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ESTUDO CALORIMÉTRICO COMPARATIVO DO EFEITO DA APLICAÇÃO 
DE HERBICIDAS NA ATIVIDADE MICROBIANA EM DIFERENTES SOLOS.  

 
Sabe-se que na agricultura a qualidade de um solo é dependente do tipo de 

manejo. No presente trabalho foi aplicada a microcalorimetria isotérmica para se 

investigar a influência do herbicida atrazina na atividade microbiana de um solo 

envelhecido de mata nativa, mantido a aproximadamente 4 °C, durante três anos. Além 

da utilização da microcalorimetria isotérmica, foram realizadas as análises de DSC e TG 

com a finalidade de se avaliar a quantidade de matéria orgânica presente no solo 

estudado, cujo valor quantificado foi de (3,5 ± 0,2)% g/g. Também foi realizado o 

cálculo da humidade do solo e as análises elementares [CHN e EDS (Energy Dispersive 

X-Ray Detector) acoplado ao MEV (Microscópio Eletrônico de Varredura)]. As amostras 

de solo utilizadas na análise microcalorimétrica foram previamente incubadas com 

acetonitrila e com soluções de atrazina em acetonitrila nas concentrações 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 após o período 

de incubação, além do fato de que o efeito da atrazina sobre os microrganismos do solo 

não era detectável, uma vez que os valores para o calor gerado durante a incubação com 

aquele solvente e com as soluções de atrazina em acetonitrila nas concentrações 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-1. A análise microbiológica também indicou que a 

atrazina não estaria influenciando os microrganismos, diferentemente do caso da 

acetonitrila, a qual foi responsável por uma redução nas quantidades dos 

microrganismos. No presente trabalho também foi investigada a influência 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 analíticas como no 

caso da atrazina, sendo que para se estudar o nicosulfuron foram investigadas as 

seguintes condições de incubação (durante 48 h) para cada tipo de solo: aplicação de 
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acetonitrila, aplicação de uma solução de nicosulfuron em acetonitrila com uma 

concentração igual a 64 ppm e aplicação de uma solução com a mesma natureza, mas 

com uma concentração igual a 120 ppm. Os resultados indicaram que o solo de floresta 

era o mais rico em termos de matéria orgânica (4,0 ± 0,1)%, enquanto que o solo de 

cultivo do café era o mais rico em termos de humidade (21 %). Preliminarmente, as 

análises térmicas realizadas com o auxílio da microcalorimetria isotérmica indicaram 

que a acetonitrila foi novamente a espécie mais biodegradada, ao passo que nos casos 

das condições em que havia adição de água ao invés da solução de glicose pôde ser 

concluído que o solo cultivado com café foi aquele que mais sofreu influência do 

nicosulfuron do que nos casos dos outros solos, uma vez que para o valor de 

concentração 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 solução da mesma natureza com 

concentração igual a 64 ppm (-4,8±0,9)J. Para os solos de floresta ou mata nativa e de 

cultivo do milho o nicosulfuron não exerceu influência detectável. As análises 

microbiológicas para os solos de cultivo do café e do milho não indicam que ocorram 

diferenças estatisticamente significativas para algumas das condições 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 xenobióticos como os pesticidas. 
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CALORIMETRIC STUDY OF THE COMPARATIVE EFFECT OF 

HERBICIDES ON THE MIROBIAL ACTIVITY IN DIFFERENT SOILS. 

 

It is 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-1. 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, i. 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. Introdução 

 
 

                                                                                             “A nação que destrói seu solo destrói 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 à agricultura, 

especialmente no Brasil, um país altamente desenvolvido no agronegócio, o que 

significa que o solo é capaz de afetar a economia de uma nação. Todavia, para uma 

parcela da população é possível que o vocábulo solo esteja associado à sujeira como, por 

exemplo, nos casos das frequentes queixas de acúmulo de poeira nas casas. Um 

engenheiro civil diria que o solo é imprescindível no tocante às estabilidades de 

estruturas como as fundações das construções, enquanto que um geólogo consideraria o 

solo como um compartimento da Terra que está relacionado com processos da 

pedogênese, além de constituir um registro histórico da evolução do planeta em que 

vivemos. 

Independentemente de qual seja o enfoque escolhido, deve-se reconhecer que o 

solo é de suma importância para a sociedade, pois direta e indiretamente ela é afetada 

pela maneira com que essa região da crosta terrestre é manipulada. Isso significa que o 

solo é uma das partes mais importantes do ambiente natural, desempenhando 

importantes papéis ambientais, sociais e econômicos.1 

O solo é o produto do intemperismo, ou seja, é o resultado de um conjunto de 

modificações de ordem física (degradação) e química (decomposição) que as rochas 

sofrem ao aflorarem à superfície terrestre, que são dependentes do clima, relevo, fauna e 

flora, rocha parental e do tempo de exposição.2 Como resultado dessas modificações, 

surgem diferentes horizontes que são estabelecidos ao longo do perfil do solo 

(pedológico), conforme mostra a figura 1. 
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Figura 1. Representação esquemática de um exemplo de perfil de solo.3 
 

De fato, o solo apresenta quatro componentes principais: minerais, matéria 

orgânica, água e ar.4  Assim, de seu volume total, aproximadamente metade corresponde 

aos sólidos e destes, 45% se relaciona aos minerais, 5% à matéria orgânica, enquanto 

que a outra metade corresponde aos espaços dos poros, onde pode haver presença de ar 

e/ou água.4  

Os organismos vivos constituem menos que 1% do volume total do solo, sendo 

essenciais à produtividade das lavouras e à sua fertilidade 2. Ademais, os solos são 

ambientes muito complexos em termos de microrganismos e de atributos espaciais, 

podendo apresentar diferenças quanto às comunidades microbianas, devendo ser 

destacado que essas diferenças constituem um reflexo da disponibilidade dos 

nutrientes.4,5 

Assim como caso das vias de tráfego de uma cidade, o solo apresenta uma 

expressiva quantidade de canais microscópicos que são chamados de poros, os quais 

permitem os fluxos de: água, ar e de nutrientes e, que se formam graças à natureza 

agregada do solo ou à presença de fissuras, canais de raízes ou orifícios criados por 

vermes.6  
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Um agregado, elemento estrutural ou agregado natural é um sólido definido por 

formas geométricas mais ou menos regulares, sendo o resultado da aglomeração dos 

constituintes de granulações finas presentes no solo.7 

Os macroagregados são formados graças aos crescimentos das raízes e das hifas, 

enquanto que os microagregados são formados e estabilizados nestes macroagregados 

como resultado de diferentes processos, tais como: decomposição de resíduos orgânicos, 

deposição de subprodutos microbianos, reorientação de partículas de argila e interações 

entre íons, óxidos inorgânicos, moléculas orgânicas e argilas.8 Esses tipos de agregados 

protegem fisicamente a matéria orgânica do solo, além de influenciarem na estrutura da 

comunidade microbiana, limitarem a difusão do oxigênio gasoso, regularem o fluxo 

d’água, determinarem a sorção/desorção de nutrientes e reduzirem o escoamento 

superficial d’água, afetando desse modo, a dinâmica da matéria orgânica e a ciclagem 

dos nutrientes.9  

Os agregados podem ser classificados quanto ao seu diâmetro médio, φm, em 

cinco grupos (<2 μm; de 2 a 20 μm; de 20 a 250 μm, de 250 μm a 2 mm; e  >2 mm). Os 

de dimensões menores que 250 μm são denominados de microagregados, enquanto que 

aos maiores que 250 μm são denominados como macroagregados. Um agregado maior 

pode ser formado ao custo dos menores devendo ser obedecida uma ordem hierárquica 

quanto ao tamanho.9  

Além disso, para que ocorram as formações dos agregados maiores, tornam-se 

importantes as presenças dos agentes cimentantes, os quais atuam como “colas naturais” 

que permitem as junções de diferentes partículas dos solos. Tais agentes podem ser 

diferentes, dependendo do grupo de agregado e, tal diferença pode implicar em uma 

maior força de interação entre as partículas, assim como em uma maior ou menor 

estabilidade dos agregados frente aos produtos metabólicos excretados pelos 

microrganismos. 
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Figura 2. Representação de um agregado e dos diferentes organismos envolvidos com 
sua manutenção.7 

 
 Considerando-se o fato de que o solo pode acumular muito carbono e que os 

microrganismos do solo (biomassa microbiana) são agentes de transformação da matéria 

orgânica e dos nutrientes, também sendo responsáveis pela maioria dos processos-chave 

que ocorrem nesses ambientes, pode-se compreender o fato de que tais formas de vida 

sejam cruciais quanto à ciclagem de carbono na biosfera.14 
 Em termos ecológicos, as comunidades dos organismos presentes nos solos 

podem ser impactadas de diferentes maneiras, como nas seguintes situações: mudanças 

climáticas14 e também pela ação antropogênica, como nos casos das contaminações com 

metais pesados prejudiciais aos microrganismos 16,17, ou pelos pesticidas como os 

herbicidas, que podem causar mudanças nas populações microbianas ao influenciarem 

suas atividades metabólicas.18 
 Todavia, não são somente os compostos sintetizados pelos seres humanos e os 

fatores climáticos que podem afetar a microbiota do solo, pois as plantas por meio das 

suas raízes podem também influenciá-la. Tal situação pode ser ilustrada com a rizosfera, 

que é a zona do solo que sofre a influência das raízes19, além de ser uma região em que 

se concentram as mais intensas atividades microbianas no solo20  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 hábitat mais dinâmico do planeta Terra.21  

O papel das raízes (Figura 3) começa com a fixação da plântula no solo e com a 

absorção de água. Neste caso, as raízes promovem a condução ao longo da planta de 

nutrientes minerais, íons inorgânicos, água, e etc, além de atuarem como depósitos de 

nutrientes.22 A colonização radicular por microrganismos é afetada por fatores bióticos 

(p. ex., através dos exsudatos) e abióticos, tais como as dinâmicas das populações 

microbianas, as características das plantas e os tipos dos solos.23 

Quando as sementes germinam e originam as raízes, passa a ocorrer a liberação de 

material orgânico vegetal (i.e., exsudatos), o que favorece o desenvolvimento de 

populações microbianas ativas ao redor da raiz, cuja influência é conhecida como efeito 

rizosférico.24 

 

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

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

 
Dentre os diferentes tipos de compostos orgânicos que podem ser liberados pelas 

raízes há os exsudatos19,25, que são compostos orgânicos que podem ser classificados 

em: compostos de elevada massa molar e compostos de baixa massa molar (Figura 
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comunidades microbianas na rizosfera, favorecendo a certas populações microbianas, as 

quais passam a formar biofilmes nas raízes.27 
 Na rizosfera, as bactérias são encontradas em colônias e na forma de cadeias 

constituídas por células individuais, podendo ocupar de 4 a 10% da área radicular, 

resultando em uma competição intensa. Como consequência, sabe-se que a densidade 

bacteriana na rizosfera é enorme, podendo chegar a 109 bactérias por grama de solo 

dessa região.25 

 Entrementes, os fungos filamentosos e os actinomicetos são observados com 

pouca frequência nessa região, ao passo que os protozoários são relativamente 

abundantes e estão presentes ao longo de filmes aquosos em pelos radiculares, mais 

precisamente sobre o tecido epidérmico.28 

 

 

1.2.   Os pesticidas e os solos. 
 

 
                                                                                 “Only within the moment of time represented 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 agrícolas são agentes químicos responsáveis pelo 

aumento nos rendimentos das lavouras, mas que também podem causar impactos 

ambientais29, pois constituem contaminantes ímpares nos ambientes, sendo normalmente 

sintetizados para serem tóxicos de alguma forma.30 Idealmente, um pesticida deve ser 

tóxico somente ao organismo-alvo, ser biodegradável e deve originar resíduos que não 

afetam outras estruturas além de seus alvos.31 

Essas substâncias 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 química, eles podem ser classificados de acordo com a função química e em 

http://www.goodreads.com/author/show/15332.Rachel_Carson
http://www.goodreads.com/work/quotes/880193
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contrapartida, recebem denominações, tais como: organofosforados, carbamatos, 

alifáticos, etc. Por fim, os pesticidas podem ser classificados com base no tipo de 

formulação (líquidos, sólidos ou gasosos).32 

Em termos históricos, os empregos dos pesticidas não é recente, pois nas épocas 

dos Sumérios, dos Gregos e dos Romanos já eram empregados substâncias, tais como: 

enxofre, mercúrio, arsênico, cobre e extratos vegetais, com o intuito de se combater 

pestes.33 

Dentre os pesticidas mais recentes, os organoclorados (p.ex., o DDT*) foram 

empregados com sucesso para o controle de doenças como a malária e o tifo, sendo 

banidos nos anos de 1960 na maioria dos países desenvolvidos. Então, surgiram outros 

defensivos como os organofosforados, nos anos de 1960, enquanto que os carbamatos 

passaram a ser utilizados nos anos 1970, os piretróides nos anos 1980 e tempos depois, 

os herbicidas e os fungicidas foram introduzidos entre os anos 1970 e 1980.34 

A indústria dos defensivos agrícolas é muito lucrativa e sabe-se que seu mercado 

foi avaliado em US$ 30 bilhões em 199535 e em aproximadamente US$ 35 bilhões, no 

ano seguinte. Esse mercado está em franca expansão, principalmente considerando-se o 

fato de que a população mundial é expressiva, contabilizando atualmente cerca de           

6 bilhões de pessoas, havendo projeção de que seja de 9 bilhões nos próximos anos.36  

A Europa é atualmente a maior consumidora de pesticidas no mundo, seguida pela 

Ásia. Todavia, em termos de produção, a China, os Estados Unidos, França, Brasil e o 

Japão são os maiores produtores, consumidores ou negociantes de pesticidas.37 

Enquanto o emprego mundial dos pesticidas vem aumentando, também vêm 

aumentando as evidências quanto aos seus efeitos adversos na natureza,38 pois esses 

produtos são tóxicos e tornam-se particularmente perigosos quando empregados de 

maneira inapropriada.39  

Atualmente, estima-se que entre 500 mil e 2,9 milhões de pessoas no mundo são 

envenenadas anualmente pelos pesticidas, com uma taxa de  mortalidade igual a 

aproximadamente 1%.40  Há também estudos indicando que  as exposições a esses 
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compostos químicos estão associadas a problemas de saúde, como: problemas 

respiratórios, problemas de memorização, problemas dermatológicos, tumores, 

depressão, problemas neurodegenerativos como o “mal de Parkinson”, abortos 

espontâneos e “efeitos teratogênicos”. 41,42 

Em termos dissipativos, os pesticidas podem ser considerados como poluentes 

orgânicos persistentes e recalcitrantes (i.e., de degradação difícil), podendo contaminar: 

solos, sedimentos e águas subterrâneas, como ocorre com os pesticidas aromáticos 

clorados, aromáticos polinucleares, heterocíclicos e os nitroaromáticos.43 Sabe-se 

também que os pesticidas podem estar presentes ou geram resíduos em alimentos, no 

ambiente e em tecidos vivos, podendo se deslocar de diversas formas a partir das áreas 

agrícolas, logrando atingir outras regiões, inclusive em diferentes continentes        

(Figura 5).44
  

 

    
 

Figura 5. Fluxograma representando as possíveis vias de contaminação dos pesticidas.38 
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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 não possam afetar de modo adverso os rendimentos e as 

qualidades das culturas cultivadas.45 Para que isso ocorra, pode-se empregar os 

herbicidas, que agem ao nível dos sítios metabólicos e de transferência de energia nas 

células vegetais.46 Não obstante, dentre os efeitos indesejáveis dos empregos dos 

herbicidas pode-se mencionar o desenvolvimento de resistência das ervas daninhas, 

graças ao emprego repetitivo desses compostos.47 

Os países mais desenvolvidos tendem a empregar mais herbicidas, ao contrário 

dos países em desenvolvimento, os quais empregam mais inseticidas (Figura 6).48 Em 

2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e assumiu o posto de maior mercado 

mundial de agrotóxicos. Na safra que envolveu o segundo semestre de 2010 e o primeiro 

semestre de 2011, o mercado nacional de vendas de agrotóxicos movimentou 936 mil 

toneladas de produtos, dos quais os herbicidas representaram 45%.49 

 

               

 Figura 6. Utilização de herbicidas em função da área geográfica.48 

 

Além da aplicação direta na lavoura, os herbicidas também podem ser 

empregados em: acostamentos de rodovias, jardins, áreas industriais, áreas de 

conservação florestal, etc., com o intuito de se combater ervas daninhas e de se reduzir o 

risco de incêndios50. No entanto, alguns herbicidas podem ser administrados em animais, 

na forma de injeção ou combinados com a alimentação, sendo capazes de controlar 
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parasitas.51   

Um exemplo clássico do emprego inadequado de herbicidas ocorreu com o 

“agente laranja”, o qual foi utilizado como uma arma química de guerra, durante a 

guerra do Vietnã (1961-1971). Esse agente é um desfolhante que constitui uma mistura 

dos ésteres n-butílicos dos herbicidas 2,4-D (ácido 2,4- diclorofenoxiacético) e o 2,4,5-T 

(ácido 2,4,5 – triclorofenoxiacético).52 Naquela época, essa mistura foi pulverizado em 

quantidades muito maiores que as empregadas para se controlar ervas daninhas.53  

Soube-se que esse produto corresponde a um fator de risco para o 

desenvolvimento do câncer de próstata54, 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 saúde 

humana e que, segundo alguns estudiosos, resultou em um aumento na incidência de 

anomalias congênitas.55  

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

transformada (degradada) no solo.56 Todavia, alguns desses compostos vêm ingressando 

na biosfera na forma de compostos químicos tóxicos persistentes,57 como metabólitos, e 

estão presentes em: águas subterrâneas,58,59 águas superficiais60,61 ou acumulados em 

peixes e algas.62 

Dentre os herbicidas conhecidos, a classe dos derivados triazínicos (Tabela 1) foi 

investigada inicialmente em 1952, pela companhia J. R. Geigy S.A., em Basle, Suíça, 

tendo sido considerados como herbicidas potenciais63. A maioria das triazinas é derivada 

da s-triazina (Figura 7), um composto heterocíclico que contém seis átomos, destacando-

se os de nitrogênio que se encontram arranjados simetricamente nas posições 1, 3 e 5, 

podendo apresentar substituintes nas posições: 2, 4 e 6.64 
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Figura 7. Fórmula estrutural da s-triazina 

 

 

Tabela 1. Alguns derivados triazínicos conhecidos e seus nomes químicos e 

substituintes, respectivos.62 

 

 
Nome  comum Nome  Químico R1 R2 R3

Ametrina 2 - (etilamino) - 4 - (isopropilamino) - 6 - (metiltio) - s - triazina  - SCH3  - NH.iso-C3H7  - NHC2H5

Atratona 2 - (etilamino) - 4 - (isopropilamino) - 6 - metóxi - s - triazina  - OCH3  - NH.iso-C3H7  - NHC2H5

Atrazina 2 - cloro - 4 - (etilamino) - 6 - (isopropilamino) - s - triazina  - Cl  - NH.iso-C3H7  - NC2H5

Clorazina 2 - cloro - 4,6 - bis (dietilamino) - s - triazina  - Cl  - NH(C2H5)2  - N(C2H5)2

Desmetrina 2-(isopropilamino)-4-(metilamino)-6-(metiltio) - s - triazina  - SCH3  - NH.iso-C3H7  - NHCH3

Ipazina 2-cloro-4-(dietilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina  - Cl  - NH.iso-C3H7  - N(C2H5)2

Prometona 2,4 - bis( isopropilamino)-6-metóxi-s-triazina  - OCH3  - NH.iso-C3H7  - NH.iso-C3H7

Prometrina 2,4 - bis (isopropilamino)-6-(metiltio)-s-triazina  - SCH3  - NH.iso-C3H7  - NH.iso-C3H7

Propazina 2 - cloro - 4,6 - bis(isopropilamino) - s - triazina  - Cl  - NH.iso-C3H7  - NH.iso-C3H7

Simazina 2 - cloro - 4,6 - bis (etilamino) - s - triazina  - Cl  - NHC2H5  - NHC2H5

Simetona 2 - bis (etilamino) - 6 - metóxi - s - triazina  - OCH3  - NHC2H5  - NHC2H5

Simetrina 2,4 - bis (etilamino) - 6 - (metiltio) - s - triazina  - SCH3  - NHC2H5  - NHC2H5

Terbutin 2-(terc-butilamino) - 4 - (etilamino) - 6 - (metiltio) - s -triazina  - SCH3  - NH.terc-C4H9  - NHC2H5

Trietazina 2 - cloro - 4 - (dietilamino) - 6 - (etilamino) - s - triazina  - Cl  - N(C2H5)2  - NHC2H5  
 

As triazinas constituem um grupo de herbicidas que é muito consumido no 

mundo, especialmente nos Estados Unidos, onde a atrazina é o segundo herbicida mais 

comercializado65, sendo que esse país é o que mais o consome66. Além disso, deve-se 

destacar que nessa nação aproximadamente 75% das lavouras de milho é tratada com 

esse tipo de pesticida.67 Uma das razões da grande utilização das triazinas se refere à 

flexibilidade quanto à sua aplicação, além da capacidade que apresenta de poder se 

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

ervas daninhas.68 
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A aplicação extensiva das triazinas ao longo de muitos anos, aliada à sua 

persistência, pode resultar na contaminação de solos e da água subterrânea.69  Sabe-se 

que a maior parte das triazinas é perdida no ambiente por meio da água superficial, 

podendo se salientar que os eventos mais importantes dessa natureza ocorrem 

aproximadamente duas semanas após suas aplicações.70  

Dentre os herbicidas triazínicos é bem conhecida a atrazina [2-cloro-4-

(etilamino)-6- (isopropilamino)-s-triazina] (Figura 8), cujo emprego anual no mundo é 

estimado em 111000 t71 e que é aplicada frequentemente em combinação com outros 

herbicidas, sendo seletiva72 e efetiva73.       

Outrossim, ela pode ser empregada em pré e pós-emergência com o intuito de 

controlar ervas daninhas anuais, perenes e as de folhas largas.74 No Brasil, a atrazina é 

muito empregada em lavouras de cana-de-açúcar e de milho, culturas que ocupam o 

segundo e o terceiro lugar, respectivamente, na produção nacional anual.75 

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

também pode atuar como um disruptor endócrino77,78 , enquanto que em termos 

ambientais, é digno de nota o fato de que nos Estados Unidos é o poluente mais 

suscetível de ser encontrar em lagos e córregos.76 Alguns dados interessantes sobre a 

utilização da atrazina nos Estados Unidos estão indicados nas Figuras 9 e 10. 

 

 

 

 

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

em 2005 em função dos acres de terra tratados (% dos acres cultivados).67 

 

 

Figura 10 . Utilização média da atrazina por lavoura nos Estados Unidos no período de 

2000 - 2002.67 

 

A atrazina pode ser transportada aos córregos por meio do fluxo de água 

superficial que se desloca entre as partículas de argila e de matéria orgânica e em 

solução, principalmente quando há precipitação pluviométrica forte sobre o local de 

aplicação do herbicida76,77, fato que motivou a União Européia a bani-la em 2004.78-80 

 Reforçando-se o que foi destacado anteriormente, em termos clínicos esse 

herbicida é capaz de interferir no sistema endócrino em seres humanos, ou seja, é capaz 
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de influenciar nas atividades dos hormônios nestes organismos.80,81 

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 gramíneas79 em lavouras de milho e sorgo82, apresentando 

seletividade além de poder ser empregada na pré- ou pós-emergência.83   

Em termos de propriedades, a atrazina é pouco volátil, apresentando meia-vida 

sob condições de neutralidade de aproximadamente 200 dias, mas que também pode 

variar de 4 a 57 semanas dependendo de vários fatores ambientais, tais como: o pH do 

meio, a umidade, a temperatura e a atividade microbiana.84 Ademais, ela apresenta uma 

solubilidade em água de apenas 33 ppm (33 mg L-1), a temperatura de 20 °C.84  

O modo de ação desse herbicida ocorre ao nível dos cloroplastos, inibindo a 

reação de Hill e sua respectiva fosforilação não-cíclica em certas ervas daninhas, sendo 

que tal inibição não é eficiente com relação à fosforilação cíclica.85 Também se sabe que 

esse composto atua no sítio QB presente no polipeptídio D1 do fotosistema II86 o qual 

está relacionado com a reação de Hill. 

A degradação microbiana constitui o principal mecanismo de dissipação da 

atrazina no meio ambiente,87 variando de acordo com o tipo de solo, com a microbiota e 

com a disponibilidade de  carbono e nitrogênio.88 Tal degradação pode ocorrer por meio 

de processos bióticos ou abióticos, sendo que nos casos daqueles podem ser destacados 

os papéis desempenhado pelas plantas e os microrganismos.89  

Sabe-se também que a biodegradação da atrazina no solo é dependente do espaço, 

ocorrendo de modo mais lento ao longo das zonas subsuperficiais, resultando nas 

formações de CO2 e NH3.90 Inicialmente considerava-se que a atrazina era degradada 

lentamente e de maneira parcial, predominantemente devido às atuações das enzimas 

monoxigenases P450 não específicas, as quais não suportam o crescimento microbiano. 

Não obstante, os microrganismos evoluíram gradualmente como resultado da exposição 

repetitiva e passaram a ser capazes de mineralizá-la.91 

O catabolismo bacteriano da atrazina e dos compostos s-triazínicos ocorre via 
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reações enzimáticas hidrolíticas de deslocamentos de substituintes dos três átomos de 

carbono do heterociclo (Figura 11).92 A primeira etapa corresponde à desalquilação, em 

que há remoção da cadeia etílica lateral, o que geralmente procede à remoção do grupo 

isopropila.93  

Em termos mais específicos, certos microrganismos são capazes de degradar a 

atrazina  por meio de reações de N-desalquilação93,94 ou de desalogenação, o que pode 

levar ao desenvolvimento de comunidades microbianas que podem utilizar o nitrogênio 

do anel triazínico.93,95 Assim, o metabolismo da atrazina pode envolver reações de: 

hidroxilação, desalquilação, clivagem do heterociclo e desalogenação.96 

 

Figura 11 . Esquema geral do catabolismo microbiano relacionado com os compostos  

s-triazínicos, o qual é constituído por reações enzimáticas hidrolíticas de deslocamento 

dos substituintes dos três átomos do heterociclo.92 



 

17 
 

 

 

1.2.2.   As sulfoniluréias e o nicosulfuron. 

 

Um herbicida que vem sendo empregado há pouco tempo é o nicosulfuron                  

[2-[(4,6-dimetóxipirimidina-2-ilcarbamoil-sulfanoil]-N,N-dimetilnicotinamida], que 

pertence ao grupo das sulfoniluréias97 e que apresenta um largo espectro de atuação 

(Figura 12).  Esse herbicida pode ser empregado para se controlar muitos tipos de 

gramíneas e ervas daninhas de folhas largas, em lavouras de uva, arroz, frutas cítricas, 

milho, batata e tomate98, devendo ser destacado que sua utilização principal ocorre em 

lavouras de milho.99   

No tocante à saúde humana, estudos revelam que uma maior exposição a algumas 

sulfoniluréias está associada a um aumento na mortalidade em indivíduos recentemente 

tratados contra a diabetes mellitus do tipo 2, devendo ser salientado que as sulfoniluréias 

são agentes químicos que promovem a liberação da insulina, o que resulta numa redução 

da hiperglicemia.100 

 

Figura 12.  Fórmula estrutural do nicosulfuron [2-[(4,6-dimetóxipirimidina-2-
ilcarbamoil-sulfanoil]-N,N-dimetilnicotinamida]. 
 

Do ponto de vista químico, a molécula dessa substância apresenta uma ligação em 

ponte do tipo piridila-sulfoniluréia, de modo que ela pertence ao grupo das 

piridilasulfoniluréias substituídas, um grupo que também inclui a outros herbicidas, tais 

como: rimsulfuron, flupirsulfuron-metila e o flazasulfuron.101 

Os herbicidas do grupo das sulfoniluréias, como o nicosulfuron, constituem um 
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grupo de herbicidas pós-emergentes, com uma baixa taxa de aplicação, elevada 

seletividade e baixa toxicidade a mamíferos, peixes e ao ser humano, não causando 

efeitos indesejáveis ao meio ambiente102, e favorecendo a uma elevação da atividade 

bioquímica.103   

Apesar desses atributos positivos, o nicosulfuron apresenta forte capacidade de 

sofrer transferência para águas subterrâneas, de forma que pode as contaminar.104 Assim, 

o interesse ambiental relacionado ao emprego dos herbicidas do grupo das sulfoniluréias 

está relacionado com a possibilidade destas serem transportados ao longo do ambiente 

até alcançar as camadas mais profundas do solo, particularmente em solos arenosos,    

i.e., aqueles pobres em argila, alcançando inclusive o lençol freático.105 Na Tabela 2 

estão indicadas algumas propriedades físico-químicas para o nicosulfuron. 

Em termos de mecanismo de atuação, as sulfoniluréias inibem a enzima chamada 

de sintase acetolactato ou sintase acetohidroxiácida, em vegetais sensíveis a este 

herbicida, sendo que tal enzima é a primeira comum à biossíntese dos aminoácidos 

ramificados: valina, leucina e a isoleucina.106,107,108 Além disso, todos os herbicidas do 

grupo das sulfoniluréias apresentam um comportamento incomum de “slow-binding” ou 

“ligação-lenta” com a  enzima, fato este que pode estar relacionado com a eficiência 

desses herbicidas.109  Por fim, sabe-se que sob condições que favoreçam a persistência do 

nicosulfuron, seus resíduos podem afetar o crescimento de plantas suscetíveis por mais 

que 1 ano após a aplicação, em razão de que seus derivados são muito tóxicos.110 
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Tabela 2. Algumas propriedades físico-química do nicolsulfuron111 (Tabela modificada). 

Parâmetro Valor(es) e condições Pureza / % Método Referências 
 
 
Pressão de vapor 

 

1,6 x 10-14 Pa a 25 °C 

(extrapolado com base 

em medições de 136,6 °C 

até 165,9 °C) 

 

 

desconhecida 

Método da efusão 
Gasosa de 
Knudsen. 

Subdivisão D de 
orientações para 

avaliações de 
pesticidas DA US 
EPA, Série 63-9 

Knudsen 1909 
USEPA 1982a 
AMR 1263-88 

Ponto de fusão, 
temperatura de 
decomposição 

Ponto de fusão: 183,3 ± 0,3 °C 
Temperatura de 
decomposição: 

(mudanças de cor) 180 – 
190°C 

 
97,9 

OECD 102 
OPPTS 830.7200 

USEPA 1996ª 
DuPont-13183 

 
Densidade 

 
 

1,4222 g/cm3 a 20°C 

 
 

97,9 

OECD 109 
Método do 
picnômetro 
OPPTS 830.7300 

 
USEPA 1996b 
DuPont-13183 

 
 
 
 
 

Solubilidade em 
água 

Todas em soluções 
tamponadas a 25°C* 
407 mg/Kg a pH 5 

7,1 g/Kg a pH 7 
46 g/Kg a pH 9 

 

92 
(monoidratado) 

Subdivisão D de 
orientações para 
avaliações de 
pesticidas DA US 
EPA, Série 63-8 

 
USEPA 1982b 

V9360.D 

Todas em soluções 
tamponadas a 28°C** 
370 mg/L  a pH 5 (4,6) 

390 mg/L  a pH 5 (5,1-5,6) 
9,0 g/L a pH 7 (6,3) 

15,0 g/L a pH 7 (6,6) 
18,0 g/L a pH 9 (7,2) 
>250 g/L a pH 9 (9) 

 

 
 
 

97,3 
(monoidratado) 

 
 
Subdivisão D de 
orientações para 
avaliações de 
pesticidas DA US 
EPA, Série 63-8 

 
 
 
 
AMR-1333-88 

 
* O composto empregado no teste foi a forma monohidratada, enquanto que os resultados estão representados com relação 

ao nicosulfuron.   As densidades das soluções tampão do composto empregado no teste nos valores de pH 7 e 9 foram iguais 

a 1,11 e 1,05 g mL-1, respectivamente. A densidade da solução no pH 5 não foi medida. 

** O composto utilizado no teste foi o monohidratado, enquanto que os resutados são expressados em termos do 

nicosulfuron. O valor inicial do pH do tampão está indicado, enquanto que o valor final do pH está indicado entre 

parênteses. 

 

No tocante à degradação, alguns estudos sugerem que os herbicidas da classe das 

sulfoniluréias podem ser degradados nos solos por meio dos processos de: fotólise, 

hidrólise e degradação microbiana.97 Em condições de neutralidade e em pH maior que 

sete, as sulfoniluréias deixam de ser degradadas através da principal rota que é a 

hidrólise.112 

No solo, as sulfoniluréias, que são ácidos fracos, permanecem fracamente 
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sorvidas, sendo que essa sorção diminui com o aumento do pH, já que a forma aniônica 

predomina nessa condição, principalmente quando o pH > pKa  (pKa = 4,3; 

nicosulfuron).113 

Os processos químicos e biológicos de degradação 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 localização do herbicida.114  No 

entanto,  também há relato de que menos que 1,3% do nicosulfuron foi mineralizado 

após 41 dias de incubação, ao se empregar cinco tipos de solo, o que indicaria que a 

biodegradação não é um processo ambiental importante no solo.115  

Na literatura também há relato de que a atividade bioquímica do nicosulfuron no 

solo depende de sua taxa de aplicação e da duração dessa atividade, podendo ser inibida 

ou estimulada.116  Ademais,  relata-se que diferentes tipos de sulfoniluréias podem 

resultar numa significativa diminuição da comunidade microbiana do solo.117  

 As rotas gerais de degradação/metabólicas para o nicosulfuron no solo, plantas e 

animais são similares (Figura 13), ocorrendo inicialmente a clivagem hidrolítica da 

ligação sulfoniluréia118,119, reações de N-desmetilação, desidroxilação na posição 5 do 

anel pirimidínico118, além de uma reação de contração/rearranjo, originando uma 

estrutura fundida de múltiplos anéis.118,119 As hidrólises desses herbicidas depende da 

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

rapidamente que as suas respectivas formas iônicas.120 
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Figura 13. Rotas metabólicas para o nicosulfuron.118  

 

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

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

aquece sem perder bastante do primeiro sabor." 
 

                                                                                                                                                             Immanuel Kant  (1724-1804) 
 

 

O café (Coffea spp.) tem uma grande importância econômica, sendo cultivado em 

mais de 70 países, além de corresponder a uma das “commodities” mais comercializadas 

no mundo moderno, perdendo somente para o petróleo.121,122 No Brasil, é uma das 

“commodities” mais importantes na atualidade, sendo que o estado do Paraná é um 

importante produtor na federação.123  A importância dessa atividade agrícola pode ser 

compreendida observando-se que a cada dia são consumidas 2,25 bilhões de xícaras de 

café (infusão) no mundo.124   

 Apesar de existirem mais de 100 espécies de café, duas são as mais importantes 
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comercialmente: Coffea arabica L. (café do tipo arábico), a qual se desenvolve em 

regiões de altitudes maiores e a Coffea canephora p. ex. Fr. (café do tipo canefora ou 

robusta), que cresce em altitudes menores.127,128  

 A maior parte do sistema radicular do café arábica 139 se concentra na primeira 

camada de 0,30 m de profundidade do solo, distribuindo-se ao longo de um círculo de 

aproximadamente 1,50 m de diâmetro ao redor do tronco.140 As raízes podem apresentar 

uma superfície de sorção que varia de 400 a 500 m2, sendo que seu sistema radicular é 

muito afetado pelo tipo do solo e pelo teor de minerais.141 

 O cafeeiro se desenvolve melhor em solos bem drenados, podendo crescer em 

locais pouco profundos devido ao desenvolvimento de uma grande rede de raízes 

superficiais, destacando-se que os solos ricos em húmus (matéria orgânica) e os 

levemente ácidos são os mais propícios para o desenvolvimento da planta.143  

O sistema radicular do cafeeiro é influenciado por um tipo de fungo conhecido 

como micorriza arbuscular, que é capaz de estabelecer associações simbióticas com as 

raízes dessa planta144 e de outros vegetais, levando a um incremento na absorção de 

nutrientes, particularmente do fósforo.121   

Os fungos formadores das micorrizas arbusculares têm importância agrícola e 

ambiental, desempenhando funções-chave em termos da ciclagem de nutrientes, nutrição 

vegetal e quanto à proteção das plantas frente às situações de estresse ambiental.145 

Outrossim, sabe-se que são estabelecidas relações específicas entre a microbiota da 

microrrizosfera e os fungos formadores das micorrizas.148 

Dentre os microrganismos que podem ser influenciados pela rizosfera do cafeeiro 

há o procarionte Acetobacter diazotrophicus, uma bactéria fixadora do nitrogênio. 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 diazotróficas endofíticas sejam mais prevalecentes do que se pode imaginar.149  

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

uma grande quantidade de microrganismos benéficos, presentes na rizosfera, incluindo-
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se bactérias solubilizadoras do fosfato, as quais podem contribuir para as necessidades 

nutricionais da planta.150 Um outro exemplo de microrganismos que pode estar presente 

na rizosfera do cafeeiro são as bactérias do gênero Burkholderia, como no caso da 

bactéria B. kururiensis, que apresenta a capacidade de fixar o nitrogênio.151 

 

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

O milho (Zea mays L) é um membro da família das gramíneas que se originou nas 

Américas central e do sul, correspondendo à cultura mais importante no mundo após o 

trigo e o arroz, com relação às áreas cultivadas e à produção total.152,153  

 O cultivo do milho exige irradiação solar abundante, sendo que a taxa de 

maturação desse vegetal é influenciada pela duração do dia160. Além disso, o solo deve 

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 retenção de água e de 

nutrientes importantes à planta.161 
 O milho apresenta um sistema radicular fibroso, cuja estrutura e arquitetura está 

relacionada com a absorção d’água e de minerais,162 e com a ancoragem da planta ao 

solo.163 Este sistema apresenta dois tipos de raízes: as raízes primárias ou seminais, que 

se originam no embrião e as raízes secundárias que se originam em espirais presentes 

nas bases dos internós individuais do caule.164 

O pH, o potencial hídrico, a textura e a disponibilidade de nutrientes, assim como 

as populações microbianas existentes, podem ser influenciados pelos exsudatos da raiz 

do milho, os quais podem ser ácidos orgânicos, açúcares, compostos aromáticos e 

enzimas, que levam ao crescimento e desenvolvimento do vegetal.165 

Na rizosfera do milho, o principal exsudato liberado é o composto             

DIMBOA (2,4-dihidróxi-7-metóxi-2H-1,4-benzoxazina-3(4H)-ona, que é capaz de atrair 

a bactéria Pseudomonas putida.166 Neste local também há diversificação das 

comunidades microbianas, sendo que tal diversidade é hereditária e sofre significativa 
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influência do ambiente, através de interações do tipo planta-microbiota.167 Há também 

neste sítio microrganismos do gênero Serratia, os quais podem exercer funções 

ecológicas que são extremamente diferentes, tais como: patógenos de plantas, agentes de 

biocontrole de patógenos de plantas, promotores do crescimento de plantas e simbiontes 

de insetos.168 

Dentre os microrganismos presentes na rizosfera do milho também pode ser 

destacada a bactéria Burkholderia cepacia, a qual representa aproximadamente 4% das 

rizobactérias totais culturáveis169, também tendo sido relatadas as presenças de 

populações que variavam de 4 a 35% do total das bactérias culturáveis da rizosfera dessa 

gramínea.170 O complexo de bactérias do qual é integrante a B. cepacia (complexo B. 

cepacia) estimula o crescimento da planta, além de conferir atividades antifúngicas na 

rizosfera, sendo que alguns desses microrganismos também podem degradar compostos 

aromáticos clorados.171 Por fim, a B. Burkholderia também pode inibir o fungo 

fitopatogênico Fusarium spp.172 

 

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

Todos os processos naturais ocorrem com absorção ou liberação de energia na 

forma de calor, e este pode ser monitorado adequadamente com um instrumento da 

primeira lei da termodinâmica, conhecido como calorímetro.173 Dentre os diferentes 

tipos de calorímetro, o microcalorímetro isotérmico é o que permite o monitoramento 

mais adequado e contínuo da dissipação de energia relacionada com as atividades 

biológicas de organismos vivos174-176.  

Outrossim, a calorimetria é uma técnica não-destrutiva, não requerendo muito 

tempo para que possa ocorrer o preparo da amostra,175 sendo  muito precisa176, muito 

embora não seja específica. Dessa forma, os sinais calorimétricos registrados, 

representam um somatório de todos os processos que ocorrem no vaso calorimétrico.177 

Essa não-especificidade significa, também, que sinais térmicos de diferentes processos 
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podem ou não ser distinguidos diretamente no sinal registrado pelo calorímetro, 

dependendo de sua simultaneidade no tempo e do tempo de resposta do calorímetro. 

 A calorimetria é, também, uma técnica particularmente útil para se estudar 

processos em fase sólida178, tais como nos casos dos estudos relacionados com as 

estabilidades de fármacos e explosivos e a caracterização da cinética e da termodinâmica 

da hidratação do cimento.179 

Dentre as aplicações da técnica calorimétrica para se monitorar a atividade 

biológica, interessam particularmente aquelas relativas com as avaliações das atividades 

microbianas em solos178,180-182, o que permite a obtenção de informações bastante 

confiáveis sobre a quantidade de carbono assimilado, a formação de biomassa viva  em 

função da fonte energética183 e a respeito da cinética do crescimento microbiano e da 

degradação de nutrientes.184 

As metodologias tradicionais que são empregadas para se quantificar as atividades 

microbianas em solos são: fumigação185, avaliação da respiração ou respirometria186, 

quantificação do CO2 
187, quantificação do ATP 188, atividade da enzima desidrogenase189 

e degradação de glicose marcada com 14C.190  Não obstante, a microcalorimetria 

isotérmica, por seu lado, é bastante apropriada para avaliar a atividade metabólica, pois, 

além de ser muito sensível, é uma ferramenta analítica não destrutiva, o que permite a 

utilização da amostra em outro estudo.191  

Neste documento, optou-se por explicar em profundidade a microcalorimetria 

isotérmica na parte de materiais e métodos (Seção 5), de modo a facilitar o entendimento 

do protocolo que foi seguido com as respectivas condições e de como foi obtida grande 

parte dos parâmetros físico-químicos estudados nesse trabalho. 
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2. Objetivos 
 
 

Objetivo geral: Investigar por via calorimétrica as possíveis influências de herbicidas 

nas atividades microbianas de diferentes solos, e quanto à emissão de CO2.  

 

Objetivos específicos:  

 

1- Investigar a influência da adição da atrazina no metabolismo da glicose em um 

Latosolo Vermelho da região de Pirassununga (SP), cultivado com cana de açúcar 

e mantido sob condição de estresse, devido a um processo de envelhecimento ao 

longo de 3 anos.  

2- Investigar a influência da adição do nicosulfuron no metabolismo da glicose em 

um Latosolo de áreas de cultivo de café e milho, e de uma região de mata nativa 

da região de Carmo do Rio Claro (MG).  
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3. Materiais e métodos 
 
 
3.1. Coleta das amostras de solo. 
 

Para a realização dos estudos com a atrazina foram utilizadas amostras de 

Latossolo Vermelho, oriundas da região de Pirassununga – SP                   

(21 ° 56'33, 54 "S, 47 ° 19'51, 85" O). Após a coleta, as amostras foram secadas ao ar 

por aproximadamente 24h e foram submetidas posteriormente ao processo de 

peneiramento, empregando-se peneira com diâmetro de malha igual a 2 mm. O material 

obtido foi acondicionado em embalagens de polietileno, e armazenado a temperatura de 

4 ºC, por aproximadamente 3 meses. Foram empregadas amostras “envelhecidas” para 

se realizar estudos físico-químicos e biológicos (solos submetidos a uma condição 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 

áreas de cultivo de café e de milho, além de uma amostra de solo de uma região de mata 

nativa ou florestal, localizadas nas proximidades das coordenadas de            

20°58'50.24''S  46°03'42.24''O. As demais etapas foram similares ao que foi relatado 

anteriormente para o caso da atrazina. 

 

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

 

 As análises de DSC e de TG das amostras de solos foram realizadas com o intuito 

de se quantificar o teor da matéria orgânica presente no solo. As análises de DSC foram 

realizadas em um calorímetro de varredura da DuPont Instruments, modelo 910, 

enquanto que as de TG foram realizadas em um analisador termogravimétrico da TA 

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 orifício que permitia o escape de gases 

originados com o aquecimento. Além disso, foi aplicada uma velocidade de varredura de 

10 ºC min-1 em ambos os tipos de análise. A análise elementar foi realizada em um 

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

 

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

 

Foram realizadas as análises de pH em água desionizada, sob temperatura 

ambiente, empregando-se um pHmetro Micronal, modelo B474.  Com esse intuito, 

foram utilizadas 10 g de solo secado ao ar, apresentando partículas de diâmetro menor 

que 2 mm e que foram mantidas suspensas em 20 mL de água desionizada. 

 Em seguida, o sistema foi mantido sob agitação durante 30 min, sendo que ao 

final deste período a suspensão 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 determinação 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 período, realizou-se uma nova aferição da massa 

da amostra que já que esta se encontrava desidratada. O teor percentual de umidade pôde 

ser obtido através da equação 14: 

 

Umidade % = (mH2O / ms) x 100%       (eq. 14) 

 

em que, mH2O corresponde à massa d’água eliminada com a secagem na estufa, enquanto 

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

 

Na seção 3.5 foi mencionado a respeito da aplicação da microcalorimetria 

isotérmica para se realizar estudos envolvendo sistemas vivos. Neste trabalho foi 

empregado um microcalorímetro TAM 2277 (Figura 14), o qual permite monitorar 

eventos dessa natureza. Tal equipamento é ideal para se monitorar eventos térmicos de 

curta e de longa duração, sendo que os estudos com solos se enquadram na última 

condição.  

 

Figura 14. Imagem do microcalorímetro isotérmico TAM 2277. 
 

Em essência, 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 variação é de 

±10-4 K. Se nenhum evento térmico ocorre na cela calorimétrica, o equipamento registra 

um sinal contínuo ao longo do tempo, de mesma magnitude, o qual é chamado de “linha 

base”. Na ocorrência 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 é digitalizado na forma de potência ao longo do tempo.  

 



 

32 
 

Figura 15. Representação simplificada da célula calorimétrica. 

 

Para se realizar os estudos calorimétricos, era adicionado aproximadamente 1 g de 

solo à ampola calorimétrica, vertendo-se em seguida uma solução específica contendo 

água ou solução aquosa de glicose (1 mg de soluto em 100 μL de solução). Nos casos 

dos herbicidas estudados (i.e., atrazina e nicosulfuron), foram realizados alguns estudos 

em que, ao invés da solução de glicose, foram adicionados 100 μL de água desionizada, 

e o sistema era incubado com o herbicida ao longo de aproximadamente 48 h.  

Após a adição do soluto ou água desionizada, a ampola era termostatizada e 

inserida no porta-amostra do calorímetro com o objetivo de se monitorar a energia 

dissipada. O tipo de registro calorimétrico que pode ser obtido corresponde a uma curva 

de potência em função do tempo.  

Ademais, foram empregadas as seguintes condições: sensibilidade de 1000 µW, 

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 

variáveis que puderam ser obtidas a partir da curva calorimétrica serão discutidas a 

seguir. 

De uma maneira geral, o metabolismo corresponde à soma de todas as 
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transformações químicas que ocorrem em uma célula ou organismo, sendo constituídas 

por uma série de reações catalisadas enzimaticamente (i.e., rotas metabólicas).192  

Além disso, o metabolismo pode ser separado em duas componentes: catabolismo 

e anabolismo, como mostra a Figura 16. O catabolismo envolve a degradação de 

substratos orgânicos, normalmente por processos oxidativos, disponibilizando energia 

química e/ou gerando intermediários metabólicos que podem ser empregados em 

reações anabólicas subsequentes193, enquanto que o anabolismo corresponde ao conjunto 

dos processos que resultam nas sínteses de componentes celulares, a partir de 

precursores de baixa massa molecular.194  

Em termos energéticos, considera-se que o catabolismo ocorre com uma variação 

negativa de energia livre (ou seja,  é exergônico), enquanto que no anabolismo ocorre o 

inverso (ou seja, é endergônico).  

 

 

Figura 16. Esquema geral modificado do metabolismo nos seres vivos.194 
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O crescimento microbiano ocorre espontaneamente, além de constituir um 

fenômeno irreversível que está associado a uma produção de entropia e de produtos do 

catabolismo, como mostra a Figura 17.195 Esse crescimento é largamente dependente do 

pH, da temperatura e dos nutrientes.196 

 

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

com o meio ambiente.195 

 

A energia liberada devido ao processo metabólico, não convertida em biomassa, é 

transferida ao ambiente. Se o ambiente for o de um calorímetro, a parcela que estiver na 

forma de energia térmica poderá ser detectada pelo calorímetro isotérmico. Assim, a 

atividade dos microrganismos se relaciona com a energia registrada pelo instrumento na 

forma de um sinal contínuo ao longo do tempo.197 O sinal registrado permite a avaliação 

de variáveis cinéticas e termodinâmicas do processo metabólico, que podem ser 

acessadas a partir da curva de potência em função do tempo.198 

Em estudos com solos, por meio da microcalorimetria isotérmica, a glicose tem 

sido empregada normalmente como o substrato energético, já que seu metabolismo é 

bastante rápido. Os dados termodinâmicos que podem ser obtidos a partir da curva 

calorimétrica se baseiam no pressuposto de que toda a energia registrada pelo 

instrumento está relacionada com a oxidação completa da glicose, como indicado pela 

equação 1. 
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C6H12O6 (aq) + 6 O2 (g) → 6 CO2 (g) + 6 H2O(l)        (eq. 1) 

 

Quando os microrganismos degradam a glicose, a variação resultante de entalpia 

pode ser calculada a partir de uma curva calorimétrica (Figura 18). Considerando-se o 

perfil dessa curva, sabe-se que há quatro fases distintas: fase de latência, fase 

exponencial, fase estacionária e fase de morte.199 

 

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

crescimento microbiano em solos.199 

Na fase de latência as células microbianas carecem de muitos constituintes 

essenciais, de modo que logo após a adição do substrato energético as células são 

levadas a se adaptarem frente ao novo ambiente. Durante esse período observa-se, por 

exemplo, as sínteses de novas enzimas que serão necessárias para que possam ocorrer as 

produções de novos compostos essenciais ao crescimento, ou então para as reações de 

hidrólise ou metabolização dos compostos presentes.   
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Outro fato relevante é que a fase de latência pode ser mais ou menos extensa de 

acordo com o estado da cultura e das condições de crescimento, podendo-se dizer de 

uma maneira mais simples que ocorre um preparo do “maquinário” celular para degradar 

o substrato adicionado.  

Na fase exponencial há condições favoráveis para que  crescimento celular possa 

ocorrer e desse modo, as células passam a se dividir exponencialmente.200 Enquanto 

todos os nutrientes estão presentes em excesso, os microrganismos se dividem e as 

populações microbianas crescem segundo uma taxa específica que depende dos seguinte 

fatores: o potencial genético do microrganismo, a composição do meio de cultura e as 

condições de crescimento.   

No entanto, quando passam a existir carências de nutrientes essenciais, ou há 

efeitos inibitórios de certos produtos excretados, inicia-se a fase estacionária. Então, 

interrompe-se a fase exponencial, o que resulta em um aumento nulo ou diminuição da 

quantidade de células microbianas, o que constitui a fase estacionária.200,201  

Por fim, na fase de morte ocorre uma perda irreversível da capacidade de divisão 

celular, o que leva a um declínio da concentração de células viáveis da população 

microbiana ao longo do tempo.202 

De uma maneira bem simplificada, a curva da Figura 18 representa fielmente o 

perfil de uma curva de crescimento microbiano em função do tempo, devendo ser 

salientado que a cada microrganismo está relacionado um tipo de metabolismo que por 

sua vez está associado a um padrão de liberação de energia em função do tempo, o que 

resulta em um perfil sui generis para a curva calorimétrica.  

A área da curva, que pode ser calculada a partir da integração do registro 

calorimétrico, corresponde ao valor total da energia dissipada pelos microrganismos (Q). 

Essa energia é uma medida direta da quantidade de substrato metabolizado, além de ser 

dependente de uma série de fatores, como a quantidade de microrganismos.  



 

37 
 

Consequentemente, ao se realizar estudos calorimétricos de solos, os valores de 

energia relacionados devem sempre ser comparativos e normalizados para a massa do 

solo, muito embora sejam utilizadas massas de solo cujos valores são muito próximos 

entre si.  Portanto, nesse trabalho, a energia registrada pelo calorímetro (Q) é 

normalizada em relação à massa de solo empregada (msolo), com o objetivo de se obter 

uma energia Q’, conforme equação 2. 

 

Q' = Q / msolo          (eq. 2) 

 

A partir do cálculo da variável Q’ pode-se calcular a variação entálpica 

metabólica (ΔmetH), como indicado na equação 3.  

 

∆metH = Q' / nsubs       (eq. 3) 

 

Em que nsubs corresponde à quantidade adicionada de substrato. No caso do presente 

estudo, esse substrato na maioria das vezes corresponde à glicose, pela razão 

apresentada anteriormente.  

A variação entálpica catabólica, ∆catH,  representa a parcela da energia total 

produzida pela célula que é dissipada e que pode ser convertida em trabalho celular (i.e., 

crescimento, movimento, etc). O parâmetro ΔanabH (variação entálpica anabólica) 

corresponde a fração da energia total liberada pela célula por meio do catabolismo que 

pode ser convertida em ligações químicas, originando a biomassa, por conseguinte. Por 

fim, a fração energética gerada com o catabolismo que não é aproveitada para o 

anabolismo é dissipada ao meio ambiente, sendo chamada de variação entálpica 

metabólica, ∆metH (sendo dependente do calor liberado, da massa de solo e da 

quantidade de glicose empregada).  As grandezas mencionadas acima estão relacionadas 

através da equação 4.   
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∆metH = ∆catH + ∆anabH        (eq. 4) 

 

Pode-se considerar que a variação entálpica catabólica representaria a soma dos 

processos degradativos do substrato. Para os estudos neste trabalho, como apontado 

anteriormente, o substrato é a glicose e a equação da degradação (catabolismo) é a da 

combustão completa dessa substância, cujo valor é igual a 2805 KJ mol-1.205 

 Outrossim, a equação 4 pode ser reescrita de modo a permitir o cálculo da 

eficiência percentual do crescimento microbiano, ηH, o que pode ser logrado com a 

aplicação da equação 5.  

 

ηH =  [(∆metH - ∆catH) / ∆catH] x 100%   (eq. 5) 

 

 O registro calorimétrico também permite obter alguns parâmetros cinéticos, tanto 

do crescimento microbiano quanto da degradação do substrato. Para o crescimento 

microbiano, considera-se a fase exponencial, na qual os microrganismos são mais ativos 

metabolicamente, dividindo-se segundo uma equação exponencial. 206 

 

Pt = P1 + ek t   (eq. 6) 

 

Em que Pt corresponde ao valor da potência no peak time, ou seja, no instante em que se 

registra o valor máximo de potência, enquanto que P1 corresponde ao valor da potência 

na fase de latência e t é t-ésimo instante do experimento. A equação 6 pode ainda ser 

representada em sua forma linearizada (equação 7), o que facilita cálculos da constante 

do crescimento microbiano (k).  

 

ln Pt = ln P1 + k t   (eq. 7) 
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A constante de crescimento microbiano, k, é um importante parâmetro cinético 

quando se estuda o crescimento de culturas; o mais importante na calorimetria é que essa 

constante não exige metodologias complexas para sua avaliação, embora ela representa 

o comportamento global de todos os microrganismos presentes no solo.  

Outro aspecto interessante da análise cinética da curva calorimétrica, diz respeito 

ao tempo necessário para iniciar a fase de latência e também o tempo que ela persista 

até que comece a fase de crescimento. Esses parâmetros são importantes na discussão do 

real estado do solo e para se compreender como os microrganismos aí presentes se 

adaptam para consumir um novo substrato.  Ainda do ponto de vista cinético, outro 

ponto relevante é o peak time, ou seja, o período tempo necessário para que os 

microrganismos alcancem a fase estacionária. 

Alguns aspectos cinéticos da degradação do substrato podem ser obtidos a partir 

do registro calorimétrico, por meio de integrações por etapas. Como apontado 

anteriormente, a integração total da curva calorimétrica fornece a energia resultante 

dissipada ao meio ambiente pelos microrganismos.   

Não obstante, caso a integração seja realizada em função do tempo, ou seja, por 

meio de intervalos infinitesimais de tempo, os dados obtidos permitem obter 

informações sobre a cinética de degradação do substrato. Vale a pena ressaltar que essa 

informação cinética é bem diferente daquela do crescimento microbiano, do valor de 

peak time e da fase de latência, que são aspectos relativos ao crescimento microbiano.  

Por outro lado, a cada microrganismo presente no solo associa-se uma energia 

metabólica (potência), de modo que a potência registrada no calorímetro é função da 

potência térmica de cada microrganismo e de sua respectiva quantidade. Muitos estudos 

nesse sentido foram realizados, culminando com a proposta de Sparling, que estabeleceu 

uma equação que relaciona a quantidade de biomassa viva com a potência térmica 

(equação 8).207 

 

          log X = 1,025 + 0,856 log φ        (eq.  8) 
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Em que X é a quantidade de biomassa em μg, relacionada com o valor de potência φ. 

Assim, para se calcular a quantidade de biomassa viva formada no processo de 

crescimento microbiano, ∆X, deve-se aplicar a equação 8 à fase de latência e seu 

respectivo valor de potência no registro calorimétrico, além de aplicá-la à fase 

estacionária, ou mais precisamente ao seu respectivo valor de potência.  

É importante ressaltar que, quando a linha base do registro calorimétrico apresenta 

um valor de potência diferente de zero, esse valor deve ser considerado nos valores de 

potência na fase de latência e no peak time. Sendo assim, ao se utilizar a equação de 

Sparling deve-se considerar a variação do valor de potência entre a linha base e o ponto 

considerado (i.e, entre fase de latência e a potência relacionada com o peak time).  

 Retornando aos aspectos termodinâmicos do metabolismo da glicose, a partir da 

variação entálpica metabólica e tendo em consideração a variação entálpica de 

combustão da glicose, pode-se saber quanto de CO2 foi liberado com o processo de 

crescimento microbiano. Esse é o primeiro passo para se determinar os coeficientes 

estequiométricos da equação macroquímica que descreve o que ocorre com a adição de 

glicose ao solo (equação 9). 

 

aC6H12O6 + bO2 + 0,2NH4
+ →  CH1,8O0,5N0,2 + cCO2 + dH2O + 0,2H+    (eq. 9) 

 

Inicialmente, estabelece-se que há a formação de 1 mol de CH1,8O0,5N0,2, o que 

corresponde à fórmula mínima para a biomassa formada. Assim, as equações de 

conservação são: 

Carbono → 6a = 1 + c     (eq. 10) 

Hidrogênio → 12a + 0,8 = 1,8 + 2d + 0,2     (eq. 11) 

Oxigênio → 6a + 2b = 0,5 + 2c + d     (eq. 12) 

Nitrogênio → c = 0,2    (eq. 13) 

Carga → c = f    (eq. 14) 
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O segundo passo é o cálculo do valor da constante a, que pode ser calculado ao se 

considerar que 1 mol de glicose sofre combustão liberando 2805 KJ  de energia. Assim, 

cada valor de variação entálpica metabólica 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 parâmetro a, pode-se calcular os 

outros coeficientes da equação macroquímica. 

 

3.5.  Análises microbiológicas. 

 

 Para se realizar as análises microbiológicas de contagem de colônias de bactérias 

+ actinomicetos + leveduras, foram seguidas as etapas descritas abaixo para o solo de 

mata nativa envelhecido (período de envelhecimento de aproximadamente 3 anos) e para 

os solos de áreas de cultivo de milho, de café e de área de mata nativa, baseando-se no 

protocolo adotado pelo Laboratório de Microbiologia de Solos do IAC-Campinas 

(Instituto Agronômico de Campinas).  

Previamente ao plaqueamento, foi realizada uma pré-incubação de amostras de 

solo em frascos de Wheaton, a temperatura de 24 ºC. Para cada amostra de solo, dois 

frascos de Wheaton, contendo cada um, 12 gramas de solo, recebiam a solução 

incubadora. Uma dessas amostras era o controle, enquanto que a outra se destinava ao 

plaqueamento.   

Os dois frascos de Wheaton apresentavam um pequeno orifício na tampa, isolado 

do meio ambiente devido à utilização de um filme de PET. O período de pré-incubação 

ao se utilizar a  atrazina para o solo envelhecido foi de 24 h, enquanto que nos casos da 

acetonitrila e do nicosulfuron esse período 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. Incubação inicial por 24 horas de 12 g de solo com 2,4 mL da solução de atrazina 

(Syngenta) em acetonitrila (Aldrich), nas concentrações de 1000 e 2000 ppm.   

2. Incubação inicial por 48 horas de 2 g de solo com 2,4 mL da solução de acetonitrila 

(Aldrich). 

 

 

3.5.2.   Estudos com o nicosulfuron. 

 

1. Incubação inicial por 48 horas de 12 g de solo (cultivos de: milho, café e solo de área 

de mata nativa) com 2,4 mL de solução do nicosulfuron (DuPont) na concentração de 

120 ppm; 

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

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

 

 Como mencionado anteriormente, para se realizar os estudos microbiológicos 

foram realizadas contagens gerais de colônias de bactérias + leveduras + actinomicetos, 

baseando-se no procedimento seguido pelo Instituto Agronômico de Campinas (IAC), 

e que consiste no emprego de 90 mL de uma solução aquosa de MgSO4.7H2O (solução 

extratora) de concentração igual a 2,46 g mL-1.  

Também foram empregados tubos de ensaio contendo alíquota de 9 mL  da 

solução extratora (C= 2,46 g mL-1), cada, contabilizando um total de 3 tubos para cada 

análise (foram empregados tampões de algodão hidrofóbico).  

A autoclavagem foi realizada a 393 K, por 20 min, para todos os materiais 

utilizados, assim como para as soluções. A cada fração de 10 g de solo eram adicionados 

90 mL da solução extratora e a suspensão era agitada por 20 min. Coletou-se uma 

alíquota de 1 mL da suspensão mantida sob agitação, a qual era vertida a um tubo de 
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ensaio contendo 9 mL da solução extratora (diluição= 10-1) . Após a agitação, duas 

alíquotas de 0,1  mL da suspensão eram transferidas para 2 placas de Petri (uma alíquota 

para cada placa), contendo o meio de cultura TSA.  

A partir da solução resultante de diluição 10-1, era transferida uma alíquota de       

1 mL a um segundo tubo de ensaio contendo 9 mL de solução extratora, obtendo-se a     

diluição 10-2 e, repetiu-se esse processo até a diluição 10-3. As placas obtidas foram 

incubadas a 28 ºC, durante 12 h. Os cálculos das quantidades de unidades formadoras de 

colônia por grama de solo seco foram realizados a partir da aplicação da equação 15 aos 

dados obtidos. 

 

ufc = (<colônias>*10-1)/ x*m     (eq. 15) 

 

Na equação 15, ufc é a quantidade de unidades formadoras de colônias; <colônias> 

corresponde ao número médio de colônias, m é a massa do solo seco, enquanto que x é a 

diluição.  A quantidade aceitável de colônias de microrganismos deve estar dentro de um 

intervalo ótimo de 30 a 300 colônias, utilizando-se para isso, diluições de 10-1, 10-2, 10-3 

e assim sucessivamente, até ser possível a obtenção da contagem na faixa indicada. Para 

cada condição estudada foi realizado um total de no mínimo 4 contagens, sendo que as 

inoculações foram feitas em duplicata. 

 

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

com a atrazina). 

 

 Para se estudar a influência da atrazina na atividade microbiana do solo e, com 

isso, avaliar seu possível efeito quanto à emissão de CO2, foi necessário garantir uma 

boa distribuição desse herbicida ao longo de toda a amostra de solo. Como a atrazina é 

muito pouco solúvel em água (solubilidade = 33 mg mL-1)41, foi empregada solução da 

atrazina em acetonitrila.  
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Assim, para se preparar as amostras foram adicionados 200 mL de soluções de 

atrazina, nas concentrações de 1000 e 2000 ppm, a 1 g de solo, sendo que as amostras 

foram acondicionadas no interior de uma campânula de vidro com pescoço de cisne 

(Figura 19), com o objetivo de promover a volatilização da acetonitrila, ao longo de 

aproximadamente 48 horas.  

  

Em suma, no presente trabalho foram contempladas as seguintes condições: 

 

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 

solução de atrazina em acetonitrila (1000 ppm); 

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

solução de atrazina em acetonitrila (2000 ppm). 

 

 

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

solo com a atrazina em acetonitrila. 

 

3.7.  Incubação de amostras de solo para estudos no microcalorímetro 

isotérmico (estudos com a acetonitrila e o nicosulfuron). 

  

Para se preparar as amostras de solo para incubação com o herbicida 
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nicossulfuron, foram adicionadas a frações de 1 g de solo, alíquotas de 200 µL de 

soluções deste herbicida em acetonitrila, nas concentrações de 64,4 ppm e 120 ppm. Os 

experimentos foram realizados em duplicata, sendo que a mistura entre o solo e as 

soluções/solvente tornava-se possível com o auxílio de uma haste metálica.  

As amostras eram então acondicionadas no interior de um recipiente plástico 

(Figura 20) com tampa, contendo um pouco de água em seu interior.  Por meio de um 

orifício na tampa da caixa, um fluxo de ar comprimido, que passava inicialmente por 

uma solução de permanganato e em dois frascos lavadores contendo água, era injetado. 

Esse fluxo de ar umedecido tinha o propósito de eliminar a acetonitrila por arraste, sem 

provocar uma secagem do solo.  

Esse processo de incubação e eliminação da acetonitrila durava aproximadamente 

48 h, sendo que após esse período a amostra era retirada para as análises calorimétricas. 

Então, era vertida uma alíquota de 200 µL da solução 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 

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

 
 

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

solo com o nicosulfuron.  
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4.  Resultados e Discussão 

 

4.1.  Estudos com a atrazina. 

 

Neste trabalho foram avaliados alguns atributos físico-químicos para o solo de 

mata envelhecido, os quais estão indicados na Tabela 3. 

 
Tabela 3.  Alguns atributos físico-químicos avaliados para o solo de mata nativa 
envelhecido. 

 
 

pH 
 

Umidade / 
% 

 
M.O.* 

%(m/m) 

 
(C:N) 

(mol/mol) 

 
4,73 ± 0,06 

 

 
17,6 ± 0,4 

 
3,5  ± 0,2 

 

 
8,6 

                                 *  M.O.= matéria orgânica 
 

  

O valor de pH igual a 4,73 mostra que o solo estudado apresenta caráter ácido, o 

que é característico dos latossolos ferríferos.208 Os dados indicam que há um baixo 

percentual de matéria orgânica, cujo valor calculado foi de 3,5%, teor este que também 

foi avaliado por meio da análise termogravimétrica (Figura 21b).  

As perdas de matéria orgânica aparecem como picos exotérmicos nos registros de 

calorimetria exploratória diferencial, DSC. A curva de DSC obtida (Figura 21a) indica a 

presença de um evento endotérmico entre aproximadamente 520 e 550 K que deve se 

relacionar à matéria orgânica e que segundo a literatura209 corresponderia à volatilização 

de resíduos da celulose e da matéria alifática.  

Todavia, a mesma referência 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 está relacionado com as presenças de compostos 
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aromáticos, tais como a lignina e outros polifenóis. 
  

          

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 decomposição 

térmica da fração orgânica do solo, foram obtidas curvas de DSC para a celulose 

cristalina e para a matéria húmica extraída do solo envelhecido. 

A curva de DSC da celulose cristalina (Figura 22a) indica a presença de um 

evento endotérmico que começa por volta de 560 K. Tal evento é interrompido por volta 

de 600 K, quando ocorre um processo exotérmico bem pronunciado.  

De acordo com a literatura210, o evento I (endotérmico), centrado em 575 K, trata-

se da produção e volatilização de produtos da pirólise da celulose. Entrementes, o   

evento II, que começa por volta de 600 K apresenta maior valor energético e termina por 

volta de 710 K, correspondendo à oxidação do resíduo que sobrou do evento I. Além 

disso, a volatilização do material da pirólise (fase I) e dos produtos da combustão (II) 

ocorre concomitantemente aos processos químicos citados supra211. 

Na literatura também se relata a inexistência do pico exotérmico para a celulose212, 

211, podendo se justificar que ocorreria uma decomposição da celulose (processo 
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exotérmico), além de uma rápida volatilização do material formado (evento 

endotérmico).  

Por outro lado, há referência ao fato de que a decomposição térmica da lignina, 

centrada em 640 K, leva à formação de muito material sólido e, dessa forma, esse evento 

se caracteriza por ter caráter endotérmico.212  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 fração matéria orgânica.  

No caso da matéria húmica (Figura 22b) há 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, não está 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 é de magnitude maior, além de estar melhor definido.  

Sabe-se que os ácidos húmicos saem em valores de temperatura ligeiramente 

menores que os ácidos fúlvicos.213 Entretanto, como mostra este grupo de pesquisa , a 

separação entre essas duas classes de substâncias também não é uma tarefa fácil.  

Além disso, relata-se que inicialmente até por volta de 550 K predominam 

processos endotérmicos que não foram observados no presente trabalho, enquanto que 

após 550 K prevalecem os processos exotérmicos de decomposição da matéria 

orgânica.213 Os processos químicos são bem diversificados,  iniciando-se com a perda de 

grupos que contêm oxigênio e terminando com a perda de grupos alifáticos do tipo CH2, 

que sofrem oxidação.  

A literatura indica que embora o perfil de decomposição térmica de extratos 

húmicos de solos modifica-se, de acordo com o tipo de solo e clima, sempre surgem dois 

picos exotérmicos.214Além disso,  relata-se que a degradação térmica de carboidratos, a 

desidratação de estruturas alifáticas e a descarboxilação de grupos carboxílicos ocorrem 

no pico associado a um valor de temperatura menor, estando sobrepostos na faixa de 470 

a 620 K.214 O segundo pico corresponderia à decomposição térmica de estruturas 

aromáticas, mais estáveis termicamente.   
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Figura 22. Curvas de DSC para a celulose cristalina e a matéria húmica, 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 ácidos húmicos, observa-se a presença de 

material celulósico no solo, devendo ser salientado que é mais difícil tentar justificar as 

presenças dos ácidos húmicos, pois o segundo pico de decomposição desse material, que 

ocorre a partir de 700 K, não aparece bem destacado na curva de DSC do solo 

envelhecido.  

Um dado interessante da literatura é que nos solos tropicais o segundo pico 

exotérmico é mais intenso em comparação ao primeiro, já que as condições de 

temperatura e umidade favorecem as permanências dos compostos aromáticos mais 

estáveis termicamente.214 No entanto, como a quantidade de matéria orgânica no solo é 

pequena, os efeitos térmicos totais observados no registro de DSC, que são uma soma de 

todos os eventos, tornam-se bastante complexos e, frequentemente, de pequena 

magnitude.  

É importante se ressaltar que as curvas de DSC da Figura 22 foram obtidas para 

uma matéria orgânica “extraída”, enquanto que no caso da Figura 21 essa matéria 

orgânica encontra-se “diluída” no solo, tanto por materiais inertes ao aquecimento 
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quanto por materiais diversos que são passíveis de sofrer decomposição.  

Embora seja possível calcular as energias envolvidas nos processos de 

decomposição térmica, os resultados sinalizariam meramente a “valores”, não podendo 

ser associados a um evento específico. Assim, mesmo que seja efetuada a análise 

química do material que é eliminado e do que permanece na cela calorimétrica do 

equipamento de DSC, seria impossível uma determinação precisa do fenômeno que está 

ocorrendo, já que eventos térmicos distintos estão ocorrendo concomitantemente.  

Da mesma forma, os resultados de energia de decomposição térmica da celulose e 

da matéria húmica só poderiam ser parcialmente comparados, devendo ser realizadas 

outras análises como as termogravimétricas e químicas dos materiais evolvidos e dos 

que permanecem como resíduo.  

No entanto, se ambos os materiais sofressem uma combustão total e tudo fosse 

eliminado na forma gasosa, então seria possível comparar essas energias e, nesse caso, 

esses valores deveriam se aproximar daqueles determinados com o auxilio da 

calorimetria de combustão. 

De maneira semelhante, não seria confiável a comparação dos possíveis resultados 

da análise quantitativa para a matéria orgânica obtida por meio de uma titulação redox, 

em relação aos valores obtidos através da Análise Termogravimétrica, já que alguns 

materiais da fração inorgânica do solo podem liberar moléculas de água de cristalização 

na faixa de temperatura em que ocorre a perda de matéria orgânica215, mascarando o teor 

real de material orgânico presente na amostra de solo.    

Com relação à razão C:N, a literatura indica que em solos que apresentam uma 

razão C:N (em mol) na faixa de 5 a 15, há preponderância de biomassa fúngica, 

enquanto que para a faixa de 3 a 6 prepondera uma biomassa bacteriana.216 No caso do 

solo estudado, o valor encontrado é igual a aproximadamente 9, o que indicaria que em 

tal substrato haveria predomínio da biomassa constituída por fungos. Isso faz sentido, já 

que esse solo foi retirado de uma região de mata nativa, com significativa cobertura de 

matéria orgânica. 
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A microcalorimetria foi empregada com o objetivo de se estudar o comportamento 

da atividade microbiana de um solo envelhecido (após um longo período de tempo) na 

presença de atrazina, para diferentes condições (Fig. 23 a-d). Como um modo alternativo 

de se analisar essas curvas, foi realizada as sobreposições 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 após cerca de 1 dia essa 

atividade atinge o máximo (peak time). Com a adição 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 há somente a adição de glicose 

(Fig. 23a) há um pico.  

O que se observa é um retardamento do início da atividade microbiana com a 

adição da acetonitrila. No entanto, considerando-se o fato de que a glicose é um 

substrato facilmente metabolizado, pode-se ainda justificar as constatações de que os 

registros dos eventos térmicos tenham surgido relativamente precocemente.  

É de se esperar a existência de um pico relacionado com o metabolismo da glicose 

nas outras condições experimentais, mas a discriminação quanto à extensão de quanta 

glicose é metabolizada em cada caso torna-se difícil, pois pode estar ocorrendo 

cometabolismo e/ou diferentes populações microbianas podem estar catabolizando esse 

carboidrato.  

Na figura 23a o máximo de potência ocorre por volta de 1 dia após a adição da 

glicose, sendo que tal comportamento não é igualmente  observado nas outras condições, 

ou seja, a adição de acetonitrila retarda a atividade microbiana. Por outro lado, o 

aparecimento do segundo pico pode estar relacionado provavelmente à presença da 

acetonitrila.   

Todavia, sob tais circunstâncias há grande probabilidade de que a atrazina não 

tenha sido cometabolisada com a acetonitrila e também com a glicose, já 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.217 Há no entanto, alguns estudos que mostram que a atrazina só 

começa a ser metabolizada a partir de 14 dias após as aplicação. Como os experimentos 

calorimétricos foram realizados com no máximo 8 dias de duração, poderia ser inferido 

que a atrazina não estaria sendo metabolizada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 23. Curvas calorimétricas que mostram a atividade microbiana do solo de mata 

nativa envelhecido, sob diferentes condições.  
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Figura 24. Curvas calorimétricas do solo de mata nativa envelhecido, sob diversas 

condições. 

 

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 eliminação da acetonitrila, embora o período 

considerado (i.e., 48 h) possa ter sido insuficiente para garantir a total eliminação desse 

solvente.  

Reforçando o argumento de que ainda havia acetonitrila após a secagem, é digno 

de nota o fato de que experimentalmente foi constatado que amostras de solo contendo 

esse solvente ainda assim não apresentavam estabilidade de massa após incubação por 

aproximadamente 48 h, em atmosfera fechada, de forma que pode ser concluído que a 

acetonitrila não se encontra sorvida fortemente ao solo.  

No caso da sorção da acetonitrila em argilomineral, como no caso da 

montmorilonita, sabe-se que a sorção desse solvente não se deve à ligação específica 

entre as moléculas orgânicas e a superfície, mas sim a uma partição ao longo das 

interfaces entre a solução e a fase sólida218, Consequentemente, pode-se inferir que a 

acetonitrila não interage fortemente com a superfície desse tipo de argilomineral, 
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comportamento que poderia se repetir em outros argilominerais como a caulinita, que é 

representativa em latossolos no Brasil.  

Um fato importante a ser salientado é que a atrazina, a priori, poderia exercer 

certa influência na atividade microbiana, embora se soubesse inicialmente que seu 

metabolismo é bem tardio no solo, mesmo nas condições naturais, i.e., ambientais. Outro 

aspecto a enfatizar é que provavelmente sobrou acetonitrila no solo, uma vez que os 

efeitos térmicos variaram de aproximadamente 8 até 13 J g-1 de solo. 

A acetonitrila pertence à classe química das nitrilas e se sabe que estas podem ser 

degradadas por meio de rotas catalisadas pela nitrilase (EC.3.5.5.1), a qual é responsável 

pela clivagem direta das nitrilas originando os ácidos correspondentes mais amônia, 

enquanto que a hidratase de nitrila (E.C.4.2.1.1.84) catalisa a hidratação de nitrilas 

originando amidas, as quais são hidrolisadas a posteriori a ácidos e amônia pela amidase 

(E.C.3.5.1.4).219  

Os microrganismos empregam a nitrilase, a hidratase de nitrila e a amidase como 

as enzimas responsáveis pela biodegradação da acetonitrila.220 Além disso, a degradação 

de nitrilas alifáticas como a acetonitrila ocorre através de duas etapas levando à 

formação de amônia e ácido acético (fig. 25 e 26).221 

A função nitrila presente na acetonitrila não corresponde a um elemento estrutural 

xenobiótico recalcitrante, ou seja, que seja mais resistente à biodegradação, pois alguns 

dos compostos com essa função ocorrem como produtos naturais em organismos como 

bactérias, fungos, plantas e insetos.222 
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Figura 25. Representação das duas etapas de degradação de nitrilas alifáticas como a 

acetonitrila. 

 

Alguns exemplos de microrganismos que podem utilizar a acetonitrila como fonte 

exclusiva de carbono e de nitrogênio são: Nocardia rhodochrous LL100-21, 

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

JR1, Rhodococcus sp. RHA1 e Mesorhizibium sp. F28.223 

 

 

Figura 26. Equação química da degradação de acetonitrila para a formação de amônia e 

ácido acético. 

 

Em termos energéticos, sabe-se que a decomposição da acetonitrila é um processo 

endotérmico, com uma variação de entalpia de 49 KJ mol-1. Esse é um valor bem 

pequeno se comparado ao da glicose, que é igual a -2805 KJ mol-1. Considerando o valor 

da densidade da acetonitrila que é igual a 0,786 g cm-3 e que a acetonitrila não houvesse 

sido eliminada, haveria 157,2 mg desse solvente, o que corresponderia a 3,83 x 10-3 mol. 

Isso levaria a um efeito térmico de 187,7 J.  

Para se avaliar os possíveis efeitos da atrazina e da acetonitrila, são de grande 
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utilidade os dados biotermodinâmicos presentes na Tabela 4, assim como os valores da 

constante do crescimento microbiano (k) para as diferentes condições experimentais, 

também presentes na mesma Tabela 4.  

 

Tabela 4. Parâmetros relacionados com o crescimento microbiano em estudos 

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

Condição - Q / J ηH% k* x 10-3  (min-1) 

Solo + glicose 8,0 ± 0,2 50  ± 10 2,7 ± 0,5 

Solo + acetonitrila + glicose 12,8 ± 0,8 - 5,9 ± 1,4 

Solo + sol. atrazina em 
acetonitrila (1000 ppm) + 

glicose 

12,9 ± 0,9 - 6,8 ± 1,6 

Solo + sol. atrazina em 
acetonitrila (2000 ppm) + 

glicose 

13,5 ± 0,6 - *6,37 

 * Para se calcular esses parâmetros foi considerada a primeira fase exponencial do crescimento microbiano; ** 
Único  valor que foi considerado. 
 
 A Tabela 4 mostra que no caso em que houve apenas adição de glicose a energia 

metabólica passou a ser de aproximadamente 8 J, o que significa que apenas metade da 

quantidade original da glicose foi catabolizada como CO2 e água (i.e., considerando-se a 

adição de 1 mg de glicose e que o valor da variação entálpica de combustão da glicose 

seja igual  a -2880 KJ mol-1).205  

O valor da energia dissipada passou a ser igual a aproximadamente 13 J, com a 

adição da acetonitrila, o que representa um valor bem maior que no caso em que há 

simples adição de glicose.  O valor do rendimento metabólico, ηH, mostrado na Tabela 4 

foi calculado apenas para o caso da glicose, já que o provável cometabolismo da 

acetonitrila deva ter ocorrido.  

A metabolização da atrazina não pôde ser confirmada unicamente com o emprego 

da microcalorimetria isotérmica, uma vez que com base no que foi comentado 

anteriormente, as curvas calorimétricas são muito parecidas.  

Uma constatação interessante se refere ao fato de que com o emprego da 
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acetonitrila ocorreu uma aceleração no crescimento microbiano, embora essa adição 

tenha resultado num atraso do inicio da fase exponencial (i.e, fase de divisões celulares).  

A constante do crescimento microbiano no caso em que houve adição exclusiva da 

glicose era igual a aproximadamente 2,7 x 10-3 min-1, tendo praticamente dobrado após a 

adição da solução de atrazina.  

O fato da razão C:N ser mais elevada no solo envelhecido indica que há uma 

carência maior de nitrogênio. Além disso, sabe-se que as comunidades microbianas dos 

solos respondem à carência de nitrogênio obtendo esse elemento de fontes como 

proteínas e compostos como os N-heterocíclicos.224  

Assim, sabe-se que muitas cepas, principalmente de bactérias, como discutido 

anteriormente, bem como vários tipos de fungos, são produtores ativos de enzimas que 

hidrolisam nitrilas, como a acetonitrila. O grupo mais ativo para produzir essas enzimas 

pertence ao gênero Rhodococcus225, existindo também microrganismos como a espécie 

Pseudomonas putida, que é capaz de utilizar a acetonitrila como única fonte de C e N.226  

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 conversão direta a ácidos carboxílicos e amônia.227  

Os fatos relatados até aqui a respeito das nitrilas vêm a reforçar a idéia de que a 

acetonitrila foi a espécie química metabolizada majoritariamente nos casos em que foi 

empregada a solução 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 condições nas quais foi empregada a acetonitrila estão relacionadas 

com pontos próximos entre si, o que reforça a ideia de que a atrazina não influencia de 

maneira clara as atividades microbianas no solo estudado. 

Portanto, considerando-se o que foi discutido anteriormente com relação às curvas 

calorimétricas e à degradação de compostos contendo o nitrogênio, pode-se inferir que é 

a acetonitrila que parece estar suplementando as carências nutricionais dos 
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microrganismos presentes nesse tipo de solo. Tal hipótese é sustentada pelos valores da 

constante do crescimento microbiano que são de magnitudes maiores quando há 

emprego da acetonitrila, além do fato de que eles estão muito próximos entre si     

(Tabela 4). 

 

Figura 27. Gráfico da constante de crescimento microbiano em função 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 possíveis efeitos da atrazina no solo de mata nativa 

envelhecido. Os resultados obtidos mostram que para a série de condições em que a 

acetonitrila foi utilizada não há diferenças que sejam significativas estatisticamente em 

termos das contagens das colônias.  

Ao se comparar tal série com a condição em que foi adicionada somente a água se 

nota que neste caso a contagem é maior, o que indica que aparentemente a acetonitrila é 

a substância que poderia estar afetando significativamente os microrganismos presentes 

nesse solo, dificultando os desenvolvimentos de colônias. Tal constatação parece 

contraditória ao se pensar a respeito dos resultados cinéticos, os quais indicam que com 

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

Uma hipótese que pode ser aventada para se justificar tal observação é que a 

acetonitrila apesar de suprir as carências nutricionais de certos microrganismos e de 

inicialmente tornar mais rápido o crescimento destes, poderia ser a responsável pela 

geração de produtos ou intermediários tóxicos que estariam prejudicando os 

desenvolvimentos das colônias de microrganismos, o que implicaria nos surgimentos de 

colônias de dimensões menores. 

 

Tabela 5. Quantificação de bactérias + actinomicetos + leveduras. 
 

Condição UFC* x 103 g-1 solo seco 
 

 
Solo + H2O 

 
3,32  ± 0,60 

 
Solo + acetonitrila 

 
1,52 ± 0,43 

 
Solo + acetonitrila + ATZ 

1000 ppm 

 
2,09 ± 0,30 

 
Solo + acetonitrila + ATZ 

2000 ppm 

 
2,01 ± 0,60 

* UFC = “Unidade formadora de colônia”= unidade empregada em microbiologia que é 
diretamente proporcional à quantidade de microrganismos presentes na amostra; ** Para a 
condição “Solo + H2O”, 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 condições: “Solo + acetonitrila + ATZ 1000 ppm” e “Solo + 
acetonitrila + ATZ 2000 ppm” foram adicionadas em separado alíquotas de 1,2  mL das soluções 
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 regiões de 

cultivo de: café, milho e mata nativa. Na Tabela 6 estão indicados os valores para alguns 

atributos físico-químicos relacionados com tais solos.  

A Tabela 6 indica que os solos da região de mata nativa e de cultivo de milho 

apresentam valores de pH que são muito próximos (solos ligeiramente ácidos), além de 

apresentarem valores de umidade e de matéria orgânica que também o são.  
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Tabela 6. Atributos físico-químicos avaliados para os solos de floresta e de cultivos de 

milho e de café. 

 
Solos 

 
pH 

 
Umidade / 

%g/g 

 
M. O / %g/g 

 
C:N 

(mol:mol) 

 
Mata nativa 

 
6,2 ± 0,1 

 
18,2 

 
4,0 ± 0,1 

 
7,0 

 
Milharal 

 
6,9 ± 0,0 

 
17,5 

 
3,3  ±  0,2 

 
6,5 

 
Cafezal 

 
- 

 
21,5 

 
3,3  

 
6,3 

 
   

O teor de matéria orgânica no solo de mata nativa é maior que os dos solos de 

regiões onde há cultivos de milho e de café, em cerca 1%, o que é uma consequência do 

fato de que esse solo tenha recebido um aporte elevado de material orgânico de origem 

vegetal e animal. Como justificativa para o maior teor de matéria orgânica 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 orgânico depositado (camada de 10 cm 

de profundidade), ao contrário das situações  relativas aos outros dois solos.   

Os valores das relações C:N são aproximadamente iguais, o que pode sugerir que 

tais solos poderiam apresentar um mesmo tipo de matéria orgânica (i.e., mesma natureza 

química), considerando-se também a biomassa microbiana. Além disso, como os valores 

da razão C:N se situam entre 6 e 7, há indícios de que o tipo de biomassa presente seja 

preponderantemente fúngica.216  

No tocante às análises térmicas, há uma similaridade muito grande quanto ao 

comportamento dos diferentes solos (padrões das curvas) ao se avaliar o conjunto das 

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

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

 

No entanto, a grande diferença está nos valores de perda de massa d’água para o 

solo de cafezal. Este solo apresentou uma perda d’água de aproximadamente 16% na 

faixa de temperatura de 25 a 80 ºC, enquanto que os outros solos apresentaram uma 

perda de aproximadamente 3%.  Embora a determinação da umidade realizada por meio 

da secagem em estufa também tenha mostrado essa tendência, os valores obtidos não 

foram tão diferentes como esses.  

Além disso, a Figura 28 mostra que as curvas de TG para os solos da área de 

cultivo de milho e o solo de floresta são mais semelhantes em termo de perfil, o que 

pode ser um indício que apresentam uma composição química similar. Tal constatação 

corrobora com os dados das análises químicas, i.e., matéria orgânica percentual e análise 

elementar, haja vista que nesses solos os respectivos valores para os indicadores 

químicos estudados são próximos, ao contrário do observado para o solo de cafezal.  

Deve ser ressaltado que para se efetuar as análises de TG as amostras foram 

maceradas, de forma a se garantir uma maior homogeneidade. O padrão de uma curva de 

TG é dependente dos materiais existentes na amostra, além de que variações na 
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composição química da amostra podem influenciar significativamente na forma da curva 

TG228, assim que pode ser inferido a priori que os solos estudados devem apresentar 

uma constituição química relativamente semelhante, tendo em vista que os perfis das 

curvas de TG são similares, com a exceção da região correspondente à perda d´água (na 

região próxima ao valor de temperatura de 100°C ou seja, 373 K).  

Outro fato relevante é que a umidade percentual do solo de área de cultivo de café 

é maior que nas outras condições, pois a inclinação ou derivada da respectiva curva de 

TG ao longo do intervalo de 25°C a aproximadamente 100 °C é maior neste solo (i.e., a 

derivada é mais positiva) que para o mesmo intervalo nos outros solos estudados.  A 

partir desse intervalo, foram calculados os valores de umidade percentual que estão 

indicados na Tabela 6.  

Sabe-se que a umidade do solo influencia uma série de atributos físico-químicos 

nesses ambientes, tais como: potencial redox, pH e os níveis de O2 e CO2, os quais 

influenciam as populações microbianas e suas atividades.229  

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.230 Sabe-se também que há uma correlação 

positiva entre a porcentagem de umidade, a energia liberada (calor) pelos 

microrganismos e a constante do crescimento microbiano em solos229, além de existir 

uma forte correlação entre a respiração da biomassa e o teor de umidade da camada que 

recobre o solo.231 

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 é possivelmente maior que nas 

outras condições. Todavia, para se avaliar tal hipótese foram realizados estudos 

microcalorimétricos. 

                                                                                                                                                                
 Assim, com os três solos foram realizados estudos com o emprego da 
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microcalorimetria isotérmica e os resultados estão resumidos na Figura 29.  A figura 29 

indica que apenas o solo de floresta ou mata nativa apresentou uma diferença nítida de 

comportamento no tocante à 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 

(incubação durante 48 h e adição final de solução aquosa de glicose) aplicado às 

diferentes amostras de solo. Na condição em que há acetonitrila foi adicionada água, 

após incubação por aproximadamente 48 h. 

 

No caso específico 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 diminuição no valor da 

potência relacionada com o peak time, desde aproximadamente -170 μW até 

Exotérmico 

Exotérmico 
Exotérmico 
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aproximadamente -70 μW. O peak time aumentou em 1 dia (condição em que há adição 

de solução aquosa de glicose) para valores bem maiores que 4 dias (adição 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 presença da acetonitrila. Paralelamente, pôde ser constatada certa 

contribuição do nicossulfuron, a qual deve ser considerada com cautela, uma vez que a 

quantidade de acetonitrila adicionada é muito maior que a desse herbicida.  

O solo de área florestal, como a exemplo da Mata Atlântica, apresenta elevada 

diversidade microbiana.232 Além disso, as espécies arbóreas dominantes em florestas são 

capazes de exercer influências importantes na estrutura, função e atividades das 

comunidades microbianas dos solos, devido: à qualidade e quantidade dos resíduos 

vegetais que se acumulam no solo, às arquiteturas das raízes, aos respectivos exsudatos, 

aos requisitos nutricionais e ao processo de decomposição.233  

Consequentemente, é de se esperar que no solo de mata estudado haja uma grande 

diversidade microbiana, o que pode estar relacionado com uma maior competição entre 

as diferentes espécies microbianas. Ao mesmo tempo, pode estar ocorrendo um melhor 

aproveitamento dos substratos fornecidos graças às diversidades de espécies, as quais 

podem ocupar diferentes nichos, ou seja, podem desempenhar diferentes funções 

metabólicas.  

 Com base no que foi discutido no último parágrafo 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 são aplicados ocorra uma redução dos efeitos térmicos, o que pode ser 

depreendido ao se considerar o balanço energético ilustrado pela equação 4.  

Um fato interessante se refere ao caso da aplicação exclusiva de acetonitrila, pois 

sob tal condição 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 relação às outras condições. 

Outro aspecto relevante com respeito à Figura 29 e a condição de solo de mata 
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nativa refere-se ao fato de que ao se adicionar o nicossulfuron se observa uma variação 

singela no peak time, levando-se em conta os desvios experimentais no valor dessa 

grandeza, mesmo sem haver mudanças no sistema estudado.  

Também sem entrar nos detalhes quantitativos das curvas apresentadas na Figura 

29, pode se observar que a potência máxima no peak time aumenta de forma totalmente 

diferente para os três solos com as adições de acetronila e do nicosulfuron, sendo que 

para os solos de áreas de cultivo de milho e de café esse valor praticamente não se 

modifica (com a exceção do solo de região de cultivo de milho tratado com solução de 

nicosulfuron de concentração igual a 120 ppm), diminuindo no caso do estudo com solo 

de região de mata nativa. 

No caso do solo de área de cultivo de milho, quando houve a adição de 

acetonitrila e glicose, e adição de acetonitrila mais nicosulfuron (com a exceção da 

concentração de 120 ppm), não ocorreram alterações apreciáveis nos registros 

calorimétricos, como discutido brevemente no último parágrafo, apesar de que os efeitos 

térmicos tenham sido mais elevados. Consequentemente, com base no balanço 

energético ilustrado pela equação 4, há uma indicação que a eficiência foi menor em 

termos da formação de biomassa, o que é oposto ao observado no caso em que houve 

adição exclusiva da acetonitrila, em que o peak time foi menor (em aproximadamente 

3h).  

Pelo fato de não existir uma grande diversidade em termos de tipos de rizosfera 

para os solos de cultivo de milho e café é possível que haja uma redução quanto às 

possibilidades de biodegradação dos xenobióticos nesses solos. 

Ao se adicionar solução de nicosulfuron de concentração igual a 120 ppm a uma 

amostra de solo de área de cultivo de milho, não 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 são próximos entre si 

quando há aplicação concomitante da acetonitrila e do herbicida.  

No entanto, em princípio, não há qualquer indício do que poderia ter ocorrido 
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precisamente. Embora as repetições dos experimentos com amostras que contenham 

organismos vivos apresentam incertezas “não usuais” para os químicos, muitas vezes 

não há uma explicação “muito lógica” do ponto de vista da Química. 

Da mesma forma que no caso do solo de região em que há cultivo de milho, 

quando há aplicação da solução de glicose em acetonitrila e de soluções em diferentes 

concentrações de nicosulfuron em acetonitrila, não são observadas diferenças bem 

nítidas quanto aos efeitos térmicos registrados, diferentemente da situação em que há 

aplicação exclusiva da solução de glicose em acetonitrila.  

Na situação em que há aplicação exclusiva da solução de glicose em acetonitrila, é 

de se esperar que as possibilidades quanto às capacidades de biodegradação dos 

xenobióticos sejam menores que no caso do solo de mata, por haver uma monocultura, e 

assim, há uma menor competição microbiana em comparação com o solo de mata 

nativa. Isto poderia justificar as similaridades com relação aos sinais térmicos 

registrados quando ocorrem adições de acetonitrila e do nicosulfuron.  

Além disso, a presença do nicosulfuron poderia estar reduzindo a eficiência da 

assimilação da biomassa, com base no balanço energético tratado anteriormente 

(equação 4), pois os respectivos efeitos térmicos são maiores quando há aplicação desse 

xenobiótico.  Da mesma forma que no caso do solo de região 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 graças ao efeito térmico de 

magnitude pequena registrado nesta condição. 

 Em suma, do ponto de vista energético, observa-se um efeito térmico singelo 

quando há adição da acetonitrila e da água nos três conjuntos de curvas da Figura 29, 

lembrando que em todos os experimentos aqui relatados foi empregada a água.  

Ademais, as curvas calorimétricas nesse caso apresentam valores de dissipação de 

energia (potência) que são máximos na faixa 25 μW, enquanto que com a adição de 

glicose os valores são maiores que 150 μW.   

Em termos microbiológicos, a literatura informa que alguns microrganismos são 
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capazes de metabolizar nitrilas como a acetonitrila, de acordo com o que foi discutido na 

introdução e em parágrafos anteriores. Todavia seria possível se supor que outros 

microrganismos poderiam sofrer inibição 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 

aplicação da glicose foi elevada, o que é um reflexo da facilidade de metabolização 

desse tipo de substrato. No entanto, nos solos em que há cultivo de café e de milho os 

respectivos valores de peak time são ligeiramente menores que no caso do solo de mata 

nativa, cujo pico da curva calorimétrica é mais achatado, indicando que nesta condição a 

metabolização da glicose ocorreu de uma maneira mais difícil.   

 

Figura 30. Curvas calorimétricas obtidas nos estudos com o emprego de glicose (a) e 

com a incubação da solução de nicosulfuron em acetonitrila (C= 64 ppm) seguida da 

adição de glicose (b).  

 

Tais observações justificam a constatação de que há grande biodiversidade em 

solos florestais, como foi discutido anteriormente, assim como em tal condição poderia 

haver maior competição 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 períodos de tempo de 

até 24 h para as três amostras, no caso da aplicação da glicose, sendo ligeiramente 

menor para o solo onde há cultivo de café. Neste solo há adição frequente de matéria 

orgânica, já que toda a varredura advinda da “panha” e da “desbrota” do café. Ao mesmo 

tempo, os combates às ervas daninhas ao redor da plantação eram realizados nas 

proximidades da cultura, de forma que o solo permanecia úmido e com grande 

quantidade de matéria orgânica passível de sofrer decomposição e ser incorporada ao 

solo.  

Deve ser destacado neste ponto que o solo de área de cultivo de milho era 

adubado com resíduos vegetais das safras anteriores desta cultura, tendo sido exposto à 

radiação solar além de ter sido muito compactado pelas máquinas agrícolas, tornando-se 

pouco permeável à água, 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 orgânica advindo do acúmulo de material vegetal, mas neste caso estava 

menos exposto à radiação solar. Portanto, pode-se depreender que a biodiversidade de 

microrganismos era diferenciada nos três tipos de solo.  

Na Figura 30b é mais evidente o atraso quanto ao crescimento microbiano para o 

solo de mata nativa, o qual de inicia após aproximadamente 7 dias. Além de haver maior 

competição entre os microrganismos nesse tipo de solo, deve-se considerar o fato de que 

o nicosulfuron é uma molécula mais complexa, demandando a presença de 

microrganismos específicos para sua degradação, como discutido na introdução do 

presente trabalho.  

Para esses microrganismos se desenvolverem e começarem a se multiplicar em 

um ambiente muito competitivo, há necessidade de um maior intervalo de tempo, o qual 

constitui a lag phase, sendo tal período maior que no caso da glicose. As curvas estão 

sobrepostas nos casos dos solos de cultivo de regiões de milho e de café, o que indica 

que a aplicação do nicosulfuron (C= 64 ppm) a esses tipos de solo não permite a 

diferenciação quanto ao comportamento biodegradativo para esse xenobiótico.  
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Até este ponto do trabalho discutiram-se aspectos qualitativos. Todavia é 

imprescindível que os resultados possam ser discutidos do ponto de vista quantitativo, 

de modo a se verificar a hipótese de que o nicosulfuron não estaria influenciando as 

atividades microbianas nos solos estudados. Assim, devem ser considerados os 

resultados da Tabela 7, para que se possa iniciar uma discussão quantitativa das curvas 

calorimétricas. 

Na Tabela 7, a segunda coluna apresenta as diferentes condições experimentais, os 

tipos de solo e a substâncias adicionadas.  A quarta coluna indica os valores de energia 

dissipada (calor) obtidos por meio da integração da curva calorimétrica de potência em 

função do tempo. Essa grandeza é importante, pois a partir dela torna-se possível 

calcular outras grandezas, como a eficiência do crescimento microbiano. Além disso, 

essa eficiência permite a quantificação da matéria orgânica assimilada (ηH), dentre 

outros parâmetros como a quantidade de biomassa viva formada e os coeficientes 

estequiométricos da equação macroquímica. 

Em termos cinéticos, o peak time e a constante do crescimento microbiano são 

parâmetros importantes, pois enquanto o primeiro indica o tempo necessário para se 

iniciar a fase estacionária do crescimento microbiano, o segundo permite a avaliação da 

velocidade do crescimento microbiano, de forma que esses parâmetros permitem o 

estabelecimento de correlações com os crescimentos das populações de microrganismos. 

Um primeiro aspecto a se considerar se refere ao metabolismo da acetonitrila. 

Conforme indica a Tabela 7, quando há adição desse solvente nos três solos pode ser 

constatada certa atividade microbiana. Sabe-se que essa atividade leva à formação de 

ácido acético e amônia, baseando-se no que foi discutido na introdução.  

Levando-se em conta que a variação entálpica dessa reação é bem menor que 

quando ocorre uma combustão completa originando CO2 e NO2, pode-se inferir que 

ainda restou uma quantidade apreciável de acetonitrila no solo. Se esse metabolismo 

ocorre de forma similar, também pode ser inferido que restam diferentes quantidades de 

acetonitrila nos diferentes solos, graças aos diferentes valores de energia dissipada 
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(calor) para esse solvente.  

Desconsiderando-se diferenças quanto ao processo de eliminação da acetonitrila, 

pode ser concluído que as possíveis diferenças quanto à acetonitrila remanescente nas 

três amostras de solo são devidas às diferenças nos constituintes desses solos, muito 

provavelmente devido à qualidade da matéria orgânica, pois se sabe que a sorção de 

compostos orgânicos nesses meio aquosos ocorre principalmente na matéria orgânica ao 

invés de ocorrer ao longo das superfícies dos minerais.234 

Além disso, propõem-se na literatura que um material rico em matéria orgânica 

como a turfa apresenta certos sítios polares que interagem entre si, mas que podem se 

ligar a moléculas polares de solventes, como no caso da água, surgindo novos sítios de 

sorção.235 Assim, é possível que a acetonitrila possa ainda estar presente no material, o 

que justificaria os efeitos térmicos registrados quando da aplicação desse solvente. 

Outro aspecto a se comentar se refere ao aumento na energia registrada pelo 

calorímetro. Na proposta inicial desse trabalho, esse aumento deveria ser correlacionado 

com modificações no metabolismo provocadas pelas adições dos herbicidas. No entanto, 

visto que essa adição não resultou em mudanças significativas da energia, ao se 

comparar as condições com e sem o herbicida, conclui-se que nos casos das condições 

estudadas esse efeito não foi observado para o nicosulfuron (Figura 31). 

As dificuldades nesse tipo de estudo refere-se ao fato de que os defensivos 

agrícolas geralmente são pouco solúveis em água. Assim, a OECD (Organisation for 

Economic Co-operation and Development) e a US EPA (US Environmental Protection 

Agency) recomendam as utilizações de co-solventes para esses casos, devendo ser 

destacado que a acetonitrila é uma das substâncias indicadas.  

Todavia, tal utilização pode modificar o padrão de biodegradação no solo, além de 

que outras substâncias presentes nas formulações comerciais podem atuar como 

interferentes dos herbicidas, pois há compostos que permitem uma dispersão uniforme 

do defensivo na lavoura. Consequentemente, é possível que haja interferentes que 

possam afetar a biodegradação do nicosulfuron, o que inviabilizaria os estudos. 
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Tabela 7.  Dados termodinâmicos e cinéticos para os solos estudados. 

Condição Código - Q / KJ g-1 * ηH / % Peak time/ h k (x 10-3  min-1) 

 

 

Solo de 
cultivo de 

café 

Acetonitrila 1 6,0±0,1 - - - 

Glicose 2 9,7±1,0 39 11,8±0 1,4±0,1 

Acetonitrila e 

glicose 

 

3 

 

16,3±0,9 

 

- 

 

15±4 

 

2,5±0,1 

Acetonitrila, 

glicose e 

Nicossulfuron 

64 ppm 

 

 

4 

 

 

11,2±0,6 

 

 

- 

 

 

14,8±2,0 

 

 

3,7±0 

Acetonitrila, 

glicose e 

Nicossulfuron 

120 ppm 

 

 

5 

 

 

14,2±0,4 

 

 

- 

 

 

13,5±2,8 

 

 

3,1±0,2 

 

 

Solo de 
cultivo de 

milho 

acetonitrila 1 2,0±0,5 - 4,7±1,0 25±1 

glicose 2 9,6±1,2 40 18,6±2,0 2,8±0,1 

Acetonitrila e 

glicose 

 

3 

 

12,0±1,5 

 

- 

 

14,5±0,7 

 

2,6±0,1 

Acetonitrila, 

glicose e 

Nicossulfuron 

64 ppm 

  

 

 4 

 

 

15,6±1,5 

 

 

- 

 

 

15,2±0,1 

 

 

2,6±0,1 

Acetonitrila, 

glicose e 

Nicossulfuron 

120 ppm 

 

 

5 

 

- 

 

 

- 

160  

 

0,9 

 

 

Solo de 
mata 
nativa 

acetonitrila 1 2,5±2,0 - 29±1 1,2±0,1 

glicose 2 10,4±1,2 35 23±2 1,7±0,0 

Acetonitrila e 

glicose 

 

3 

 

9,1±1,3 

 

- 

 

101±5 

1,1±0 

Acetonitrila, 

glicose e 

Nicossulfuron 

64 ppm 

 

 

4 

 

 

11,3±0,1 

 

 

- 

 

 

137±7 

 

 

1,0±0 

Acetonitrila, 

glicose e 

Nicossulfuro 

120 ppm 

 

5 
 

- 

 

 

- 

 

- 

 

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

função das condições experimentais. 

 

Com relação ao crescimento microbiano, a Tabela 7 indica que há diferentes 

comportamentos no tocante aos três solos, após a adição de acetonitrila. Para o caso do 

solo de região 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 região de cultivo de café houve um aumento no peak time 

após as adições da acetonitrila e das soluções do herbicida em diferentes concentrações, 

em comparação com a glicose. Tal constatação pode ser consequência 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 competição entre a vasta gama de espécies, 

relacionada com o metabolismo da acetonitrila e do nicosulfuron, lembrando-se que em 

solos de áreas florestais há uma grande biodiversidade de microrganismos.  Para o solo 



 

74 
 

da região de cultivo do milho, a adição de acetonitrila seguida pela adição de água após 

aproximadamente 48 horas resultou num rápido crescimento microbiano, tendo ocorrido 

em seguida uma redução na cinética, a qual se manteve relativamente constante quando 

houve adição da acetonitrila e glicose e da solução de nicosulfuron em acetonitrila com 

concentração igual a 64 ppm. 

Concomitantemente, ocorreram aumentos nos respectivos valores do peak time. 

Finalmente, para esse tipo de solo houve uma redução da cinética do crescimento 

microbiano quando foi aplicada um solução de nicosulfuron em acetonitrila de 

concentração igual a 120 ppm, o que suporta o que havia sido discutido a respeito da 

possível inibição quando do emprego da solução com essa concentração, no caso do solo 

de área de cultivo de milho (Figura 29).  

O fato de existirem diferentes comportamentos cinéticos e tendências em termos 

da energia dissipada nesses solos (Tabela 7) pode ser um reflexo das diferenças quanto 

às populações microbianas nesses diferentes ambientes, atuando como indicadores 

específicos para as condições dos diferentes solos.  

Os dados de variação entálpica metabólica (∆metH) permitiram as avaliações dos 

coeficientes estequiométricos da equação macroquímica para formação de biomassa 

(equação 8). Os respectivos valores calculados para as diferentes condições estudadas se 

encontram listados na Tabela 8. Na Tabela 8, um dos coeficientes estequiométricos que 

foi calculado e que é de grande importância é o coeficiente d, o qual é proporcional à 

quantidade de CO2 que foi liberado pelo metabolismo da glicose.  
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Tabela 8. Valores calculados dos coeficientes estequiométricos da equação 

macroquímica para formação de biomassa. 

  Condição a b d / CO2 E 

 
 

Solo de 
cultivo de 

café 

H2O + glicose 0,8 3,9 3,9 4,3 

ACN + glicose 1,2 6,1 6,1 6,5 

 Nicos/ACN 120 
ppm + glicose 

 
1,1 

 
5,3 

 
5,4 

 
5,8 

 Nicos/ACN 64 
ppm + glicose 

 
0,9 

 
4,3 

 
4,3 

 
4,7 

 
 

Solo de 
cultivo de 

milho 

H2O + glicose 1,1 5,3 5,3 5,7 

ACN + glicose 0,9 4,5 4,6 5 

 Nicos/ACN 120 
ppm + glicose 

 
0,4 

 
1,6 

 
1,6 

 
2 

 Nicos/ACN 64 
ppm + glicose 

 
1,2 

 
6,2 

 
6,2 

 
6,6 

 
  

Solo de 
mata 
nativa 

H2O + glicose - - - - 

ACN + glicose 0,9 4,1 4,2 4,6 

 

Para o solo de cultivo de café, a condição que proporcionou a maior liberação de 

CO2 foi aquela em que houve a aplicação da acetonitrila mais a glicose, o que indica que 

nesta condição houve um maior estímulo à atividade microbiana, reflexo do valor de 

maior magnitude para a energia dissipada (-Q = 16,3 ± 0,9 KJ g-1).  

Uma observação interessante no que tange ao solo de região de cultivo de café é 

que para as condições em que houve a aplicação de acetonitrila e do herbicida, as 

quantidades de CO2 que foram liberadas foram maiores que no controle, i.e., para a 

condição em que houve adição de água e glicose, o que é um indicativo de que a 

acetonitrila e o herbicida poderiam estar influenciando na liberação desse gás. 

Todavia, houve uma ligeira redução da emissão de CO2 quando foram adicionadas 

as soluções de nicosulfuron em acetonitrila, o que leva a crer que o herbicida poderia 

estar inibindo a atividade microbiana no solo de região cultivo de café. Tal constatação é 
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um tanto intrigante ao se considerar o fato de que o dado na Tabela 7 indica que nas 

condições em que houve as adições das soluções de nicosulfuron ocorreu um aumento 

na velocidade da reação metabólica global no solo.  

Uma hipótese que pode ser aventada para se justificar tal situação no solo de 

cultivo de café refere-se ao fato de que apesar do crescimento microbiano ser mais 

rápido e estar relacionado com uma maior atividade microbiana (maiores valores de 

energia dissipada; Tabela 7), em tal condição se chegaria a uma situação de estresse mais 

rapidamente, graças a um aumento na competição e na quantidade resultante de CO2 que 

foi liberado. Assim, para esse solo a fase estacionária poderia ocorrer mais 

precocemente, como pode ser observado na figura 30, quando foi aplicada solução de 

nicosulfuron em acetonitrila com concentração igual a 64 ppm. 

Para o solo de área de cultivo de milho houve maior liberação de CO2  na condição 

em que foi empregada a solução de nicosulfuron em acetonitrila com concentração igual 

a 64 ppm, enquanto que a mesma tendência foi observada para o solo de mata nativa. 

Consequentemente, há indícios de que o nicosulfuron esteja influenciado mais 

significativamente a metabolização da glicose, pois ela é um substrato que pode ser 

metabolizado facilmente. 

Outro tipo de cálculo que foi realizado foi o da quantidade de biomassa viva, por 

meio da equação de Sparling (equação 7), a qual é formada paralelamente ao 

crescimento microbiano (Tabela 9).  

A Tabela 9 mostra que no solo em que houve cultivo de café ocorreu maior 

formação de biomassa para a condição em que foi adicionada solução de nicosulfuron 

com concentração igual a 120 ppm mais glicose, seguida pela condição em que foi 

utilizada a acetonitrila mais glicose.  Para o solo de região de cultivo de milho houve 

maior formação de biomassa na condição em que foi empregada a solução do herbicida 

em concentração igual a 64 ppm. Por fim, pode-se observar que no solo de mata nativa 

houve maior formação de biomassa para a condição 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 é 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 condições. 

Condição  
ΔX / μg 

 
 
Solo de cultivo de 

café 

H2O + glicose 393,3 

ACN + glicose 776,3 

 Nicos/ACN 120 ppm + glicose 1221,0 

 Nicos/ACN 64 ppm + glicose 599,5 

 
 
Solo de cultivo de 

milho 

H2O + glicose 842,0 

ACN + glicose 921,7 

 Nicos/ACN 120 ppm + glicose 207,0 

 Nicos/ACN 64 ppm + glicose 1021,3 

 
  
Solo de mata nativa 

H2O + glicose - 

ACN + glicose 327,6 

 Nicos/ACN 120 ppm + glicose 297,3 

 Nicos/ACN 64 ppm + glicose 278,1 
 

  

Até este ponto da discussão faltam dados que possibilitam a formulação de uma 

conclusão contundente a respeito do efeito da acetonitrila e do herbicida, pois até agora 

há dúvida 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 soluções do herbicida naquele solvente, submetendo-se os solos 

estudados com esses meios à incubação, ao longo de um período de aproximadamente 

48 h. Após este intervalo de tempo, foi adicionada água desionizada e foram realizadas 
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análises microcalorimétricas. Os valores de energia dissipada (calor) e as respectivas 

condições estão 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 região 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 tendência, em termos da biomassa, 

quando houve aplicação da glicose, i. e., menos biomassa microbiana foi formada com o 

aumento na quantidade utilizada de nicosulfuron. A Tabela 8, no entanto, indica que a 

quantidade de CO2 que foi liberada foi menor, com base na equação macroquímica 

(equação 8).  

Consequentemente, pode ser inferido que o nicosulfuron inibe a atividade 

microbiana, no solo de região de cultivo de milho. No caso do solo de área de cultivo de 

café, as atividades microbianas foram maiores que no caso quando houve aplicação da 

solução de nicosulfuron de concentração igual a 120 ppm.  

Quando houve aplicação da acetonitrila, as atividades microbianas foram maiores 

que ao se aplicar solução de nicosulfuron de concentração intermediária, i. e., 

concentração igual a 64 ppm. Mesmo assim, as atividades microbianas foram maiores 

que com a utilização do solo de região de cultivo de milho, indicando que é possível que 

o herbicida possa estar sendo biodegradado em uma maior extensão. No caso do solo 

florestal ou de mata nativa, com a aplicação do herbicida houve redução na atividade 

microbiana, além de uma formação de menor quantidade de biomassa (Tabela 9), o que 

pode significar que a biodegradação desse herbicida neste tipo de solo seja 

possivelmente mais difícil.  

Desse modo, há indícios de que a microbiota seja mais sensível ao nicosulfuron 

no solo de área de cultivo de milho e no de mata nativa, ao contrário do solo de região 

de cultivo de café, onde as atividades microbianas foram mais intensas, haja vista que o 
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calor gerado é proporcional à quantidade de CO2
 liberada por meio dos processos 

catabólicos da microbiota, baseando-se na equação macroquímica (equação 8). 

 

Tabela 10. Dados microcalorimétricos relacionados com a adição de água (100 μL / 1 g 

solo) a amostras de solo incubadas com soluções do nicosulfuron em acetonitrila 

(incubação por aprox. 48 h) e com amostras incubadas com acetonitrila, às quais 

também foi adicionada a água (100 μL / 1 g solo). 
 

Solo Tratamento - Q / J g-1 solo 

 
Cultivo de 

milho 

Nicos/ACN (120 ppm) + H2O 0 

Nicos/ACN (64 ppm) + H2O 0,9 ± 0,8 

ACN + H2O 2,2 ±  0,7 

 
Cultivo de 

café 

Nicos/ACN (120 ppm) + H2O 6,6 ±  0,3 

Nicos/ACN (64 ppm) + H2O 4,8 ±  0,9 

ACN + H2O 6,4 ±  0,1 

 
Florestal 

Nicos/ACN (120 ppm) + H2O 0,5 ±  0,3 

Nicos/ACN (64 ppm) + H2O 0,6 ±  0,2 

ACN + H2O 3,2 ±  0,1 

 

a b c d e f g h i
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Figura 32. Dados de da energia dissipada por unidade de massa de solo em função das 

diferentes condições empregadas, tendo sido adicionada água após 48h. (a) Solo de área 

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

de milho [nicosulfuron em acetonitrila (64 ppm)]; (c) Solo de área de cultivo de milho 
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(acetonitrila PA); (d) Solo de área de cultivo de café [nicosulfuron em acetonitrila (120 

ppm)]; (e) Solo de área de cultivo de café [nicosulfuron em acetonitrila (64 ppm)]; (f) 

Solo de área de cultivo de café (acetonitrila PA); (g) Solo de área florestal [nicosulfuron 

em acetonitrila (120 ppm)]; (h) Solo de área florestal [nicosulfuron em acetonitrila (64 

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

As curvas microcalorimétricas relacionadas com os dados da tabela 10 estão 

representadas na Figura 33. A Figura 33(I) nos indica que no caso do solo de área de 

cultivo de café os padrões das curvas estão muito próximos 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 condições.  

No caso do solo de floresta ou mata nativa os perfis das curvas são mais diferentes 

entre si, devendo se destacar que no caso da aplicação da solução de nicosulfuron em 

acetonitrila com concentração 120 ppm (C) o efeito térmico é quase nulo, i.e, há quase 

uma linha base. Enquanto isso, quando há emprego da solução de concentração 64 ppm 

(B) há um perfil mais característico para a curva do crescimento microbiano, ao passo 

que o peak time (aproximadamente 4 dias) ocorre posteriormente em comparação com o 

caso em que há aplicação exclusiva da acetronitrila (aproximadamente 2 dias; A). 

Desse modo, é provável que a acetonitrila seja metabolizada mais facilmente no 

solo de floresta ou de mata nativa que nas condições em que há aplicação do 

nicosulfuron, para o mesmo tipo de solo. 

A Figura 33(III) indica que no caso do solo de área de cultivo de milho, quando 

foram realizadas incubações com as soluções de nicosulfuron, cujas concentrações eram 

de 64 e 120 ppm, o efeito térmico foi praticamente nulo, conferindo às respectivas 

curvas calorimétricas aspectos semelhantes a linhas base. No entanto, no caso quando 

houve aplicação da acetonitrila o efeito térmico foi mais pronunciado, originando uma 

forma característica 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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responsável por um aumento na atividade microbiana no solo de região de cultivo de 

milho, o que consequentemente permite inferir que os microrganismos presentes neste 

tipo de solo sejam os mais sensíveis à presença do nicosulfuron que exclusivamente à 

acetonitrila.  

 

 
(I)                                                                                      (II)                 

 
(III) 

Figura 33. Curvas calorimétricas para os solos incubados, tendo sido adicionada água 

desionizada após 48h (sem adição de glicose). (I) Solo de cultivo de café: (a)  Solução 

de nicosulfuron em acetonitrila (120 ppm); (b) Incubação com acetonitrila; (c) 

Nicosulfuron em acetonitrila (64 ppm); (II) Solo de floresta: (a)  Acetonitrila PA; (b) 

Nicosulfuron em acetonitrila (64 ppm); (c) Nicosulfuron em acetonitrila (120 ppm); 

(III) Solo de cultivo de milho: (a)  Acetonitrila PA; (b) Nicosulfuron em acetonitrila 

(64 ppm); (c) Nicosulfuron em acetonitrila (120 ppm). 

Exotérmico 

Exotérmico 

Exotérmico 
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 Na Figura 34 estão indicadas as curvas calorimétricas obtidas ao se comparar os 

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

que houve aplicação 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 área de cultivo de 

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

similar.  

       

(I)                                                                                     (II) 

   
(III) 

Figura 34. Curvas calorimétricas obtidas para os solos incubados por 48 h com 
acetonitrila e com soluções de nicosulfuron em acetonitrila, sem adição de glicose e com 
adição de água após o período de incubação. (I) Acetonitrila PA: (a) Solo de cultivo de 
café; (b) Solo de Floresta; (c) Solo de cultivo de milho; (II) Nicosulfuron em acetonitrila  
(64 ppm): (a) Solo de cultivo de café; (b) Solo de Floresta; (c) Solo de cultivo de milho; 

Exotérmico 

Exotérmico 

Exotérmico 
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(III) Nicosulfuron em acetonitrila (120 ppm): (a) Solo de cultivo de café; (b) Solo de 
cultivo de milho; (c) 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 região de cultivo de café, apresentando aparentemente uma 

sucessão de duas fases exponenciais, o que poderia indicar a presença de uma sucessão 

de populações microbianas, as quais podem estar degradando o substrato e/ou os 

possíveis intermediários. 

 Considerando-se que em solos florestais há uma grande biodiversidade da 

microbiota, como mencionado anteriormente, parece razoável 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 observações relatadas acima, pode ser inferido que dentre os tipos 

de solo estudados, aquele que apresenta microrganismo(s) mais especializado(s) em 

termos da degradação da acetonitrila é o solo onde há cultivo de milho.  

Na figura 34(II) foi realizada a incubação com uma solução de nicosulfuron em 

acetonitrila de concentração 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 região 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 área de cultivo de café foi aquele no qual existiam microrganismos mais 

especializados, em termos da degradação do nicosulfuron presente em acetonitrila , para 

a solução com concentração igual a 64 ppm.  

De maneira análoga, foi no solo de área de cultivo de café que o efeito térmico 

registrado foi de maior magnitude, que ao se aplicar solução de nicosulfuron em 

acetonitrila de concentração 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 aplicação de solução de nicosulfuron nessa concentação aos solos de regiões de 

cultivo de milho e de área florestal resultou nas obtenções 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 aplicação do nicosulfuron houve um maior 

estímulo à atividade microbiana no solo de cultivo de café, de forma que é provável 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 há o cultivo de milho. 

A Tabela 11 mostra os resultados obtidos para as análises microbiológicas 

(contagens de bactérias + actinomicetos + leveduras) relacionadas com os solos de áreas 

de cultivo de milho e de café, sendo que foram realizadas as análises para o solo 

florestal ou de mata nativa, por questão de tempo.  

A análise microbiológica para o solo de região de cultivo de milho indica que não 

foi possível se concluir se a aplicação da acetonitrila resultou em maiores contagens em 

comparação com a condição em que houve a aplicação da solução de nicosulfuron em 

acetonitrila, com concentração igual a 120 ppm. Todavia, o mesmo pode ser inferido 

para o caso do solo em que há o cultivo de café, além de que não foi constatada 

diferenciação quanto às 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 indicação de que a microcalorimetria isotérmica é a técnica mais sensível 

em termos analíticos, dentre as técnicas que foram utilizadas no presente trabalho, 

permitindo estudos mais aprofundados em termos das aplicações do nicosulfuron às 

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

condições. 

Solo Tratamento Ufc x 101 (cel / mL) 

 
Cultivo de 

milho 

acetonitrila 4,5 ± 1,7 

sol. Nicos/acetonitrila 120 
ppm 

 
4,9 ± 1,6 

 
Cultivo de 

café 

acetonitrila 4,6 ± 0,4 

 
sol. Nicos/acetonitrila 120 

ppm 

 
4,2 ± 1,0 

 

5.  Considerações Finais 

 

As análises realizadas com a atrazina permitem concluir que: 

 

1. A acetonitrila retardou o início 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 à conclusão de que aquele solvente continuou presente no 

solo, tendo sido possivelmente cometabolizado com a glicose; 

3.  O aumento da energia relacionada à atividade microbiana, quando houve adição de 

acetonitrila ou na solução de atrazina, reforça a hipótese de que essa substância 

continuou presente no solo mesmo após o processo de eliminação utilizado, além de 

reforçar a ideia da ocorrência da cometabolização da glicose e da acetonitrila;  

4.  As modificações ocorridas nos registros calorimétricos não permitem afirmar que 

essa substância tenha provocado alterações na atividade microbiana do solo envelhecido 

para as condições estudadas, ao se levar em conta a presença e as quantidades 

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

 

1. A acetonitrila retardou o início crescimento microbiano, nos casos dos solos de mata 

nativa e de área de cultivo de café; 

2. A presença da acetonitrila aumentou a velocidade do crescimento microbiano para o 

solo de região de cultivo de milho, tendo permitido as obtenções de perfis de curvas que 

foram relativamente similares para os solos estudados, de forma que aparentemente a 

acetonitrila é metabolizada em todos os solos; 

3. As adições do nicossulfuron aos três tipos de solo não parecem ter causado 

modificações perceptíveis nas atividades microbianas no solo de área 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 região de cultivo de café é estimulada pelo 

nicosulfuron, de forma que este herbicida aparentemente sofre uma maior biodegradação 

nesse tipo de solo; 

5. A eficiência anabólica dos três solos apresentam valores bem próximos entre si (35%-

40%), com respeito à degradação da glicose. As discussões frente a esses dados de 

eficiência com a adição da acetonitrila e do nicossulfuron são irrelevantes caso não seja 

realizada uma análise química que permita definir quais metabólitos foram eliminados 

devido à atividade microbiana; 

6. O nicosulfuron pode permanecer mais tempo sem ser biodegradado no solo de região 

de cultivo de milho e em solo florestal ou de mata nativa, que no caso do solo onde há 

cultivo de café; 

7. A acetonitrila pode ser biodegradada em solos de áreas de cultivo de café e milho, da 

mesma forma que no solo florestal ou de mata nativa; 

8. A análise microbiológica (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 

aplicações do nicosulfuron em diferentes solos. 
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