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RESUMO

O uso de agrotoxicos gera a contaminagdo ambiental dos tipos difusa e pontual, sendo esta
ultima causada, principalmente, pelo descarte inadequado de efluentes de agrotoxicos. O biobed
¢ um reator bioldgico desenvolvido para receber e degradar estes efluentes e, assim, evitar o
contato deste residuo com o meio ambiente. Sua eficiéncia baseia-se na atividade de uma
microbiota nativa, adaptada ao contato com agrotoxicos, em paralelo com processos de sor¢ao
fisica. O proposito dos estudos envolvendo o biobed ¢é que ele seja executavel pelo agricultor,
na propriedade agricola, € com materiais de fécil acesso. O biobed ¢ composto por uma
escavacao no solo da propriedade, que ¢ impermeabilizada, preenchida por uma biomistura, e
coberta por grama. A biomistura tradicional ¢ composta por solo agricola, palha e turfa. Este
trabalho teve como objetivo avaliar duas composi¢des da biomistura, em paralelo a biomistura
padrdo, quanto a sua eficiéncia em gerar uma comunidade fiingica tolerante, e reduzir os niveis
ecotoxicologicos e quimicos de um inseticida organofosforado (fosmete). Desta forma, foram
montados biobeds laboratoriais alternativos com acicula de pinus (BA) ou com himus de
minhoca (BH) em substituicdo a turfa. As biomisturas foram avaliadas paralelamente ao biobed
padrao (BP). As avaliagdes da comunidade fiingica envolveram o monitoramento da maturagao
biologica e as respostas destas comunidades apos a aplicagdo do inseticida, através da contagem
de colonias, no formato de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC); assim como a avaliagao
do crescimento micelial de isolados dos biobeds em um meio de cultura contaminado por
fosmete. A dose de fosmete aplicada nos biobeds laboratoriais foi de 35 mg kg™!. Para os ensaios
ecotoxicologicos cronicos de reproducdo, com amostras dos mesmos biobeds laboratoriais,
foram utilizados colémbolos (Folsomia candida) e enquitreideos (Enchytraeus crypticus), para
amostras coletadas aos 0, 30, 60 e 90 dias apds a aplicagcdo do agrotoxico; e o residual quimico
de fosmete foi determinado através da técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (UPLC-MS/MS). A biomistura BA apresentou um maior nimero de
coldnias de fungos ap6s 90 dias de maturagado bioldgica, e o impacto da aplicagdo do agrotoxico
foi maior sobre seu nimero de colonias; entre os isolados fungicos que tiveram seu crescimento
micelial avaliado, 11% responderam positivamente ao fosmete. A época ideal para iniciar a
contaminagdo dos biobeds laboratoriais, representada pelo momento em que a comunidade de
fungos esteve mais ativa, foi a partir dos 30 dias de maturacdo bioldgica. Nos ensaios de
ecotoxicidade, os colémbolos foram mais sensiveis do que os enquitreideos as biomisturas
contaminadas pelo agrotoxico. Na biomistura BP ainda foi detectada ecotoxicidade para
colémbolos, mesmo apos 90 dias de degradacao do agrotdxico; € os ensaios com enquitreideos
j& ndo indicaram ecotoxicidade aos 30 dias para as trés biomisturas. As andlises quimicas
indicaram que em BA o fosmete foi degradado mais rapidamente, com a meia-vida de 12,20
dias, porém BH reduziu a concentragdo aplicada do fosmete em 99%, enquanto BA reduziu em
96% e BP em 91%. Os resultados indicaram que as trés biomisturas foram eficientes em
promover a maturagdo de biomassa fliingica e o crescimento de fungos tolerantes ao agrotoxico,
e em reduzir os niveis ecotoxicoldgicos e quimicos. BA ¢ BH foram considerados substituintes
promissores da biomistura tradicional de biobeds, para a regido sul do Brasil.

Palavras-Chave: Agrotoxicos; Comunidades Fungicas; Ecotoxicologia; Tratamento on farm.



ABSTRACT

The use of pesticides causes diffuse and punctual environmental contamination. Punctual
contamination is caused by inadequate discharge of pesticide effluents. Biobeds are indicated
for receiving and degrading these effluents, avoiding them to reach the environment. Its
efficiency is based on a microbiota that is native and adapted to pesticides, at the same time
that sorption processes happen. Studies involving biobeds aim to make it executable by the
farmer, with easy access materials. Biobeds are composed by a waterproofed excavation on the
soil, that is filled with a biomixture and covered by grass. Standard biomixture is composed by
agricultural soil, straw and peat. The objective of this work is to evaluate new materials for the
biomixture, being pine leaves (PB) or vermicompost (VB), replacing peat, compared to the
standard biomixture (SB). Their efficiency was evaluated through fungal communities’
evaluation, and reduction of the initial concentration and ecotoxicity caused by an
organophosphate insecticide (phosmet). Fungal communities’ evaluations involved monitoring
the maturation process and the response of these communities to the pesticide application,
through Colony Forming Units counting (CFU), and micelial grown of fungi isolated from the
biomixtures, over a culture medium contaminated by phosmet (100 mg L™). The dose of the
pesticide applied on the laboratory biobeds was 35 mg kg'. Ecotoxicological chronic,
reproduction assays were applied with collembolans (Folsomia candida) and enchytraeid
(Enchytraeus crypticus), for evaluations at 0, 30, 60 and 90 days after pesticide application.
Chemical residues of phosmet were established trough liquid chromatography coupled to a
mass spectrometer (UPLC-MS/MS). The biomix PB presented higher CFU numbers after a 90-
day maturation. Among the fungal isolates, 11% showed a positive response through micelial
grown over phosmet. The ideal time to contaminate the biobeds, where there was higher fungal
activity, was identified as the period after 30 days of biological maturation. On ecotoxicity
evaluations, collembolans showed to be more sensitive than enchytraeid. The biomix SB showed
ecotoxicity for collembolans even after 90 days of the pesticide degradation. Enchytraeid
reproduction showed no ecotoxicity after 30 days of degradation, for all tree biomixtures.
Chemical analysis indicated that PB rapidly degraded the pesticide, with a half-life of 12.20
days. However, VB reduced its concentration in 99%, while PB reduced 96% and SB reduced
91%. Results indicated that all tree biomixtures were efficient in promoting tolerant fungal
communities grown, and reducing both ecotoxicity and initial concentration of the pesticide.
PB and VB were considered as promising substitutes for the standard biobed, in south Brazil.

Keywords: Pesticides, Fungal Communities, Ecotoxicity, On farm treatment.
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1 INTRODUCAO GERAL

O uso de agrotoxicos pode gerar contaminacao ambiental dos tipos pontual ou difusa.
A contaminagdo difusa ocorre, principalmente, durante a aplicagdo das caldas quimicas sobre a
cultura agricola. A contaminagdo pontual se d4 pelo descarte inadequado de residuos de
agrotoxicos gerados durante a atividade agricola, principalmente restos de calda e efluentes
oriundos da lavagem de pulverizadores (FOGG et al., 2003; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et
al., 2018). O biobed é uma tecnologia desenvolvida com o proposito de descarte e tratamento
destes residuos (CASTILLO; TORSTENSSON, 2007). Biobeds possuem baixo custo e sdo de
facil manuseio, construidos na propriedade agricola; e sdo compostos por uma biomistura que
contém solo agricola, uma fonte de lignocelulose e um componente hiimico (BRICENO et al.,
2014). Sua eficiéncia na degradagdo dos agrotoxicos se baseia na atividade decompositora de
uma microbiota ativa e nos processos de sor¢cao mantidos pelos substratos (DIEZ, 2010). O
biobed vem sendo utilizado oficialmente nas propriedades agricolas, como tecnologia de
protecao ambiental contra agrotdxicos, em paises como Guatemala, Reino Unido, Suécia e
Franca (RISE, 2020).

Na América Latina, o biobed tem sido difundido na forma de comunicados oficiais e
manuais, que podem ser utilizados pelos produtores agricolas como guia para a montagem € o
uso da tecnologia. Como exemplo, pode-se citar manuais produzidos no sul do Brasil
(GEBLER, 2015; GEBLER, 2017), e para regides especificas do Chile (DIEZ et al., 2013),
Costa Rica (CICA, 2015) e Uruguai (DIGEGRA, 2014). A partir destes documentos, o produtor
encontra-se amparado tanto na questdo técnica, ja que os manuais sdo detalhados e as
instituigdes responsaveis por eles, normalmente, tém a preocupagdo de desenvolver um
relacionamento com os agricultores; quanto na questao legal, pois as adaptagdes da tecnologia
ja foram desenvolvidas de acordo com as especificagdes legais de cada regido, em relagdo ao
manuseio de agrotoxicos e a protecdo ambiental.

Diversos aspectos a respeito do biobed ja foram estudados, como forma de adapta-lo
as exigéncias legais e a disponibilidade de materiais em cada regido, para garantir sua eficiéncia
na degradagdo dos agrotdxicos (FOGG et al., 2003; CHU; EIVAZI, 2016). Outros estudos
visaram avaliar a capacidade da sua microbiota na degradacdo de agrotéxicos (CASTRO-
GUTIERREZ et al., 2016), avaliar seus riscos ecotoxicolégicos (HUETE-SOTO et al., 2017),
ou desenvolver métodos de andlise que facilitem a determinacgdo residual dos agrotoxicos

adicionados ao biobed (RIVERO et al., 2016). Porém, estudos avaliando a eficiéncia de novas
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biomisturas em degradar agrotoxicos, compostas por materiais alternativos oriundos do sul do
Brasil ainda s3o escassos, principalmente com relagdo a turfa, que ¢ um substrato de dificil
acesso e preco elevado. Além disso sdo necessarios mais estudos envolvendo a microbiota
fungica do biobed, de forma que seja identificado o momento ideal para contaminagdo do
biobed, aonde a microbiota esta mais ativa, e que seja avaliada a capacidade da biomistura em
promover o desenvolvimento de organismos capazes de, efetivamente, atuarem na degradacao

dos agrotoxicos.

1.1 HIPOTESES

1.1.1 Hipotese geral

A acicula de pinus e o himus de minhoca sdo materiais promissores para substituir a turfa

na biomistura que compde biobeds.

1.1.2 Hipoteses especificas

Foi possivel definir algumas hipdteses especificas, que foram testadas ao longo deste

projeto:

A contagem de fungos permite acompanhar o processo inicial de maturagdo
bioldgica por fungos nas biomisturas e avaliar a resposta destes fungos apds a
aplicacdo de um agrotoxico,

e Dentre os fungos isolados ao longo da execuc¢do do projeto, alguns sdo capazes de
se desenvolver sobre um meio de cultura contaminado pelo mesmo agrotéxico;

e Os ensaios ecotoxicologicos e as andlises quimicas, em conjunto, permitem
acompanhar o processo de degradagdo do agrotdxico nas biomisturas;

e A acicula de pinus e/ou o humus de minhoca s3o capazes de substituir a turfa,
garantindo algum nivel de eficiéncia da degradacdo do agrotoxico pelas novas
biomisturas;

e A partir dos resultados deste projeto sera possivel definir a composi¢ao de pelo

menos uma biomistura alternativa com substratos acessiveis para o Sul do Brasil.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Esta disserta¢do teve como objetivo principal avaliar a eficiéncia de novas biomisturas
para biobeds na degradacdo do inseticida organofosforado fosmete (Imidan S00WP), sendo

estas biomisturas compostas por acicula de pinus ou himus de minhoca na substitui¢ao da turfa.

1.2.2 Objetivos especificos

e Comparar biobeds laboratoriais quanto a sua eficiéncia na degradagdo do inseticida
organofosforado fosmete (Imidan®), utilizando a biomistura tradicional e duas
alternativas: uma com acicula de pinus e outra com himus de minhoca no lugar da turfa;

e Avaliar a colonizacdo fungica durante a maturagdo bioldgica das biomisturas, para
determinar a época ideal para aplicacdo do agrotoxico, € o comportamento destas
comunidades de fungos nos biobeds laboratoriais apos a aplicacdo do agrotoxico;

e Avaliar a tolerancia de isolado fingicos obtidos nas biomisturas ao fosmete, através de
medi¢des do crescimento micelial;

e Realizar ensaios ecotoxicologicos cronicos em amostras das biomisturas, para
monitorar a redu¢do da ecotoxicidade do agrotéxico ao longo do tempo, utilizando
colémbolos (Folsomia candida) e enquitreideos (Enchytraeus crypticus);

e Avaliar a degradagdo do fosmete nas biomisturas, a partir de analises quimicas residuais

do agrotoxico, para confirmar sua degradacao ao longo do tempo.

1.3 ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacao estd dividida em trés capitulos. O Capitulo 1 apresenta-se como um
referencial tedrico a tematica estudada, e aborda, especificamente, o estado da arte sobre as
pesquisas em biobeds na América Latina. Este capitulo baseia-se em um artigo de revisao

bibliografica publicado (in press) na revista Chemosphere.
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O Capitulo 2 apresenta a avaliagdo da comunidade fungica proveniente das
biomisturas de dois biobeds alternativos, € suas respostas ao inseticida fosmete, em comparagao
com o biobed padrao.

O Capitulo 3 apresenta a avaliacdo da eficiéncia das mesmas biomisturas alternativas
em reduzir a ecotoxicidade e degradar o inseticida fosmete, em comparacdo com a biomistura

tradicional.
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RESUMO

A intensificagdo do uso do solo e da aplicagdo de agrotoxicos, para garantir a qualidade de
produgdo, sdo algumas das consequéncias do aumento populacional. Um dos impactos causados
pelo uso de agrotoxicos € a contaminacao ambiental gerada pelo descarte incorreto de residuos
concentrados destes produtos, com a consequente contaminagdo do solo e corpos hidricos.
Assim, ¢ necessario encontrar alternativas para a destinagdo correta ou tratamento deste
efluente, como o biobed, que € uma tecnologia europeia indicada para o tratamento de residuos
de agrotoxicos, e tem sua eficacia comprovada cientificamente ha mais de 20 anos. E um reator
biolégico in situ, de facil montagem e custo relativamente baixo. As pesquisas latino-
americanas apontaram adaptacdes necessarias que garantissem a eficacia do biobed em paises
cuja producdo agricola e o clima diferem do europeu, o que faz com que estejam disponiveis
outros tipos de residuos organicos e substratos para o biobed. O objetivo deste artigo foi avaliar
o estado da arte dos estudos cientificos em biobeds na América Latina, até junho de 2019, como
uma forma de unir em um Unico artigo os principais resultados publicados até o momento. A
Guatemala ¢ o pais latino-americano que ja desenvolveu um biobed adaptado e utiliza
oficialmente esta tecnologia para o descarte de residuos de agrotoxicos. O Brasil, Argentina,
Costa Rica e Chile estdo entre os paises que vem realizando pesquisas a respeito da adaptagao
e de outros topicos pertinentes ao uso do biobed. Busca-se gerar uma base solida de evidéncias
cientificas, para que seja possivel utiliza-las para indicar o biobed como sistema de seguranca
ambiental para o manejo de residuos de agrotoxicos, e de prote¢do de aguas. Por ser um sistema
simplificado, com eficiéncia de tratamento cientificamente comprovada, o biobed representa
uma solugdo rapida e concreta para os problemas de manejo ou destinagdo inadequados destes
causadores da contaminagdo ambiental pontual observada nos paises latino-americanos.

Palavras-Chave: Agrotoxicos; Biodegradacao; Poluentes organicos; Tratamento on farm.

ABSTRACT

Land-use intensification with a high demand for pesticides is a consequence of human
population increase. Feasible alternatives for correct concentrated residues discharge are
necessary to avoid soil and water resources contamination. Biobeds are in situ bioreactors for
treating pesticide residues, used by several European and American countries due to its low
cost and simple construction, whose efficiency has been scientifically proved for over 20 years.
Latin American researches point out the adaptations that are important to assure the biobed’s
efficiency in every country, according to their climate and available substrates. This review
presents the state of the art of biobeds in Latin America (LA), identifying advances and future
research needs. Factors affecting the efficiency of biobeds are discussed, like ideal
temperature, moisture, and microbial communities, followed by methods for evaluating the
bioreactor’s efficiency. It was necessary to adapt this technology to the climatic and economic
conditions of Latin-American countries, due to its European origins. The objective of this paper
was to evaluate the state of the art from scientific research applied on biobeds in Latin-America,
until June 2019, as a way to bring together the main results obtained until this moment.
Guatemala is the LA country that uses biobeds as official technology. Brazil, Argentina, Costa
Rica and Chile are examples of countries that are actively investigating new substrates and
pursuing legal aspects for the establishment of the biobeds. Robust scientific evidences may
enable farmers start using this technology, which is an environmentally safe system to protect
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water resources, and presents a quick and concrete solution for the problems of inadequate
handling of pesticide residues in LA countries.

Keywords: Pesticides, Biodegradation; Organic Pollutants; On-Farm Treatment.

1. INTRODUCAO

O uso de agrotoxicos gera riscos de contaminagdo ambiental, em algum nivel, ao logo
de todas as suas etapas. Esta contaminagao pode ser difusa, que ocorre durante a aplicagao do
produto e apresenta dificil controle, ou pontual, com possibilidade de ser controlada. O
manuseio e descarte inadequados de agrotdxicos geram residuos que podem causar a
contaminag¢io de corpos d’agua superficiais, subterraneos, e do solo (BRICENO et al., 2014;
RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2018). Representam riscos para a satide dos organismos e
do homem, caso venham a permanecer na dgua de consumo humano (VAZ JR., 2019).

Biobeds sao reatores biologicos desenvolvidos com o propoésito de tratar os residuos de
agrotoxicos gerados durante a atividade de producdo agricola. Dentre estes residuos pode-se
citar a agua proveniente da lavagem dos equipamentos de pulverizagdo ou ainda qualquer
residuo que venha a permanecer no ambiente de preparacao da calda de agrotoxico (CASTILLO
et al., 2008; DIEZ, 2010).

A estrutura original do biobed vem sendo adaptada para as caracteristicas do solo, clima
e producao agricola dos paises latino-americanos, com o objetivo de garantir que a tecnologia
seja de facil acesso em todas as regides, e que mantenha sua eficiéncia no tratamento bioldgico.
Um dos focos de estudo sdo as alteragdes estruturais para uma profundidade ideal, a
impermeabilizacdo e a avaliagdo do uso de um telhado em regides com alta pluviosidade
(GEBLER et al, 2015; LESCANO et al., 2018). Outras linhas de pesquisas latinas envolvendo
biobeds visam testar materiais alternativos para as biomisturas e identificar espécies de fungos
ou bactérias provenientes destas biomisturas avaliando a capacidade de diferentes espécies na
degradagdo dos agrotoxicos. A colonizacdo microbiana e a umidade da biomistura também sao
parametros importantes estudados (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2018).

Neste sentido, realizou-se uma bibliometria com meta-analise das publicagdes sobre
estudos com biobeds na América Latina, buscando apresentar o estado da arte e as perspectivas
futuras para as pesquisas e implantagdo deste sistema. Foram pesquisadas publicagdes no banco
de dados do “Scopus” e “Google Scholar” através das seguintes palavras-chaves: “Biobed”,

“Lecho Biologico” e “Biopurification System”. A pesquisa englobou a analise de todas as
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publicagdes até junho de 2019 que foram de autoria de paises latino-americanos
(BIOBEDS.ORG, 2019; LECHOS BIOLOGICOS, 2019). Outras fontes utilizadas foram sites
oficiais de biobeds e dos grupos de pesquisa, além de um questiondrio fechado enviado a

representantes dos grupos de pesquisa latino-americanos em biobeds.

2. CONTAMINACAO AMBIENTAL CAUSADA PELO DESCARTE DE
AGROTOXICOS

A contaminag¢ao ambiental por agrotoxicos ¢ um topico frequentemente discutido no
ambiente académico. Uma série de técnicas ja foram avaliadas para reduzir esta contaminagao,
aonde incluem-se a modelagem do ciclo de pragas agricolas, que auxilia na identifica¢do de
épocas corretas para aplicacdo de agrotoxicos (JACQUES et al., 2019), o controle biologico de
pragas (ARAUJO et al., 2018; MEYER et al., 2019), e o uso de agrotoxicos menos persistentes
(CALDAS, 2019). Quando aplicados, os agrotoxicos representam fontes de contaminacao
ambiental difusas, que sdo de dificil controle. Porém eles também podem gerar contaminagdes
pontuais, devido ao descarte inadequado de efluentes contendo misturas concentradas de
agrotoxicos (FOGG et al., 2003).

Durante a contaminagdo pontual tem-se a concentracdo de gramas ou quilos de
agrotoxicos derramados por poucos metros quadrados (CARTER, 2000). Na contaminagao
difusa esta carga equivalente ¢ rapidamente espalhada em hectares de terreno. Sendo assim, o
descarte no ambiente de pequenas quantidades de residuos contendo produtos concentrados
podem gerar um grande problema de contaminacdo ambiental regional, principalmente nos
recursos hidricos, representando problemas diretos para a saude humana (GEBLER; FIALHO,
2011). Fernandes Neto e Sarcinelli (2009) afirmam que a dgua para consumo pode ser uma
importante fonte de exposi¢ao da populagdo humana a agrotoxicos.

A legislagdo brasileira ndo especifica a forma correta para realizar o descarte destes
residuos de agrotoxicos. Na Lei Federal n® 7.802/89, intitulada “Lei dos Agrotoxicos”, cita-se
que o agrotoxico puro deve ser enviado de volta ao seu fabricante, que providenciara o descarte
de acordo com a bula do produto. E a NBR/ABNT n° 10004/2004 considera que o agrotdxico
deve ser tratado como residuo perigoso quanto estd misturado com o6leos e graxas, devendo ser
incinerado, tratado, ou disposto em aterro sanitario industrial (ABNT, 2004).

Porém a NBR n° 10004/2004 ndo leva em consideragao as particularidades da atividade

agricola, onde ¢ baixo o volume de residuo perigoso gerado, se comparado com aquele das
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atividades industriais e urbanas. Além disso, a destina¢do indicada pela norma envolve custos
altos e a necessidade de estar proximo ou transportar o residuo para os locais de destinacao
correta, 0 que se torna um processo inexequivel para os pequenos agricultores.

Também € necessario levar em consideragdo a resolugdo do CONAMA n°430/2011, que
determina condicdes e padrdes de langamentos de efluentes organicos e inorganicos em corpos
d’4gua, citando que estes efluentes ndo devem causar efeitos toxicos aos organismos aquaticos
presentes no corpo receptor. Neste sentido a Portaria do Ministério da Saude n°2.914/2011, que
fala sobre procedimentos de vigilancia e padrdes de potabilidade da qualidade da adgua para
consumo humano, cita valores de concentra¢cdes maximas permitidas para agrotdoxicos como o
2,4 D, clorpirifos, glifosato e mancozebe.

A “Lei dos Agrotoxicos” ndo traz alternativas de tratamento especificas para os
efluentes contendo residuos de agrotoxicos, apesar de citar a necessidade de destind-los
corretamente. Além disso, as normas supracitadas tornam clara a proibicdo de descartar estes
efluentes no meio ambiente e citam limites de agrotoxicos presentes na dgua para consumo
humano que devem ser respeitados. Desta forma, o biobed vem como uma tecnologia
simplificada, de eficiéncia cientificamente comprovada, que permite o descarte e tratamento
destes efluentes na propriedade agricola. Ele esta sendo adaptado para o Brasil, de forma que
todas as exigéncias legais de protecdo ambiental sejam cumpridas, garantindo ao produtor

agricola o amparo técnico suficiente para que ele utilize o sistema de forma correta.
3. SISTEMA BIOBED

O sistema biobed ¢ uma tecnologia desenvolvida na Suécia, publicada inicialmente por
Torstensson & Castillo (1997). E descrito como uma escavagio no solo da propriedade agricola
preenchida com uma biomistura, composta por turfa (25%), palha de trigo (50%) e solo agricola
(25%), e coberta por gramineas. Nele sdo descartados os residuos dos agrotoxicos, provenientes
de restos de caldas e da lavagem de equipamentos de pulverizacdo, que serdo degradados a
partir da acdo da microbiota que se desenvolve em seu substrato (COOPER et al., 2016).
Concomitantemente ocorre a adsor¢ao fisico-quimica do produto nas particulas da biomistura

(CASTILLO et al., 2008). A Figura 1 ilustra os biobeds estudados no Brasil.
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Figura 1 — Biobeds instalados no Brasil.

V.5 o

(A) Apresentacdo do Biobed em profundidade, projetado para receber o maquinario agricola em sua superficie.
(B) Biobeds menores utilizados para prop6sitos experimentais, ou para o descarte de pequenos volumes
residuais.

Fonte: O autor, 2019.

Diez et al. (2013c) afirmam que, no Chile, o biobed pode ser utilizado por até 5 anos.
Este periodo pode ser menor, de acordo com o clima de cada regido, ser devendo ser monitorado
a partir de redugoes na altura da biomistura. Um biobed da Costa Rica que recebeu aplicagdes
continuas de carbofurano por um ano, apresentou uma queda na eficiéncia de degradagdo com
apenas seis meses de uso, o que sugere que as condi¢des climaticas nos tropicos podem reduzir
a vida util dos biobeds (CASTRO-GUTIERREZ et al., 2017). Estes resultados indicam a
importancia de avaliar a vida util do biobed para cada regido, antes de aplica-lo como tecnologia
de proteg¢do ambiental.

Recomenda-se que a troca de toda a biomistura ocorra ap6s a redugdo da sua altura para
1/3 com relagdo a altura inicial (DIEZ et al., 2013c). Neste momento, a biomistura deve ser
submetida a seis meses de compostagem (TORSTENSSON, 2000), realizado de acordo com as
normas especificas de cada pais ou regido. No caso do Brasil, a compostagem deve ser realizada
de acordo com a Resolucio CONAMA n°481/17, que estabelece critérios para a compostagem,
exigindo a impermeabilizacdo e cobertura do local da composteira (CONAMA, 2017). Apos
esse processo, a biomistura pode ser descartada no solo da propriedade agricola, através da

técnica de landfarming, no qual ira atingir o equilibrio natural.

3.1 PANORAMA GERAL DA TEMATICA ESTUDADA

Estudos realizados nos Estados Unidos e em paises Europeus que t€ém adotado o biobed

como mecanismo de seguranga para o manejo de agrotoxicos e a consequente protecdo dos
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recursos hidricos, seja na fase de testes ou em uso oficial, relatam a eficiente reducdo da
concentracdo de uma série de produtos testados (TORSTENSSON; CASTILLO, 1997). Este
sistema foi capaz de degradar 91% de uma mistura de 15 agrotdxicos, aonde estdo incluidos
produtos como o 2,4 D e metsulfurom-metilico (COOPER, 2016), e degradou mais de 80% de
uma mistura de atrazina e clorpirifos (DIEZ et al., 2017). Entre os paises que indicam e utilizam
a tecnologia de forma oficial estdo o Reino Unido, Suécia (pais de origem do biobed, com mais
de 1.500 wunidades instaladas), Franga, Bé¢lgica, Guatemala, Espanha e Polonia
(BIOBEDS.ORG, 2019).

A maioria dos paises que ja aplicam o biobed oficialmente pertencem a Unido Europeia
(UE) devido a existéncia das diretrizes que limitam a presenta de agrotoxicos na dgua potavel
desde 1980, com a publicagio da primeira Diretiva da Agua Potavel n° 80/778/EEC, que foi
revisada e encontra-se publicada nas Diretivas n® 98/83/EC e n° 2015/1787 (CARTER, 2000).
Em 2008 a UE publicou a diretiva de Padrdes de Qualidade Ambiental (Directive n°
2008/105/EC), que estabeleceu concentracdes limite para a presenga de 33 substancias de
prioridade em daguas superficiais da UE, aonde incluem-se agrotoxicos como atrazina e
endosulfan (EUROPEAN COMMISSION, 2016).

Na América Latina, os estudos cientificos em biobed concentram-se no Chile (DIEZ et
al., 2013c; BRICENO et al., 2017), Costa Rica (CASTRO-GUTIERREZ et al., 2018), Brasil
(GEBLER, 2015), Argentina (LESCANO et al., 2018), México (GONGORA-ECHEVERRIA
etal., 2018) e Uruguai (RIVERO et al., 2016). Estes estudos relatam a eficiéncia do biobed em
degradar diversos ingredientes ativos. Os paises latino-americanos organizam, periodicamente,
workshops para divulgagao dos resultados mais recentes de cada grupo de pesquisa em biobeds,

sendo que o ultimo encontro ocorreu no Brasil (GEBLER, 2017b).

3.2 HISTORICO NA AMERICA LATINA

A primeira publicacdo cientifica de pesquisa em biobeds na América Latina foi de
autoria de Diez (2010), da Universidad de La Frontera, Chile. O artigo foi uma revisao
bibliografica a respeito da contaminagao ambiental pelo uso de agrotdxicos, a possibilidade de
seu tratamento bioldgico e os microrganismos envolvidos neste processo, onde foi inserido o
sistema biobed e seus propositos de uso.

Este, e outros autores, compdem o grupo de pesquisa “Lechos Biologicos.CL” da

Universidad de La Frontera, no Chile, que possui registro de pesquisas no assunto desde 2008,
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sendo pioneiro na América Latina. O grupo publicou o “Manual de Construccion y Operacion
de Lechos Biologicos” (DIEZ et al., 2013c), com instrucdes detalhadas para uso do biobed
(também chamado de leito biologico) pelos produtores da regido fruticola de La Araucania.
Bricefio et al. (2014) publicaram o capitulo 4 do livro intitulado “Bioremediation in Latin
America”, abordando os avangos em tratamentos de residuos de agrotoxicos no Chile,
afirmando que este pais foi o pioneiro da tecnologia na América Latina, com quatro biobeds
em escala real sendo utilizados no campo, até o ano da publicagao.

Outro pais que possui uma contribui¢do cientifica consideravel para a tematica, a Costa
Rica dispde de um grupo de pesquisa em biobeds que faz parte do Centro de Investigagdo em
Contaminacdo Ambiental, da Universidad de Costa Rica. A primeira publicagdo do grupo foi
uma revisdo bibliografica da autoria de Rodriguez-Rodriguez et al. (2013), a respeito do papel
dos fungos filamentosos brancos no tratamento de dguas contaminadas por agrotoxicos, dentro
do sistema do biobed. O grupo também vem trabalhando com ensaios ecotoxicologicos (CHIN-
PAMPILLO et al., 2016), avaliando a degrada¢do de antibioticos de uso agricola em associacao
a mistura de agrotoxicos, e também desenvolveu uma nova composi¢ao para a biomistura
(RODRIGUEZ-CASTILLO et al., 2018). Recentemente, o grupo produziu um capitulo do
caderno da Springer Protocols que aborda métodos de avaliagao da toxicidade e biodegradacao
(Rodriguez-Rodriguez et al., 2018).

O Brasil foi o responsavel pelos primeiros estudos latino-americanos abordando ensaios
de ecotoxicidade associados com andlises quimicas, na avaliacdo da eficiéncia de biobeds
(GEBLER et al., 2015; CARNIEL, 2015). Este grupo ¢ composto por pesquisadores da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), e Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC). Invertebrados do solo
foram utilizados para monitorar a redugdo da ecotoxicidade de mancozebe e clorpirifos em
biobeds e em dois tipos de solos brasileiros. Os ensaios indicaram riscos potenciais para a fauna
do solo quando os residuos de agrotdxicos sdo descartados diretamente no solo (CARNIEL,
2015). Gebler (2015) publicou o primeiro manual para constru¢do de biobeds em portugués, e
Vareli et al. (2018) relataram o uso da cromatografia gasosa para determinar a concentragao de
ditiocarbamatos no biobed. Atualmente novas parcerias foram feitas para expandir o grupo
brasileiro, com a inclusdo da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Campus de
Curitibanos, resultando na avaliagdo de novos substratos para biobeds.

Uruguai, México e Argentina também possuem resultados significantes. Rivero et al.

(2016) desenvolveram metodologias analiticas para avaliar a eficiéncia do biobed no tratamento



29

de pesticidas organoclorados recalcitrantes. No México, Gongora-Echeverria et al., (2018)
testaram novos substratos provenientes da regiao sudeste do pais. E na Argentina Lescano et al.
(2018) avaliaram a eficiéncia de materiais de facil acesso para o pais. A Argentina esta
desenvolvendo uma norma para constru¢do e funcionamento de biobeds no pais, em parceria
com a comissdo de solos do Instituto Argentino de Normatizagdo e Certificacdo, com vias a
facilitar a implementagao oficial do sistema.

Na Guatemala o processo nao teve sua origem em centros de pesquisa, € sim na
aplicagdo direta fomentada por empresas, através de uma associa¢do nacional das industrias de
agrotoxicos (AGREQUIMA). Neste caso, a AGREQUIMA atua promovendo cursos de
treinamento e indicando novas tecnologias para os agricultores da Guatemala, como forma de
garantir o manuseio correto dos agrotoxicos. Devido a demanda da industria, este foi o primeiro
pais latino-americano a implantar o biobed como tecnologia oficial para o descarte de residuos
de agrotoxicos. Esta tecnologia esta sendo utilizada em larga escala pelos agricultores do pais,
com um sistema adaptado nomeado de Biodep, e ja ultrapassou 3.000 unidades implementadas
(AGREQUIMA, 2019). Do ponto de vista de aplicagao do sistema, a Guatemala se destaca na
AL, pela aplicagdo direta do biobed fomentada por empresas.

O caso da Guatemala torna clara a vantagem que a iniciativa privada trouxe para efetivar
a implantacao do biobed neste pais, com resultados cientificos que foram rapidamente aplicados
no campo, garantindo o apoio técnico para o agricultor. Os outros paises latino-americanos tém
divulgado pesquisas com resultados promissores, porém a oficializagdo do uso do biobed nas
propriedades agricolas ainda ¢ uma etapa inacabada. O interesse da iniciativa privada, assim
como o apoio dos 6rgdos governamentais, poderiam ser grandes influenciadores no processo

de atingir esta etapa.

4. LINHAS DE PESQUISAS EM BIOBEDS NOS PAISES LATINO-
AMERICANOS

A eficiéncia do biobed em degradar agrotdxicos envolve fatores intrinsecos de cada
biobed desenvolvido, como os materiais utilizados, o papel das gramineas e a microbiota
presente no substrato. Envolve também fatores externos de temperatura e umidade. Nos topicos
seguintes, apresentaram-se estes e outros fatores de forma separada, abordando os trabalhos

publicados até o momento. Também foram abordadas as diferentes formas utilizadas para
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avaliar a eficiéncia de degradacdo das novas biomisturas desenvolvidas.

4.1 FONTES ALTERNATIVAS DE MATERIAIS

Um dos principais focos da pesquisa em biobeds ¢ a adaptagdo da biomistura com
materiais de fécil acesso, com o objetivo de garantir que um maior nimero de produtores
agricolas possa utilizad-lo sem ter grandes gastos financeiros. Isso ¢ necessario pois a tecnologia
esta adaptada para a Suécia, seu pais de origem, onde definiu-se a composi¢do padrao da
biomistura com duas partes de palha de trigo, para uma parte de turfa e uma parte de solo
(CASTILLO et al., 2008). Deve-se considerar que a turfa ndo ¢ um substrato barato na América
Latina, e nem todas as regioes produzem o trigo em grande escala.

A palha representa a fonte inicial de energia para a microbiota, estimulando a excre¢ao
de enzimas celulares lignoliticas. Além disso, ela atua como suporte fisico para o
estabelecimento inicial dos microrganismos, processo chamado de maturacdo biologica, e
garante a aeragcdo da biomistura (URRUTIA et al., 2013). O solo ¢ o inoculo inicial dos
microrganismos que se desenvolverdo no biobed e atuardo na degradacdo do agrotoxico, e deve
ser coletado na mesma regido agricola em que o biobed for instalado, para que a microbiota
seja nativa e ja esteja adaptada a aplicagio de agrotoxicos (GONGORA-ECHEVERRIA et al.,
2018; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2018).

Em relagdo a substitui¢do da palha do trigo, alguns materiais igualaram-se e outros
superaram sua eficiéncia. Saez et al. (2018) testaram o bagago de cana de agtcar para substituir
a palha do trigo, com resultados positivos quanto a degradagdo de lindano. Diez et al. (2013a)
testaram a casca de cevada e a serragem de Pinus sp., em diferentes proporcdes, para degradar
uma mistura de atrazina, isoproturon, iprodiona, clorpirifos, diazinon e carbendazim. A maior
taxa de degradagdo, de 90%, ocorreu em uma biomistura contendo a casca de cevada e a palha
de trigo na composicao.

A turfa é um composto hiimico altamente poroso que garante a boa mistura dos
componentes € promove uma alta capacidade de sor¢ao das particulas, além de atuar na
estabilizacdo da umidade da biomistura (DIEZ et al., 2013a; URRUTIA et al, 2015). Sua
substituicdo ¢ mais complexa, devido a especificidade de suas caracteristicas. Diez et al.
(2013b) realizaram uma série de testes utilizando o biochar produzido a partir da pirdlise da
madeira de Pinus radiata, misturado a turfa em diferentes propor¢des. O composto gerou uma

degradacao eficiente de atrazina, carbendazim, clorpirifos, e outros agrotdxicos, ao final de um
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teste de 40 dias, porém com um percentual menor que o da turfa. Apesar disso, o biochar ainda
foi considerado um substituinte promissor do composto htimico original para a regido do Chile.

Na Costa Rica utiliza-se uma biomistura composta por fibra de coco, residuos vegetais
compostados e solo. Ja foram realizadas avaliagcdes quimicas e a nivel ecotoxicoldgico, que
relataram a eficiente degradacdo de carbofurano, imidacloprida, thiametoxam e outros produtos
nesta biomistura (CHIN-PAMPILLO et al., 2016; RODRIGUEZ-CASTILLO et al., 2018). No
México, Gongora-Echeverria et al. (2018) avaliaram polpa de sisal, residuo vegetal
compostado, palha de milho e algas marinhas. Os materiais foram misturados ao solo agricola
em diferentes proporg¢des, para substituir a turfa e a palha de trigo. Relatou-se uma redugdo da
toxicidade de uma mistura de agrotdxicos (atrazina, carbofuran, diazinon, glifosato e 2,4-D)
superior a 90% para todos os produtos. As biomisturas mais eficientes foram aquelas que
continham a palha de milho na sua composigao.

Urrutia et al. (2013) avaliaram casca de cevada, serragem e casca de aveia como
substituintes totais ou parciais da palha de trigo (50% da fonte de lignocelulose). Observou-se
uma melhor eficiéncia na biomistura de casca de aveia. Na Argentina, Lescano et al. (2018)
avaliaram a degradacdo de glifosato em escala de laboratério pela mistura de palha de alfafa,
palha de trigo e lodo de rio, misturados com solo agricola. A mistura de solo e palha de trigo
garantiu uma degradagdo de 99% do agrotoxico, ao final de 63 dias. Na Tabela 1 é possivel
observar os substratos avaliados que trouxeram melhores resultados para a composicdo da

biomistura, ou substrato do biobed.

Tabela 1 — Resumo da composicao de substratos alternativos avaliados para a biomistura, em
diferentes propor¢des de materiais, com resultados promissores na América Latina.

Composi¢io do Substrato Referéncia
Fibra de coco (45%), residuo de poda compostado (13%), solo (42%) Chin-Pampillo et al., 2016
Casca de arroz (30%), residuo de poda compostado (43%), solo (27%) Ruiz-Hidalgo et al., 2016a
Bagaco de cana de acticar (50%), turfa (25%), solo (25%) Saez et al., 2018
Casca de aveia (50%), turfa (25%), solo (25%) Urrutia et al., 2013
Casca de cevada (25%), palha de trigo (25), turfa (25%), solo (25%) Urrutia et al., 2013
Serragem de pinheiro (25%), palha de trigo (25), turfa (25%), solo (25%) Urrutia et al., 2013
Palha de trigo (50%), biochar (25%), solo (25%) Diez et al., 2013b
Palha de trigo (45%), acicula de pinus (5%), turfa (25%), solo (25%) Tortella et al., 2013b
Palha de trigo (45%), folhas de eucalipto (5%), turfa (25%), solo (25%) Tortella et al., 2013b
Palha de trigo (45%), cascas de laranja (5%), turfa (25%), solo (25%) Tortella et al., 2013b

Solo (50%), polpa de sisal (12,5%), residuo vegetal compostado
(12,5%), palha de milho (12,5%), algas marinhas (12,5%)
Palha de trigo (50%); solo (50%) Lescano et al., 2018

Gongora-Echeverria et al., 2018

Fonte: O autor (2019)
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Diversos materiais ja foram indicados como substituintes promissores dos componentes
originais da biomistura. Desta forma, aponta-se a necessidade de continuar a desenvolver novas
biomisturas para os paises que ainda ndo realizaram esta etapa, de acordo com a disponibilidade
de materiais em cada regido. Avaliar a capacidade das biomisturas ja desenvolvidas em
degradarem misturas complexas de agrotoxicos ou produtos altamente recalcitrantes também ¢
importante, ja que nem todas as biomisturas foram eficientes nestes casos (RODRIGUEZ-

CASTILLO et al., 2018).

4.2 INFLUENCIA DE FATORES ABIOTICOS

Além dos seus componentes, fatores como o tempo de maturagao biologica e a umidade
da biomistura também afetam diretamente a eficiéncia da biodegradacio. Fernandez-Alberti et
al. (2012) avaliaram a degradacdo de clorpirifés e a formagdo do metabdlito TCP (3,5,6-
trichloro-2-pyrinidol) em um biobed tradicional submetido a diferentes tempos de maturacao
(0, 15 e 30 dias) e diferentes niveis de umidade (40%, 60% e 80% da capacidade de campo).
Nos tempos de maturagdo de 15 e 30 dias, com 60% da capacidade de campo, observou-se a
degradagdo de 70% do composto. A maturacdo bioldgica, ou desenvolvimento inicial da
microbiota, pode ser responsavel pela eficiéncia de degradacdo, apesar de existirem poucos
estudos abordando essa tematica. Durante este periodo, as condi¢des de umidade da biomistura
sdo ajustadas para garantir as melhores condi¢des para o estabelecimento inicial dos
microrganismos (TORTELLA et al., 2012).

A adicao de terpenos sintéticos em um biobed permitiu atingir indices de degradagdo de
atrazina superiores a 70% (TORTELLA et al., 2013a). O uso de residuos organicos ricos em
terpenos, como a acicula de pinus, cascas de laranja e folhas de eucalipto, adicionados em um
biobed na propor¢ao de 5%, indicou indices de degradacao de até¢ 80% do mesmo produto
(TORTELLA et al., 2013b). Estes estudos indicam que, de forma geral, os terpenos induzem a
degradacao dos agrotoxicos em biobeds.

A adicao de antibioticos de uso agricola, oxitetraciclina e gentamicina, foi avaliada
quanto a sua interferéncia na degradacao de alguns agrotéxicos, como forma de uso alternativo
do biobed para descarte destes produtos. Relatou-se que estes antibioticos ndo afetaram

consideravelmente a performance do biobed (HUETE-SOTO et al, 2017). Castillo-Gonzalez et



33

al. (2017) afirmaram que a influéncia dos antibidticos sobre os niveis de degradacdo dos
agrotoxicos depende do tipo de produto e das caracteristicas da comunidade microbiana do
biobed, que pode apresentar resisténcia a alguns antibioticos.

Em relagdo a estudos sobre o efeito de umidade e temperatura, Gebler et al. (2015)
adaptaram a estrutura do biobed para a realidade climatica do sul brasileiro, realizando testes
com reatores colunares de PVC. A profundidade entre 80 cm e um metro foi a que garantiu a
melhor eficiéncia de degradagdo de clorpirifos e glifosinato, devido a manutengdo mais
eficiente de temperatura e umidade. Os autores também afirmam que os biobeds brasileiros
devem ser cobertos por uma cobertura translucida, devido ao grande indice pluviométrico de
boa parte do pais, garantindo ainda o acesso da luz solar ao biobed. Sem esta cobertura corre-

se o risco de que ocorram inundagdes nos biobeds, o que afetaria sua eficiéncia.

43 INFLUENCIA DA RIZOSFERA, BIOAUMENTACAO E POPULACOES
MICROBIANAS

Considerando que a rizosfera das gramineas que cobrem o biobed ¢é responsavel pela
dissipacdo do contaminante e possui microrganismos que auxiliam na degradacdo do
agrotoxico, Urrutia et al. (2015), no Chile, avaliaram esta influéncia no tratamento de uma
mistura de atrazina, clorpirifds e isoproturon. Para isso, montaram em laboratorio recipientes
contendo a biomistura composta por turfa, solo e casca de aveia, com a presenca de cobertura
de graminea e sem esta cobertura. Andlises do aumento da atividade da biomassa fingica
indicaram que a degradag¢do mais eficiente ocorreu nos recipientes contendo a rizosfera da
graminea. Ainda, Diez et al. (2017) obtiveram o mesmo resultado, avaliando dissipacao de
atrazina, clorpirifos e iprodiona, com aumento da degradagao pela presenca da rizosfera nos 30
cm iniciais de substrato, atingindo niveis superiores a 95%.

Tortella et al. (2010) avaliaram a técnica de bioestimulagdo através da adicdo do
fertilizante inorganico NPK (nitrogénio, fésforo, potassio), em diferentes doses, para avaliar a
degradagdo de clorpirifés. Os resultados indicaram que doses de NPK superiores a 0,5%
aumentaram as taxas de degradacdo nos primeiros dias de degradacao. Outras doses
modificaram a comunidade bacteriana e mostraram resultados menos eficientes.

A associacdo entre estratégias de otimizacdo também foi avaliada. Campos et al. (2017)
verificaram a influéncia que o melhoramento pela presenca da rizosfera e a bioaumentagdo com

bactérias Arthrobacter poderia ter sobre a degradacao de ipridiona, e relataram que a associagao
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das duas técnicas permite otimizar o tratamento. A técnica de bioaumentacdo por fungos ou
bactérias tem sido estudada como uma forma de potencializar o processo de biodegradagao,
utilizando espécies de microrganismos cuja capacidade de degradar o agrotoxico ja ¢ conhecida.
Esta técnica também permite aumentar a eficiéncia da degradagdo de agrotoxicos altamente
recalcitrantes, como triazois ¢ neonicotindides (LIZANO-FALLAS et al., 2017; MASIS-
MORA et al., 2019).

Na Costa Rica, Rodriguez-Rodriguez et al. (2017) avaliaram a bioaumentacdo pelo
fungo lignolitico Trametes versicolor de um biobed composto por casca de arroz, material
vegetal compostado e solo. De forma geral, a técnica ndo promoveu um aumento no indice de
degradacao de carbamatos, mas reduziu a geragao de metabolitos. A eficiéncia do fungo branco
T. versicolor também foi avaliada na degradagdo de carbofurano, em um biobed composto por
palha de arroz, residuo organico e solo, e outro composto por palha de arroz, turfa e solo. A
bioaumentagdo trouxe bons resultados apenas no biobed composto por turfa (MADRIGAL-
ZUNIGA etal., 2016). Diez et al. (2016) avaliaram o efeito da inoculagio de trés outras espécies
de fungos brancos (lnonotus sp., Stereum hirsutum ¢ T. versicolor). Stereum hirsutum trouxe
os melhores resultados na degradagdo de atrazina, depois de 60 dias em incubadora.

Saez et al. (2018) avaliaram a degradacao de lindano em um biobed inoculado com 7.
versicolor e bactérias Streptomyces sp. A degradagdo foi avaliada na contaminacdo e
recontaminagdo, e a taxa de degradacao foi superior a 80% ao final de 66 dias, devido as
técnicas de bioaumentagdo. Bricefio et al. (2017) realizaram testes com o mesmo género de
bactérias e concluiram que o in6culo promoveu um aumento na taxa de degrada¢do de uma
mistura de clorpirifés e diazinon. E Castro-Gutiérrez et al. (2016) identificaram um consorcio
de bactérias capazes de degradar carbofurano (Cupriavidus, Achromobacter e Pseudomonas),
afirmando que consorcios de organismos podem ser melhores que colonias isoladas para
promover a biorremediacdo de produtos recalcitrantes. Este consorcio foi utilizado na
bioaumentagdo do biobed (CASTRO-GUTIERREZ et al. 2018), ndo gerando diferengas na
degradagdo, sendo que o fator que mais influenciou na degradacdo foi o envelhecimento do
substrato.

Desta forma a eficiéncia da bioaumentagao, seja por fungos ou bactérias, depende do
tipo de produto que se deseja tratar no biobed, e na sua influéncia sobre cada espécie utilizada.
A identificacdo de um consoércio de espécies, capazes de degradar uma gama de produtos, pode
se mostrar a alternativa capaz de trazer as taxas mais altas da degradacdo de agrotoxicos em

biobeds, tendo como base os estudos ja divulgados.
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4.4 FORMAS DE AVALIAR A EFICIENCIA DE DEGRADACAO

4.4.1 Analise quimica e biologica

Na América Latina, algumas técnicas de extracdo e quantificacdo de agrotoxicos t€ém
sido adaptadas para o biobed, que ¢ composto por uma matriz organica complexa que ndo pode
ser analisada através de métodos convencionais desenvolvidos para o solo ou para a dgua.

Rivero et al. (2016) testaram uma série de métodos analiticos para avaliar a
biorremediacdo de clorpirifds, seus principais metabolitos, e edosulforan, em uma biomistura
composta por farelo, turfa e solo. A melhor metodologia para avaliar a degradacao dos
agrotoxicos foi a extragdo com etil-acetato com auxilio do ultrassom, cuja andlise atingiu uma
acuracia de 72% - 109% do agrotoxico remanescente na amostra, apos 27 dias. Vareli et al.
(2018), no Brasil, divulgaram um método analitico para avaliar a degradac¢ao do ditiocarbamato
mancozebe, utilizando cromatografia gasosa através do método de espectrometria de massa em
tandem (GC-MS). A metodologia atingiu uma acuracia de 89% - 96% na recuperagao do
produto remanescente na amostra.

Pesquisadores chilenos utilizaram cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
apds extracdo com acetona, seguida de um detector de matriz de diodos, para avaliar as
concentragdes residuais de clorpirifés, atrazina, carbendanzin e diazinon em biobeds
(FERNANDEZ-ALBERTI et al., 2012; DIEZ et al., 2013b; BRICENO et al., 2016). Na Costa
Rica, a quantificacdo tem sido realizada através de cromatografia liquida de ultra performance
acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS), na avaliagdo de carbofurano
(CHIN-PAMPILLO et al., 2015), carbofurano e oxitetraciclina (JIMENEZ-GAMBOA et al.,
2018), clorpirifés com antibidticos (CASTILLO-GONZALEZ et al., 2017), oxitetraciclina e
herbicidas (CAMBRONERO-HEINRICHS et al., 2018), entre outros.

Estudos de mineralizagdo utilizando compostos radiomarcados e técnicas com liquidos
fluorescentes também sao aplicados na Costa Rica, para determinar a oxidagdo completa de
agrotoxicos. Ruiz-Hidalgo et al. (2014) descreveram o uso da técnica na avaliagdo da
mineralizagdo de carbofurano, Castillo-Gonzélez et al (2017) aplicaram este método para
clorpirifés, e Rodriguez Castillo et al. (2018) na avaliacdo da mineralizagdo de imidacloprida,
um produto altamente recalcitrante, identificando que a biomistura reduziu a meia-vida do

produto, que atingiu 3.466 dias na biomistura e 8.667 dias no solo.
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Gebler et al. (2015) utilizaram do método de hidrolise do diacetato de fluoresceina
(FDA), para avaliar a atividade microbiana da amostra de um biobed tradicional contaminado
por clorpirifos e glufosinato de amdnia, com algum sucesso na identificagdo de tendéncias de
decomposicdo dos contaminantes. Tortella et al. (2013b) também aplicaram FDA para
monitorar a atividade hidrolitica de um biobed adicionado de terpenos sintéticos, na degradagao
de atrazina. A técnica de FDA apresentou resultados similares aos obtidos na atividade da
enzima fenoloxidase, que também foi avaliada pelos autores. Em Tortella et al. (2013a), a
atividade enzimatica foi utilizada para avaliar os impactos de atrazina sobre a comunidade
microbiana de um biobed. A atividade da fenoloxidade, da fosfatase acida e alcalina, € a
atividade desidrogenase (DHA), mostraram que a atrazina pode inibir ou estimular a
microbiota, sendo que os efeitos negativos ocorrem momentos ap6s a aplicacdo do agrotoxico,

apresentando uma melhora com o passar do tempo.

4.4.2 Ensaios ecotoxicologicos

Alguns organismos ndo-alvo sdo utilizados em ensaios ecotoxicologicos, de acordo com
metodologias estabelecidas, devido a sua alta sensibilidade a poluentes, e a qualquer mudanga
em seu ambiente. Esta sensibilidade permite estimar niveis de redugdo da ecotoxicidade, a partir
da resposta destes organismos diante do contato com a biomistura contaminada. Ensaios
ecotoxicologicos combinados com analises quimicas permitem avaliar a seguranga ambiental
das biomisturas contaminadas e envelhecidas (MASIN et al.,, 2018; RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2018).

Na Costa Rica, Huete-Soto et al, (2017) realizaram testes ecotoxicolégicos com o
microcrustaceo Daphnia magna e testes de germinacao de sementes Lactuca sativa, em um
biobed composto por fibra de coco, material vegetal compostado e solo, para verificar a
degradagdo de um grupo de agrotéxicos e oxitetraciclina, ao longo de 115 dias. As analises
quimicas mostraram que os niveis de remocao para herbicidas foram mais altos, € ndo houveram
resultados significativos com relagdo aos neocotindides e triazois avaliados. Além disso, ndo se
observou uma redugdo da ecotoxicidade para D. magna, somente para a fitotoxicidade. Lizano-
Fallas et al. (2017) realizaram os mesmos ensaios para avaliar a degradagdo de uma mistura de
clorpirifés e trés herbicidas do grupo das triazinas. Neste caso os resultados foram invertidos,
ou seja, a ecotoxicidade para D. magna reduziu rapidamente ao longo de 60 dias de tratamento,

e nao se observaram mudangcas significativas para L. sativa.
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No Brasil, Carniel (2015) realizou ensaios de toxicidade crénica com colémbolos
(Folsomia candida), minhocas (Eisenia andrei) e enquitreideos (Enchytraeus crypticus), para
comparar a eficiéncia de um biobed de campo e de dois tipos de solos subtropicais, na
degradagdo de uma mistura de mancozebe e clorpirifés, ao receberem uma sequéncia de
aplicacdes destes produtos. Todos os tratamentos mostraram ecotoxicidade aos 90 e 270 dias
apo6s o descarte dos residuos. Ao final de 420 dias de tratamento ndo foram mais observados
efeitos ecotoxicologicos em um dos solos testados (Nitossolo) e no biobed. A autora também
avaliou a degradacao de um litro de clorpirifés descartado no biobed uma unica vez, de forma
que representaria o pior cendrio de contaminagdo. A partir de ensaios com 0s mesmos
organismos citados anteriormente, e ap6s 420 dias de tratamento em campo, foram observados
efeitos negativos significativos apenas sobre a reproducdo de colémbolos. Afirmou-se que
ensaios de reprodug¢do com colémbolos sdo uma boa opgao para monitorar a eficiéncia de
biobeds.

No estudo de Gebler et al. (2015) foram utilizadas minhocas para avaliar a degradagao
de glufosinato de amoénia e clorpirifés em um biobed padrao. As minhocas reagiram
rapidamente as concentracoes do contaminante, tendo altas taxas de mortalidade, e com o passar
do tempo comecaram a mostrar preferéncia pelo material contaminado, em testes de fuga.
Também foi avaliada a redugdo da ecotoxicidade de mancozebe e clorpirifos em uma segunda
etapa, em biobeds tradicionais, utilizando ensaios de reproducdo com FEisenia foetida, E.
crypticus e F. candida. Os colémbolos tiveram uma taxa de reprodugao baixa no inicio do teste,
e um aumento desta taxa a medida que os produtos foram degradados no biobed. Na Tabela 2
encontra-se uma sintese destes e dos demais testes ecotoxicoldgicos divulgados na América
Latina até o periodo desta revisao.

Deve-se considerar que a sensibilidade dos organismos-teste depende do tipo de
agrotoxico avaliado. Sendo assim, informagdes a respeito da resposta de cada organismo a
determinado produto podem auxiliar na definicdo da melhor espécie a ser utilizada para o
proposito de biomonitoramento de biobeds. Considera-se importante que ao menos um dos
organismos selecionados seja representante da fauna edafica, ja que o descarte das biomisturas
envelhecidas, apds o periodo de degradagao dos agrotoxicos, deve ocorrer no solo. Desta forma
0s ensaios ecotoxicoldgicos, por si sO, possuem capacidade de indicar o perigo potencial que

esta biomistura poderia representar para aquele ecossistema.
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Tabela 2 — Organismos-teste, Endpoints, e Agrotoxicos avaliados em ensaios de
ecotoxicidade de biobeds na América-Latina.

Bioindicador

D. magna /
L. sativa

D. magna /
L. sativa

D. magna

D. magna

D. magna

D. magna /
Oreochromis
aureus

E. fetida

F. candida /
E. crypticus /
E. fetida /

L. sativa

F. candida /
E. crypticus /
E. andrei

Endpoint

Imobilizagdo (ensaio
agudo) / Germinagao
de sementes

Imobilizacdo (ensaio
agudo) / Germinagao
de sementes

Imobilizacdo (ensaio
agudo)

Imobilizacdo (ensaio
agudo)

Imobilizacdo (ensaio
agudo)

Reproducdo semi-
estatica (ensaio
cronico) / Alteracdes
fisiologicas
Sobrevivéncia
(ensaio agudo) /
Reprodug@o (ensaio
cronico)

Reprodugdo (ensaio
cronico) / Fuga /
Germinagao

Reprodugéo (ensaio
cronico)

Agrotéxico(s)
Diversar misturas: atrazina, ametrina,
linuron, imidacloprid, tiametoxam,
carbendazim, metalaxil, tebuconazole,
triadimenol

Mistura: atrazina, terbutilazina, terbutrin,

clorpirifos

Mistura: aldicarbe, carbofuran,
metiocarbe, metomil

Mistura: metalaxil, Epoxiconazole,
Fenbuconazole, Carbendanzim,
Tebuconazole, Triadimenol, edifenphos.

Mistura: carbofuran e clorpirifés

Carbofuran

Glifosato

Mistura: glufosinato de amonia e
clorpirifés / mancozebe e clorpirifos

Mistura: mancozebe e clorpirifos

Referéncia

Huete-Soto et al.,
2017

Lizano-Fallas et al.,
2017

Rodriguez-
Rodriguez et al.,
2017

Murillo-Zamora et
al., 2017

Chin-Pampillo et
al., 2016

Ruiz-Hidalgo et al.,
2016b

Masin et al., 2018

Gebler et al., 2015

Carniel, 2015

Fonte: O autor (2019).

5. DESAFIOS PARA A IMPLANTACAO DE BIOBEDS

Considerando que a Guatemala ¢ o unico pais latino-americano onde o biobed ¢

utilizado como tecnologia oficial, discute-se sobre 0 momento em que os outros paises da regiao

podem atingir este ponto. A principal diferenca entre os dois casos foi abordada anteriormente

nesta revisdo. Na Guatemala, a iniciativa partiu de uma institui¢ao privada associada a industria

de agrotoxicos (AGREQUIMA, 2019). Nos outros paises latino-americanos a iniciativa de

estudar o biobed vem de instituicdes publicas, que ja apresentam resultados promissores que

permitiriam que a tecnologia fosse aplicada no campo. Porém, em todos esses casos ainda ¢é

necessario que o biobed torne-se a tecnologia oficial de descarte de residuos de agrotdxicos no

campo.
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Além de ter definido normas oficiais que regem o gerenciamento e descarte de residuos
de agrotoxicos, a Guatemala forneceu ainda um guia oficial para isso, através do uso do biobed.
Informagdes foram obtidas a partir do contato com pesquisadores e agentes de instituicoes
governamentais da Argentina, Chile, Brasil, Costa Rica, Honduras, Paraguai e Uruguai. Todos
estes paises possuem leis relacionadas a agrotoxicos, com exce¢do do Chile, que ndo possui
legislacao especifica abordando o descarte de agrotoxicos, e da Argentina, que ndo possui leis
especificas para reger o uso de agrotoxicos. Porém, nenhum destes paises possui um guia ou
documento oficial que indique a forma correta de descartar residuos de agrotdxicos, com a
excecdo daqueles classificados como Poluentes Organicos Persistentes (POP), como os
organoclorados.

Apenas Argentina e Paraguai declararam que, como na Guatemala, existe um interesse
do setor particular no assunto, o que vem gerando avancos relacionados a padronizacao ou
regularizacdo metodologica pelo governo. Nos outros paises consultados ndo se observa um
apoio explicito deste setor, em relagdo a aplicacdo do biobed como uma solugdo para os
problemas relacionados ao descarte incorreto de residuos de agrotoxicos. Apesar disso todos os
paises citados possuem algum interesse governamental em sistemas para descarte de
agrotoxicos, inclusive biobeds. A principal forma de abordar o biobed tem sido através de
programas de Boas Praticas Agricolas (BPA), ou através de manuais produzidos por institui¢des
de pesquisa, como exemplo do que ocorre no Brasil (GEBLER, 2015; GEBLER, 2017a), Chile
(DIEZ et al., 2013c), Costa Rica (CICA, 2015; MAG, 2019) e Uruguai (DIGEGRA, 2014).
Estes documentos e todos os estudo latino-americanos publicados objetivam que a tecnologia
do biobed tenha um bom custo-beneficio e esteja de acordo com o exigido pelas leis oficiais de
cada pais. A aplicacdo do Biobed daria suporte as exigéncias dos 6rgdos de fiscaliza¢do no
cumprimento de demandas que derivem da implementacao dessas leis e, a0 mesmo tempo,
garante seguranga técnica e juridica aos produtores rurais.

As BPA constituem uma ferramenta para a gestdo de riscos, tendo sua aplicagdo
monitorada pelos orgdos de fiscalizacdo (IICA, 2017). Estas ferramentas sdo desenvolvidas
especificamente para cada propriedade agricola e sdo voltadas para a protecdo ambiental,
seguranca dos trabalhadores e dos animais, ¢ inocuidade alimentar. Permitem entdo que o
produtor identifique agdes ambientalmente corretas a serem tomadas durante toda a atividade
produtiva, desde o momento do plantio, uso de defensivos agricolas, colheita, transporte de

produtos e gerenciamento de residuos (GEBLER, 2015; IICA, 2017).
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Uma das principais questdes que garante a aplicacao eficiente de biobeds na América
Latina ¢ o estudo de novos substratos. Diante de alguns resultados positivos, pode-se afirmar
que ¢ possivel desenvolver biomisturas tdo eficientes quanto a original (com palha de trigo,
turfa e solo agricola). E importante que, antes da efetiva aplicagdo da tecnologia, estes novos
substratos locais tenham sua eficiéncia validada no laboratorio, em escala piloto, € também em
campo. A avaliagdo do tempo e eficiéncia de degradacao de todos os agrotoxicos que possam
ser utilizados no biobed, de acordo com cada regido para a qual ele estd sendo testado, também
€ uma etapa importante.

A alta persisténcia de neonicotinoides, triazois e organoclorados deve ser levada em
consideragdo no processo de adaptagdo das biomisturas, sendo esta considerada como uma das
principais falhas a ser preenchida pelos préximos estudos (MASIS-MORA et al., 2019;
HUETE-SOTO et al., 2017; RIVERO et al., 2016). Adaptagdes estruturais para garantir a
eficiéncia do sistema na realidade climatica de cada pais ou regido, e para evitar riscos de
vazamento de agrotoxicos para o solo e lengol freatico, também devem continuar a ser
estudadas. Incluindo-se estudos para a aplicagdo do biobed como instrumento de prote¢ao de
aguas (superficiais e subterraneas) no ambito de bacias hidrograficas, a exemplo do ocorrido na
Inglaterra (FOGG et al., 2003; FOGG et al., 2004).

Levando em consideracdo a alta eficiéncia do biobed em degradar uma gama de
agrotoxicos, outro foco dos estudos latino-americanos deve ser o seu uso para tratar efluentes
agroindustriais. Como foi proposto na Grécia, aonde o biobed foi eficientemente aplicado para
otimizar o tratamento de efluentes contaminados por agrotéxicos, provenientes de uma
industria de selecdo e embalagem de frutas (KARAS et al., 2015; KARAS et al., 2016).

As pesquisas avancaram e tornaram disponiveis informagdes técnicas a respeito do
sistema biobed, mostrando que ele é mais seguro que as solugdes utilizadas atualmente para
descarte deste tipo de residuo, que ¢, na maioria das vezes, disposto no solo. E necessario
envolver a comunidade e as instituicdes privadas do setor agricola (industria, comércio e
usudrios), para que a tematica seja discutida e oficializada, para propositos de seguranga
ambiental. Como ocorre nos paises europeus, em que o biobed ¢ utilizado para este fim. Por ser
um sistema simplificado e de baixo custo, com eficiéncia de tratamento cientificamente

comprovada, o biobed representa uma solugdo rapida e concreta para os problemas de manejo



41

ou destina¢do inadequados de residuos de agrotoxicos, causadores da contamina¢do ambiental

pontual observada nos paises latino-americanos.
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CAPITULO 2

COMUNIDADE FUNGICA EM BIOBEDS: MATURACAO BIOLOGICA DAS
BIOMISTURAS, ISOLAMENTO DE FUNGOS E EXPOSICAO A UM INSETICIDA
ORGANOFOSFORADO
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RESUMO

O sistema biobed foi desenvolvido para receber descarte de efluentes de agrotdxicos na
propriedade agricola, proporcionando a degradagao destes residuos e reduzindo a contaminagao
ambiental. A eficiéncia do biobed depende da agdo da microbiota que se desenvolve em seu
substrato. Esta microbiota, por sua vez, depende da umidade, disponibilidade de nutrientes e
matéria organica, que sdo variaveis de acordo com o tipo de substrato que compde o biobed. O
presente trabalho buscou avaliar o desenvolvimento fingico em trés biomisturas para biobeds:
o biobed padrao (BP), composto por solo agricola, palha e turfa; e dois biobeds alternativos,
um recebendo acicula de pinus (BA) e outro recebendo himus de minhoca (BH), em
substitui¢do a turfa. A maturacao bioldgica dos biobeds pela comunidade fingica foi avaliada
quinzenalmente ao longo de 90 dias, através da contagem de unidades formadoras de colonias
(UFC), seguida de estudos para entender a resposta desta comunidade (UFC) e dos organismos
isolados (crescimento micelial em um meio de cultura), ao contato com o inseticida
organofosforado fosmete. Os dados de UFC foram avaliados pela ANOVA seguida pelo teste
estatistico de Tukey (p<0,05). O crescimento micelial dos isolados de fungos, em um meio de
cultura solido adicionado de 100 mg L' de fosmete, foi avaliado através do teste ndo-
paramétrico de Mann-Whitney (p<0,10), pela comparagdo das placas testemunha com as placas
contaminadas. O estudo da maturagdo bioldgica mostrou um aumento significativo na
quantidade de UFC apds a primeira quinzena, € um numero maior de fungos em BA (3,72 +
2,04 x 10* UFC g!). Apos a aplicagdo do fosmete, a resposta da comunidade de fungos de BA
contaminado apresentou uma queda que perdurou durante os 90 dias de avaliagdo da
degradacio do produto (1,68 x 10* UFC g! na biomistura contaminada, contra 2,73 x 10* UFC
g’! na biomistura limpa); em BH e BP a queda no nimero de UFC ocorreu apenas entre as
épocas de avaliagdo (zero dias e 90 dias). Entre os isolados de fungos que tiveram seu
crescimento micelial em fosmete avaliado, 11% apresentaram o crescimento impulsionado pelo
contato com o produto. Estes fungos foram isolados no periodo entre a primeira e a quarta
quinzena de maturacao biologica, sendo originarios de BA ou BP. A partir destes resultados, ¢
possivel indicar que o melhor periodo para contaminar os biobeds foi a partir dos 30 dias de
maturacao biologica, por ser neste periodo que foi encontrada a maior abundancia de fungos.

Palavras-chave: Crescimento Micelial; Fosmete; Unidades Formadoras de Colonias.

ABSTRACT

Biobeds were designed to receive pesticide effluents on the rural property, allowing these
residues to be degraded, and reducing environmental contamination. The efficiency of this
system depends on the development of a microbiota responsible for pesticides degradation.
That microbiota depends on nutrients, organic matter and moisture, which are variable
according to the biobed’s substrates. This research evaluated the fungal development on three
biomixtures: the standard biobed (SB), composed of agricultural soil, straw and peat; and two
alternative biobeds, one with pine leaves — PB, and other with vermicompost - VB, replacing
peat. Fungal maturation was evaluated every two weeks, through colony-forming units
counting (CFU), over 90 days, followed by studies with fungal communities (CFU) and isolates,
after exposure to the insecticide phosmet. CFU statistical analysis occurred through ANOVA
followed by Tukey test (p<0,05); micelial growth, over a culture medium added by phosmet
(100 mg L) was evaluated by the non-parametric Mann-Whitney test (p<0,10). Maturation
study showed a significant CFU increase after 15 days, and PB presented a higher CFU number
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(3,72 + 2,04 x 10? CFU g'). After pesticide application, PB showed lower CFU numbers in
contaminated samples (1,68 x 10* CFU g in contaminated biomixture, compared to 2,73 x 10*
CFU g in clean biomixture), for SB and VB lower CFU numbers only occurred after the 90
days’ degradation, in both clean and contaminated biomixtures Among fungal isolates, 11%
showed a positive response after being exposed to the pesticide. These isolates were obtained
between the 15 and 60 days of maturation. This study allowed to identify the probable best
period to contaminate the biobeds, after 30 days of biological maturity, because this period
presented greater propagules abundance, and its fungal isolates were the ones that responded
positively to the pesticide.

Keywords: Micelial Growth, Phosmet;, Colony Forming Units.

1. INTRODUCAO

Agrotoéxicos sao compostos comumente utilizados para garantir a qualidade e o volume
de producdo agricola atuais, buscando suprir a demanda alimentar da populagdo mundial
(ALVARENGA et al., 2015). Porém, seu uso vem gerando preocupacdes a respeito do destino
deste produto no ambiente apos a aplicagdo (MONTAGNER et al., 2017). Outra questao
levantada ¢ a respeito do gerenciamento dos residuos produzidos ao longo do processo de uso
do agrotoxico. Restos de calda de pulverizacdo e a 4gua de lavagem dos equipamentos sao os
principais exemplos de residuos de agrotoxicos gerados que, comumente, ndo possuem forma
de descarte prevista (BRICENO et al., 2014; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2018).

O desenvolvimento de novas técnicas para degradacao dos agrotoxicos e seus residuos
¢ essencial para minimizar seus problemas de contamina¢do ambiental (ALVARENGA et al.,
2015). Os Biobeds sdo uma alternativa vidvel para o descarte e tratamento do residuo de
agrotoxicos gerado no campo. Sdo compostos por uma biomistura simplificada (solo agricola,
palha triturada e turfa), que preenche uma cavidade aberta no solo da propriedade agricola
(CASTILLO; TORSTENSSON, 2007). Estes sistemas se baseiam, principalmente, na atividade
de uma microbiota que se desenvolve a partir desta biomistura e ¢ responsdvel pela
biodegradacdo das particulas do residuo de agrotdxicos (DIEZ, 2010; TORTELLA et al.;
2013Db).

A biodegradacao ¢ considerada a melhor alternativa para o tratamento de substancias
quimicas. Ela se utiliza da capacidade de organismos em degradar substancias complexas e nao
necessitar da adicao de reagentes quimicos, o que torna o processo menos custoso (CASTRO-
GUTIERREZ et al., 2017). Nela, as moléculas do agrotoxico sio transformadas em compostos

organicos e inorganicos simplificados, sendo que a biodegradacao ideal ¢ aquela em que se tem



52

a mineraliza¢do do material (RAYMOND et al., 2001; RODRIGUEZ-CASTILLO et al., 2018).
No biobed, a biodegradagao ¢ acelerada pela manutencao de condicdes ideais de temperatura e
umidade, além da disponibilidade de matéria organica e lignocelulose. Ja existem trabalhos
comprovando que a biodegradagdo ocorre de forma mais rapida e eficiente no biobed do que
no solo (CARNIEL, 2015; LIZANO-FALLAS et al., 2017).

Diversos estudos tém apontado a necessidade de adaptar a estrutura do biobed
(originaria da Suécia) para a realidade climatica e os materiais organicos de facil acesso de cada
local que venha a utilizar esta tecnologia (BRICENO et al., 2014; CHU; EIVAZI, 2016;
GONGORA-ECHEVERRIA et al., 2018). Objetiva-se, desta forma, garantir que o produtor
rural tenha a capacidade de montar o biobed com substratos j& disponiveis em sua propriedade
ou no seu entorno. Tais substratos devem ser previamente avaliados por pesquisadores, para
garantir que a eficiéncia de degradacao do biobed nao seja comprometida. Como exemplo, o
composto humico indicado na biomistura original ¢ a turfa; porém, materiais como o biochar e
residuos de poda compostados ja foram avaliados e representam substituintes promissores da
turfa (DIEZ et al., 2013a; DIEZ et al., 2013D).

Outros possiveis substitutos para a turfa sdo o humus de minhoca e a acicula de pinus.
Também chamado vermicomposto, o hiimus de minhoca ¢ utilizado como fertilizante organico.
Devido ao processo de biodegradagdo que sofre durante sua produgao, principalmente pela agao
das minhocas, ¢ altamente poroso e rico em substincias humicas. Estas substincias garantem a
este substrato a capacidade de atuar como adsorvente de uma série de particulas organicas
complexas. Além disso, ele melhorara a absor¢ao de 4gua e a porosidade do substrato ao qual
¢ misturado (DIAZ et al., 2017; PERUZZO et al., 2018). Em relacdo a acicula de pinus, este é
um material rico em compostos organicos volateis, mais especificamente os terpenos, que sao
hidrocarbonetos conhecidos pela sua capacidade de promover a bioestimulagdo de
comunidades microbianas (DUDASOVA etal., 2012; LASZLOVA et al., 2016).

Ao montar o biobed, deve-se levar em consideragdo que a microbiota que se desenvolve
na biomistura, responsavel pela biodegradagao, origina-se principalmente do solo agricola que
compde essa mistura (GONGORA-ECHEVERRIA et al., 2018). Uma etapa essencial que
garante a eficiéncia dos biobeds ¢ o estabelecimento inicial da microbiota na biomistura,
processo chamado de maturagdo biologica (FERNANDEZ-ALBERTI et al., 2012). Esta
maturagdo deve ocorrer imediatamente ap6s a montagem do biobed, por um periodo que varia
de 1 a 3 meses, de acordo com os substratos utilizados e as condi¢des climaticas (CASTRO-

GUTIERREZ et al., 2017). Por ser variavel, é importante que um estudo prévio seja realizado
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para identificar o tempo minimo de ocorréncia da maturacao bioldgica para cada regido em que
0 biobed sera implantado.

Os fungos lignoliticos, também chamados fungos filamentosos brancos, representam o
principal grupo de fungos do solo capazes de induzir a degradagdo do material lignolitico.
Através de sua atividade enzimatica, degradam uma série de compostos recalcitrantes e
xenobidticos, incluindo os agrotdxicos (TORTELLA et al., 2013b; KUES, 2015). Segundo
Novotny et al. (2004), fungos lignoliticos podem secretar trés tipos principais de enzimas
lignoliticas ao longo da sua atividade: a lignina peroxidase, a Mn-dependente peroxidase ¢ a
fenol oxidase. Outras enzimas secundarias também sao produzidas em paralelo. Estas enzimas
reagem com os compostos de interesse, formando o ciclo da degradacdo da lignina, que
representa a fonte principal de energia do fungo, e ocorre concomitantemente a degradacao do
agrotoxico.

As espécies de fungos lignoliticos mais encontradas em biobeds, com resultados
promissores em testes de degradacdo in vitro, sdo Phanerochaete chrysosporium, Trametes
versicolor e Pleurotus ostreatus (DIEZ, 2010). Porém representantes de Penicillium e
Trichoderma, espécies nao lignoliticas, também tém apresentado a capacidade de degradar
agrotoxicos (STAMATIU-SANCHEZ et al., 2015). O estudo e a identificagio das espécies de
fungos que se desenvolvem nas biomisturas regionais ¢ importante, levando em consideragao
que as espécies nativas podem ser diferentes daquelas mais comumente conhecidas.

O objetivo deste capitulo foi avaliar a maturacdo bioldgica por fungos, promovida por
duas biomisturas alternativas de biobeds, compostas por himus de minhoca ou acicula de pinus
adicionados no lugar da turfa. Estas novas biomisturas foram comparadas com a biomistura
tradicional de biobeds. A maturacdo biologica foi acompanhada através da contagem de fungos

e aresposta destes fungos foi avaliada apds o contato com o inseticida organofosforado fosmete

(Imidan 500 WP).

2. MATERIAL E METODOS

O procedimento de montagem dos biobeds laboratoriais foi realizado no laboratério de
Ecologia da UFSC, Campus de Curitibanos. Foram montados trés tipos de biobeds
laboratoriais: Biobed Padrao (BP), constituido de solo agricola, palha de milho e turfa; Biobed
Acicula (BA), com solo agricola, palha de milho e acicula de pinus; e Biobed Himus (BH),

com solo, agricola, palha de milho e hiimus de minhoca, todos na propor¢ao 1:2:1. Cada
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biomistura foi produzida separadamente, adicionando o solo, a palha, e um dos trés
componentes avaliados (turfa, himus de minhoca ou acicula de pinus). A umidade foi corrigida
para 40% a 60% da capacidade de reten¢do de agua. Cada repeti¢dao foi composta por 500 g da
biomistura acondicionada em sacos de polipropileno, simulando biobeds laboratoriais. As
épocas de coletas avaliadas foram quinzenais, ao longo de trés meses de avaliagdo da maturagao
bioldgica dos biobeds; além de uma coleta imediatamente apds a contaminagao, e outra coleta
apo6s 90 dias da contaminagdo dos biobeds. Cada tratamento (representado pela época de coleta)
foi composto por trés repeticdes.

O solo agricola e a palha de milho foram coletados na lavoura da area experimental da
UFSC, Campus de Curitibanos, no periodo entre junho e agosto de 2018. O solo foi coletado
nos primeiros 10 cm superficiais, seco em local sombreado e peneirado, e suas propriedades

quimicas estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Propriedades quimicas do solo agricola utilizado no projeto.

Propriedade Resultado
pH 5,90
indice SMP 6,70
Ca (cmolc/dm?) 10,20
Mg (cmolc/dm?) 3,10
Al (cmolc/dm?) 0,00
H+AI (cmolc/dm?) 2,95
CTC efetiva
(cmolc/dm?) 1043
MO (g/dm?) 49,59
P (mg/dm?) 20,75
K (mg/dm?) 70,38
Cu (mg/dm?) 2,65
Fe (mg/dm?) 26,98
Zn (mg/dm?) 1,90
Mn (mg/dm?) 59,18
SB (cmolc/dm?) 13,48

CTC = capacidade de troca catidnica.
Fonte: O autor (2020).
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A palha de milho foi triturada em moinho de facas. A turfa de Sphagnum, marca Jiffy,
foi adquirida comercialmente através da empresa Vega e Flora (Curitiba — PR). O himus de
minhoca foi coletado no Laboratério de Ecologia da UFSC-Curitibanos, a partir de criacdes de
minhocas mantidas com estrume bovino e p6 de casca de coco, de acordo com a norma
ABNT/NBR ISO 15.537/2014 (ABNT, 2014). O himus de minhoca passou por um processo
de desfaunagdo, que consistiu no congelamento a -18°C seguido de descongelamento. E a
acicula de pinus foi coletada em uma area de plantio de pinus de 2005, localizada proximo ao
Campus da UFSC em Curitibanos. A camada superficial de acicula foi removida, apenas a
camada inferior mais préxima ao solo (em decomposic¢ao) foi coletada para o projeto.

Durante os meses de avaliacdo da maturagdo bioldgica, os biobeds laboratoriais foram
mantidos em incubadora do tipo DBO (demanda bioldgica de oxigénio), a 20+2°C no escuro.
O monitoramento da umidade foi mantido a partir da avaliagao visual dos substratos, duas vezes
por semana, da forma descrita por Gebler (2017), adicionando-se agua quando necessario.
Mensalmente, foi realizada a avaliagdo da umidade pela pesagem e secagem de amostras em
estufa de circulagdo de ar, a temperatura de 55°C. O acompanhamento da maturacao biologica

das biomisturas foi realizado da forma descrita no item 2.1, ao longo de 90 dias.

2.1 MATURACAO BIOLOGICA DOS BIOBEDS LABORATORIAIS

A maturacdo biologica dos biobeds foi acompanhada através da contagem de fungos
crescendo sobre um meio de cultura sélido. Esta contagem ocorreu antes de os biobeds serem
inseridos na incubadora (tempo zero), e ao longo dos 90 dias iniciais de maturag¢do biologica.
Foram realizadas coletas quinzenais, aos 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de maturagdo bioldgica.

Todas as avaliagdes in vitro foram realizados no Laboratério de Biologia Celular da
UFSC, em Curitibanos. Apos os 90 dias de maturagao biologica, amostras compostas das trés
repeticdes de cada biomisturas foram enviadas para o Laboratério de Anélises Quimicas do
Solo, do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina

(CAV/UDESC), para obtencao das propriedades quimicas das biomisturas.

2.1.1 Contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

A contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de fungos foi baseada na

metodologia de Castillo et al. (2001). Quinzenalmente, foram coletadas trés subamostras de
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cada repeti¢do das biomisturas. As subamostras foram agitadas em agua de peptona (2%), e
entdo realizaram-se quatro diluicdes seriadas, a partir de uma aliquota de 1 mL da amostra
adicionada em 9 mL de agua de peptona (2%). Aliquotas de 0,1 mL das diluicdes de
concentracdo 102 e 10 de cada subamostra foram espalhadas, em triplicata, na superficie do
meio de cultura extrato de malte-agar (2,5%) adicionado de 0,1% do antibiotico tetraciclina. O
extrato de malte-dgar ¢ um dos meios de cultura indicados para o estudo de fungos de madeira
e solo (LAZAROTTO et al., 2015). As placas contendo os in6culos foram incubadas a 25°C,
em fotoperiodo de 12/12 horas (claro/escuro) por sete dias. Durante este periodo foram contadas
as colonias crescidas, mantendo-se um registro diario. O experimento foi montado no
delineamento inteiramente casualizado com esquema fatorial, cujos fatores avaliados foram a
biomistura e a época de coleta.

Como ilustrado na Figura 1, ap6s os sete dias de avaliagdo de cada quinzena, foram
obtidas culturas puras de fungos. As coldnias fungicas maiores, de bordas individuais, foram
coletadas com auxilio de uma alca bacteriologica e isoladas em meio de cultura BDA (Batata-
Dextrose-Agar), sendo mantidas na incubadora a 25°C em fotoperiodo de 12/12 horas. Apés
dez dias de crescimento estas culturas foram armazenadas pelo método de Castellani, que
consiste em discos miceliais inseridos em frascos de vidro contendo agua destilada e

esterilizada, e armazenados em temperatura ambiente (SOLA et al., 2012).

Figura 1 — Ilustracao do procedimento aplicado para isolar e armazenar culturas de fungos a
partir do monitoramento quinzenal dos biobeds laboratoriais.

(A) Cultura de bordas individuais indicada pela flecha. (B) Cultura isolada em meio BDA, com 10 dias de idade.
(C) Cultura armazenada através do método de Castellani.
Fonte: O autor (2019).

2.2 CONTAMINACAO DOS BIOBEDS LABORATORIAIS
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2.2.1 Fosmete (Imidan® S00WP)

O ingrediente ativo (ia) selecionado para esse projeto foi o fosmete (C11Hi12NO4PS»),
que ¢ um inseticida e acaricida organofosforado do tipo ndo persistente no ambiente, com uma
meia-vida (DTs) inferior a 30 dias (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada - [IUPAC,
2019). Esta caracteristica garante resultados mais rapidos a respeito da eficiéncia de degradagao
do produto no biobed.

O fosmete tem leve mobilidade no solo e possui baixa solubilidade em agua, e sua
fotolise em fase aquosa ocorre de forma moderadamente rapida. E um produto moderadamente
toxico (classe III) classificado como perigoso ao meio ambiente e altamente toxico para
organismos aquaticos (AGROFIT, 2019). Age através do contato e ingestdo, e no Brasil ¢
aplicado para controlar pragas de culturas como citros, péssego ¢ maca (AGROFIT, 2019). O
fosmete foi obtido através da formulagido comercial Imidan® (500 WP), que ¢ um p6 molhavel

composto por 50% de fosmete, de registro da empresa CrossLink Consultoria e Comércio Ltda.

2.2.2 Procedimento de contaminacao

Os biobeds laboratoriais foram contaminados com o inseticida fosmete aos 150 dias
apos sua montagem. Para isso, utilizou-se a calda indicada no rétulo comercial do Imidan®,
que tem a concentracao de 200 g de produto para 100 L de agua.

A dose de contaminagdo, padrdo para as trés biomisturas, foi calculada a partir da
umidade e peso fresco dos substratos (DIEZ et al., 2017). A umidade de uma amostra de peso
conhecido de cada biomistura foi medida em estufa de circulacao for¢ada a 55°C, antes e depois
da manutengdo semanal da umidade. Durante esta manutengdo foram registrados os volumes
de agua adicionados. O volume de 4gua necessario para que as amostras permanecessem com
a umidade de aproximadamente 60% da capacidade de campo foi o valor selecionado para
definir a dose de contaminagdo dos biobeds laboratoriais (TORTELLA et al., 2013d).
Identificou-se um volume médio de 35 mL kg™'. O Imidan comercial possui em sua composigdo
50% do ia (fosmete). Considerando a concentracdo de calda comercial, definiu-se a dose de
contaminag¢io de 35 mg de fosmete por quilograma de peso fresco do substrato (35 mg ia kg™).

O experimento de contaminacgao seguiu o delineamento inteiramente casualizado, com
trés repeticdes por periodo de avaliacdo. Além disso, foi mantida uma testemunha (sem

agrotoxico) por biomistura e para cada periodo de amostragem. O experimento foi mantido em
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incubadora por mais 90 dias apds a contaminacdo, para avaliagdo da resposta do numero de
fungos com o passar do tempo. A populacao de fungos foi avaliada nos tempos 0 ¢ 90 dias,
relativos ao inicio e final do experimento de avaliacao da degradagdao do fosmete. Para isso,
foram avaliados os biobeds laboratoriais com fosmete versus biobeds laboratoriais sem
fosmete, relacionando o fator contaminagdo com a época de coleta (0 e 90 dias), em um
esquema fatorial. A coleta das amostras utilizadas paras as avaliacdes ecotoxicologica e
quimica (Capitulo 3), foi realizada nas mesmas repeticdes consideradas para a contagem de

coldnias de fungos.

2.3 TESTES IN VITRO DE TOLERANCIA DE FUNGOS AO AGROTOXICO

Para estas avaliagdes in vitro, foram utilizados os isolados fungicos obtidos ao longo do
procedimento de avaliagdo da maturagdo bioldgica dos biobeds laboratoriais (item 2.1). Os
ensaios ocorreram em Meio Mineral S6lido (MMS) contaminado com o agrotdxico, que ¢ um
meio de cultura seletivo composto majoritariamente por sais minerais, € recebe o agrotoxico
como fonte principal de carbono para os fungos (RAMOS, 2014). Estas avaliagdes foram
baseadas na metodologia de Stamatiu-Sanchez et al. (2015), na qual foi avaliada a capacidade
de desenvolvimento de isolados fingicos em um meio de cultura contaminado por agrotéxicos.

A composi¢ao do MMS foi de: 0,5 g (NH4)SO2 + 0,5 g KH2POs + 0,2 g KCI +0,2 g
MgS04:7H,0 + 0,1 g CaCls + 20 g agar, em um litro de agua destilada, com 0,1% de tetraciclina
(STAMATIU-SANCHEZ et al. 2015).

O agrotoxico foi adicionado ao meio de cultura fundente, e a concentracdo de dilui¢do foi
10% de fosmete (STAMATIU-SANCHEZ et al. 2015) a partir da calda comercial do imidan®
(100 mg L'). Para estes ensaios foram utilizadas culturas fingicas de mesma idade
(aproximadamente 10 dias), mantidas em BDA. A inoculac¢do dos fungos no MMS ocorreu de
duas formas diferentes, de acordo com as caracteristicas reprodutivas do isolado (itens 2.3.1 e
2.3.2). Foram montados ensaios de avaliagcdo por isolado de fungo com seis placas de Petri
Testemunhas e seis placas Contaminadas por fosmete, em um delineamento experimental

inteiramente casualizado.
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2.3.1 Inoculacio por discos

A inoculagao por discos € o método mais comum e foi aplicado para grande parte dos
isolados. Segundo o proposto por Stamatiu-Sanchez et al. (2015), no centro das placas-teste
inoculou-se um disco de 5 mm proveniente de cada isolado fungico. As placas inoculadas foram
mantidas em incubadora a 25°C e fotoperiodo de 12h/12h. O monitoramento do crescimento
micelial dos isolados foi realizado a cada 24 horas, através da medicdo do didmetro radial
(média dos diametros horizontal e vertical da cultura), utilizando uma régua graduada

(STAMATIU-SANCHEZ et al., 2015).

Os ensaios foram mantidos em incubadora até que um dos grupos de cada isolado,
testemunha ou contaminado, preenchesse 3/4 do didmetro da placa (CELAR; KOS, 2016). Para
o caso das colonias de crescimento lento foi necessario medir o ensaio at¢ um dos grupos
atingirem o tamanho maximo, baseado nos dados de crescimento medidos nas respectivas

placas mae com 10 dias de idade.

2.3.2 Inoculacio através de soluciio de esporos

Foi necessario utilizar a solugdo de esporos para inocular os isolados que produziram
um grande nimero de esporos durante os dez dias iniciais do crescimento micelial, o que nao
permitia a inoculacdo de discos sem que ocorresse o espalhamento das estruturas reprodutivas
sobre o meio de cultura.

Em adaptacdo da metodologia proposta por Colla et al. (2008), foi realizada uma
inoculagdo pontual da suspensdo de esporos do isolado no centro da placa contendo o meio
MMS. Para tanto, foi preparada uma suspensdo de esporos em frascos de vidro do tipo
penicilina. Cada frasco contendo 100 mL de dgua destilada e 0,2% de agar recebeu 3 discos de
5 mm do isolado a ser avaliado. Esta suspensdao de esporos foi inoculada com um
micropipetador. As placas foram mantidas em incubadora a 25°C e fotoperiodo de 12h/12h
(claro/escuro). A medi¢ao do crescimento micelial foi realizada diariamente da mesma forma

que o indicado no item 2.3.1.
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2.3.3 Obtencao de indices de crescimento

Os dados de didmetro radial das coldnias avaliadas foram utilizados para o calculo dos

seguintes indices:
e Area abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM)

Relaciona o diametro radial atual pelo medido no dia anterior, multiplicados pelo
numero de horas que se passaram entre uma avaliagdo e outra. Ao final gera-se um somatorio
do indice calculado para cada periodo de avaliacdo. A formula, apresentada na equagado 1, foi

desenvolvida por Campbell e Madden (1990).

AACCM = 3 (P25 x (6 — tiy) (1)

Onde:

yi € yi-1 = valores de diametro radial da observacao atual e anterior;

tie ti.1 = periodo das avaliagcdes em horas (hora final e hora inicial);
e Porcentagem de inibi¢do do crescimento (PIC)

Permite avaliar a inibi¢ao do crescimento do fungo pelo agrotéoxico em um unico valor
de porcentagem, utilizando os valores médios de AACCM, ou de forma isolada para cada
repeti¢do, relacionando-as com a média das testemunhas. A férmula do indice PIC estd

apresentada na equagdo 2, desenvolvida por Edgington et al. (1971).

PIC — (ftestemiinha_ftratamenm) X 100 (2)

Xtestemunha

Onde:

x = valores médios para 0 AACCM referente a cada isolado.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

2.4.1 Contagem de UFC

Para as analises estatisticas do nimero UFC foram utilizados os dados de contagem da

diluigdo 1072, na qual foi obtido o maior niimero de coldnias fingicas, entre 10 e 150 UFC. A



61

média do nimero de coldnias por tratamento foi convertida para o formato de unidades
formadoras de coldnias por grama de amostra (UFC g™).

A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade através do teste de Fligner-Killen, no software RStudio© (2019). Confirmada
a normalidade, foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA) para experimentos fatoriais
seguida do Teste de Tukey (p<0,05), comparando as trés biomisturas e as quinzenas de coleta
para os dados da maturacao biologica. Apos a aplicacdo do agrotdéxico, os mesmos testes
estatisticos foram aplicados para relacionar o fator contaminacao e as duas épocas de avaliagao
de cada biomistura (zero dias e 90 dias apos a aplicagdo do fosmete). Os graficos foram

produzidos nos softwares Excel e RStudio© (2019).

2.4.2 Tolerancia de isolados

No software RStudio© (2019) verificou-se a normalidade dos dados através do teste de
Shapiro-Wilk, e a homogeneidade através do teste de Fligner-Killen. Como os dados foram
acusados como nao normais, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, para o
valor de significancia inferior a 10% (WILCOXON et al., 1965). Os valores de PIC foram
utilizados para obter o P-valor da significancia do teste estatistico e, a partir deste, avaliar se
houve diferenca significativa entre o crescimento nas placas Testemunhas e Contaminadas de

cada isolado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERISTICAS QUIMICAS

As caracteristicas quimicas dos biobeds laboratoriais, aos 90 dias da maturagdo
bioldgica e, portanto, antes da aplicagdo do fosmete, encontram-se na Tabela 2. A biomistura
BP apresentou a maior porcentagem de matéria organica (MO), sendo essa 26,7%, em

comparacao aos 24,2% de BH e 23,9% de BA, respectivamente.
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Tabela 2 — Propriedades quimicas dos trés biobeds laboratoriais avaliados (Biobed Padrao,
Biobed Himus e Biobed Acicula), apos 90 dias de maturacao biologica.

Biomistura
Propriedade Biobed Padrao  Biobed Himus Biobed Acicula
pH 5,70 5,60 6,10
indice SMP 6,50 6,60 6,40
Ca (cmolc/dm?) 7,20 6,12 5,44
Mg (cmolc/dm?) 3,37 4,67 2,39
Al (cmolc/dm?) 0,06 0,08 0,00
H+Al (cmolc/dm?) 2,50 2,20 2,80
CTC efetiva (cmolc/dm?) 12,18 11,69 9,11
CTC-pH 7,0
(cmolc/dm?) 14,62 13,81 11,91
MO (%) 26,70 24,20 23,90
Argila (%) 29,00 22,00 24,00
P (mg/dm?) 21,90 32,80 9,30
K (mg/dm?) 605 320 500
Ca/Mg 2,10 1,30 2,30

Fonte: O autor (2019).

3.2 CRESCIMENTO E CONTAGEM DE FUNGOS

Em relacdo ao crescimento de fungos durante a maturagdo bioldgica das diferentes
biomisturas, na Figura 2 constam imagens de placas de Petri apds sete dias de incubacdo,
representativas do inicio, meio e final do experimento de maturagdo. Verificou-se uma mudanga
nas caracteristicas das colonias de fungos ao longo do tempo. Na coleta de tempo zero
prevaleceram colonias menores e brancas. Com o passar do tempo observou-se um aumento da
presenga de fungos filamentosos, que podem ser percebidos, entre outras carateristicas, pelo
aspecto algodonoso das colonias (AMORIM et al., 2016).

Em relagdo ao comportamento do nimero médio de UFC durante a maturagao bioldgica,
na Figura 3 constam graficos relacionando este indice de acordo com cada tipo de biomistura e

os sete periodos de amostragens. A biomistura BA apresentou o nimero médio de UFC mais

alto, 3,72 = 2,04 x 10* UFC g! (Figura 3A).
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Figura 2 — Imagens representativas das coletas do inicio (tempo 0), meio (tempo 3) e final
(tempo 6) dos 90 dias de maturagdo bioldgica dos biobeds laboratoriais.

As placas de Petri (didmetro = 90 mm) com meio BDA possuem fungos que se
desenvolveram por 7 dias a partir do ino6culo dos trés biobeds laboratoriais avaliados,
utilizadas para a contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

| Biobed Padrio |
Coleta 0 (antes de incubar) Coleta 3 (45 dias em incubadora)

Coleta 6 (90 dias em incubadora)

A

| Biobed Himus |
Coleta 3 (45 dias em incubadora)
J = 3 I.-?:"‘

Fonte: O autor (2019).

Em relagdo ao crescimento de colonias avaliado ao longo das quinzenas, a Unica
diferenca significativa ocorreu no tempo zero da montagem dos biobeds laboratoriais (Figura
3B). Os valores médios de UFC foram de 1,04 + 0,66 x 10* UFC g! aos zero dias para 3,58 +
1,38 x 10* UFC g aos 15 dias, ou seja, a colonizagdo ocorreu de forma abundante durante a

primeira quinzena de incubago, e o valor mais alto foi aos 30 dias (4,06 + 1,83 x 10* UFC g
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). Durante os 60 dias restantes, ocorreu um aumento no numero de coldnias de forma
oscilatéria e menos significativa, € mesmo os baixos picos nao foram inferiores a média obtida

na amostragem zero.

Figura 3 — Unidades Formadoras de Coldnias por grama de substrato (UFC x 10* g!) durante
a maturacdo biologica dos biobeds laboratoriais BP, BA e BH, ao longo de 90 dias de
avaliagdes quinzenais.

6,00 - A 00 - X ]
- £ [11 .......... [ l .......... |
(%) 2,00 % 200 4 l j J

BP BH BA 0 15 30 45 60 75 90
Biobed Laboratorial Tempo de maturagio (dias)

(A) Relacdo entre as médias de UFC e o tipo de biomistura, durante a maturag@o bioldgica. As letras dentro das
barras indicam a diferenca estatistica entre as biomisturas (Tukey, p<0,05). (B) Relacdo entre as médias de UFC
¢ os periodos de amostragem ao longo da maturag@o dos trés biobeds laboratoriais. BA = biobed acicula, BH =
Biobed himus, BP = biobed padrdo. As barras de erro indicam o desvio-padrdo das médias.
Fonte: O autor (2019).

Passado o periodo de maturagdo bioldgica, seguido da contaminagdo dos biobeds
laboratoriais pelo fosmete, foi utilizado o mesmo método de contagem de unidades formadoras
de colonias fingicas para avaliar o nimero de colonias ap6s zero e 90 dias da contaminagao.
Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados do numero de coldonias de fungos obtidos nestes
periodos, para as trés biomisturas avaliadas separadamente.

Apo6s 90 dias de aplicacdo do agrotoxico na biomistura BP, sua média de UFC foi
inferior a obtida em zero dias (0,74 € 1,51 x 10* UFC g’!, respectivamente), e 0 mesmo ocorreu
para BH, com 0,7 x 10* UFC g aos 90 dias e 2,64 x 10* UFC g aos zero dias. BA ndo
apresentou grandes diferencas de UFC entre os dois periodos amostrais, mas esta foi a inica
biomistura que apresentou diferencas relacionadas ao fator contaminagdo, com a média das
amostras sem fosmete (2,73 x 10* UFC g') sendo superior 4 média das amostras com fosmete

(1,68 x 10* UFC g’!, na Tabela 3).
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Tabela 3 — Unidades Formadoras de Coldnias por grama de substrato, para cada

biobed laboratorial, apos zero dias e 90 dias da contaminagao por fosmete.

Unidades Formadoras de Colonias apés Contaminacio por
Fosmete (x 10* UFC g

Biobed Padrao
0 dias 90 dias Média
Com Fosmete 1,14 £0,38 0,81 £0,25 0,98 £0,34 NS
Sem Fosmete 1,88 £0,89 0,66 £0,21 1,26 £0,87 NS

Média 1,51 +0,73 a 0,74 +0,22b 1,13 £ 0,65
Biobed Acicula
0 dias 90 dias Média
Com Fosmete 1,93 +£0,17 1,44 £0,58 1,68 £0,46 b
Sem Fosmete 2,9+0,55 2,55+0,29 2,73+0,44 a
Média 242+0,64N  200+0,74 NS 2,21 +£0,68
Biobed Huimus
0 dias 90 dias Média

Com Fosmete 1,90 + 0,34 1,00 + 0,80 1,45+0,74 NS
Sem Fosmete 3,39 £2.31 0,40 £ 0,31 1,88 £2,21 NS

Média 2,64 £1,68 a 0,7+0,63 b 1,66 = 1,59
NS = nfo significativo. Médias + Desvio-Padrio seguidas por letras diferem entre si pelo Teste de Tukey
(p<0,05).

Fonte: O autor (2019).

3.3 TOLERANCIA DE ISOLADOS FUNGICOS AO FOSMETE

Ao longo do monitoramento da maturagao por fungos foi possivel obter 52 isolados
diferentes, de forma aleatoria, os quais foram avaliados quanto a sua tolerancia ao fosmete. Os
dados de AACCM e PIC obtidos para cada isolado, assim como sua época de coleta e biomistura
de origem, estdo apresentados na Tabela do Apéndice A.

Através da avaliagdo visual de caracteristicas morfoldgicas e macroscopicas, trés
isolados foram classificados como leveduras, e os outros 49 isolados foram fungos
filamentosos, conforme a definicdo de Amorim et al. (2016). Todas as leveduras foram
coletadas na biomistura BA. Os fungos filamentosos, de forma geral, caracterizaram-se pelo
crescimento micelial algodonoso, pulverulento ou aveludado. A superficie das coldnias
apresentou cor varidvel entre branca a amarelada, diversos tons de verde, com alguns casos
apresentando tons rosados e cinzas. As leveduras apresentavam colOnias menores com
superficie lisa de aspecto cremoso, € coloracao clara (AMORIM et al., 2016). A Figura 4 ilustra

exemplares de colonias de fungos com estas caracteristicas diferenciadas.
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Figura 4 — Exemplares de colonias de fungos com 10 dias de idade isoladas dos biobeds
laboratoriais, crescendo sobre meio de cultura BDA, em placas de Petri (didmetro = 90 mm).
Os fungos filamentosos apresentados na imagem foram obtidos a partir dos biobeds Padrao e
Humus, e a levedura foi coletada no Biobed Acicula.

(A) Fungos filamentosos. (B) Levedura.
Fonte: O autor (2019).

Os P-valores obtidos no teste estatistico de comparacao unilateral (apresentado no item
2.4.2) de todos os isolados estdo indicados no grafico da Figura 5. A partir destes valores foi
possivel definir quais isolados apresentaram um crescimento superior nos tratamentos com
fosmete. O nivel de significdncia considerado para o teste estatistico (p<0,10) foi o valor de

corte utilizado para enumerar estes isolados, que foram os seis indicados abaixo da linha do

grafico.

Figura 5 — P-valor obtido a partir do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney na comparagao
entre placas Testemunhas vs. Contaminadas, para cada isolado de fungo.

100% 1 ©0000000000000000000000000000000000000000
80% 1

60% A °
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A linha vermelha indica o nivel de significancia (p<0,10) considerado para o teste estatistico.
Fonte: O autor (2019).

A nomenclatura dos isolados é composta por uma primeira parte de letras e nlimeros

que indica a época de coleta, e a segunda parte de letras que indica a biomistura da qual o
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isolado foi coletado. As épocas de coleta corresponderam as seis quinzenas avaliadas apds a
montagem dos biobeds laboratoriais (AO1 até¢ A06, desconsiderando a avaliagdo zero), e a uma
coleta realizada durante a avaliacdo de 90 dias de degradacao do fosmete (A90). Os isolados
que apresentaram P-valor significativo foram AO1/BP, A02/BA3, A04/BA6, A03/BP3,
A02/BAT1 e A04/BAS, representando 11% do total de isolados fungicos avaliados.

Os isolados com P-valor significativo foram obtidos, em sua maioria, da biomistura BA.
A biomistura BP também gerou isolados de indice significativo, em menor proporcao (2 de 6

isolados). As coletas destes isolados ocorreu durante as quatro quinzenas iniciais da maturagao.

3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Maturacao bioldgica das biomisturas

O método de contagem de unidades formadoras de colonias de fungos, aplicado de
forma quinzenal, permitiu acompanhar o processo inicial de maturagdo das biomisturas por
estes organismos. Ao longo destes 90 dias iniciais ocorreram modificagdes nas caracteristicas
visuais dos fungos (Figura 2), assim como no nimero médio de UFC entre as quinzenas (Figura
3), mostrando que as comunidades flngicas passaram por processos adaptativos nas
biomisturas. O valor médio de UFC indicou que o periodo ideal para contaminagdo dos biobeds
laboratoriais avaliados foi a partir dos 30 dias de maturacdo biologica.

Fernandez-Alberti et al. (2012) afirmam que o tempo de maturagdo biologica e a
estabilizacao da umidade sao fatores que influenciam diretamente sobre a eficiéncia dos biobeds
na degradacdo de agrotoxicos. Os autores avaliaram a degradagdo de clorpirifos, outro
inseticida organofosforado, em um biobed tradicional, durante diferentes periodos de
maturacdo biologica (0, 15 e 30 dias) e sob diferentes niveis de umidade (40, 60 e 80% da
capacidade de retengdo de agua). Os niveis mais altos de degradagdo do produto ocorreram com
60% da capacidade de retencdo de agua, e, assim como neste trabalho, apos 30 dias de
maturagao.

Além dos fatores atmosféricos, o tipo de substrato e a origem do solo que compde a
biomistura podem influenciar diretamente no desenvolvimento da microbiota do biobed, ja que
eles definem a quantidade de matéria organica e lignocelulose que estara disponivel para esta

microbiota (CASTILLO et al., 2008; SAEZ et al., 2018). As trés biomisturas avaliadas
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apresentaram valores proximos de matéria organica (26,7% em BP, 24,2% em BH e 23,9% em
BA) e de todos as outras propriedades quimicas avaliadas, com excec¢ao do fosforo, que foi
inferior em BA (9,30 mg dm™). Os valores de UFC apresentaram uma diferenciagdo em BA
também, tendo o valor mais alto, 3,72 + 2,04 x 10* UFC g''. Isto torna clara a necessidade de
associar analises que indiquem efetivamente o estado da microbiota ou da atividade microbiana
do material, junto das analises de propriedades quimicas do biobed, de forma que seja possivel
relaciona-las. Para este proposito, além da contagem de fungos, estudos em biobeds utilizam
metodologias de andlises enzimaticas para a obtencdo de indices de respiragdo microbiana
(TORTELLA etal.,2013a; GEBLER etal., 2015) e de perfis fisiologicos a nivel de comunidade
(TORTELLA et al., 2013c).

A adi¢do de hiimus de minhoca ja foi avaliada em outros tipos de biomisturas, em
concentragdes diferentes das apresentadas neste trabalho. Diaz et al. (2016) avaliaram novas
biomisturas quanto a sua eficiéncia em promover o crescimento microbiano e degradar
efluentes compostos por dimetoato, imidacloprido, tebuconazole, metalaxil e oxyfluorfen, ao
longo de 30 dias. As biomisturas foram compostas por solo agricola, residuos vegetais e humus
de minhoca proveniente de diferentes fontes. A avaliagdo da abundancia das comunidades de
fungos e bactérias comprovou que o himus de minhoca gerou um alto crescimento microbiano,
sendo considerado um bom substrato para compor o biobed.

Tanto a acicula de pinus quanto o hiimus de minhoca se mostraram eficientes
promotores do crescimento da comunidade fingica, gerando valores de UFC mais altos que a
biomistura BP, com turfa. Desta forma, os dois substratos apresentam o potencial de garantir a

eficiéncia dos biobeds alternativos na degradagao de agrotoxicos.

3.4.2 Resposta de fungos ao fosmete

Na Tabela 3 ¢ possivel observar uma queda no niumero de colonias fungicas entre as
biomisturas limpas e contaminadas de BA. Ou seja, a adi¢do do produto foi, provavelmente, o
principal fator que gerou impactos negativos sobre a comunidade fingica desta biomistura, ja
que esta comunidade ndo apresentou uma recuperacao ou similaridade com o nimero de
colonias apresentado por BA limpo, mesmo apo6s 90 dias da contaminacdo. Em BH e BP a
queda nas médias de UFC ocorreu apenas entre as épocas de avaliagdo, caindo ap6s 90 dias, e

indicando um possivel efeito do envelhecimento destas biomisturas sobre as comunidades
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fungicas. Nestas duas biomisturas o efeito do agrotoxico, isoladamente, ndo gerou diferencas
nos nimeros de colonias.

Outros autores também relatam a redugcdo no nimero de coldnias apds a aplicacao de
agrotoxicos no biobed. Tortella et al. (2013c) avaliaram o niimero de coldnias de fungos,
crescendo em um biobed padrao limpo e outro contaminado por atrazina, ao longo de 90 dias.
O niimero médio de UFC oscilou ao longo dos periodos de avaliagdes, realizadas a cada 10
dias. O valor obtido no substrato limpo foi de 3,4 x 10° UFC g aos 0 dias de incubacio para
7,4 x 10° UFC g aos 90 dias de incubagdo. J4 no substrato contaminado os nimeros foram
inferiores, de 2,1 para 6,9 x 10° UFC g! aos 0 e 90 dias, respectivamente.

Comportamento similar foi obtido para a biomistura BA desta dissertacdo, que
apresentou a média geral de 2,73 x 10* UFC g sem fosmete, e 1,68 x 10* UFC g com a
presenca do fosmete (Tabela 3). Os valores médios da biomistura BP, que ¢ composta pelos
mesmos substratos do biobed de Tortella et al. (2013c), ndo apresentaram uma queda
significativa nos valores, causada pela adi¢ao do agrotoxico. Saez et al. (2018) afirmam que,
assim como as caracteristicas fisico-quimicas do biobed, o indice UFC varia de acordo com o
local de origem dos substratos que compdem a biomistura. Portanto, esta queda nos valores
médios das populagdes microbianas pode ser esperada em alguns casos, desde que ndo venha a
interferir na eficiéncia da degradacgao do agrotdxico no biobed.

Dentre os isolados fungicos obtidos ao longo deste estudo, 11% apresentaram resultados
promissores em relacdo a tolerdncia ao fosmete. Isso indica que estes isolados podem ser
potenciais degradadores do fosmete na natureza. Porém, a maioria dos isolados (89%) nao
apresentaram P-valores significativos, ou seja, o fosmete ndo gerou mudangas em seu
crescimento. As épocas de coleta destes 11% de isolados compreenderam as quatro quinzenas
iniciais da maturacdo bioldgica, periodo que abrange os 15 até os 60 dias de maturagdo. Isso
indica que, provavelmente, este foi o periodo em que os biobeds laboratoriais tiveram as
colonias fingicas que poderiam atuar mais ativamente na degradacao do fosmete.

Em estudos similares com fungos expostos a agrotéxicos organofosforados, em que foi
realizada a etapa de identificagdo de coldonias, Alvarenga et al. (2015) e Zehra et al. (2018)
avaliaram a degradacdo de organofosforados por fungos filamentosos, com resultados
promissores para representantes dos géneros Penicillium, Aspergillus e Trichoderma. Jauregui
et al. (2003) identificaram cepas das espécies Bjerkandera adusta, Pleurotus ostreatus e
Phanerochaete chrysosporium, capazes de degradar fosmete e outros organofosforados.

Representantes dos géneros Fusarium sp. e Penicillium sp., além de cepas de Mucor
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circinelloides e Alternaria alternata apresentaram potencial de uso para a biorremediacao de
clorpirifos, outro inseticida organofosforado (STAMATIU-SANCHEZ et al., 2015). E Mir-
Tutusaus et al. (2014) indicaram a capacidade do Trametes versicolor em degradar uma mistura
de agrotoxicos e antibidticos. Desta forma percebe-se que uma série de fungos possuem a
capacidade de degradar estes agrotdxicos, e suas espécies sdo diferentes para cada local de
avaliacdo. Por isso ¢ importante que estes tipos de estudo sejam realizados em todas as regides
aonde o biobed ¢ implantado.

Avaliagdes apos os 90 dias de degradacdo do fosmete, permitiriam identificar o
momento em que o numero de colonias fingicas atingisse um valor minimo, inferior ao obtido
no inicio da maturacdo bioldgica. Esta queda no valor de UFC, se relacionada com resultados
de novas analises quimicas das biomisturas que indicassem a reducdo da matéria organica,
poderia representar o fim da vida util do biobed. A identificagdo molecular dos isolados
fingicos apresentados neste estudo, além da avaliacdo de suas respostas a outros agrotoxicos,

permitiria que estes isolados com fossem utilizados para potencializar a eficiéncia do biobed.

4. CONCLUSOES

A contagem de fungos permitiu observar que todas as biomisturas foram eficientes em
promover a atividade fungica, durante o periodo de maturacdo biologica e apds a aplicagdao do
agrotoxico. A biomistura do Biobed Acicula apresentou o nimero mais alto de fungos na
maturacao biologica, e apos a aplicacdo do fosmete, os valores de UFC apresentados por esta
biomistura contaminada mostraram um impacto maior, sendo inferiores aos valores obtidas na
mesma biomistura limpa. Para BP e BH o impacto maior sofrido pelas comunidades fingicas,
apresentado pela queda em valores de UFC, ocorreu ap6s 90 dias de aplicacdo do agrotoxico,
podendo ser influenciados pelo envelhecimento do material. A época ideal para iniciar a
contaminagdo destes biobeds foi, provavelmente, a partir dos 30 dias de maturagao bioldgica.

Os dados de crescimento micelial na presenca de fosmete indicaram que, dentre os
fungos isolados, apenas 11% apresentaram um aumento no crescimento pelo contato com o
produto. A identificagdo destes organismos, a nivel de espécie, apresenta-se como uma etapa

necessaria que permitird o uso efetivo destes organismos em biobeds.
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CAPITULO 3

ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE E ANALISES QUIMICAS NA AVALIACAO DA
DEGRADACAO DE FOSMETE EM SISTEMAS DE DISPOSICAO DE RESIDUOS DE
AGROXICOS - BIOBEDS'

! Parte deste capitulo foi apresentado no XIV Congresso Brasileiro de Ecologia do Brasil, em

setembro de 2019, em Sao Lourengo, MG.
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RESUMO

O uso de agrotoxicos gera efluentes concentrados, compostos por restos de calda e residuos
oriundos da lavagem dos pulverizadores. Biobeds sao desenvolvidos com o proposito de receber
e degradar estes efluentes, evitando que eles venham causar contaminag¢ao ambiental. Estudos
envolvendo biobeds necessitam de andlises para avaliar sua eficiéncia na degradagdo do residuo
de agrotoxicos. Ensaios com organismos nao-alvo do solo tém sido considerados como uma
importante ferramenta para o monitoramento desta eficiéncia. Em paralelo, as andlises quimicas
permitem confirmar que, além da reducdo da ecotoxicidade, o biobed pode reduzir a
concentragdo do agrotoxico ao longo do tempo. Neste estudo, foram utilizados colémbolos
(Folsomia candida) e enquitreideos (Enchytraeus crypticus) em ensaios cronicos de
reprodugio, para monitorar a degradagio do inseticida organofosforado fosmete (35 mg kg™')
em biobeds laboratoriais. Foi utilizada a biomistura padrao de biobeds (BP), composta por solo
agricola palha e turfa; comparando-a com duas biomisturas alternativas, que levaram himus de
minhoca (BH) ou acicula de pinus (BA) no lugar da turfa. Junto a estes ensaios foi avaliada a
queda na concentragdo do produto, através de anélises quimicas. As andlises foram realizadas
aos 0, 30, 60 e 90 dias apos a contaminacdo dos biobeds laboratoriais. A andlise estatistica dos
dados de ecotoxicidade foi realizada com ANOVA seguida do teste de Dunnett (p<0,05),
comparando a reprodugdo nos substratos contaminados com seus controles (substratos limpos),
para cada biomistura. Para as anélises quimicas foi gerada a curva de degradagao e realizado o
calculo da meia-vida (DTso) do fosmete nas biomisturas. Os colémbolos mostraram-se mais
sensiveis ao inseticida que os enquitreideos. As biomisturas BA e BH foram capazes de reduzir
a ecotoxicidade para colémbolos aos 60 dias de degradagdo, porém ainda foi detectada
ecotoxicidade para BP mesmo apos 90 dias; para enquitreideos ndo foi detectada ecotoxicidade
apos 30 dias de degradacdo nos trés biobeds. Nas curvas de degradagdo do agrotdxico, o biobed
alternativo com acicula promoveu uma degradacao mais rapida, e a meia vida mais baixa (DTso
= 12,20 dias); enquanto que o BH apresentou maior taxa de degradacgdo, chegando a degradar
99% da dose de fosmete adicionada, ao passo que BA degradou 96%. Este trabalho permitiu
concluir que acicula de pinus e himus de minhoca tém potencial para substituirem a turfa como
materiais alternativos na biomistura de biobeds, ja4 que mostraram efici€éncia na degradacdo e
reducdo da ecotoxicidade do inseticida avaliado.

Palavras-Chave: Degradacao; Ecotoxicidade; Fauna Edafica; Organofosforado.

ABSTRACT

The use of pesticides generates concentrated effluents composed of spraying residues and
washings from spraying equipments. Biobeds are used for disposing off and degrading these
effluents, avoiding them to cause environmental contamination. Biobeds studies need
evaluations on their efficiency in degrading pesticide residues. Non-target, edaphic organisms
are considered an important tool for efficiency monitoring. At the same time, chemical analyzes
allow to confirm that, in addition to reducing ecotoxicity, biobeds are reducing pesticide
concentration over time. At this study, collembolans (Folsomia candida) and enchytraeid
(Enchytraeus crypticus) were used on chronic reproductive tests, to monitor the degradation of
an organophosphate insecticide, phosmet (35 mg kg'!), at the standard biobed’s biomixture
(SB), composed of soil, straw and peat; comparing it to alternative biomixtures, with pine
leaves (PB), or vermicompost (VB), replacing peat. At the same time, degradation of the
product was evaluated through chemical analysis. Evaluations occurred at the times of 0, 30,
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60 and 90 days after pesticide application. Experimental design of the studies was completely
randomized. Ecotoxicity statistical analysis occurred through ANOVA followed by Dunnett test
(p<0,05), comparing the reproduction in contaminated versus clean biomixtures, for chemical
analysis data, degradation curves and phosmet half-life (DTsg) were estimated. Collembolans
showed to be more sensitive than enchytraeid. Biomixtures PB and VP showed complete
ecotoxicity reduction for collembolans after 60 days, however in SB there was still ecotoxicity
even after 90 days, for enchytraeid, no ecotoxicity was detected after 30 days, for all three
biomixtures. Degradation curves of phosmet showed that PB induced a faster degradation, with
the lowest half-life (DTso = 12,20 d); although VB showed almost complete degradation,
reducing phosmet concentration in 99%, when PB reduced it in 96%. This work showed that
both pine leaves and vermicompost are potentially substitutes for peat in alternative
biomixtures, since they were efficient in degrading the pesticide and reducing its ecotoxicity.

Keywords: Degradation; Ecotoxicity, edaphic fauna; Organophosphate.

1. INTRODUCAO

Os biobeds sao reatores bioldgicos utilizados para descarte e tratamento de efluentes de
agrotoxicos provenientes das atividades agricolas, evitando a contaminacao pontual do solo e
dos corpos hidricos, que pode ocorrer pelo descarte incorreto (CASTILLO et al., 2008; DIEZ,
2010). Nestes sistemas ocorrem processos de biodegradacdo promovidos por microrganismos,
além da adsor¢do fisico-quimica e fotolise. Portanto, a eficiéncia do sistema biobed esta
relacionada com a capacidade do reator em degradar e reter as moléculas de agrotdxicos, e serd
diretamente dependente dos materiais que compdem seu substrato (RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2018). Esta tecnologia foi desenvolvida na Suécia e publicada inicialmente
por Torstensson e Castillo (1997). O substrato original ¢ composto de uma proporcao 2:1:1 de
palha de trigo, turfa e solo agricola. Por ter sido desenvolvido para as condi¢cdes européias, faz-
se importante que sua composi¢ao seja adaptada de acordo com os materiais disponiveis em
cada regido onde ele sera utilizado.

Diversos materiais ja foram identificados como bons substitutos da palha de trigo ou da
turfa na biomistura original. Dentre eles, pode-se citar o biochar (DIEZ et al., 2013), bagaco de
cana de actcar (SAEZ et al., 2018), fibra de coco (CHIN-PAMPILLO et al., 2016) e residuos
vegetais compostados (GONGORA-ECHEVERRIA et al., 2018). Estes foram avaliados
quanto a sua eficiéncia em promover a degradagdo de uma série de produtos quimicos de uso
agricola. Para que seja possivel indicar um substrato alternativo e ambientalmente seguro para
o biobed, ¢ importante que a sua eficiéncia seja avaliada em relacdo a degradagdo quimica e

quanto a redugdo da ecotoxicidade do agrotdxico. A andlise quimica permite avaliar a
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capacidade do biobed em reduzir a concentragdo do agrotdxico ao longo do tempo. Porém, estas
analises limitam-se a identificar determinadas moléculas e dentro de um limite de quantificagcdo
(VARELI et al., 2018). A limitacdo ¢ que as analises ndo detectam os metabolitos, nem podem
assegurar que, mesmo em baixas concentragdes, ndo hajam efeitos de toxicidade para os
organismos presentes no solo onde a biomistura serd descartada, ap6s o periodo de degradagao
e compostagem (HUETE-SOTO et al., 2017).

A forma de monitorar o decréscimo da ecotoxicidade ¢ a partir dos ensaios
ecotoxicolégicos (RODRIGUEZ-CASTILLO et al.,, 2018). A Ecotoxicologia é a ciéncia
responsavel por avaliar a toxicidade de determinadas substancias, naturais ou sintéticas, sobre
um ecossistema como um todo (NIVA; BROWN, 2019). O objetivo ¢é prevenir a ocorréncia
dos efeitos adversos de substancia emitidas pelo homem sobre o ecossistema, suas fungoes,
estruturas e biodiversidade. Baseia-se na observagao do efeito destas substancias sobre
organismos-teste de espécies conhecidas, representantes das populagdes do ecossistema em
questdo (NIEMEYER et al., 2012; TARAZONA; RAMOS-PERALONSO, 2014).

O monitoramento com o0s ensaios permite uma determinacdao direta do nivel de
toxicidade em que se encontra a biomistura, prevendo efeitos que possam ocorrer no ambiente,
de acordo com as respostas dos organismos-teste (BARETTA et al., 2003; RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2018). Através de ensaios cronicos é possivel avaliar o efeito de um
contaminante sobre a reproducdo dos organismos, sendo que a assimilacdo da substancia
quimica pode ocorrer de forma dérmica ou alimentar (ABNT, 2011; ISO, 2011). Os ensaios
agudos de letalidade baseiam-se na exposi¢dao dos organismos-teste a amostra contaminada e a
amostra limpa, durante um periodo de 14 dias. Tem-se como objetivo avaliar a letalidade
através da comparacao do numero de sobreviventes em cada amostra (ABNT, 2012).

O uso de invertebrados do solo nos ensaios tem sido amplamente aplicado devido a
facilidade de cultivo, ciclo de vida reduzido e dimensdes corporais pequenas. Para garantir a
confiabilidade dos resultados sdo utilizadas espécies sensiveis cujas fun¢des nos ecossistemas
sejam importantes e conhecidas. Este ¢ o caso dos enquitreideos e colémbolos, que sdo
organismos geobiontes, ou seja, possuem uma alta sensibilidade a qualquer impacto no solo
pois seu ciclo de vida ocorre inteiramente nele (MENTA, 2012). Eles sdao sensiveis a uma série
de contaminantes (NIVA; BROWN, 2019), podendo citar os metais (BUCH et al., 2016; ZHU
et al., 2016), compostos organicos como os hidrocarbonetos de petrdleo (GAINER et al., 2018;
KHAN et al., 2018), nanomateriais (HUND-RINKE et al., 2016), e agrotdéxicos (AMORIM et
al., 2012; NIEMEYER et al., 2017).
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Enquitreideos sdo anelideos oligoquetas escavadores do solo, que contribuem para a
segregacao da matéria organica e a ciclagem de nutrientes, sendo comum sua presenga em
associacdo a minhocas (NIVA; BROWN, 2019). Devido a estas caracteristicas, sao
considerados bioindicadores ecologicamente relevantes, e possuem norma propria da ABNT
para realizagdo dos ensaios cronicos. Sdo de facil manuseio e possuem um ciclo de vida mais
rapido que o das minhocas, apresentando entdo uma vantagem para os ensaios ecotoxicologicos
(ABNT, 2012). Colémbolos sao invertebrados artrépodes, sendo um dos grupos de organismos
mais abundantes na fauna edafica. Sao utilizados em ensaios de ecotoxicidade por serem de
facil criacdo e possuirem um papel importante nos processos de mineralizagdo do solo (ABNT,
2011; AMORIM et al, 2012), e por sua alta sensibilidade a qualquer alteracdo que venha a
ocorrer em seu ambiente (NIVA; BROWN, 2019). Ensaios de reprodugdo e de comportamento
de fuga com estes organismos sdo padronizados internacionalmente (ABNT, 2011; ISO, 2011).

Em biobeds, ¢ importante que seja avaliada a resposta dos organismos do solo as
biomisturas envelhecidas, e estes ensaios vém sendo utilizados para acompanhar a reducdo da
ecotoxicidade do agrotoxico. Avaliagdes utilizando organismos do solo foram feitas por Masin
etal. (2018), que aplicaram ensaios de letalidade e reproducao com minhocas da espécie Eisenia
fetida para avaliar e comparar a eficiéncia de oito novas biomisturas em degradar glifosato. Os
maiores indices de reproducdo ocorreram nos substratos que levaram palha de trigo e solo
argiloso na composi¢do. Huete-Soto et al. (2017) aplicaram ensaios de fitotoxicidade com
sementes de Lactuca sativa, onde se observou a reducao do efeito da toxicidade de uma mistura
de herbicidas e inseticidas sobre o desenvolvimento das plantulas.

No Brasil, Carniel (2015) avaliou a degradacdo de uma série de aplicagdes de
mancozebe e clorpirifés em um biobed a campo, e comparou com dois tipos de solos
subtropicais. O pior cendrio de uso do hiobed também foi avaliado, através do derrame acidental
de um litro de clorpirifés no biobed. Ensaios de reproducao foram realizados com espécies de
colémbolos (Folsomia candida), enquitreideos (Enchytraeus crypticus) e minhocas (Eisenia
andrei). Os ensaios indicaram algum nivel de efeito de toxicidade, que foi reduzindo ao longo
de 420 dias de avaliagdo para todos os tratamentos. Com exce¢do dos colémbolos, que
apresentaram consideravel sensibilidade ao clorpirifés, um inseticida organofosforado, mesmo
apos 420 dias de aplicacao do produto em uma amostra de latossolo, e apos 420 dias no caso
de derrame acidental no biobed. Gebler et al. (2015) utilizaram E. fetida na avaliagdo de um
biobed que recebeu aplicagdes de glufosinato de amonia e clorpirifos. As taxas de mortalidade

e fuga foram altas durante as aplicagdes iniciais, e reduziram a medida em que mais aplicagdes
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foram realizadas, indicando uma preferéncia das minhocas pelo biobed contaminado, nos
ensaios de fuga.

O estudo apresentado neste capitulo visou avaliar trés biomisturas diferentes na
composicdo de biobeds laboratoriais (a original e duas alternativas). Buscou-se avaliar a
eficiéncia destas biomisturas em reduzir a ecotoxicidade do inseticida organofosforado fosmete
(Imidan®) sobre colémbolos e enquitreideos, ao longo de 90 dias. Como forma de confirmar
esta eficiéncia, foram apresentados resultados da analise quimica de degradagao do produto ao

longo do tempo, nas biomisturas dos biobeds laboratoriais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 BIOBEDS LABORATORIAIS

Foram utilizados neste capitulo os mesmos biobeds laboratoriais montados e descritos
no Capitulo 2. O Biobed Padrao (BP), Biobed Acicula (BA) e Biobed Himus (BH) foram
mantidos em incubadora do tipo DBO, na temperatura de 20+2°C, durante os 9 meses de
duracao do projeto, correspondentes aos periodos de maturagdo bioldgica, seguida da aplicacao
do fosmete e avaliagcdo da degradacao.

Como previamente descrito, a dose aplicada de fosmete, através do Imidan® (500 WP),
foi de 35 mg ia kg!. Apos este procedimento, as reducdes a nivel de ecotoxicidade e de
concentragcdo quimica do fosmete foram avaliadas por 90 dias, durante os quais retiraram-se
amostras mensais destrutivas, dos biobeds laboratoriais com fosmete ¢ sem fosmete, nos
periodos de 0, 30, 60 e 90 dias depois da contamina¢do. Um resumo das amostragens realizadas
pode ser visualizado no esquema experimental da Figura 1. Para as andlises ecotoxicoldgicas
foi realizada uma amostragem composta das trés repeticdoes da biomistura contaminada, e para
as andlises quimicas foram coletadas trés subamostras desta biomistura. Para ambos os casos
foi realizada uma amostragem simplificada da biomistura limpa. Estas amostras foram

acondicionadas em recipiente plastico e mantidas em congelador a -18°C.
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Figura 1 — Esquema experimental da amostragem destrutiva dos biobeds laboratoriais, ao
longo dos 90 dias de monitoramento ecotoxicologico e quimico da degradacdo do fosmete.
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Fonte: O autor (2020).

2.2 DETERMINACAO QUIMICA DO FOSMETE

A determinagdo quimica do fosmete nos biobeds laboratoriais foi realizada por
laboratorio parceiro do grupo de pesquisa em biobeds no Brasil. O CEPARC (Centro de
Pesquisa e Analise de Residuos e Contaminantes) estd estabelecido no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), no municipio de Santa Maria — RS.
Neste local sdo desenvolvidos e aplicados métodos analiticos para determinacao de residuos de
agrotoxicos e micotoxinas (CEPARC, 2019).

O procedimento para extragdo residual do fosmete foi baseado no estudo otimizado e
validado para determinacdo individual e multirresidual de agrotoxicos em biobeds,
desenvolvido por Vareli (2019). Apos a extragdo em acetona, a determinagdo dos residuos foi
feita por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (UPLC-MS/MS, do inglés Ultra Performance Liquid Chromatography — Tandem
Mass Spectometry), a partir da metodologia para determinacao multirresidual de agrotoxicos
em frutas e vegetais, desenvolvido por Dias et al. (2017). Os limites de detec¢do (LOD) e
quantificagdo (LOQ) para o fosmete em biobeds foram de 0,02 mg kg! (LOD) e 0,1 mg kg™!

(LOQ).
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O célculo de meia-vida do agrotoxico (DTso) foi realizado a partir da Equagdo Cinética

de Primeira Ordem (KARANASIOS et al., 2012), apresentada na Equacao 1.

C=Cyxe kit (1)
Onde:

C = concentracao do agrotdxico no tempo ¢
Co = concentragdo inicial do agrotdxico

k = constante do modelo de primeira ordem

2.3 PREPARACAO AMOSTRAL PARA OS ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE

Todas as avaliagdes e procedimentos descritos nos proximos itens deste capitulo foram
realizados no laboratério de Ecologia da UFSC, Campus de Curitibanos. Antes de cada ensaio,
as amostras foram desfaunadas por trés ciclos de congelamento e descongelamento, buscando
eliminar possiveis invertebrados presentes (p.e. d&caros € moscas) nas biomisturas.

Para os ensaios de ecotoxicidade, as biomisturas sem agrotoxico foram utilizadas como
controle para efeitos de comparagdes estatisticas com as biomisturas contaminadas.
Adicionalmente, foi usado como controle do ambiente de ensaio o solo artificial tropical (SAT).
O SAT ¢ uma modificagdo do solo artificial OECD (OECD, 1984), proposta por Garcia (2004),
onde a turfa ¢ substituida por p6 de casca de coco. Este substrato padrao ¢ o recomendado para
as avaliagdes ecotoxicologicas em regides de clima tropical (ALVES et al., 2013). Para o
presente estudo, o SAT foi composto por 5% de p6 de casca de coco (seco e peneirado), 75%
de areia fina (lavada e seca) e 20% de caulim, com o pH ajustado para a faixa entre 5,5 e 6,5

com adi¢do de CaCOs.

2.4 ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE E ORGANISMOS-TESTE

Foram realizados ensaios para avaliagdo cronica da reproducdo dos invertebrados
terrestres, com organismos de criagdes sincronizadas em laboratorio, das espécies F. candida
(Colémbolo) e E. crypticus (Enquitreideo). Os ensaios foram aplicados de acordo com as

normas ABNT, em dois momentos do presente projeto. O primeiro momento envolveu a
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avaliacdo das trés biomisturas contaminadas (BP, BH, BA), coletadas nos tempos de 0 e 30 dias
de degradagao do fosmete. O segundo momento visou avaliar a ecotoxicidade aos 60 ¢ 90 dias
de degradag¢do. Em todos os ensaios, foram usados como controles as biomisturas limpas
(testemunhas dos ensaios) e 0 SAT. O SAT ¢ utilizado com o objetivo de atestar a confiabilidade
do ensaio, através da validag¢do de parametros minimos de reprodu¢do dos organismos. Todos
os tratamentos foram realizados com cinco réplicas, contando ainda com uma réplica adicional,
sem organismos, para o controle de umidade e pH finais. Umidade e pH foram medidos também
no inicio dos ensaios, servindo ndo sé para monitoramento dos pardmetros dos ensaios
ecotoxicoldgicos, mas para controle de umidade e pH dos biobeds. Os ensaios foram

conduzidos como experimentos inteiramente casualizados.

2.4.1 Reproducio de colémbolos

De acordo com a norma ABNT NBR/ISO 11.267 (ABNT, 2011), as criagcdes de F.
candida (Figura 2B) foram mantidas em recipientes plasticos contendo um substrato composto
por carvao ativado e gesso na propor¢do de 1:10. As culturas foram mantidas em camara tipo
DBO, a 20£1°C, com fotoperiodo claro/escuro de 16h/8h, e recebendo o fermento seco como
alimento semanal. Os adultos foram trocados de substrato como forma de estimulo a
reproducdo, com auxilio de um aparato de sucg¢do, composto por uma pipeta Pasteur, filtro de
tecido, algodao e mangueira. Os ovos para o ensaio foram coletados e depositados em um novo
recipiente com substrato, quatro dias apds a troca dos adultos. Dois dias apds a eclosao dos
primeiros juvenis, o restante dos ovos foi descartado. Os juvenis foram usados para ensaio com
idade entre 10 e 12 dias.

Para a montagem dos ensaios, as réplicas amostrais de 30 g receberam dez exemplares
juvenis de F. candida. Os ensaios foram incubados em DBO por 28 dias a 20+1°C e fotoperiodo
de 16 h claro / 8 h escuro. A manuten¢ao da umidade foi realizada semanalmente, repondo dgua
perdida, através da pesagem e adicdo de dgua destilada. Os organismos receberam
aproximadamente 2 mg de fermento seco no 1° dia e no 14° dia. Aos 28 dias foi realizada a
leitura do ensaio, adicionando dgua e gotas de tinta de carimbo. Apos agitagdo com um bastao
de vidro, os organismos vivos flotavam na superficie do liquido, permitindo o registro

fotografico para posterior contagem no programa ImageJ® (Figura 2A).
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Os ensaios foram considerados validos quando o minimo de 100 juvenis por recipiente
foi atingido nos controles (testemunhas e SAT), ndo excedendo 30% de variagao, e o percentual

de letalidade dos adultos menor ou igual a 20%.

Figura 2 — Imagens retratando os ensaios com colémbolos (F. candida) e os
organismos utilizados.

(A) Leitura de um ensaio com F. candida, aonde € possivel observar os colémbolos flutuando na superficie do
liquido. (B) Imagem de um dos recipientes utilizados para a criagdo dos organismos-teste, cujos exemplares sdo
visualizados a partir da fotografia em lupa (40x).

Fonte: O autor (2019).

2.4.2 Reproducio de enquitreideos

Para a criacdo de E. crypticus (Figura 3) seguiu-se a norma ABNT NBR/ISO 16.387
(ABNT, 2012), que traz especificagdes para o cultivo dos organismos. O cultivo foi realizado
em SAT umedecido com 4gua destilada, a temperatura de 20+£1°C com fotoperiodo claro/escuro
de 16h/8h, alimentando os organismos semanalmente com aveia fina. A manutengdo das
criacdes foi feita a partir da transferéncia periddica de alguns organismos para um novo
recipiente.

Para a montagem dos ensaios, foram usadas cinco réplicas de 30 g de peso fresco para
cada tratamento, onde foram inseridos dez adultos clitelados de E. crypticus. Os recipientes
foram mantidos em DBO a 20+1°C e fotoperiodo de 16h/8h, ao longo de 28 dias. A manutengao
da umidade foi realizada semanalmente, quando também foram adicionados aproximadamente
25 mg de aveia fina como alimento.

Transcorridos os 28 dias, foi realizada a adicdo de alcool 70% e algumas gotas de
corante rosa bengala para corar os juvenis. A partir de sete dias deste procedimento, iniciou-se

a contagem de juvenis em lupa estereoscopica binocular (40x), Figura 3. Os ensaios foram
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considerados validos quando a média de 25 juvenis foi obtida por recipiente-teste nos controles,

nao excedendo 50% no coeficiente de variacao.

Figura 3 — Imagens retratando os ensaios com enquitreideos (E. crypticus) € 0s organismos
utilizados.

(A) Contagem da reprodugdo de E. crypticus. (B) Organismos de cor rosada visualizados na lupa (40x).
Fonte: O autor (2019).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de ecotoxicidade foram analisados no software RStudio© (2019). A
normalidade foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk, enquanto a homogeneidade foi
verificada através dos testes de Bartlett e Fligner-Killeen. Apos, foi aplicada a analise de
varidncia (ANOVA) seguida do teste de comparacdes multiplas de Dunnet (p<0,05),
comparando o niimero de juvenis das biomisturas contaminadas com o niimero de juvenis dos
respectivos controles (biomisturas ndo contaminadas). Nos casos em que os dados nao foram
normais, realizou-se a transformagao através do método de Box-Cox, para entdo prosseguir com
a aplicagdo da ANOVA e teste de Dunnet.

Os parametros do modelo cinético de degradagdo quimica do fosmete foram estimados

no RStudio© (2019).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 ANALISES QUIMICAS RESIDUAIS DO FOSMETE

As curvas de degradagdo percentual do fosmete encontram-se na Figura 4. Inicialmente,
0 Biobed Acicula foi o que induziu uma queda mais rapida da concentrag¢do do produto, seguido
de BP e entdo BH. A partir dos 60 dias as trés biomisturas apresentaram concentragdes similares
do agrotdxico, sendo que ainda ocorreu uma queda menos pronunciada, porém ainda existente
em BA, e quase inexistente para as outras duas biomisturas. Em valores percentuais, BA reduziu
a concentragdo de fosmete em 96%, BP reduziu em 91%, e BH foi a biomistura mais eficiente
na degradacao do fosmete, reduzindo sua concentracdo em 99%. A dose inicial aplicada foi de

35 mgia kg™

Figura 4 — Curvas de degradacao do fosmete, em valores percentuais, ao longo de 90 dias de
avaliagdes mensais, para os tré€s biobeds avaliados no projeto (BP, BA e BH). A época de
coleta zero ocorreu logo apds a aplicagao do produto.

100 %

75 —e— Biobed Padréo
—m— Biobed Acicula

Biobed Himus

m—

0 30 60 90
Epoca de Coleta (dias)

25 4

Degradagéo de Fosmete (%)

Valores percentuais baseados na média de trés subamostras.
Fonte: O autor (2020).

Quanto aos valores de meia vida do fosmete, BA apresentou DTso = 12,20 dias, seguido

de BP (DTso = 26,03 dias) e BH (DTso = 26,46 dias), que foram similares.
3.2 ENSAIOS DE REPRODUCAO COM COLEMBOLOS
Considerando que os ensaios de ecotoxicidade foram realizados em dois momentos

separados, foi necessario desenvolver graficos de colunas a partir da proporcionalidade do

numero de juvenis obtidos na parte 1 e parte 2, em relagdo as suas respetivas testemunhas. O
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SAT foi avaliado para fins de validagdo, sendo que os valores minimos de reprodugdo foram
atingidos em todos os ensaios.

A sintese das médias reprodutivas de F. candida em cada um dos biobeds avaliados
encontra-se na Tabela 1. Os dados das avaliacdes de 0 e 30 dias foram comparados com a
Testemunha 1, e os dados das avaliagdes de 60 e 90 dias foram comparados com a Testemunha

2. Para BH os dados dos quatros periodos foram comparados com apenas uma Testemunha.

Tabela 1 — Juvenis de F. candida (média + desvio-padrdo) nas diferentes biomisturas,
contaminadas com fosmete e testemunhas, apos 0, 30, 60 e 90 dias da contaminagao.
Numero Médio de Juvenis — F. candida

Amostra Média = DP
Testemunha.l  208,5 46,3
0 dias 2,6+1,7*
Biobed Padrio 30 dias 6o=T1
Testemunha.2  273,4 £ 28,6
60 dias 148,8 £ 53,7 *
90 dias 191,0 £ 68,4 *
Testemunha.l  303,6 = 100,5
0 dias 184+6,9 *
30 dias 80,2 +41,6 *
Biobed Acicula
Testemunha.2  308,8 £84,0
60 dias 307,6 =24.,0
90 dias 321,8+89,0
Testemunha 4172+ 106,7
0 dias 264 +£125%
Biobed Himus 30 dias 524+£17,0%
60 dias 439,8 £ 94,9
90 dias 400,4 + 89,0

* Numero de juvenis significativamente menor que na testemunha (Dunnett, p<0,05). Os dados das avaliacdes de
0 e 30 dias foram comparados com a Testemunha 1, e os dados das avaliagoes de 60 e 90 dias foram comparados
com a Testemunha 2. Para BH os dados dos quatros periodos foram comparados com apenas uma Testemunha.
Fonte: O autor (2019).

Para o BP contaminado, foi possivel observar que em nenhum momento a resposta do
ensaio de reprodugdo atingiu a semelhanga de 100% em relagdo a biomistura BP limpa

(testemunha). O valor méaximo atingido foi de aproximadamente 70% de semelhanca da
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resposta reprodutiva no tempo maximo avaliado de 90 dias de degradacao do fosmete, aonde
manteve-se a diferenga estatistica significativa (Figura 5A). Isso correspondeu a uma média de
191,0 £ 68 juvenis aos 90 dias, para 273,4 & 28,6 juvenis na Testemunha 2, e indica que para
esta biomistura seriam necessdrios mais ensaios de ecotoxicidade apds os 90 dias para
identificar o més em que esta diferenca estatistica deixasse de ocorrer.

Para BA a diferenca deixou de ser significativa aos 60 dias, com a média de 307,6 + 24,0
no tratamento, e 308,8 £ 84,0 juvenis na Testemunha 2. A reprodu¢do continuou a aumentar
aos 90 dias, o que pode ser observado na Figura 5B. Em BH a diferenga significativa também
deixou de ocorrer aos 60 dias, porém, apresentou uma queda na reproducdo aos 90 dias. Neste
periodo, as médias cairam de 439,8 + 94,9 para 400,4 + 89,0 juvenis, respectivamente (Figura

5C).

Figura 5 — Reproducdo de F. candida, nas biomisturas BP, BA e BH, ao longo de 90 dias de
degradacgdo do fosmete.
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* Numero de juvenis significativamente menor que na testemunha (Dunnett, p<0,05). Os dados s@o apresentados
em porcentagem pois representam a relacdo da reprodugdo obtida em cada época de coleta com suas diferentes
testemunhas.

Fonte: O autor (2019).

3.3 ENSAIOS DE REPRODUCAO COM ENQUITREIDEOS

Os resultados dos ensaios de reprodu¢do com E. crypticus encontram-se na Tabela 2. A

reproducao sob efeito do fosmete foi inferior as testemunhas apenas no tempo zero, se tornando



90
superior a elas a partir dos 30 dias de degradagdo, em todas as biomisturas avaliadas. Apos este

periodo, foi possivel observar uma queda na reproducao em algum momento das avaliagdes.

Tabela 2 - Juvenis de E. crypticus (média £ desvio padrdo) nas diferentes
biomisturas, contaminadas com fosmete e testemunhas, apos 0, 30, 60 e 90 dias da

contaminagao.
Niamero Médio de Juvenis - E. crypticus
Amostra Média = DP
Testemunha.l 918,6 £40,8
0 dias 699,0 +130,3 *
30 dias 1021,0 £94,9
Biobed Padrao
Testemunha.2 1075,8 £ 96,5

60 dias
90 dias

1265,6 +251,7
1132,6 £184,6

Biobed Acicula

Testemunha.l
0 dias
30 dias
Testemunha.2
60 dias
90 dias

1085,8 £105,2
601,8 £ 68,4 *
1278,4 £177,7
1074,6 £ 186,2
1230,4 +170,9
1185,4 +£295,1

Biobed Hamus

Testemunha.l
0 dias
30 dias
Testemunha.2
60 dias
90 dias

823,6 £ 196,1
737,0 £165,1
1122,8 £ 109,0
1005,5 £ 130,0
1247,0 £ 108,5
930,6 £ 169,0

* Numero de juvenis significativamente menor que na testemunha (Dunnett, p<0,05). Os dados das avaliagdes de
0 d e 30 d foram comparados com a Testemunha 1, e os dados das avaliagdes de 60 d e 90 d foram comparados
com a Testemunha 2.

Fonte: O autor (2019).

No caso de BP (Figura 6A) ¢ BA (Figura 6B), a média das testemunhas foi
estatisticamente superior a reproducdo de 0 dias, sendo 918,6 + 40,8 na Testemunha 1 para
699,0 + 130,3 juvenis no tempo zero, ¢ 1085,8 £ 105,2 juvenis na Testemunha 1 para 601,8 +
68,4 no tempo zero, respectivamente. A partir dos 30 dias nao foi possivel observar efeitos do

produto sobre a reproducdo dos enquitreideos. As testemunhas de BH, cujas médias de juvenis
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foram 823,6 £ 196,1 e 1005,5 + 130,0 (Tabela 2), ndo foram significativamente superiores a
nenhum dos periodos de avaliagdo da ecotoxicidade de fosmete. Ainda, foi observada uma
queda consideravel no namero de juvenis a partir da avali¢ao de 30 dias, passando de 1122,8 +
109,0 para 930,6 = 169,0 juvenis aos 90 dias. Apesar disso, este valor ndo foi estatisticamente

inferior aquele apresentado pelas testemunhas.

Figura 6 — Reproducao de E. crypticus, nas biomisturas BP, BA e BH, ao longo de 90 dias de
degradagdo do fosmete.
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* Numero de juvenis significativamente menor que na testemunha (Dunnett, p<0,05). Os dados sdo apresentados
em porcentagem pois representam a relacdo da reproducdo obtida em cada época de coleta com sua respectiva
testemunha.

Fonte: O autor (2019).

3.4 DISCUSSAO
3.4.1 Organismos-teste

Segundo dados fornecidos pela IUPAC (2019), o fosmete possui resultados importantes
relacionados a ensaios de ecotoxicidade com minhocas (Eisenia foetida), que indicaram a
concentragio de efeito de 0,144 mg kg™ nos ensaios cronicos de reproducio, e dose letal para

50% dos individuos (DLso) de 52 mg kg™
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De forma geral, os enquitreideos vem sendo considerados menos sensiveis que
colémbolos em ensaios com inseticidas (NIEMEYER et al., 2017). Apesar disso, a resposta
deste grupo, associada a resposta dos colémbolos permite obter um panorama mais completo a
respeito dos niveis de redug¢do de ecotoxicidade do material avaliado. Considerando estudos
envolvendo produtos similares ao fosmete, que € um inseticida organofosforado, Natal-da-Luz
(2012) avaliaram o efeito do diazinon sobre a reproducdo e fuga de E. crypticus e F. candida.
Para isso, foram utilizadas amostras de uma area agricola que recebeu o produto. Os colémbolos
foram os organismos mais sensiveis, apresentando concentragdes de efeito para 50% da
populagio (CEso) de 0,288 mg i.a. kg'! para os ensaios de reproducio. A reprodugio de E.
crypticus ndo apresentou alteragdes diante do contato com o produto (NATAL-DA-LUZ et al.,
2012). Os colémbolos também foram mais sensiveis ao contato com o inseticida
organofosforado diazinon no estudo de Carniel (2015), que avaliou o efeito de uma biomistura
e dois solos naturais contaminados por clorpirifés sobre a reprodugdo de F. candida e E.
crypticus.

Amorim et al. (2012) avaliaram a resposta aguda e cronica em ensaios com F. candida
exposto a dimetoato (outro inseticida organofosforado) e lindano (inseticida organoclorado).
Os valores de CEso foram de 1,6 mgi.a. kg e 0,8 mg i.a. kg™!, respectivamente. Pereira et al.
(2013) afirmam ainda que inseticidas organofosforados podem gerar falsas conclusdes em
ensaios de fuga com F. candida, ja que ele causa paralisia corporal e impede os organismos de
escaparem do solo contaminado.

Os herbicidas organofosforados, por sua vez, nao apresentam o mesmo efeito sobre os
colémbolos. Niemeyer et al. (2018) avaliaram a resposta de invertebrados do solo a doses
recomendadas de produtos a base de glifosato. Nenhuma dose afetou de forma significativa a
reproducao de colémbolos. Resposta similar foi encontrada por Santos et al. (2012), ao avaliar
um produto a base de glifosato. Estas respostas indicam que herbicidas ndo afetam os
colémbolos de forma tdo intensa quanto os inseticidas. Portanto, em se tratando de estudos
sobre o monitoramento da eficiéncia de biobeds, a escolha das espécies deve levar em conta a
sensibilidade destas aos produtos em avaliagdo. Pode-se levar em consideragdo dados da
literatura, ou ainda realizar ensaios preliminares de letalidade, de forma a determinar a

concentragao que causa efeito letal para 50% da populacao (CLso).
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3.4.2 Eficiéncia das biomisturas propostas

Biomisturas alternativas compostas por himus de minhoca tém sido consideradas boas
opgdes para uso no biobed. Diaz et al. (2017), avaliando a deposi¢ao de humus de minhoca em
um solo contaminado por imidacloprida, obtiveram niveis de mineralizagao do produto de até
10% superiores ao solo que ndo recebeu este substrato, o que indicou um potencial de uso de
hiimus de minhoca em biobeds. Delgado-Moreno et al. (2019) também relataram bons
resultados ao avaliar, dentre outras composi¢des, um biobed composto por solo, vermicomposto
e restos de poda de oliveiras. Ao final de 84 dias de incubagdo do biobed foi possivel atingir
uma taxa de degradacdo de 94% dos contaminantes emergentes presentes em aguas residuais
(diclofenaco, ibuprofeno e triclosan). Romero et al. (2019) comprovaram a eficiéncia de um
biobed composto por solo, brotos de videira e vermicomposto proveniente de vinhaca, na
degradagdo de imidacloprid, metalaxil e tebuconazole.

Em se tratando da biomistura com acicula de pinus, Tortella et al. (2013a) avaliaram o
efeito que a acicula de pinus recém depositada, além de outros residuos organicos ricos em
terpenos, poderia causar sobre a eficiéncia da biodegradacao de atrazina em um biobed original.
A acicula de pinus ndo gerou diferencas na eficiéncia da degradagdo de atrazina, em
compara¢do com a biomistura tradicional. Diferentemente dos resultados obtidos neste
trabalho, aonde o Biobed Acicula gerou a meia vida mais baixa de fosmete (DTso = 12,20 dias),
e uma degradacdo de 96% do produto, superior a biomistura tradicional (BP).

Castro-Gutiérrez et al. (2017) apontam a importincia de estudos a campo para
identificar, previamente ao seu uso efetivo, o tempo em que o biobed podera ser utilizado antes
de envelhecer e perder sua eficiéncia na biodegradagdo, o que também ¢ chamado de vida til
das biomisturas. Condigdes de alta temperatura e umidade possuem a tendéncia de intensificar
a atividade microbiana na biomistura e, consequentemente, seu envelhecimento ocorre de forma
mais rapida. Como o presente estudo mostrou altos percentuais de degradacdo do fosmete nos
biobeds laboratoriais, pode-se presumir que tais niveis de eficiéncia também sejam obtidos em
biobeds em campo, desde que se mantenham as condigdes estaveis de temperatura e umidade
para o desenvolvimento da comunidade microbiana. Porém, ¢ importante saber por quanto

tempo este alto nivel da atividade microbiana sera mantido em cada biomistura.
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4. CONCLUSOES

As biomisturas avaliadas mostraram altos niveis de eficiéncia na reducdo da
ecotoxicidade e degradagdo do fosmete. Os colémbolos foram mais sensiveis ao fosmete que
os enquitreideos, sendo que as biomisturas BA ¢ BH apresentaram a maior capacidade em
reduzir o efeito cronico provocado pelo fosmete sobre a reprodug¢ao de colémbolos. Na
biomistura BP, desenvolvida originalmente para o biobed, os ensaios de reproducdo com
colémbolos indicaram que BP nao foi capaz de reduzir totalmente a ecotoxicidade, apos 90 dias
de avaliacdo. O efeito negativo do fosmete foi mais brando sobre a recuperacdo dos
enquitreideos, que deixaram de apresentar ecotoxicidade apds 30 dias. Apesar de a degradacao
ter ocorrido de forma mais rapida em BA (DTso = 12,20 dias), a taxa mais alta de degradagao
foi atingida por BH.

Novos estudos com biobeds instalados no campo, e com mais de uma aplicagcdo do
fosmete, poderiam confirmar os resultados obtidos neste estudo a respeito da eficiéncia das
biomisturas em degradar o agrotoxico. Para conclusdes mais completas, recomenda-se
avaliagdes futuras envolvendo também a formacao dos metabolitos do agrotdxico, ao longo da
sua degradacdo. Estudos avaliando a aplicagdo de uma mistura de agrotoxicos também devem
ser levados em consideracdo. Estes estudos em campo associados a analises quimicas serdao

importantes para estimar o tempo de vida util efetiva de cada biomistura.
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CONCLUSAO GERAL

As biomisturas alternativas propostas, utilizando acicula de pinus (BA) e himus de
minhoca (BH), mostraram-se eficientes em promover a coloniza¢do fungica, reduzir a
ecotoxicidade e reduzir a concentragao inicial do inseticida fosmete.

Alguns dos isolados flingicos obtidos de BA apresentaram resultados promissores
quanto a sua capacidade de degradagdo do fosmete. Estudos mais aprofundados com estes
isolados sdo importantes para avaliar sua resposta a outros agrotoxicos para que, futuramente,
possam ser identificadas espécies fungicas regionais cuja eficiéncia em degradar agrotdxicos é
conhecida. Estas espécies fungicas, por serem provenientes da regido de Curitibanos, poderdo
ser inoculadas em solos contaminados por agrotoxicos (através da técnica de biorremediacao),
além de serem inoculadas no proprio biobed para acelerar a degradagao dos residuos de
agrotoxicos. A identificacdo de espécies locais de fungos tolerdveis a agrotoxicos, € a
confirmagao de sua capacidade de degradagdo, através de determinagdes quimicas residuais dos
produtos, representa uma importante ferramenta para prevengao ¢ remediagdo ambiental dos
impactos ambientais causados pelo manuseio incorreto de agrotoxicos.

A partir dos resultados desta dissertacao e, com o apoio do Setor Agropecudrio da
UFSC de Curitibanos, foi possivel montar um biobed em campo, na Fazenda Experimental
Agropecudria da UFSC, Campus de Curitibanos. Este biobed foi instalado ao lado das casas de
vegetacao, e esta disponivel para que todos os usudrios da Fazenda Experimental realizem sobre
ele o manuseio de agrotdxicos e o descarte de eventuais restos de caldas.

As proximas etapas deste estudo devem envolver testes em campo para verificar a vida
util das duas biomisturas propostas (BA e BH), em comparagdo a biomistura padrdo, assim
como sua eficiéncia na degradacao de agrotoxicos, estando expostas as oscilagdes naturais de
temperatura ¢ umidade atmosféricas. Para isso poderdo ser aplicados os mesmos métodos
utilizados nesta dissertacdo, avaliando parametros ecotoxicologicos e microbioldgicos. Em
paralelo a eles ¢ importante que ainda sejam aplicadas andlises quimicas para avaliar a
eficiéncia das biomisturas a nivel de reducao da concentragdo do agrotoxico, € analises da
geracao de metabolitos do agrotoxico. Nestes estudos a campo sera importante que, além do
inseticida avaliado no projeto de dissertagdo, sejam avaliadas diferentes misturas de agrotdxicos

que sdo utilizadas nas culturas agricolas da regido Sul do Brasil.
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APENDICE A - DADOS DE AACCM E PIC DOS 52 ISOLADOS DE FUNGOS

Tabela — Valores obtidos para os isolados de fungos do projeto. Estdo apresentados os dados
para Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM) e Porcentagem de Inibigao do
Crescimento (PIC) de todas as repeti¢des (Testemunha vs. Fosmete) de cada isolados.

Isolado Epoca Biomistura Placa AACCM PIC/AACCM (%) PIC Médio (%)

A01/BP1 A01 padréo Testemunha  620,4 -10,25413186
A01/BP1 A01 padréo Testemunha 6852 -21,77003732
A01/BP1 A01 padréo Testemunha  677,4 -20,38386352
A01/BP1 A01 padréo Testemunha  466,8 17,04282922
A01/BP1 A0l padrdo Testemunha  447,6 20,45494935
A01/BP1 A01 padrdo Testemunha  478.8 14,91025413 2930513595
A01/BP1 A0l padrdo Fosmete 464,4 17,46934423
A01/BP1 A0l padrdo Fosmete 464,4 17,46934423
AOl/BPI A0l padréo Fosmete 426,0 242935845
AOl/BPI A0l padrdo Fosmete 350,4 37,72880754
A01/BP1 A01 padréo Fosmete 312,0 44,55304781
A01/BP1 A01 padréo Fosmete 369,6 34,3166874
A01/BP2 A0l padréo Testemunha 6936 -0,419863906
A01/BP2 A0l padréo Testemunha  738.,6 -6,934993485
A01/BP2 A0l padrdo Testemunha 7992 -15,70870132
A01/BP2 A0l padrdo Testemunha  645,6 6,529607644
AO0l/BP2 A0l padrdo Testemunha  631,8 8,527580715
AO0l/BP2 A0l padrdo Testemunha  635,4 8,006370349 39.35138266
A0l/BP2 A0l padrdo Fosmete 493,2 28,59417982
A0l/BP2 A0l padrdo Fosmete 389,4 43,62241205
A01/BP2 A0l padréo Fosmete 607,8 12,00231649
A01/BP2 A0l padréo Fosmete 441,6 36,06486173
A01/BP2 A0l padréo Fosmete 231,0 66,55566816
A01/BP2 A0l padréo Fosmete 350,4 49,26885768
A01/BP3 A0l padrdo Testemunha  853,2 -9,948453608
A01/BP3 A01 padrdo Testemunha  871,2 -12,26804124
AO01/BP3 A01 padrdo Testemunha  857.4 -10,48969072
AOl/BP3 A0l padrao Testemunha  709,8 8,530927835
A01/BP3 A0l padréo Testemunha  679,2 12,4742268
AOl/BP3 A0l padréo Testemunha  685,2 11,70103093 33.96907216
A01/BP3 A01 padréo Fosmete 525,6 32,26804124
A01/BP3 A01 padréo Fosmete 518,4 33,19587629
A01/BP3 A01 padréo Fosmete 529,2 31,80412371
A01/BP3 A01 padréo Fosmete 4584 40,92783505
A01/BP3 A0l padrdo Fosmete 520,8 32,88659794
A01/BP3 A0l padrdo Fosmete 522.0 32,73195876

A01/BP4 A0 padrao Testemunha  492,0 -1,694915254 23,06738322
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AO01/BP4 A0l padréo Testemunha  494,4 -2,190988012
A01/BP4 A0l padrio Testemunha  482,4 0,289375775
AO01/BP4 A01 padrdo Testemunha  462,6 4,381976023
AO01/BP4 A01 padrdo Testemunha  489,0 -1,074824308
A01/BP4 A01 padrdo Testemunha  482,4 0,289375775
A01/BP4 A0 padrdo Fosmete 396,0 18,14799504
AO01/BP4 A0l padréo Fosmete 372,0 23,10872261
AO01/BP4  AO1 padrdo Fosmete 354,0 26,82926829
AO01/BP4 A0l padréo Fosmete 364,2 24,72095907
A01/BP4 A0l padrao Fosmete 369,6 23,60479537
A01/BP4 A0l padréo Fosmete 3774 21,99255891
A01/BP A01 padrdo Testemunha 4704 1,733862544
A01/BP A0l padrdo Testemunha  481,2 -0,522247754
A01/BP A0l padrdo Testemunha  476,4 0,480467934
AO01/BP A01 padrdo Testemunha  472,2 1,357844161
AO01/BP A01 padrdo Testemunha  498,0 -4,031752663
AOL/BP A0l padrdo  Testemunha  474,0 0,981825778 40.96511385
AO01/BP A01 padréo Fosmete 678,0 -41,63359098
A01/BP A0l padréo Fosmete 667,2 -39,37748068
A01/BP A0l padréo Fosmete 709,2 -48,15124295
A01/BP A01 padréo Fosmete 646,8 -35,115939
A01/BP A01 padrio Fosmete 682,8 -42,63630666
A01/BP A0l padréo Fosmete 664.8 -38,87612283
A02/BP1 A02 padrdo Testemunha  205,8 -4,62633452
A02/BP1 A02 padrdo Testemunha  206,4 -4,931367565
A02/BP1 A02 padrio  Testemunha 2094 -6,456532791
A02/BP1 A02 padrdo Testemunha 1878 4,524656838
A02/BP1 A02 padréo Testemunha  191,4 2,694458566
A02/BP1  A02 padréo Testemunha  179,4 8,795119471 34,01118454
A02/BP1 A02 padrao Fosmete 121,8 38,07829181
A02/BPI  A02 padréo Fosmete 133,2 32,28266396
A02/BP1  A02 padréo Fosmete 128,4 34,72292832
A02/BPI  A02 padréo Fosmete 127,2 35,33299441
A02/BP1 A02 padrao Fosmete 130,8 33,50279614
A02/BP1 A02 padrdo Fosmete 137,4 30,14743264
A02/BP2  AQ2 padrdo Testemunha  825,6 -5,683563748
A02/BP2 A2 padrdo Testemunha  739,2 5,376344086
A02/BP2 A2 padrdo Testemunha  768,0 1,689708141
A02/BP2 A2 padrdo Testemunha  786,0 -0,614439324 25.93445981
A02/BP2  A02 padrdo Testemunha  793,2 -1,53609831
A02/BP2 A2 padrio  Testemunha 7752 0,768049155
A02/BP2 A02 padrio Fosmete 526,8 32,56528418
A02/BP2 A2 padrio Fosmete 552,0 29,33947773
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A02/BP2 A02 padrio Fosmete 588.0 24.7311828
A02/BP2 A02 padrio Fosmete 615,6 21,19815668
A02/BP2 A02 padrio Fosmete 591,6 24,2703533
A02/BP2 A02 padrio Fosmete 597,6 23,50230415
A02/BH A02 humus Testemunha  781,2 5,583756345
A02/BH A02 hiimus Testemunha  891,6 -7,75924583
A02/BH A02 htimus Testemunha  896,4 -8,33937636
A02/BH A02 hiimus Testemunha  717,0 13,34300218
A02/BH A02 himus Testemunha  831,6 -0,507614213
A02/BH A02 humus Testemunha  846,6 -2,320522117 26,64974619
A02/BH A02 htimus Fosmete 629.,4 23,93038434
A02/BH A02 humus Fosmete 645.,6 21,9724438
A02/BH  A02 hamus Fosmete 6600 2023205221
A02/BH A02 humus Fosmete 652,8 21,10224801
A02/BH  A02 hamus Fosmete 6732 18,63669326
A02/BH A02 hiimus Fosmete 380,4 54,02465555
A02/BH1 A02 humus Testemunha  933,6 1,216802455
A02/BH1 A02 hiimus Testemunha  939,0 0,645434346
A02/BH1 A02 himus Testemunha  970,2 -2,655803619
A02/BH1 A02 htimus Testemunha  951,6 -0,687757909
A02/BH1 A02 himus Testemunha  937,8 0,772405037
A02/BH1 A02 hiimus Testemunha  938,4 0,708919691 3354142419
A02/BHI  A02 hamus Fosmete 687.0 2730927944
A02/BH1 A02 hiimus Fosmete 582,6 38,35572955
AO02/BHI  A02 hamus Fosmete  732,0 22,54787853
A02/BH1 A02 hiimus Fosmete 362,4 61,65485134
A02/BH1 A02 htimus Fosmete 671,4 28,95989842
A02/BH1 A02 htimus Fosmete 733,2 22,42090784
A02/BH2  A02 himus Testemunha  1066,2 -5,689928628
A02/BH2 A02 humus Testemunha 1042,2 -3,310864393
A02/BH2 A02 hiimus Testemunha  1013,4 -0,455987312
A02/BH2 A02 htimus Testemunha  973.2 3,528945282
A02/BH2  A02 humus Testemunha  984,6 2,39888977
A02/BH2 A02 himus Testemunha  973,2 3,528945282 10,18041237
A02/BH2  A02 hamus Fosmete 917,4 9,060269627
A02/BH2 A02 hiimus Fosmete 993,0 1,566217288
A02/BH2 A02 htimus Fosmete 917,4 9,060269627
A02/BH2 A02 htimus Fosmete 859,8 14,77002379
A02/BH2  A02 himus Fosmete 873,0 13,46153846
A02/BH2 A02 hiimus Fosmete 876,0 13,16415543
A02/BA1 A02 acicula Testemunha  772,2 -9,43877551
A02/BAl A02 acicula Testemunha 799.8 -13,35034014 -15,4478458
A02/BAI  A02 acicula  Testemunha  883,8 -25,25510204
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A02/BAl  A02 acicula  Testemunha  657,0 6,887755102
A02/BA1 A02 acicula Testemunha  549,6 22,10884354
A02/BA1 A02 acicula Testemunha  571,2 19,04761905
A02/BA1 A02 acicula Fosmete 795,0 -12,67006803
A02/BA1 A02 acicula Fosmete 802.8 -13,7755102
A02/BAl A02 acicula Fosmete 844.8 -19,72789116
A02/BAl  A02 acicula Fosmete 881,4 -24,91496599
A02/BAl A02 acicula Fosmete 7842 -11,13945578
A02/BAL  A02 acicula Fosmete 779,4 -10,45918367
A02/BA2 A02 acicula Testemunha  498.,0 6,355772847
A02/BA2  A02 acicula  Testemunha  516,0 2,971041745
A02/BA2  A02 acicula Testemunha  516,0 2,971041745
A02/BA2  A02 acicula  Testemunha  544,2 -2,331703648
A02/BA2  A02 acicula  Testemunha  588,0 -10,56788266
A02/BA2  A02 acicula Testemunha  528,6 0,601729974 2670176758
A02/BA2  A02 acicula Fosmete 399,6 24,85896954
A02/BA2  A02 acicula Fosmete 384,0 27,79240316
A02/BA2  A02 acicula Fosmete 386,4 27,34110568
A02/BA2  A02 acicula Fosmete 388,8 26,8898082
A02/BA2  A02 acicula Fosmete 388,8 26,8898082
A02/BA2  A02 acicula Fosmete 391,2 26,43851072
A02/BA3 A02 acicula Testemunha  1792,8 3,008006925
A02/BA3  A02 acicula Testemunha  1842,0 0,346245401
A02/BA3 A02 acicula Testemunha  1846,8 0,08656135
A02/BA3 A02 acicula Testemunha  1851,0 -0,140662194
AO02/BA3 A02 acicula Testemunha 1928,4 -4,328067518
A02/BA3 A02 acicula Testemunha 1829,4 1,027916035 8,510062757
A02/BA3 A02 acicula Fosmete 1986,6 -7,476736637
A02/BA3  A02 acicula Fosmete 2041,8 -10,46310322
A02/BA3  A02 acicula Fosmete 1982,4 -7,249513092
A02/BA3  A02 acicula Fosmete 21132 -14,32590348
A02/BA3 A02 acicula Fosmete 1982.4 -7,249513092
A02/BA3  A02 acicula Fosmete 1927,8 -4,295607011
A02/BA A02 acicula Testemunha 366,0 -14,01869159
A02/BA A02 acicula Testemunha  288,0 10,28037383
A02/BA A02 acicula Testemunha  349,2 -8,785046729
A02/BA A02 acicula Testemunha  301,2 6,168224299
A02/BA A02 acicula Testemunha  333.,6 -3,925233645 10.934579439
A02/BA A02 acicula Testemunha  288,0 10,28037383
A02/BA A02 acicula Fosmete 370,8 -15,51401869
A02/BA A02 acicula Fosmete 328.8 -2,429906542
A02/BA A02 acicula Fosmete 316,8 1,308411215
A02/BA A02 acicula Fosmete 290,4 9,53271028
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A02/BA A02 acicula Fosmete 3492 -8,785046729
A02/BA A02 acicula Fosmete 288,0 10,28037383
A03/BP1 A03 padréo Testemunha  1036,2 0,307869925
A03/BP1 A03 padrdo Testemunha  1013,4 2,50144314
A03/BP1 A03 padrdo Testemunha 11322 -8,928227824
A03/BP1 A03 padréo Testemunha  1018,2 2,039638253
A03/BP1 A03 padréo Testemunha  1031,4 0,769674812
A03/BP1 A03 padrao Testemunha  1005,0 3,309601693 21.35847604
A03/BP1  A03 padréo Fosmete 793,2 23,68674235
A03/BP1 A03 padrao Fosmete 817,8 21,3199923
A03/BP1 A03 padréo Fosmete 817,2 21,37771791
A03/BP1 A03 padrao Fosmete 837,6 19,41504714
A03/BP1 A03 padrdo Fosmete 839,4 19,24187031
A03/BP1 A03 padrdo Fosmete 799,2 23,10948624
A03/BP2  A03 padrao Testemunha  187,8 3,444730077
A03/BP2 A03 padrdo Testemunha  201,0 -3,341902314
A03/BP2  A03 padréo Testemunha 2184 -12,28791774
A03/BP2 A03 padrao Testemunha  181,2 6,838046272
A03/BP2  A03 padréo Testemunha  192,0 1,285347044
A03/BP2 A03 padrao Testemunha  186,6 4,061696658 53.5218500
A03/BP2  A03 padréo Fosmete 91,2 53,11053985
A03/BP2  A03 padrio Fosmete 94,8 51,2596401
A03/BP2  A03 padréo Fosmete 87,6 54,96143959
A03/BP2 A03 padréo Fosmete 85,2 56,19537275
A03/BP2 A03 padrdo Fosmete 91,2 53,11053985
AO3/BP2  A03 padrdo Fosmete 92,4 52,49357326
A03/BP3 A03 padrdo Testemunha 5472 11,62790698
A03/BP3 A03 padréo Testemunha  675,0 -9,011627907
A03/BP3  A03 padréo Testemunha  629,4 -1,647286822
A03/BP3 A03 padrao Testemunha  579.6 6,395348837
A03/BP3 A03 padrio Testemunha  537,0 13,2751938
A03/BP3 A03 padrao Testemunha  747,0 -20,63953488 4731912145
A03/BP3 A03 padréo Fosmete 721,2 -16,47286822
A03/BP3 A03 padrao Fosmete 627,6 -1,356589147
A03/BP3 A03 padrdo Fosmete 637,8 -3,003875969
A03/BP3  A03 padrdo Fosmete 633,0 -2,228682171
A03/BP3 A03 padrdo Fosmete 682,8 -10,27131783
A03/BP3 A03 padrdo Fosmete 588,6 4,941860465
A03/BP4  A03 padréo Testemunha  179,4 13,70851371
A03/BP4  A03 padrao Testemunha 2112 -1,587301587
A03/BP4  A03 padréo Testemunha  194,4 6,493506494 47,81144781
A03/BP4 A03 padréo Testemunha  208,2 -0,144300144
A03/BP4  A03 padréo Testemunha 2358 -13,41991342
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A03/BP4  A03 padréo Testemunha 2184 -5,050505051
A03/BP4 A03 padrao Fosmete 102,0 50,93795094
AO3/BP4  A03 padrio Fosmete 85.8 58,73015873
A03/BP4 A03 padréo Fosmete 120,0 42,27994228
A03/BP4 A03 padrdo Fosmete 129,6 37,66233766
A03/BP4  A03 padrdo Fosmete 112,8 4574314574
A03/BP4  A03 padréo Fosmete 100,8 51,51515152
AO03/BP5  A03 pasrao Testemunha  981,6 6,326939593
AO3/BP5  A03 padrdo Testemunha  1055,4 -0,715717149
AO03/BP5  A03 pasrao Testemunha  1056,0 -0,77297452
AO3/BP5  A03 padrdo Testemunha 10512 -0,314915545
A03/BPS  A03 pasrao Testemunha  1122,0 -7,071285428
A03/BP5 A03 padrio Testemunha  1021,2 2,547953049 8.202776028
AO03/BPS  A03 pasrao Fosmete 963,6 8,04466075
A03/BP5 A03 padrio Fosmete 1010,4 3,578585743
AO3/BP5  A03 pasrao Fosmete 930,0 11,25107358
AO3/BP5  A03 padrdo Fosmete 939,6 10,33495563
A03/BP5  A03 pasrao Fosmete 962,4 8,159175494
AO3/BP5  A03 padrio Fosmete 960,0 8,388204981
A03/BH1 A03 himus Testemunha  384,0 8,462455304
A03/BH1 A03 hiimus Testemunha  418,8 0,166865316
A03/BH1 A03 hiimus Testemunha  422,4 -0,691299166
A03/BH1 A03 hiimus Testemunha  408,0 2,74135876
A03/BH1 A03 humus Testemunha  430,8 -2,693682956
A03/BH1 A03 humus Testemunha  453,0 -7,985697259 29.84505364
A03/BH1 A03 hiimus Fosmete 324,6 22,62216925
A03/BH1 A03 htimus Fosmete 262,2 37,49702026
A03/BH1 A03 hiimus Fosmete 261,0 37,78307509
A03/BH1 A03 himus Fosmete 298,8 28,77234803
A03/BH1 A03 humus Fosmete 309,6 26,19785459
A03/BH1 A03 hiimus Fosmete 309,6 26,19785459
A03/BH2 A03 hamus Testemunha  975,0 -16,05761219
AO03/BH2  A03 hiimus Testemunha  298,8 64,43280562
A03/BH2 A03 hiimus Testemunha 944.,4 -12,41518867
A03/BH2 A03 himus Testemunha 9204 -9,558385906
A03/BH2 A03 himus Testemunha 957,6 -13,98643019 4,600642781
A03/BH2 A03 humus Testemunha 9444 -12,41518867
AO3/BH2  AO03 htimus Fosmete 805,8 4,08284728
A03/BH2  A03 himus Fosmete 772,8 8,010951077
A03/BH2 A03 htimus Fosmete 832,8 0,868944173
A03/BH2  AO03 hiimus Fosmete 794,4 5,439828592
A03/BA1 A03 acicula Testemunha  207,6 4,472667035 7.067918277
A03/BAl  A03 acicula  Testemunha 217, 0,055218112
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AO3/BAl  A03 acicula  Testemunha  221,4 -1,877415792
A03/BA1  AO03 acicula  Testemunha  225,0 -3,533959139
A03/BA1 A03 acicula Testemunha 2154 0,883489785
A03/BA1  A03 acicula Fosmete 208,2 4,196576477
A03/BA1  AO03 acicula Fosmete 178,2 18,00110436
AO03/BAl  AO03 acicula Fosmete 202,8 6,681391496
A03/BA1  A03 acicula Fosmete 209,4 3,644395362
A03/BA1 A03 acicula Fosmete 211,2 2,816123689
A03/BA2  AO03 acicula  Testemunha  385,2 4,719501336
A03/BA2  AO03 acicula  Testemunha  394,2 2,49332146
A03/BA2  A03 acicula  Testemunha  407,4 -0,771742357
A03/BA2  AO03 acicula  Testemunha  393,6 2,641733452
A03/BA2 A03 acicula Testemunha  441,0 -9,082813891 30,72128228
A03/BA2  A03 acicula Fosmete 270,0 33,21460374
AO03/BA2  A03 acicula Fosmete 286,8 29,05906797
A03/BA2  AO03 acicula Fosmete 278,4 31,13683586
A03/BA2  AO03 acicula Fosmete 286,8 29,05906797
A03/BA2  AO03 acicula Fosmete 278,4 31,13683586
A04/BH1 A04 himus Testemunha  100,8 2,51450677
A04/BH1  A04 humus Testemunha  104,4 -0,967117988
A04/BH1  A04 himus  Testemunha 92,4 10,63829787
A04/BH1  A04 hamus Testemunha 1092 -5,609284333
A04/BH1 A04 himus Testemunha  114,0 -10,25145068
A04/BH1  A04 himus  Testemunha 99,6 3,675048356 32,92069632
AO4/BHI  A04 humus Fosmete 66,0 36,17021277
A04/BHI  A04 hamus Fosmete 69,6 32,68858801
A04/BHI  A04 hamus Fosmete 69,6 32,68858801
A04/BHI  A04 hamus Fosmete 69,6 32,68858801
A04/BH1 A04 hiimus Fosmete 72,0 30,36750484
A04/BH2  A04 htumus Testemunha  245,4 5,977011494
A04/BH2  A04 himus Testemunha  267,0 -2,298850575
A04/BH2  A04 htmus Testemunha  259,2 0,689655172
AO04/BH2  A04 hamus Testemunha  277,2 -6,206896552
A04/BH2  A04 hamus Testemunha  276,0 -5,747126437
A04/BH2 A04 hamus Testemunha 241,2 7,586206897 36,39846743
AO04/BH2  A04 hamus Fosmete 195,6 25,05747126
A04/BH2  A04 humus Fosmete 175,8 32,64367816
A04/BH2  A04 humus Fosmete 185,4 28,96551724
A04/BH2  A04 himus Fosmete 129,0 50,57471264
AO04/BH2  A04 hamus Fosmete 150,0 42,52873563
A04/BH2  A04 himus Fosmete 160,2 38,62068966
A04/BA2 A04 acicula Testemunha  304,8 -5,103448276 21,13793103
A04/BA2  A04 acicula  Testemunha  282,6 2,551724138
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A04/BA2  A04 acicula  Testemunha  288,6 0,482758621
A04/BA2  A04 acicula Testemunha 2922 -0,75862069
A04/BA2  A04 acicula Testemunha  285,6 1,517241379
A04/BA2  A04 acicula Testemunha  286,2 1,310344828
A04/BA2  A04 acicula Fosmete 236,4 18,48275862
A04/BA2 A04 acicula Fosmete 236,4 18,48275862
A04/BA2  A04 acicula Fosmete 228,6 21,17241379
A04/BA2 A04 acicula Fosmete 239.4 17,44827586
A04/BA2 A04 acicula Fosmete 191,4 34
A04/BA2 A04 acicula Fosmete 240,0 17,24137931
A04/BA3  A04 acicula  Testemunha  602,4 -0,466977985
A04/BA3  A04 acicula Testemunha  555,0 7,438292195
A04/BA3  A04 acicula Testemunha  599,4 0,03335557
A04/BA3 A04 acicula Testemunha 611,4 -1,967978652
A04/BA3  A04 acicula Testemunha  597,0 0,433622415
A04/BA3  A04 acicula  Testemunha  632,4 -5,470313542 47.68178786
A04/BA3  A04 acicula Fosmete 307,2 48,7658439
A04/BA3 A04 acicula Fosmete 312,0 47,96531021
A04/BA3  A04 acicula Fosmete 330,0 44,96330887
A04/BA3 A04 acicula Fosmete 3528 41,16077385
A04/BA3 A04 acicula Fosmete 276,0 53,96931288
A04/BA3 A04 acicula Fosmete 304,2 4926617745
A04/BAS  A04 acicula  Testemunha  799,2 -2,606239569
A04/BAS A04 acicula Testemunha  801,6 -2,914366414
A04/BAS A04 acicula Testemunha  621,6 20,195147
A04/BAS  A04 acicula  Testemunha  841,8 -8,075491077
A04/BAS  A04 acicula  Testemunha  805,2 -3,376556683
A04/BAS  A04 acicula Testemunha  804,0 -3,22249326 6.419309282
A04/BAS  A04 acicula Fosmete 835,8 -7,305173963
A04/BAS A04 acicula Fosmete 789.6 -1,373732186
A04/BAS  A04 acicula Fosmete 834,0 -7,074078829
A04/BAS A04 acicula Fosmete 828.6 -6,380793427
A04/BAS  A04 acicula Fosmete 816,0 -4,763127487
A04/BA5  A04 acicula Fosmete 869,4 -11,6189498
A04/BA6  A04 acicula Testemunha  310,8 -3,393213573
A04/BA6 A04 acicula Testemunha  298,8 0,598802395
A04/BA6 A04 acicula Testemunha 3204 -6,586826347
A04/BA6 A04 acicula Testemunha 2904 3,393213573
A04/BA6 A04 acicula Testemunha  279.6 6,986027944 -12,3087159
A04/BA6 A04 acicula Testemunha  303,6 -0,998003992
A04/BA6 A04 acicula Fosmete 351,6 -16,96606786
A04/BA6 A04 acicula Fosmete 360,0 -19,76047904
A04/BA6  A04 acicula Fosmete 310,8 -3,393213573
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A04/BA6 A04 acicula Fosmete 320,4 -6,586826347
A04/BA6 A04 acicula Fosmete 334,8 -11,37724551
A04/BA6  A04 acicula Fosmete 348,0 -15,76846307
A05/BP1 A05 padrio Testemunha  411,6 -14,33333333
A05/BP1 A05 padrao Testemunha 367,2 -2
A05/BP1 A05 padrio Testemunha  382,8 -6,333333333
A05/BP1 A05 padrio Testemunha  402,0 -11,66666667
A05/BP1 A05 padrio Testemunha  310,8 13,66666667
A05/BP1 A05 padrio Testemunha  285.,6 20,66666667 9.666666667
A05/BP1 A05 padrio Fosmete 352,8 2
A05/BP1 A05 padrio Fosmete 372,0 -3,333333333
A05/BP1 A05 padrio Fosmete 382.8 -6,333333333
A05/BP1 A05 padrio Fosmete 480,0 -33,33333333
A05/BP1 A05 padrio Fosmete 394,8 -9,666666667
A05/BP1 A05 padrio Fosmete 386,4 -7,333333333
A05/BP3 A0S padrio  Testemunha 8388 -0,551426516
A05/BP3 A0S padrdo  Testemunha 7998 4,12371134
A05/BP3 A0S padrdo  Testemunha  792,0 5,058738912
A05/BP3 A0S padrdo  Testemunha 8244 1,174778231
A05/BP3 A0S padrio  Testemunha  900,6 -7,959721889
A05/BP3 A0S padréo Testemunha 8496 -1,846080077 56.84488132
A05/BP3 A05 padrao Fosmete 352,2 57,77990889
A05/BP3 A05 padréo Fosmete 325,2 61,0165428
A05/BP3 A0S padrdo Fosmete 379,8 54,4713498
A05/BP3 A0S padrdo Fosmete 367,8 55,90985375
AO5/BP3  A05 padrao Fosmete 402,6 51,73819228
A05/BP3 A0S padrao Fosmete 332,4 60,15344042
A05/BP4 A05 padrdo Testemunha  390,6 0,686498856
A05/BP4 A0S padrdo  Testemunha  378,6 3,737604882
A05/BP4 A0S padrio  Testemunha  403,8 2,669717773
A05/BP4 A0S padréo Testemunha  392,4 0,228832952
A05/BP4 A0S padrio  Testemunha  400,2 -1,754385965
A05/BP4 A0S padréo Testemunha 3942 -0,228832952 24.99364353
A05/BP4 A0S padrao Fosmete 283,8 27,84134249
A05/BP4 A0S padrdo Fosmete 296,4 24,63768116
A05/BP4 A0S padrao Fosmete 300,0 23,72234935
A05/BP4 A0S padrao Fosmete 301,8 23,26468345
A05/BP4 A0S padrao Fosmete 291,6 25,85812357
A05/BP4 A0S padrdo Fosmete 296,4 24,63768116
A05/BAl A05 acicula Testemunha  686,4 0,406268137
A05/BA1 A05 acicula Testemunha  676,8 1,799187464 26.92977365
A05/BAl A05 acicula Testemunha 714,0 -3,598374927
A05/BA1 A05 acicula Testemunha  704,4 -2,205455601
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A05/BA1 A05 acicula Testemunha  690,0 -0,116076611
A05/BA1 AO05 acicula Testemunha 663,6 3,714451538
A05/BA1 A05 acicula Fosmete 528.,0 23,38943703
A05/BA1 A05 acicula Fosmete 492,0 28,6128845
AO05/BA1  A05 acicula Fosmete 518,4 24,78235636
AO05/BA1 A05 acicula Fosmete 506,4 26,52350551
A05/BA1 A05 acicula Fosmete 481,2 30,17991875
AO05/BAl A05 acicula Fosmete 495.6 28,09053976
AO05/BA3 A05 acicula Testemunha 7380 2,355120402
AO05/BA3 A05 acicula Testemunha  758,4 -0,344006351
A05/BA3 A05 acicula Testemunha 760,83 -0,661550675
AO05/BA3 A05 acicula Testemunha  747,6 1,084943107
AO05/BA3  A05 acicula Testemunha  770,4 -1,93172797
A05/BA3 A05 acicula Testemunha  759,6 -0,502778513 29.10822969
AO5/BA3  A05 acicula Fosmete 528.,0 30,14024874
AO05/BA3 A05 acicula Fosmete 549,6 27,28234983
AO05/BA3  A05 acicula Fosmete 574,8 23,94813443
AO05/BA3 A05 acicula Fosmete 537,6 28,87007145
A05/BA3 A05 acicula Fosmete 520,8 31,09288171
AO05/BA3 A05 acicula Fosmete 504,0 33,31569198
A05/BA4 A0S acicula  Testemunha  627,6 -2,365030175
A05/BA4 A0S acicula Testemunha  598,2 2,430272386
A05/BA4 A0S acicula  Testemunha  637,2 -3,930843256
A05/BA4 A0S acicula Testemunha  612,6 0,081552765
A05/BA4 A0S acicula Testemunha  602,4 1,745229163
AO5/BA4 A0S acicula Testemunha  600,6 2,038819116 20,04566955
A05/BA4 A0S acicula Fosmete 507,0 17,30549666
A05/BA4 A05 acicula Fosmete 496,2 19,06703637
A05/BA4 A0S acicula Fosmete 478,8 21,90507258
A05/BA4 A0S acicula Fosmete 489,6 20,14353287
AO5/BA4 A0S acicula Fosmete 483,0 21,22002936
AO0S5/BA4 A0S acicula Fosmete 486,6 20,63284945
AO05/BAS A0S acicula  Testemunha  226,8 18,88412017
AO05/BAS A0S acicula Testemunha  249,6 10,72961373
AO05/BAS A0S acicula  Testemunha  319,2 -14,16309013
AO5/BAS A0S acicula Testemunha  250,8 10,30042918
AOS/BAS A0S acicula  Testemunha ~ 351,6 -25,75107296 6.52360515
A05/BA5S A0S acicula Fosmete 285,6 -2,145922747
AO05/BAS A0S acicula Fosmete 345,6 -23,60515021
AOS/BAS A0S acicula Fosmete 291,6 -4,291845494
AO5/BAS  A05 acicula Fosmete 308,4 -10,30042918
AO05/BAS A0S acicula Fosmete 258,0 7,725321888
A05/BA6 A05 acicula Testemunha 784.2 -0,78396093 11,59234032
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A05/BA6 A0S acicula  Testemunha  782,4 -0,552628197
AO5/BA6 A0S acicula Testemunha  769,2 1,143811849
AO05/BA6 A0S acicula  Testemunha  789,6 -1,477959131
AO05/BA6 A0S acicula Testemunha  776,4 0,218480915
AO5/BA6 A0S acicula Testemunha  766,8 1,452255494
AO5/BA6 A0S acicula Fosmete 697,8 10,32001028
AO05/BA6 A0S acicula Fosmete 667,8 14,17555584
AOS5/BA6 A0S acicula Fosmete 668,4 14,09844493
AO05/BA6 A0S acicula Fosmete 681,6 12,40200488
A05/BA6 A05 acicula Fosmete 701,4 9,857344814
A05/BA6 A0S acicula Fosmete 710,4 8,700681146
A05/BH1 A0S himus Testemunha  584,4 -4,238013699
A05/BH1 A0S humus Testemunha  543,6 3,039383562
A05/BH1 A0S humus Testemunha  511,2 8,818493151
A05/BH1 AO05 himus Testemunha  547,2 2,397260274
A05/BH1 A0S hiimus Testemunha  616,8 -10,01712329
A05/BH1 AO05 humus Fosmete 462,6 17,48715753 21,89283676
A05/BH1 A05 hiimus Fosmete 387,0 30,97174658
AO05/BHI A0S hamus Fosmete 450,0 19,73458904
A05/BH1 A05 hiimus Fosmete 470,4 16,09589041
AO05/BHI A0S hamus Fosmete 469,8 16,20291096
A05/BH1 A0S hiimus Fosmete 387,6 30,86472603
A05/BH2 A0S hamus Testemunha  514,8 17,0212766
A05/BH2 A0S humus Testemunha  684,0 -10,25145068
A05/BH2 A0S humus Testemunha  633,6 -2,127659574
AO05/BH2 A0S hamus Testemunha  584,4 5,80270793
A05/BH2 A0S hamus Testemunha 6852 -10,44487427 27.85299807
A05/BH2 A05 hiimus Fosmete 360,0 41,9729207
AO05/BH2 A0S himus Fosmete 489,6 21,08317215
AO5/BH2 A0S humus Fosmete 426,0 31,33462282
A05/BH2 A0S himus Fosmete 458,4 26,11218569
A05/BH2 A05 humus Fosmete 504,0 18,76208897
A06/BP1 A06 padrio Testemunha  712,2 -1,236673774
A06/BP1 A06 padrio Testemunha  716,4 -1,833688699
A06/BP1 A06 padrio Testemunha  572,4 18,63539446
A06/BP1 A06 padrio Testemunha  723.,6 -2,857142857
A06/BP1 A06 padrio Testemunha 7536 -7,121535181
A06/BP1 A06 padrio Testemunha  742.8 -5,586353945 -2,481876333
A06/BP1 A06 padrio Fosmete 732,0 -4,051172708
A06/BP1 A06 padrdo Fosmete 723,6 -2,857142857
A06/BP1 A06 padrio Fosmete 717,6 -2,004264392
A06/BP1 A06 padrao Fosmete 705,6 -0,298507463
A06/BP1 A06 padrio Fosmete 726,0 -3,198294243
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A06/BP3 A06 padrio Testemunha  218.4 -1,628664495
A06/BP3 A06 padrao Testemunha 218,4 -1,628664495
A06/BP3 A06 padrio Testemunha  214,2 0,325732899
A06/BP3 A06 padrio Testemunha 2142 0,325732899
A06/BP3 A06 padrio Testemunha  216,0 -0,511865984
A06/BP3 A06 padrio Testemunha 2082 3,117729176 12,49883667
A06/BP3 A06 padrio Fosmete 189,0 12,05211726
A06/BP3 A06 padrio Fosmete 196,2 8,701721731
A06/BP3 A06 padrio Fosmete 192,0 10,65611913
A06/BP3 A06 padrio Fosmete 184,2 14,28571429
A06/BP3 A06 padrio Fosmete 178.8 16,79851094
A06/BA1 A06 acicula Testemunha 1854 3,134796238
A06/BA1 A06 acicula Testemunha  186,6 2,507836991
A06/BA1 A06 acicula Testemunha 185,4 3,134796238
A06/BA1 A06 acicula Testemunha  186,0 2,821316614
A06/BA1 A06 acicula Testemunha  195,0 -1,880877743
A06/BA1  A06 acicula  Testemunha  210,0 -9,717868339 21.107628
A06/BA1 A06 acicula Fosmete 149,4 21,94357367
AO06/BAL  A06 acicula Fosmete 149,4 21,94357367
A06/BA1 A06 acicula Fosmete 151,8 20,68965517
AO6/BAL  A06 acicula Fosmete 151,8 20,68965517
A06/BAI A06 acicula Fosmete 150,6 21,31661442
A06/BA1 A06 acicula Fosmete 153,0 20,06269592
AO6/BA2  A06 acicula Testemunha  1116,0 -0,170541244
AO6/BA2  A06 acicula Testemunha  1125,6 -1,032223319
A06/BA2 A06 acicula Testemunha 11334 -1,732340005
AO6/BA2  A06 acicula Testemunha  1121,4 -0,655237411
A06/BA2 A06 acicula Testemunha  1097,4 1,498967777 2146575711
A06/BA2  A06 acicula  Testemunha  1090,8 2,091374203
A06/BA2 A06 acicula Fosmete 835,2 25,03365946
A06/BA2  A06 acicula Fosmete 923,4 17,11695539
A06/BA2  A06 acicula Fosmete 871,2 21,80235167
A06/BA2  A06 acicula Fosmete 870,0 21,91006193
AO6/BA3  A06 acicula  Testemunha  531,6 -3,484524041
A06/BA3  A06 acicula Testemunha  524,4 -2,082927779
A06/BA3 A06 acicula Testemunha  519,6 -1,148530271
A06/BA3  A06 acicula  Testemunha  495,0 3,640256959
A06/BA3 A06 acicula Testemunha 5124 0,253065992 24.11913568
A06/BA3  A06 acicula  Testemunha  499,2 2,82265914
AO06/BA3  A06 acicula Fosmete 414,0 19,40821491
A06/BA3  A06 acicula Fosmete 398,4 22,44500681
A06/BA3  A06 acicula Fosmete 391,2 23,84660308
AO6/BA3  A06 acicula Fosmete 384,0 25,24819934
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AO06/BA3  A06 acicula Fosmete 383,4 25,36499903
A06/BA3 A06 acicula Fosmete 367,8 28,40179093
A06/BA4 A06 acicula  Testemunha  223,2 -3,047091413
A06/BA4  A06 acicula Testemunha  213,6 1,385041551
A06/BA4  A06 acicula Testemunha 2214 -2,216066482
A06/BA4 A06 acicula Testemunha  217,8 -0,55401662
A06/BA4  A06 acicula  Testemunha  207,0 4,432132964 7.645429363
A06/BA4 A06 acicula Fosmete 200,4 7,479224377
A06/BA4  A06 acicula Fosmete 197,4 8,864265928
A06/BA4 A06 acicula Fosmete 199,8 7,756232687
A06/BA4  A06 acicula Fosmete 194,4 10,24930748
A06/BA4  A06 acicula Fosmete 208,2 3,878116343
AO6/BAS  A06 acicula  Testemunha  728,4 -2,360876897
A06/BAS  A06 acicula  Testemunha  759,6 -6,745362563
A06/BAS A06 acicula Testemunha  692,4 2,698145025
AO06/BAS A06 acicula Testemunha  743,4 -4,468802698
AO06/BAS  A06 acicula  Testemunha  666,6 6,323777403
A06/BAS A06 acicula Testemunha 679,2 4,55311973 1,753794266
AO06/BAS  A06 acicula Fosmete 664,2 6,661045531
A06/BAS  A06 acicula Fosmete 717,0 -0,758853288
AO6/BAS  A06 acicula Fosmete 739,8 -3,962900506
A06/BAS A06 acicula Fosmete 649,8 8,6846543
AO6/BAS  A06 acicula Fosmete 724.8 -1,854974705
A06/BH3 A06 humus Testemunha  754,8 -6,881903144
A06/BH3 A06 humus Testemunha  742,2 -5,097706032
A06/BH3 A06 hiimus Testemunha  690,0 2,293967715
A06/BH3  A06 hamus Testemunha  679,2 3,823279524
A06/BH3 A06 htimus Testemunha  718,8 -1,784197111
A06/BH3  A06 himus Testemunha 6522 7,646559048 30.67119796
A06/BH3  A06 humus Fosmete 494.4 29,99150382
A06/BH3  A06 hiimus Fosmete 476,4 32,54035684
A06/BH3 A06 htimus Fosmete 460,8 34,74936279
A06/BH3  A06 humus Fosmete 506,4 28,29226848
AO6/BH3  A06 hiimus Fosmete 506,4 28,29226848
A06/BH3  A06 humus Fosmete 4932 30,16142736
A90/BP1 A90 padrio Testemunha 4224 -7,235338919
A90/BP1 A90 padrio Testemunha 3972 -0,837776085
A90/BP1 A90 padrio Testemunha  372,0 5,559786748
A90/BP1 A90 padrio Testemunha  385,2 2,208682407 12,6681899
A90/BP1 A90 padrio Testemunha  376,2 4,493526276
A90/BP1 A90 padrdo Testemunha 4104 -4,188880427
A90/BP1 A90 padrao Fosmete 336,0 14,69916222
A90/BP1 A90 padrio Fosmete 344.4 12,56664128
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A90/BP1 A90 padrio Fosmete 345.6 12,26199543
A90/BP1 A90 padrio Fosmete 342.6 13,02361005
A90/BP1 A90 padrio Fosmete 346,2 12,10967251
A90/BP1 A90 padrio Fosmete 3492 11,34805788
A90/BP2  A90 padrio  Testemunha  1212,0 0,320750062
A90/BP2 A90 padrio Testemunha  1155,0 5,008635579
A90/BP2 A90 padrio Testemunha  1244.,4 -2,343942758
A90/BP2 A90 padrio Testemunha  1204,8 0,912904022
A90/BP2  A90 padrdo Testemunha  1281,6 -5,403404885
A90/BP2  A90 padrdo Testemunha 11976 1,505057982 36.82046221
A90/BP2  A90 padrdo Fosmete 760,8 37,42906489
A90/BP2 A90 padrio Fosmete 753,6 38,02121885
A90/BP2 A90 padrio Fosmete 759,6 37,52775722
A90/BP2  A90 padrdo Fosmete 756,0 37,8238342
A90/BP2  A90 padréo Fosmete 820,8 32,49444856
A90/BP2  A90 padrdio Fosmete 758,4 37,62644954
A90/BP3  A90 padrdo Testemunha  882,0 -0,765451845
A90/BP3  A90 padrdo Testemunha  854,4 2,38775277
A90/BP3  A90 padrdo Testemunha  852,0 2,661944476
A90/BP3  A90 padrdo Testemunha  897,0 -2,479150006
A90/BP3  A90 padio  Testemunha  891,6 -1,862218668
A90/BP3 A90 padrio Testemunha  874,8 0,057123272 2431166457
A90/BP3 A90 padrio Fosmete 664,2 24,11744545
A90/BP3 A90 padrio Fosmete 656,4 25,00856849
A90/BP3 A90 padrio Fosmete 693,6 20,75859705
A90/BP3 A90 padrdo Fosmete 639,6 26,92791043
A90/BP3 A90 padrio Fosmete 682.8 21,99245973
A90/BP3  A90 padrdo Fosmete 638,4 27,06500628
A90/BH1 A90 humus Testemunha  1222,8 -2,20661986
A90/BH1 A90 humus Testemunha  1183,8 1,053159478
A90/BH1 A90 htmus Testemunha  1198,2 -0,150451354
A90/BH1 A90 humus Testemunha  1178,4 1,504513541
A90/BH1 A90 hamus Testemunha  1188,0 0,702106319
A90/BH1 A90 humus Testemunha  1207,2 -0,902708124 1375794049
A90/BHI  A90 hamus Fosmete 1028,4 14,04212638
A90/BH1 A90 humus Fosmete 1053,6 11,93580742
A90/BH1 A90 humus Fosmete 1021,2 14,6439318
A90/BH1 A90 htimus Fosmete 1038,0 13,23971916
A90/BH1 A90 humus Fosmete 1027,2 14,14242728
A90/BH1 A90 htimus Fosmete 1022,4 14,54363089
A90/BH3 A90 himus Testemunha  275,4 -4,120982987
A90/BH3  A90 humus Testemunha  265,8 -0,491493384 25,55765595
A90/BH3 A90 himus Testemunha 271,2 -2,533081285
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A90/BH3
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A90/BH3
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A90
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A90
A90
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A90
A90

himus
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humus
himus
himus
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hiimus
hiimus

humus

Testemunha

Testemunha

Testemunha
Fosmete
Fosmete
Fosmete
Fosmete
Fosmete

Fosmete

278,4
262,2
234,0
196,8
193,8
187,2
190,8
201,6
2112

-5,255198488
0,869565217
11,53119093
25,59546314
26,72967864
29,22495274
27,86389414
23,78071834
20,15122873
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As informagdes de “Epoca” e “Biomistura” podem ser observadas no nome de cada isolado fungico.
Fonte: O autor (2019).
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