que os defensivos
agricolas geralmente sdo pouco soliveis em dgua. Assim, a OECD (Organisation for
Economic Co-operation and Development) e a US EPA (US Environmental Protection
Agency) recomendam as utilizacOes de co-solventes para esses casos, devendo ser
destacado que a acetonitrila € uma das substancias indicadas.

Todavia, tal utilizacdo pode modificar o padrao de biodegradacdo no solo, além de
que outras substancias presentes nas formulacdes comerciais podem atuar como
interferentes dos herbicidas, pois hd compostos que permitem uma dispersao uniforme
do defensivo na lavoura. Consequentemente, € possivel que haja interferentes que
possam afetar a biodegradacao do nicosulfuron, o que inviabilizaria os estudos.
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Tabela 7. Dados termodindmicos e cinéticos para os solos estudados.

Condicao

Codigo

-Q/KJg'”

nu/ %

Peak time/ h

k (x 10 min')

Acetonitrila

6,0+0,1

Glicose

9,7£1,0

39

11,8+0

1,4+0,1

Acetonitrila e
Solo de glicose

16,3+£0,9

15+4

2,5+0,1

cultivo de Acetonitrila,

café glicose e

Nicossulfuron

64 ppm

11,2+0,6

14,8+2,0

3,70

Acetonitrila,
glicose e
Nicossulfuron

120 ppm

14,2+0,4

13,5+2,8

3,1+0,2

acetonitrila

2,0+0,5

4,7+1,0

glicose

9,6+1,2

40

18,6£2,0

Acetonitrila e

Solo de glicose

12,0£1,5

14,5+0,7

2,6+0,1

cultivo de Acetonitrila,

milho glicose e

Nicossulfuron

64 ppm

15,6£1,5

15,2+0,1

2,6+0,1

Acetonitrila,
glicose e
Nicossulfuron

120 ppm

160

0,9

acetonitrila

2,520

1,240,1

glicose

10,4+1,2

35

1,7+0,0

Acetonitrila e

glicose

9,1£1,3

10145

1,10

Solo de
mata
nativa

Acetonitrila,
glicose e
Nicossulfuron

64 ppm

11,3+0,1

1377

1,00

Acetonitrila,
glicose e
Nicossulfuro

120 ppm

1,2
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Figura 31. Valores de efeito térmico da atividade microbiana nos diversos solos, em

fun¢do das condicdes experimentais.

Com relagdo ao crescimento microbiano, a Tabela 7 indica que ha diferentes
comportamentos no tocante aos trés solos, apds a adicdo de acetonitrila. Para o caso do
solo de regido de cultivo de café, pode ser observado que houve um aumento na
velocidade do crescimento microbiano, enquanto que um efeito inverso foi verificado no
caso da mata nativa.

Além disso, no solo de regido de cultivo de café houve um aumento no peak time
apos as adigdes da acetonitrila e das solugdes do herbicida em diferentes concentragdes,
em comparagcdo com a glicose. Tal constatacdo pode ser consequéncia do fato de que o
nicosulfuron apresenta estrutura com maior complexidade, o que pode prolongar as
respectivas fases exponenciais dos microrganismos.

No caso do solo de mata nativa, o aumento do peak time foi mais pronunciado,
podendo ser um reflexo da maior competi¢io entre a vasta gama de espécies,
relacionada com o metabolismo da acetonitrila e do nicosulfuron, lembrando-se que em

solos de dreas florestais ha uma grande biodiversidade de microrganismos. Para o solo
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da regido de cultivo do milho, a adi¢do de acetonitrila seguida pela adi¢cdo de dgua apos
aproximadamente 48 horas resultou num rapido crescimento microbiano, tendo ocorrido
em seguida uma reducdo na cinética, a qual se manteve relativamente constante quando
houve adi¢ao da acetonitrila e glicose e da solucdo de nicosulfuron em acetonitrila com
concentragdo igual a 64 ppm.

Concomitantemente, ocorreram aumentos nos respectivos valores do peak time.
Finalmente, para esse tipo de solo houve uma reducdo da cinética do crescimento
microbiano quando foi aplicada um solucdo de nicosulfuron em acetonitrila de
concentracdo igual a 120 ppm, o que suporta o que havia sido discutido a respeito da
possivel inibicdo quando do emprego da solucdo com essa concentracdo, no caso do solo
de area de cultivo de milho (Figura 29).

O fato de existirem diferentes comportamentos cinéticos e tendéncias em termos
da energia dissipada nesses solos (Tabela 7) pode ser um reflexo das diferencas quanto
as populagdes microbianas nesses diferentes ambientes, atuando como indicadores
especificos para as condi¢des dos diferentes solos.

Os dados de variacdo entalpica metabolica (AmetH) permitiram as avaliacdes dos
coeficientes estequiométricos da equacdo macroquimica para formacdo de biomassa
(equacdo 8). Os respectivos valores calculados para as diferentes condi¢des estudadas se
encontram listados na Tabela 8. Na Tabela 8, um dos coeficientes estequiométricos que
foi calculado e que € de grande importancia € o coeficiente d, o qual € proporcional a

quantidade de CO, que foi liberado pelo metabolismo da glicose.
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Tabela 8. Valores calculados dos coeficientes estequiométricos da equagdo

macroquimica para forma¢ao de biomassa.

Condicao a b d/CO2 E
H>0 + glicose 0,8 3,9 3,9 4,3
ACN + glicose 1,2 6,1 6,1 6.5
Solo de
café ppm + glicose 1,1 5,3 5,4 5,8
Nicos/ACN 64
ppm + glicose 0,9 4,3 43 4,7
H>0 + glicose 1,1 5,3 5,3 5,7
ACN + glicose 0,9 4,5 4,6 5
Solo de
milho ppm + glicose 0.4 1,6 1,6 2
Nicos/ACN 64
ppm + glicose 1,2 6,2 6,2 6,6
H>0 + glicose - - - -
ACN + glicose 0,9 4,1 4,2 4,6
Solo de
mata
nativa

Para o solo de cultivo de café, a condi¢do que proporcionou a maior liberagdo de
CO, foi aquela em que houve a aplicacao da acetonitrila mais a glicose, o que indica que
nesta condi¢do houve um maior estimulo a atividade microbiana, reflexo do valor de
maior magnitude para a energia dissipada (-Q = 16,3 £0,9 KJ g'.

Uma observacdo interessante no que tange ao solo de regido de cultivo de café é
que para as condi¢cdes em que houve a aplicacdo de acetonitrila e do herbicida, as
quantidades de CO, que foram liberadas foram maiores que no controle, i.e., para a
condicdo em que houve adicdo de agua e glicose, o que € um indicativo de que a
acetonitrila e o herbicida poderiam estar influenciando na liberac@o desse gés.

Todavia, houve uma ligeira reducdo da emissao de CO, quando foram adicionadas
as solugdes de nicosulfuron em acetonitrila, o que leva a crer que o herbicida poderia

estar inibindo a atividade microbiana no solo de regido cultivo de café. Tal constatacao €
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um tanto intrigante ao se considerar o fato de que o dado na Tabela 7 indica que nas
condi¢des em que houve as adicdes das solu¢des de nicosulfuron ocorreu um aumento
na velocidade da reacao metabdlica global no solo.

Uma hipotese que pode ser aventada para se justificar tal situacdo no solo de
cultivo de café refere-se ao fato de que apesar do crescimento microbiano ser mais
rapido e estar relacionado com uma maior atividade microbiana (maiores valores de
energia dissipada; Tabela 7), em tal condi¢do se chegaria a uma situac@o de estresse mais
rapidamente, gracas a um aumento na competi¢do e na quantidade resultante de CO, que
foi liberado. Assim, para esse solo a fase estaciondria poderia ocorrer mais
precocemente, como pode ser observado na figura 30, quando foi aplicada solucdo de
nicosulfuron em acetonitrila com concentragdo igual a 64 ppm.

Para o solo de area de cultivo de milho houve maior liberacao de CO; na condi¢do
em que foi empregada a solucdo de nicosulfuron em acetonitrila com concentrac¢io igual
a 64 ppm, enquanto que a mesma tendéncia foi observada para o solo de mata nativa.
Consequentemente, hd indicios de que o nicosulfuron esteja influenciado mais
significativamente a metabolizacdo da glicose, pois ela € um substrato que pode ser
metabolizado facilmente.

Outro tipo de cdlculo que foi realizado foi o da quantidade de biomassa viva, por
meio da equagcdo de Sparling (equagdo 7), a qual € formada paralelamente ao
crescimento microbiano (Tabela 9).

A Tabela 9 mostra que no solo em que houve cultivo de café ocorreu maior
formacdo de biomassa para a condi¢do em que foi adicionada solu¢cdo de nicosulfuron
com concentragdo igual a 120 ppm mais glicose, seguida pela condicdo em que foi
utilizada a acetonitrila mais glicose. Para o solo de regido de cultivo de milho houve
maior formacao de biomassa na condi¢do em que foi empregada a solucao do herbicida
em concentracdo igual a 64 ppm. Por fim, pode-se observar que no solo de mata nativa
houve maior formagao de biomassa para a condi¢ao em que foi empregada a acetonitrila
mais a glicose.
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Os resultados presentes na Tabela 9 parecem indicar que foram formadas maiores
quantidades de biomassa, de um modo geral, quando foram utilizados a acetonitrila e
este solvente mais o nicosulfuron, o que € um indicativo de que a acetonitrila e o

nicosulfuron possam estar sendo co-metabolizados.

Tabela 9. Valores de biomassa viva formada com o crescimento microbiano para as

respectivas condigoes.

Condicao
AX / ng
H>0 + glicose 393,3
Solo de cultivo de ACN + glicose 776,3
café Nicos/ACN 120 ppm + glicose 1221,0
Nicos/ACN 64 ppm + glicose 599,5
H>0 + glicose 842,0
A li 21
Solo de cultivo de CN + glicose 9217
milho Nicos/ACN 120 ppm + glicose 207,0
Nicos/ACN 64 ppm + glicose 1021,3
H>0 + glicose -
Solo de mata nativa ACN + glicose 3276
Nicos/ACN 120 ppm + glicose 297,3
Nicos/ACN 64 ppm + glicose 278,1

Até este ponto da discussdo faltam dados que possibilitam a formulacao de uma
conclusdo contundente a respeito do efeito da acetonitrila e do herbicida, pois até agora
ha ddvida se a acetonitrila estaria sendo metabolizada majoritariamente, ou se isto
ocorreria no caso da acetonitrila mais o nicosufuron.

Para se avaliar essas possibilidades foram realizados ensaios empregado-se a
acetonitrila e as solugdes do herbicida naquele solvente, submetendo-se os solos
estudados com esses meios a incubagdo, ao longo de um periodo de aproximadamente

48 h. Apos este intervalo de tempo, foi adicionada dgua desionizada e foram realizadas
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analises microcalorimétricas. Os valores de energia dissipada (calor) e as respectivas
condicdes estdo indicados na Tabela 10.

Com o objetivo de se avaliar melhor os dados de calor expostos na tabela 10,
também foi obtido o histograma indicado na Figura 32, indicando que conforme foi
empregada maior quantidade do nicosulfuron no solo de regidao de cultivo de milho,
menor foi o efeito térmico registrado, o que significa que a microbiota presente estaria
menos ativa com o incremento nas quantidades empregadas do nicosulfuron.

A Tabela 9 também nos indica a mesma tendéncia, em termos da biomassa,
quando houve aplicacdo da glicose, i. €., menos biomassa microbiana foi formada com o
aumento na quantidade utilizada de nicosulfuron. A Tabela 8, no entanto, indica que a
quantidade de CO, que foi liberada foi menor, com base na equacdo macroquimica
(equacdo 8).

Consequentemente, pode ser inferido que o nicosulfuron inibe a atividade
microbiana, no solo de regido de cultivo de milho. No caso do solo de area de cultivo de
café, as atividades microbianas foram maiores que no caso quando houve aplicacdao da
solucdo de nicosulfuron de concentracao igual a 120 ppm.

Quando houve aplicacdo da acetonitrila, as atividades microbianas foram maiores
que ao se aplicar solucdo de nicosulfuron de concentracdo intermedidria, i. e.,
concentracao igual a 64 ppm. Mesmo assim, as atividades microbianas foram maiores
que com a utilizag¢do do solo de regido de cultivo de milho, indicando que € possivel que
o herbicida possa estar sendo biodegradado em uma maior extensdao. No caso do solo
florestal ou de mata nativa, com a aplicacdo do herbicida houve reducdo na atividade
microbiana, além de uma formacao de menor quantidade de biomassa (Tabela 9), o que
pode significar que a biodegradacdo desse herbicida neste tipo de solo seja
possivelmente mais dificil.

Desse modo, hd indicios de que a microbiota seja mais sensivel ao nicosulfuron
no solo de drea de cultivo de milho e no de mata nativa, ao contrario do solo de regidao
de cultivo de café, onde as atividades microbianas foram mais intensas, haja vista que o
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calor gerado € proporcional a quantidade de CO, liberada por meio dos processos

catabdlicos da microbiota, baseando-se na equacdo macroquimica (equagao 8).

Tabela 10. Dados microcalorimétricos relacionados com a adi¢ao de dgua (100 uL /1 g

solo) a amostras de solo incubadas com solu¢des do nicosulfuron em acetonitrila

(incubacdo por aprox. 48 h) e com amostras incubadas com acetonitrila, as quais

também foi adicionada a dgua (100 uL./ 1 g solo).

Solo Tratamento -Q/J g'lsolo
Nicos/ACN (120 ppm) + H.O 0
Cultivode | nj;c,/ACN (64 ppm) + H20 0,9+0,8
milho
ACN + H:0 22+ 0,7
Nicos/ACN (120 ppm) + H,O 6,6+ 0,3
C“‘ct;;’ de | Nicos/ACN (64 ppm) + H:O | 4.8+ 0,9
ACN + H:0 6,4+ 0,1
Nicos/ACN (120 ppm) + H,O 0,5+ 0,3
Florestal | nj;c05/ACN (64 ppm) + H20 0,6+ 0,2
ACN + H:0 32+ 0,1
] R

Milho

ul

T T
d f

e
Café

g

Floresta

Figura 32. Dados de da energia dissipada por unidade de massa de solo em funcao das

diferentes condicdes empregadas, tendo sido adicionada dgua apds 48h. (a) Solo de drea

de cultivo de milho [nicosulfuron em acetonitrila (120 ppm)]; (b) Solo de area de cultivo

de milho [nicosulfuron em acetonitrila (64 ppm)]; (¢) Solo de drea de cultivo de milho
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(acetonitrila PA); (d) Solo de area de cultivo de café [nicosulfuron em acetonitrila (120
ppm)]; (e) Solo de area de cultivo de café [nicosulfuron em acetonitrila (64 ppm)]; (f)
Solo de érea de cultivo de café (acetonitrila PA); (g) Solo de drea florestal [nicosulfuron
em acetonitrila (120 ppm)]; (h) Solo de édrea florestal [nicosulfuron em acetonitrila (64

ppm)] ; (i) Solo de 4rea florestal (acetonitrila PA).

As curvas microcalorimétricas relacionadas com os dados da tabela 10 estio
representadas na Figura 33. A Figura 33(I) nos indica que no caso do solo de area de
cultivo de café os padrdes das curvas estdo muito proximos entre si, como demonstraram
os resultados de energia dissipada (calor) presentes na tabela 10, indicando que o
crescimento microbiano global ocorre de maneira similar para ambas as condig¢des.

No caso do solo de floresta ou mata nativa os perfis das curvas sdo mais diferentes
entre si, devendo se destacar que no caso da aplicagdo da solu¢do de nicosulfuron em
acetonitrila com concentracdo 120 ppm (C) o efeito térmico é quase nulo, i.e, ha quase
uma linha base. Enquanto isso, quando ha emprego da solu¢cdo de concentragdao 64 ppm
(B) ha um perfil mais caracteristico para a curva do crescimento microbiano, ao passo
que o peak time (aproximadamente 4 dias) ocorre posteriormente em comparagao com o
caso em que hé aplicacdo exclusiva da acetronitrila (aproximadamente 2 dias; A).

Desse modo, é provavel que a acetonitrila seja metabolizada mais facilmente no
solo de floresta ou de mata nativa que nas condicoes em que hd aplicacao do
nicosulfuron, para o mesmo tipo de solo.

A Figura 33(I1I) indica que no caso do solo de drea de cultivo de milho, quando
foram realizadas incubagdes com as solucdes de nicosulfuron, cujas concentragdes eram
de 64 e 120 ppm, o efeito térmico foi praticamente nulo, conferindo as respectivas
curvas calorimétricas aspectos semelhantes a linhas base. No entanto, no caso quando
houve aplicacdo da acetonitrila o efeito térmico foi mais pronunciado, originando uma
forma caracteristica de curva de crescimento microbiano aos registros calorimétricos.

Desse modo, pode-se dizer que em termos qualitativos a acetonitrila parece ser a
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responsavel por um aumento na atividade microbiana no solo de regidao de cultivo de
milho, 0 que consequentemente permite inferir que os microrganismos presentes neste
tipo de solo sejam os mais sensiveis a presenca do nicosulfuron que exclusivamente a

acetonitrila.

T Exotérmico

Poténecia J punf
Poténcia ! pif

T Exotérmico

Tempo fdlas Tempa fdlas

@ (I0)

Paténeia / it

T Exotérmico

(I11)
Figura 33. Curvas calorimétricas para os solos incubados, tendo sido adicionada agua
desionizada ap6s 48h (sem adicdo de glicose). (I) Solo de cultivo de café: (a) Solugao
de nicosulfuron em acetonitrila (120 ppm); (b) Incubacdo com acetonitrila; (c)
Nicosulfuron em acetonitrila (64 ppm); (II) Solo de floresta: (a) Acetonitrila PA; (b)
Nicosulfuron em acetonitrila (64 ppm); (¢) Nicosulfuron em acetonitrila (120 ppm);
(ITII) Solo de cultivo de milho: (a) Acetonitrila PA; (b) Nicosulfuron em acetonitrila

(64 ppm); (¢) Nicosulfuron em acetonitrila (120 ppm).
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Na Figura 34 estdo indicadas as curvas calorimétricas obtidas ao se comparar os

comportamentos dos diferentes solos frente aos tratamentos empregados. No caso em

que houve aplicacdo da acetonitrila (I), o solo que apresentou o menor valor de peak

time foi o de onde houve cultivo de milho (a), enquanto que o solo de drea de cultivo de

café e o solo florestal ou de mata nativa se comportaram de maneira relativamente

similar.

Paténcia [ ps

Poténcia ¢ pud

T Exotérmico

Tempo Jdlas

)

Poténcia J i

Tempa fdias

an

Tempo folas

(II0)

Figura 34. Curvas calorimétricas obtidas para os solos incubados por 48 h com
acetonitrila e com soluc¢des de nicosulfuron em acetonitrila, sem adi¢do de glicose e com
adicdo de dgua apds o periodo de incubacdo. (I) Acetonitrila PA: (a) Solo de cultivo de
café; (b) Solo de Floresta; (¢) Solo de cultivo de milho; (IT) Nicosulfuron em acetonitrila
(64 ppm): (a) Solo de cultivo de café; (b) Solo de Floresta; (¢) Solo de cultivo de milho;
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(IIT) Nicosulfuron em acetonitrila (120 ppm): (a) Solo de cultivo de café; (b) Solo de
cultivo de milho; (¢) Solo de floresta.

No caso do solo florestal ou de mata nativa, a fase de crescimento se estendeu
mais que no caso do solo de regido de cultivo de café, apresentando aparentemente uma
sucessdo de duas fases exponenciais, o que poderia indicar a presenca de uma sucessao
de populagdes microbianas, as quais podem estar degradando o substrato e/ou os
possiveis intermedidrios.

Considerando-se que em solos florestais ha uma grande biodiversidade da
microbiota, como mencionado anteriormente, parece razoavel se considerar que haja
uma maior quantidade de microrganismos especializados nesse tipo de solo, os quais
sejam capazes de degradar diferentes tipos de compostos.

Com base nas observacdes relatadas acima, pode ser inferido que dentre os tipos
de solo estudados, aquele que apresenta microrganismo(s) mais especializado(s) em
termos da degradacgdo da acetonitrila € o solo onde ha cultivo de milho.

Na figura 34(II) foi realizada a incubac@o com uma solucdo de nicosulfuron em
acetonitrila de concentracdo igual a 64 ppm, podendo ser salientado que o solo onde
houve cultivo de café foi aquele associado com o maior efeito térmico, enquanto que o
solo de regido de cultivo de milho e o florestal ou de mata nativa apresentaram perfis de
curva calorimétrica que eram semelhantes. Consequentemente, pode-se concluir que o
solo de area de cultivo de café foi aquele no qual existiam microrganismos mais
especializados, em termos da degradacao do nicosulfuron presente em acetonitrila , para
a solucdo com concentragdo igual a 64 ppm.

De maneira anéloga, foi no solo de drea de cultivo de café que o efeito térmico
registrado foi de maior magnitude, que ao se aplicar solu¢do de nicosulfuron em
acetonitrila de concentracdo igual a 120 ppm, o que indica que o nicosulfuron na
quantidade aplicada afetou de maneira mais efetiva as atividades microbianas dos

microrganismos presentes nesse tipo de solo.
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A aplicacdo de solu¢do de nicosulfuron nessa concentagcao aos solos de regides de
cultivo de milho e de area florestal resultou nas obtencdes de curvas com aspectos
similares a uma linha base, o que aparentemente indica que nesses dois solos o
nicosulfuron inibiu de maneira mais pronunciada as respectivas atividades microbianas.

Assim, pode-se concluir que com a aplicacdo do nicosulfuron houve um maior
estimulo a atividade microbiana no solo de cultivo de café, de forma que € provavel que
neste tipo de solo esse herbicida possa estar sendo mais biodegradado, enquanto que a
acetonitrila é degradada de maneira relativamente similar em todos os solos, ocorrendo
mais rapidamente no caso do solo em que ha o cultivo de milho.

A Tabela 11 mostra os resultados obtidos para as andlises microbioldgicas
(contagens de bactérias + actinomicetos + leveduras) relacionadas com os solos de areas
de cultivo de milho e de café, sendo que foram realizadas as andlises para o solo
florestal ou de mata nativa, por questdo de tempo.

A anélise microbioldgica para o solo de regido de cultivo de milho indica que ndo
foi possivel se concluir se a aplicagdo da acetonitrila resultou em maiores contagens em
comparagdao com a condi¢do em que houve a aplicacdo da solugcdo de nicosulfuron em
acetonitrila, com concentracdo igual a 120 ppm. Todavia, 0 mesmo pode ser inferido
para o caso do solo em que hd o cultivo de café, além de que ndo foi constatada
diferenciacdo quanto as contagens de microrganismos para os solos estudados.

Em suma, ao se analisar os resultados das contagens de microrganismos da
Tabela 11, os dados calorimétricos e suas respectivas curvas para os solos estudados,
tem-se uma indicacdo de que a microcalorimetria isotérmica € a técnica mais sensivel
em termos analiticos, dentre as técnicas que foram utilizadas no presente trabalho,
permitindo estudos mais aprofundados em termos das aplicagcdes do nicosulfuron as

lavouras.
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Tabela 11. Valores de unidades formadoras de col6nias (cel/mL) e respectivas

condigdes.
Solo Tratamento Ufc x 10! (cel / mL)

acetonitrila 45+1,7

Clllt.lVO de sol. Nicos/acetonitrila 120
milho ppm 49+1,6
acetonitrila 4,6 +0,4

Cultivo de
café sol. Nicos/acetonitrila 120 4,2 +1,0
ppm

5. Consideracoes Finais

As analises realizadas com a atrazina permitem concluir que:

1. A acetonitrila retardou o inicio do crescimento microbiano, enquanto que aumentou a
velocidade desse crescimento;

2. O aparecimento de dois picos no registro calorimétrico quando foram adicionadas a
acetonitrila e a glicose leva a conclusdo de que aquele solvente continuou presente no
solo, tendo sido possivelmente cometabolizado com a glicose;

3. O aumento da energia relacionada a atividade microbiana, quando houve adi¢ao de
acetonitrila ou na solucdo de atrazina, reforca a hipdtese de que essa substincia
continuou presente no solo mesmo apds o processo de eliminacdo utilizado, além de
reforcar a ideia da ocorréncia da cometabolizacdo da glicose e da acetonitrila;

4. As modificacdes ocorridas nos registros calorimétricos ndo permitem afirmar que
essa substancia tenha provocado alteracdes na atividade microbiana do solo envelhecido
para as condicdes estudadas, ao se levar em conta a presenca e as quantidades

empregadas da atrazina.
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As analises com o nicossulfuron, por sua vez, permitem concluir que:

1. A acetonitrila retardou o inicio crescimento microbiano, nos casos dos solos de mata
nativa e de area de cultivo de café;

2. A presenca da acetonitrila aumentou a velocidade do crescimento microbiano para o
solo de regido de cultivo de milho, tendo permitido as obten¢des de perfis de curvas que
foram relativamente similares para os solos estudados, de forma que aparentemente a
acetonitrila € metabolizada em todos os solos;

3. As adi¢des do nicossulfuron aos trés tipos de solo ndo parecem ter causado
modificagdes perceptiveis nas atividades microbianas no solo de area de cultivo de
milho e no solo florestal ou de mata nativa, embora os valores de energéticos
relacionados com as atividades microbianas tenham sido ligeiramente diferentes;

4. A atividade microbiana no solo de regido de cultivo de café € estimulada pelo
nicosulfuron, de forma que este herbicida aparentemente sofre uma maior biodegradacao
nesse tipo de solo;

5. A eficiéncia anabdlica dos trés solos apresentam valores bem proximos entre si (35%-
40%), com respeito a degradacdao da glicose. As discussdes frente a esses dados de
eficiéncia com a adi¢do da acetonitrila e do nicossulfuron sdo irrelevantes caso nio seja
realizada uma andlise quimica que permita definir quais metabdlitos foram eliminados
devido a atividade microbiana;

6. O nicosulfuron pode permanecer mais tempo sem ser biodegradado no solo de regido
de cultivo de milho e em solo florestal ou de mata nativa, que no caso do solo onde ha
cultivo de café;

7. A acetonitrila pode ser biodegradada em solos de areas de cultivo de café e milho, da
mesma forma que no solo florestal ou de mata nativa;

8. A andlise microbioldgica (contagens de bactérias + actinomicetos + leveduras) se
mostra inadequada como uma metodologia a ser empregada para se realizar estudos

comparativos com o nicosulfuron.
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9. A microcalorimetria isotérmica permite estudos comparativos envolvendo as

aplicacdes do nicosulfuron em diferentes solos.
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