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RESUMO

A presente dissertacao ¢ composta de trés capitulos sob o emprego do sistema Biobed e suas
potencialidades. O primeiro capitulo, baseado em uma revisdo narrativa, discute abordagens
alternativas para obter um cenario mais completo sobre o emprego dos sistemas Biobeds a
nivel mundial. Essas abordagens incluem a utilizagdo de materiais alternativos, escopo de
produtos testados além da verificagdo da eficiéncia, incluindo ensaios complementares para
determinar o grau de desintoxicagdo alcangado. O segundo e terceiro capitulo avaliaram o
emprego de um sistema Biobed piloto (composto por materiais alternativos), para avaliar seu
comportamento e toxicidade apos a simulagdo do derramamento acidental (pior cenario
ambiental) do inseticida organofosforado Suprathion 400 EC (metidationa). Neste escopo, o
segundo capitulo realizou amostragens do sistema para avaliagdo da comunidade fungica,
com base no método de Contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC). O terceiro
capitulo estendeu a avaliacdo da toxicidade baseada em ensaios ecotoxicoldgicos com
organismos ndo-alvo (colémbolos e enquitreideos). Os resultados do primeiro capitulo
indicam que o emprego dos sistemas Biobeds podem auxiliar no processo de atenuagdo dos
impactos provocados por agrotoxicos e, na melhor das hipdteses, quando as caracteristicas do
sistema aliado ao cendrio favoravel dos fatores abidticos e bidticos, os resultados podem
alcangar a degradagdo em sua totalidade. Entre as demandas abordadas, pode-se destacar o
carecimento de estudos em condigdes reais, como complemento aos resultados obtidos em
fase laboratorial além da demanda sistemas capazes de operar em grande escala. Tendo em
vista os resultados dos capitulos dois e trés, que apontaram respectivamente: 1) a acicula de
pinus resultou em um material lignoceluldsico satisfatorio para o estabelecimento das
comunidades fungicas; ii) a metidationa ocasionou perturbagdes a microbiota; iii) O sistema
apresentou elevado potencial de toxicidade aos organismos avaliados; iv) O periodo
estipulado de 90 dias demonstrou-se insuficiente, devido a desintoxicagdo limitada das

matrizes.

Palavras-chave:. Agrotoxico; Biobeds; Ecotoxicologia.



ABSTRACT

This dissertation is composed of three chapters on the use of the Biobed system and its
potential. The first chapter, based on a narrative review, discusses alternative approaches to
obtain a more complete picture of the use of Biobeds systems worldwide. These approaches
include the use of alternative materials, scope of tested products and verification of efficiency,
including additional tests to determine the degree of detoxification achieved. The second and
third chapters evaluated the use of a pilot Biobed system (composed of alternative materials),
to evaluate its behavior and toxicity after the accidental spill simulation (worst environmental
scenario) of the organophosphate insecticide Suprathion 400 EC (methidathione). In this
scope, the second chapter carried out system sampling to evaluate the fungal community,
based on the Colony Forming Units Count (CFU) method. The third chapter extended the
toxicity assessment based on ecotoxicological assays with non-target organisms (springs and
enchytreids). The results of the first chapter indicate that the use of Biobeds systems can help
in the process of mitigating the impacts caused by pesticides and, at best, when the
characteristics of the system combined with the favorable scenario of abiotic and biotic
factors, the results can reach the degradation in its entirety. Among the demands addressed,
we can highlight the lack of studies in real conditions, as a complement to the results obtained
in the laboratory phase, in addition to the demand for systems capable of operating on a large
scale. In view of the results of chapters two and three, which respectively pointed out: i) the
pinus needle resulted in a satisfactory lignocellulosic material for the establishment of fungal
communities; 11) methidathione caused disturbances to the microbiota; 1ii) The system showed
a high potential for toxicity to the organisms evaluated; iv) The stipulated period of 90 days
proved to be insufficient, due to limited detoxification of the matrixes.

Keywords: Pesticide; Biobeds; ecotoxicology.
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INTRODUCAO GERAL

A Revolucdo Verde se caracterizou como um processo de expansdo no setor agricola,
de carater ideologico que ocorreu principalmente entre 1960 e 1970. Este modelo incentivou a
adogdo de novas tecnologias no intuito de promover melhorias nos sistemas de producao e
aumento da produtividade (BEAUD 1994; BRUM 1988; SHIVA, 2003).

Embora tenha surgido com no intuito de combater a fome e auxiliar na seguranga
alimentar, a Revolucdo Verde no contexto espago geografico mundial resultou em diversos
impactos de ordem ambiental, economica e social (GONCALVES, 2004). Através dela,
aumentou-se significativamente o uso de agrotdxicos no campo. Estes produtos quimicos sao
utilizados com o objetivo de combater pragas. E apesar de serem considerados essenciais ao
cultivo agricola pelo fato de proporcionar aumento da produ¢do, provocam também grandes
efeitos associados a degradagdo ambiental.

Entre os compartimentos ambientais afetados, o solo pode ser considerado diretamente
impactado pelo uso de agrotoxicos. A ocorréncia de emissdes fixas/pontuais, em
consequéncia do descarte inadequado de residuos de agrotoxicos, como restos de calda e
efluentes oriundos da lavagem de pulverizadores (FOGG et al., 2003; RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2018) ocasionam a contaminagdo ambiental. A ocorréncia destas
emissoes, expde o risco potencial de toxicidade e persisténcia destes produtos, causando
efeitos indesejaveis a salde humana e ao meio ambiente, além de poder atingir espécies de
organismos ndo-alvo, comprometendo os servigos ecossistémicos (CAMPANHOLA e
BETTIOL, 2003).

Na tentativa de remediar este cendrio de desequilibrio dentro dos sistemas produtivos,
a implementacao de boas praticas agricolas pode ser uma excelente ferramenta mitigadora.
Evitar a transferéncia de agrotoxicos e sua contaminac¢do para o meio ambiente ¢ um grande
desafio. Ainda assim, ¢ possivel realizar acdes que possibilitem a coleta e retengdo de
efluentes agricolas produzidos para posterior tratamento. O sistema Biobed foi originalmente
desenvolvido na Suécia (TORSTENSSON e CASTILLO, 1997) com o proposito de receber e
tratar efluentes residuais de agrotoxicos. Sua constitui¢do ¢ baseada em uma combinagdo de
substratos (biomistura) que promove a adsor¢do e a degradacdo dos compostos quimicos
(VISCHETTI; MONACI; CASUCCI; BERNARDI; CARDINALI, 2020). Devido sua
simplicidade e baixo custo, estes sistemas foram expandindo-se para outros territoérios onde

ganharam diversas adaptagdes em sua estrutura (CASTILLO et al. 2008).
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Devido apresentar um custo beneficio satisfatorio, determinados paises e/ou 6rgaos
ambientais passaram a recomendar o emprego deste sistema como método alternativo para o
tratamento de efluentes de agrotoxicos dentro de propriedades agricolas (RISE, 2020). No
entanto, diversas localidades ainda ndo possuem conhecimento técnico suficiente para sua
implantacao ou recomendacao. Neste sentido, ¢ necessario um melhor entendimento sobre o
desempenho dos sistemas Biobeds.

Esta dissertacdo teve como objetivo principal avaliar a capacidade de um sistema
Biobed piloto na redugdo da toxicidade do agrotdxico Suprathion 400 EC (metidationa). Esta
dissertacdo estd vinculada ao Programa de Poés-graduacdo em Ecossistemas Agricolas e
Naturais (PPGEAN), da UFSC, Campus de Curitibanos, o qual possui foco na manutencao da
biodiversidade, na avaliacdo de impactos ambientais e na conservagao dos recursos naturais,
temas nos quais o sistema Biobed vem a contribuir. Esta dissertagdo esta estruturada em trés
capitulos:

Capitulo 1. Emprego do sistema Biobed: referencial tedrico.

Capitulo 2. Andlises microbiologicas para avaliagdo do comportamento da
comunidade fingica em sistemas Biobeds

Capitulo 3. Ensaios de ecotoxicidade na avaliagdo da toxicidade residual de

Suprathion 400 EC (metidationa) em Biobeds

O objetivo do capitulo 1 consistiu em realizar uma revisdo de literatura a fim de
resumir as evidéncias disponiveis sobre o funcionamento e desempenho deste sistema a nivel
mundial. A hipétese foi de que, por meio da andlise das metodologias utilizadas e o
levantamento de possiveis lacunas técnicas e normativas, as quais geram divergéncias e
inseguranca para a utilizacao deste sistema, seria possivel obter um melhor entendimento com
base cientifica para recomendar ou ndo os Biobeds para as propriedades agricolas brasileiras.

Para os capitulos 2 e 3, implementamos um sistema piloto, usando biomistura de
materiais alternativos e solo natural, com o objetivo de avaliar o desempenho do sistema
frente a um evento de derramamento acidental (pior cendrio ambiental) do inseticida
organofosforado Suprathion 400 EC (metidationa). As hipoteses foram: 1) o sistema Biobed
apresenta potencial de redugdo da ecotoxicidade de efluentes do agrotdxico Suprathion 400
EC (metidationa); 2) o uso da biomistura apresentaria vantagem sobre o uso de apenas solo

natural para a promog¢ao da comunidade microbiana e reducao da ecotoxicidade. Para tanto,
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foram avaliadas as colonias de fungos presentes, além da ecotoxicidade do substrato usando

ensaios com organismos nao-alvo (colémbolos e enquitreideos).
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 AGROTOXICOS E CONTAMINACAO AMBIENTAL PONTUAL

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO), Programa da Organizacao das
Nacgdes Unidas (ONU) responsavel pelas areas de agricultura e alimentacdo, os agrotoxicos

sdo produtos que podem ser definidos como:

Qualquer substincia, ou mistura de substancias, usadas para prevenir, destruir ou
controlar qualquer praga — incluindo vetores de doencas humanas e animais,
espécies indesejadas de plantas ou animais, causadoras de danos durante (ou
interferindo na) a producdo, processamento, estocagem, transporte ou
distribuigdo de alimentos, produtos agricolas, madeira e derivados, ou que — ou
que deva ser administrada para o controle de insetos, aracnideos e outras pestes

que acometem os corpos de animais de criagdo (FAO, 2003).

Estes produtos englobam uma vasta gama de substancias quimicas desenvolvidas para
o controle de pragas (animais e vegetais) e doen¢as de plantas. Sua utilizagdo ndo se limita
apenas a agricultura, sendo também usados para controlar pragas domésticas, insetos vetores
de doengas, jardinagem domeéstica, dentre outros (ANVISA, 2019).

Tdo grande quanto sua empregabilidade ¢ a discussdo sobre a nomenclatura correta
dessa gama de produtos. No contexto mundial, possuem uma ampla variagdo nominal,
podendo ser encontrados além de agrotdxicos também pela denominagdo de agroquimicos,
defensivos agricolas, praguicidas, pesticidas, dentre outros (FUNDACENTRO, 1998). Na
literatura internacional, como a exemplo da lingua inglesa, este grupo de substancias/
produtos quimicos ¢ comumente encontrado pela denominagdo de pesticida (pesticide). No
Brasil, o termo oficialmente adotado ¢ agrotoxico, instituido pela Lei n°® 7.802/89 (BRASIL,
1989). Sendo assim, neste trabalho optou-se por utilizar a denominacao exposta na legislagao
brasileira vigente — agrotoxicos — por considerarmos que esse termo seja o mais adequado e
didatico para descrever as caracteristicas do produto em questao.

Outro aspecto merecedor de destaque ¢ que para que seja garantido a eficiéncia da
empregabilidade desses produtos bem como a mitiga¢ao de possiveis danos a0 meio ambiente
¢ necessario que, entre outros fatores, estes insumos sejam utilizados de forma criteriosa,
seguindo as recomendacdes técnicas disponibilizadas por meio da bula, receituario técnico

além de 6rgdos reguladores (CHAIM, 2009).
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O uso inadequado de agrotoxicos representa uma grave contaminacao ambiental. Em
termos gerais, um dos compartimentos mais diretamente afetado ¢ o solo. Uma vez
incorporado ao solo, a interacdo do agrotoxico ¢ bastante dindmica e intervém de diversos
processos como fisico, quimico, microbiologico, dentre outros (NAVARRO et al., 1992;
NAVARRO ¢ BARBA, 1996).

A presenca de agrotoxicos em solos agricolas pode ser originaria de diversas fontes,
como por exemplo fontes difusas ou pontuais. A contaminacdo difusa representa o
langamento de contaminantes em uma area extensa e variavel no tempo. Deste modo nao
possui um local especifico, o que acaba dificultando a identificagdo, o monitoramento e
controle de seus poluentes. A sua ocorréncia pode surgir durante a aplicacdo de produtos, por
meio da difusdo no ar, escoamento superficial ou lixiviagdo dos compostos, que podem
apresentar agravamentos significativos durante eventos de precipitagdo. A contaminacao
pontual denota do langamento da carga poluidora de forma concentrada em determinado local.
Pode ocorrer de derramamentos acidentais, manuseio dos recipientes além de aguas residuais
oriundas da lavagem de equipamentos agricolas ou embalagens, postos de coletas de
embalagens ou industrias agroalimentares (SILVA et al., 2005; GEBLER, 2015; VEIGA,
2017; PAPAZLATANI, et al., 2019). Geralmente, esta fonte ¢ mais perceptivel de ser
identificada devido seu maior volume concentrado no ambiente.

Diversos estudos apontam a gravidade decorrente de fontes de poluicdo pontual.
Estudos realizados por Huber et al. (2000) e Fogg et al. (2003) relataram que esta fonte pode
ser mais danosa quando comparada a contaminagdo difusa. Wilde (2007) relatou que as
maiores concentragdes de agrotoxicos foram encontradas em areas de uso frequente, na qual
ocorriam derramamentos de agrotoxicos como as areas de mistura ou enchimento de
pulverizadores. Além deste, outros estudos mais recentes também relataram altas
concentragdes de residuos de agrotoxicos nesses locais (KRAVVARITI, TSIROPOULOS e
KARPOUZAS, 2010; KARANASIOS et al., 2012) comprovando que a fonte pontual ¢ uma
das causas dominantes da polui¢do por agrotdxicos.

A contaminacdo de agrotoxicos tende a persistir no meio ambiente quando nao
empregados  tecnologias  adequadas  para  seu  tratamento  ou  mitigacdo
(KAJITVICHYANUKUL, 2022). Deve-se destacar que a atividade agricola possui uma
diferenca importante em relacdo aos demais segmentos, pois ela depende fortemente dos

recursos naturais e dos processos biologicos. Sendo assim, os resultados da atividade agricola
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estao relacionados também a qualidade das diversas decisdes dos agricultores, como a adogao
das Boas Praticas Agricolas. A vista disso, a agricultura a nivel global estd buscando novos
métodos tecnologicos para suprir a demanda ocasionada pelo aumento do consumo de
agrotoxicos e consequentemente do volume de 4guas residudrias geradas além da gestdo e
destinacao de forma ambientalmente correta.

O grande desafio consiste em buscar tratamentos viaveis, que sejam capazes de
contemplar o volume gerado que dependendo da situacdo pode ser de ocorréncia sazonal,
apresentar variagcdes nas propriedades e toxicidade além do custo operacional. As tecnologias
mais difundidas para os tratamentos convencionais de dguas residuais, ndo sdo eficientes na
remog¢ao de contaminantes emergentes, como os agrotoxicos. Sendo assim, sdo necessarias
técnicas mais aprimoradas ou com etapas complementares que sejam eficientes para estes
produtos. A este exemplo, podemos citar como tratamentos empregados na remocao de
agrotoxicos a oxidacdo, degradacio bioldgica (UNDEGER e BASARAN, 2005), a adsorcdo
(SUD e KAUR, 2012) além de métodos mais sofisticados como a exemplo do tratamento
térmico, a nanotecnologia, osmose reversa, processos oxidativos avangados (POA), dentre
outros.

O tratamento térmico, também conhecido como incineragdo ¢ um método de
destinacdo final legalmente amparado no Brasil pelo CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente), através de suas portarias para embalagens ndo lavaveis de agrotoxicos e também
recomendado para lotes de embalagens de defensivos agricolas que ndo foram devidamente
lavadas durante o processo da “triplice lavagem” (técnica descrita na Norma técnica NBR
13968). Durante o processo de incineracdo, os residuos sdo queimados em camaras especiais
que geram temperaturas superiores a 800° C (Celsius). Os gases provenientes da incineragao
sdao submetidos a etapa conhecida como “afterburner”, que realiza a sua purificagdo com cal
hidratada, carvao ativado e filtros de manga antes de lanca-los na atmosfera. De acordo com
Rocca et al., 1993 a incineragdo pode ser considerada a melhor solugdo para os problemas
ambientais ocasionados pela disposi¢do inadequada de residuos toxicos ndo degradaveis, e
altamente persistentes a0 meio ambiente e ndo passiveis de outras formas de tratamento.
Dentre as vantagens deste método, esta a redu¢do do volume original de residuos, o controle
de emissdes atmosféricas e contaminagdes ambientais, além da seguranca

juridica/conformidade com leis e normas técnicas vigentes.
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A osmose reversa ¢ um processo baseado em membranas empregados para despoluir
aguas residuais de fontes nao tradicionais, como a exemplos de dgua salgada, efluentes de
tratamentos secundarios bem como de contaminantes emergentes como 0s agrotoxicos
(BALABANIC, 2010; RODRIGUEZ et al., 2015; SILVA et al., 2016). O método consiste na
separacao por membrana utilizada quando se deseja reter solutos de baixa massa molar, tais
como sais organicos ou pequenas moléculas organicas. As membranas para esse processo sao
mais “fechadas” (poros menores) apresentando, portanto, uma maior resisténcia a permeacao
e, consequentemente, pressdes de operagdo mais elevadas do que as utilizadas na
microfiltracdo, ultrafiltracao e nanofiltragdo (HABERT et al., 2006).

Todas as tecnologias apresentadas demonstram eficiéncia para o processo de
tratamento de dguas residuais com agrotoxicos. No entanto, o que muitos dos autores nao
abordam ¢ relacionado a viabilidade da implantagdo destes sistemas de tratamento dentro de
uma propriedade agricola. Por diversas vezes a infraestrutura necessdria para sua operacao
aliada ao alto custo operacional, dificulta ou mesmo inviabiliza seu uso dentro das
propriedades agricolas. Atualmente, encontram-se disponiveis empresas prestadoras de
servicos, que sao especializadas na coleta, tratamento e disposi¢do final destes residuos. No
entanto, a grande maioria concentra-se em regides urbanas ou parques industriais. Quando se
analisa a localizacdo da grande maioria das propriedades agricolas, nota-se que estes
empreendimentos agricolas geralmente estdo localizados em 4area interioranas e
subdesenvolvidas, onde a questdo logistica acaba por ser um fator limitante. Aliado a isso, ha
ainda a adversidade relacionada a inclusdo de mais um custo indireto no somatério dos custos
de produgdo, que pode ocasionar a inviabilizagdo econdmica de determinadas atividades.

Nestas circunstancias, ¢ mais vidvel e prudente ¢ a busca de tecnologias que possam
ser empregadas porteira a dentro. O reator modelo Biobed apresenta notoriedade neste
quesito, devido ser uma tecnologia relativamente simples e economicamente vidvel, que
possibilita ser instalado em regides rurais, com baixo custo e operacionalmente simplificado

(COPPOLA; CASTILLO; VISCHETTI, 2011).

1.2 SISTEMA BIOBED: ALTERNATIVA PARA DESTINACAO DE EFLUENTES

A medida que o ocorre a presenga da contaminacao por agrotdxicos no meio ambiente,

¢ imprescindivel criar mecanismos de gestdo dentro das propriedades. Uma adogdo
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estratégica, que integra as vertentes ambientais, sociais € econdmicas sao as Boas Praticas
Agricolas. De acordo com Masis-Mora et al. (2020), a implementagao de processos, tais como
sistemas de tratamento adequados podem mitigar a poluicdo pontual por agrotoxicos,
reduzindo assim os danos ao meio ambiente.

O tratamento porteira a dentro (também denominado in situ) pode ser uma alternativa
vidvel na prevencdo de contaminagdao ambiental pontual. Em conformidade a isso, um
exemplo de destaque ¢ a adog@o dos leitos biologicos denominados Biobeds. Esta proposta
consiste em dispor os residuos de agrotoxicos gerados durante as atividades, como manuseio
do produto, lavagem de méaquinas e embalagens, sobras de caldas e formulagdes (com baixas
concentragdes ou diluidas), dentre outros.

O primeiro sistema foi desenvolvido por Torstensson e Castillo (1997) na Suécia em
1993. Sua formacao original consistia numa escavagao no solo, preenchida com uma mistura
de palha, turfa e solo agricola (proporcao 2:1:1, onde era plantada uma cobertura vegetal. A
sua eficiéncia consiste da conciliagdo de diversos processos abioticos (adsor¢do, degradacgao
quimica) e bioticos (degradagdo microbiana) que ocorrem dentro da mistura de materiais, a
denominada- biomistura (TORSTENSSON e CASTILLO, 1997). Na Figura 1 ¢ possivel

observar o resumo grafico do sistema Biobed.
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Figura 1: Resumo grafico do Sistema Biobed: Fatores influenciadores em seu funcionamento.
Fatores abidticos:
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= - AN | o
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2- Material hdamico:
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Analises de eficiéncia:
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I- Quimico:
E 2- Microbiologico:

-

3- Ecotoxicolégico:

Fonte: A autora (2022).

Devido sua simplicidade e baixo custo, estes sistemas foram expandindo-se para
outros paises onde ganharam adaptagdes, como por exemplo o Biofiltro (desenvolvido na
Bélgica), leito de biomassa (Itdlia), Phytobac e Biobac (utilizados na Franga), Biotable
(Guatemala), Heliosec e Biomassbed. No Brasil, a adaptacdo do sistema foi realizada pela
Embrapa Uva e Vinho, com o nome de “Biobed Brasil” (GEBLER et al., 2015). Deve-se
salientar que estas modifica¢des ocorrem, baseadas na quantidade de residuos de agrotdxicos
a serem tratados, o terreno disponivel para instalagdo, condigdes ambientais, substratos

disponiveis, dentre outros.

1.2.1 COMPOSICAO DA BIOMISTURA

Na projecao do sistema Biobed, um dos principais aspectos a serem considerados
refere-se a selecdo dos materiais que irdo compor a biomistura. Estes, sdo componentes
estratégicos, que dentre as diversas fungdes estabelecidas, possuem relacao direta com o
desenvolvimento da atividade e a versatilidade dos microrganismos responsaveis pela

degradagdo dos agrotdxicos, processos de adsorcdo, dentre outros (CASTILLO et al., 2008;
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KARANASIOS et al, 2010; DIEZ et al., 2013). Originalmente, eram selecionadas trés
classes de materiais para compor a biomistura, que possuissem propriedades lignocelulosicas,
himicas além de servirem como fontes de microrganismos. Com o avango das pesquisas,
novos materiais vém sendo testados no intuito de substituir ou otimizar esta composicao.
Considerando assim, a relevancia deste topico, descrevemos na sequéncia uma sintese de cada

componente € as orientagdes necessarias para a constru¢do de um sistema Biobed.

1.2.1.1 Componente solo

Conforme Castillo e Torstensson (2008) o solo ¢ selecionado devido suas diversas
caracteristicas e propriedades, que auxiliam a biomistura na capacidade de sor¢ao, promogao
da atividade microbiana, dentre outros. Originalmente, a por¢do de solo utilizada corresponde
a 25% do volume total da biomistura. Para a obtengao deste solo, geralmente sdo selecionados
locais com bons precedentes, ricos de matéria organica e microbiota. Para uma melhor
defini¢do, recomenda-se extrair as por¢des da primeira camada de solo (20 cm da superficie
da terra).

Convém ressaltar que alguns atributos do solo devem ser levados em consideragao,

tais como:

e A textura do solo;
e A porcentagem de argila;
e O pH do solo;

e A presenga de matéria organica;

A respeito dos itens apresentados, diversos autores destacam que o teor de argila ndo
deve ser de uma propor¢do elevada, devido a possibilidade de influenciar na
biodisponibilidade dos agrotdxicos além dificultar a homogeneiza¢do da biomistura, criando
caminhos de fluxo preferenciais e afetando a movimentacdo do contaminante (CASTILLO,
TORSTENSSON e STENSTROM, 2008; JEREZ et al., 2013; MENDES, et al., 2019;
ROMERO, DELGADO-MORENO e NOGALES, 2019). Além disso, varios pesquisadores

observaram que o pH desempenha um papel importante nas propriedades de adsor¢do de



28

compostos com grupos funcionais acidos no carvao ativado e no solo, porque as formas neutra
e i0nica exibem um comportamento de adsor¢do muito diferente (DIEZ et al., 1999;
DIVINCENZO e SPARKS, 2001; HYUN e LEE, 2004). Outro aspecto destacado, refere-se
ao percentual de matéria organica (LOPEZ-PINEIRO et al., 2013; BONFLEUR et al., 2015;
TEJADA e BENITEZ, 2017). Além de aumentar a atividade microbioldgica dos solos, ela
também acelera os processos de biodegradacio de agrotoxicos (GOMEZ et al., 2014).

Além das observagdes ja feitas, ¢ interessante destacar a utilizacdo de solos de
origem agricola. Diversos estudos avaliaram o emprego de diferentes solos na formulagdo de
matrizes, que geralmente solos que tenham sido pré-expostos a agrotoxicos, tais como 0s
solos agricolas, podem representar uma abundante fonte de microrganismos, que apresentam
maior capacidade de degradagdo de agrotoxicos (CASTILLO, TORSTENSSON e
STENSTROM, 2008). Na Tabela 1 é possivel observar uma sintese de estudos que aplicaram

uso do solo agricola.



Tabela 1: Exemplos de alguns estudos empregando em sua biomistura solo agricola, com respectivos produtos testados, periodos e resultados alcangados.
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Solo natural ou sem historico de aplicacido dos agrotoxicos selecionados

Periodo de

Tipo de solo Composicao da biomistura Produtos testados avaliaciio Resultados Referéncia
Andisol Freire (27,4% Tortella ef al
argila, 18% Matéria Solo, palha e turfa Diazinon 90 dias Alta degradagao (2014) ‘

Organica)
1 o
Sol(;frielrEiO;O;;gll\l/?;Zr(iz,Z 7o Cortica. palha e pinho Terbutilazina, Difenoconazol, 120 dias Os residuos de cortica apresentaram Pinto et al.
& (;rg’énioca) ¢ P p Diflufenicano e Pendimetalina maior capacidade de degradacao. (2016)
Solo~sem h1stor1cq d'e Fibra de coco, composto e . o . A remogao final foi semelhante no solo  Lizano-Fallas
aplicacdes dos agrotoxicos Triazina e clorpirifos 60 dias

estudados. *

solo € na biomistura.

et al. (2017)

Solo agricola e/ou solo pré-exposto aos agrotoéxicos selecionados

Andisol (17% argila e 1,6%
Materia Organica)

Cambissol*

Dois solos distintos do
Uruguai*

Argiloso (62,5% argila),
Sandy (2,5% argila) e Marga
Siltosa (14,3% argila)

Orthic Solonchaks*

Solo franco-argiloso (areia

Isoproturon, linuron, metamitron,

Solo, palha e turfa metabenztiazuron, metribuzina, 90 dias Alta remogéo do agrotdxico
cloridazona e terbutilazina
a) Solo, palha e turfa; b) Solo
e vermicomposto; ¢) solo e Fosmete (Imidan) 90 dias Alta remogao do agrotdxico
serrapilheira
Farelo de cereais, turfa e solo Clorpirifos e TCP 80 dias Ambas as matr}zes apresentarfl o
mesmo padrao de degradacao.
A biomistura formulada com solo
Bagaco de cana-de-agticar, Lindano R0 dias francg)—s.lltosg e 1qoculada com um
turfa e solo consorcio microbiano demonstrou
melhor comportamento.
i . L 0
Solo agricola ¢ palha Carbofqrano, 2,4-D, Dllazmon, 50 dias Dissipagao ch(?ggu a 99% dos
Glifosato e Atrazina agrotoxicos.
Solo agricola, turfa, bagaco de Carbofurano 65 dias Composta de fibra de coco-composto-

Tortella et al.
(2020)

Dias et al.
(2021)

Rivero et al.
(2020)

Saez et al.
(2018)

Cordova-
Méndez et al.
(2021)

Chin-Pampillo



40%, lodo 27%, argila 33%)  cana, fibra de coco, casca de
arroz e lascas de madeira

0
Franco arenoso (15,9 % de Isoproturon, clorotalonil,

argila), argila (44,3% de Solo, composto e palha de dimetoato. Mecopro
argila) e argila siltosa trigo metsul ﬁ;ron-mle)z tilp’
(40,6% de argila)

100 dias

solo

Todos os pesticidas foram retidos nos
10 cm superiores. Ap6s 4 meses >98%
do pesticida foi dissipado.
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et al. (2015)

Fogg et al.
(2004)

*Sem maior detalhamento. Fonte: A autora (2021).
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Analisando as opinides de diversos autores, pode-se observar que em sistemas que
utilizaram solos oriundos de campos agricolas, houve mudangas positivas como o aumento da
ocorréncia da degradacao e consequentemente uma remog¢do mais acelerada dos agrotoxicos
dentro do sistema Biobed. Neste sentido, vale destacar o estudo realizado por Tortella et al.
2014, demonstrou que apos trés exposi¢des sucessivas a Atrazina, a matriz do Biobed
apresentou alta capacidade de dissipagdo, atingindo percentuais de 87%, 93% e 96%,
respectivamente. Foi relatado que a meia-vida deste composto foi reduzida apods cada
aplicagdo, indicando uma possivel adaptagdo das comunidades microbianas a presenga do

agrotoxico.

1.2.1.2 Componente lignoceluldsico

A presenga do substrato lignoceluldsico na biomistura corresponde a cerca de 50% da
composicdo da biomistura original. Por meio deste componente ¢ possivel promover a
atividade microbiana, que atua como meio de crescimento e subsidiando a colonizagdo e
atividades enzimaticas de bactérias e fungos capazes de degradar agrotdxicos. Entre as
vantagens de seu emprego, pode-se citar a disponibilidade nas propriedades agricolas, a
persisténcia e sua lenta degradagdo permitindo o fornecimento continuo de carbono, energia e
nutrientes sem a necessidade de acréscimos frequentes. No entanto, a porcentagem deste
material afeta o tipo de atividade microbiana que se desenvolve. Os materiais organicos com
um conteudo pequeno ou inexistente de lignina ou alto nivel de nitrogénio podem nao
suportar atividade microbiana suficiente para a degradacdo de pesticidas e seus metabdlitos
(CASTILLO, TORSTENSSON e STENSTROM, 2008).

O emprego de materiais lignocelulosicos adequados ¢ crucial para o favorecimento do
processo de imobilizagdo para realizar a biodegrada¢do de contaminantes (DZIONEK et al.,
2016). Entre os materiais, a palha tem sido amplamente utilizada nas biomisturas. Além de
fornecer o suporte para a microbiota, ela atua como suporte fisico para o estabelecimento
destas comunidades e garante a aeracdo devido ao tamanho dos fragmentos de palha. Outros
materiais lignocelulosicos j4 utilizados para a constru¢do de Biobeds foram o bagaco de cana
(ROFFIGNAC et al., 2008; CHIN-PAMPILLO et al., 2015) e a fibra de coco (CHIN-
PAMPILLO et al., 2015; LIZANO-FALLAS et al., 2017) Apds o estabelecimento dos fungos
no substrato, o Biobed recebe o residuo de agrotoxico e este passa a ser a principal fonte de
carbono para os organismos (CASTILLO, TORSTENSSON e STENSTROM, 2008;
TORTELLA et al., 2012).
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Um estudo realizado por Castillo e Torstensson (2008), destacou que a atividade
microbiana das biomisturas esteve diretamente relacionada a presenga da palha no sistema.
Foram observadas correlagdes positivas entre a palha, a respiragdo e teor de fenoloxidase.
Estes indicios certificam que a palha garante maior fluxo de oxigénico e um fornecimento

continuo de nutrientes, elevando a atividade microbiana.

1.2.1.3 Componente himico

O componente humificado corresponde a 25% da composi¢do da biomistura. Sua
principal funcionalidade € contribuir para o controle da umidade, capacidade de absorgdo e
degradacdo de pesticidas (FOGG et. al., 2003).

O modelo original, o Biobed sueco possui como componente himico a turfa que
possui em suas propriedades, como sua natureza acida, a turfa auxilia na redu¢ao do pH da
mistura, favorecendo a atividade fingica (TAVARES et al., 2006) além do controle da
umidade do sistema. No entanto, devido a dificuldade de obtencao, ao alto custo e por ser
considerada uma matéria-prima nao sustentavel, a turfa ¢ frequentemente substituida por
diferentes tipos de composto. Dentre eles, podemos citar o exemplo de compostos derivados
de poda de oliveira, poda de videira, subprodutos da vinicola (OMIROU et al., 2012); esterco
bovino compostado (GIKAS ef al., 2018) e himus de minhoca (DIAS, et al., 2019), dentre

outros.

1.2.1.4 Emprego de materiais alternativos

Os primeiros Biobeds desenvolvidos na Suécia empregaram materiais funcionais, de
facil disponibilidade e baixo custo. A implementagdo da técnica em outros paises requer a
adaptagdo do sistema as condig¢des locais para manter o sistema ecologicamente correto,
funcional e barato (CASTILLO et al., 2008, KARANASIOS et al., 2010, ROMERO et al.,
2013). Sendo assim, um dos principais focos da pesquisa em Biobeds vem sendo a adaptagao
de seu substrato com o objetivo de garantir sua viabilidade em um maior niimero de
propriedades agricolas. O projeto de um sistema deve ser adaptado a todas as regides; seja
através do emprego de materiais alternativos ou adaptagdes estruturais (RUIZ-HIDALGO et

al., 2015; FOGG et al., 2003; FOGG et al., 2004; GONGORA-ECHEVERRIA et al., 2017).
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Com relacao ao primeiro item, diversos estudos comprovaram que os componentes
da biomistura podem ser substituidos parcial ou totalmente por outros materiais alternativos.
A andlise da eficiéncia de Biobeds usando materiais alternativos foi avaliada em diversas

localidades. Na Tabela 2 ¢ possivel observar a sintese destes trabalhos.

Tabela 2: Resumo de substratos alternativos testados que obtiveram bons resultados na eficiéncia de sistemas

Biobeds.
Local Materiais componentes do Produtos testados Referéncia
substrato
Argentina Palha de alfafa Glifosato Masin et al. (2018)
Brasil Acicula de P.1nus ¢ Humus de Fosmete (Imidan S00WP) Dias et al. (2021)
minhoca
. Palha de trigo (50%), biochar (25%), Atrazina, isoproturon, iprodiona, .
Chile solo (25%) clorpirifds, carbendazim e diazinon Diez et al., (2013)
Chile Casca de aveia, Casca de Cevada, Atrazina. cloririfs e isoproturon Urrutia, et al.
Serragem, - CloTp p (2013)
Solo, palha, turfa; folhas de
. ) L . Tortella et. al
Chile eucalipto, agulhas de pinheiro e Atrazina
: (2014)
cascas de laranja
Costa Ruiz-hidalgo, et
Rica Casca de arroz Carbofurano al. (2014)
Costa Bagaco de cana, fibra de coco, casca Carbofurano Chin-Pampillo et
Rica de arroz, ¢ lascas de madeira al. (2015)
Franca Bacaco de cana-de-acticar Glifosato, malathion e lambda- Roffignac et al.
¢ 8a¢ ¢ cyhalotrin (2008)
Residuos de milho, cascas de frutas  Clorpirifés, indoxacarb, buprofezina, .
L . .. , . o . o Karanasios et al.
Grécia citricas, residuos de girassol, talos terbutilazina, Metalaxil, metribuzina,
o . o ) (2010)
de uva e folhas de oliveira azoxistrobina, iprodiona
. . Gongora-
L. Composto vegetal, polpa de sisal, 2,4-D, Atrazina, carbofurano, .
México . . o ) Echeverria et al.
palha de milho e algas marinhas diazinon e glifosato (2017)
. Dominguez-
Meéxico Caule de bananglsrgi(;:obertura morta Mancozeb Rodriguez et al.
(2021)
Portugal Cortica e Pinheiro-bravo Terbutilazina, difenoconazol, Pinto et al. (2016)

diflufenicano e pendimetalina
Fonte: Elaboragao do autor (2022).

Entre os materiais alternativos empregados para a substituicdo do componente hiimico
como a turfa, pode-se destacar o emprego de residuos compostados, como residuos de poda
de oliveira, poda de videira e subprodutos da vinicola (OMIROU et al., 2012); esterco bovino
compostado (GIKAS et al., 2018), himus de minhoca (DIAS, et al., 2021).

O uso de materiais compostados ou vermicompostos de residuos agricolas tem se
demonstrado uma alternativa viavel, pois esses substratos afetam a sor¢cdo e degradacdo dos
pesticidas e estimulam a atividade microbiana, reduzindo o efeito adverso no meio ambiente
(DELGADO-MORENO e PENA, 2009; CASTILLO et al. 2016). Estudos anteriores revelam

que o material tem uma maior diversidade funcional microbiana para tolerar agrotoxicos e,
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portanto, pode ser util para gerenciar a contaminacao (VIVAS et al., 2009, CASTILLO et al.,
2016).

O estudo realizado por Karanasios et al. (2010) buscou avaliar varios subprodutos da
pratica agricola local (tanto original quanto compostados), que poderiam ser usados como
alternativas a substituicao da turfa ou palha. Eles fornecem a primeira evidéncia de que a
palha pode ser substituida em biomisturas por outros materiais lignoceluldsicos prontamente
disponiveis no sul da Europa. Posteriormente, outro estudo realizado por Karanasios et al.
(2012) analisou a possibilidade de substituigdo da turfa por compostos agricolas na
biomistura. Para isso, foram avaliados cinco compostos de substratos locais, incluindo folhas
de oliveira, residuos de culturas de algoddo, sementes de algoddo, substrato de cogumelo
usado e destrocos do mar comerciais misturados com solo superficial e palha. Este
experimento demonstrou que os materiais compostados podem substituir a turfa na biomistura
tradicional. Entre os substratos, o composto de folha de oliveira foi o que apresentou a maior
atividade de degradacdo e alta capacidade de adsor¢ao para a maioria dos pesticidas testados.

Vischetti et al. (2004) compararam o comportamento do inseticida clorpirifés em duas
matrizes diferentes: a composicdo original e uma matriz modificada utilizando substratos
facilmente encontrados na Itdlia. Eles relataram que as meias-vidas do agrotdxico foram
semelhantes em ambas as matrizes avaliadas. No entanto, o teor de biomassa microbiana foi
reduzido na matriz italiano. Ja o estudo realizado por De Vleeschouwe et al. (2005) realizou a
comparagdo entre a palha de linho e palha de graos, e conclui que a palha de linho
demonstrou maior desempenho na eficiéncia e degradacdo de moléculas persistentes.

Em relacdo a utilizacdo de residuos agroflorestais, estudos avaliaram o emprego de
matrizes compostas por serapilheira de Pinus, um substrato facilmente encontrado. Tortella et
al. (2013) avaliou a influéncia da biomistura de pinho fresco e verificou que ndo houve
aumento nos niveis de degradagdo. J4 o estudo realizado por Dias ef al. (2021) avaliou a
utilizagdo de serapilheira de Pinus depositados ja em processo de decomposi¢cdo. O estudo
demonstrou que ocorreu uma degradacdo mais rapida dos agrotoxicos, provavelmente
relacionada ao estado de biodegradagdo do substrato, que possui uma grande atividade
microbiana que foi adicionada a biomistura. Diez et al. (2013) avaliaram o emprego de
serragem de Pinus juntamente com casca de cevada para substituir uma fracdo da palha na
biomistura. Como resultados, os materiais degradaram com sucesso uma mistura de

agrotoxicos que foram adicionados em aplicagdes sucessivas. Recentemente, Fernandez ef al.
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(2022) avaliaram a eficiéncia de uma matriz composta apenas por restolho de trigo e solo para
a degradacao de 2,4-D e seu principal metabolito o 2,4-DCP. As avaliagdes ao longo de 35
dias demonstraram que houve uma boa adsorcao e degradacao da matriz.

A literatura mostra uma série de materiais e proporgdes que ja foram avaliadas com a
finalidade de manter os niveis da atividade biologica (DIAS et al, 2020). Diante do
levantamento de diversos estudos, pode-se verificar que as biomisturas possuem capacidade
de degradar os residuos de agrotéxicos mais rapidamente quando comparadas ao proprio solo

(KARANASIOS et al., 2013; PINTO et al., 2016; PAPAZLATANI et al., 2019).

1.3 FATORES ABIOTICOS

1.3.1 Umidade

A umidade em um Biobed ¢ um fator de grande relevancia, pois afeta a
disponibilidade de oxigénio, a atividade microbiana e a solubilizacdo de agrotoxicos, além de
gerar o risco de supersaturacao e formacgao de lixiviagao de seus compostos (CASTILLO et
al., 2008). A disponibilidade adequada de 4gua ¢ essencial para a atividade microbiana e,
portanto, para a biodegradacdo. Estudos demonstraram que o aumento da umidade do solo
influenciou no aumento na taxa de remogao de pesticidas (CHEN et al., 2001).

Deve haver um equilibrio da umidade no sistema, pois os baixos niveis de umidade
limitam a atividade microbiana, enquanto altos niveis (quase saturacdo) podem limitar os
processos aerobicos, mais eficientes, por deficiéncia de oxigénio. Estudos realizados por
Castillo e Torstensson (2007) verificaram o efeito da umidade na dissipagdo de varios
pesticidas, bem como na respiragdo basal e no contetido de fenoloxidase. Foram testados trés
diferentes niveis de umidade no sistema. Os baixos niveis de umidade proximos a 30%
limitaram a atividade microbiana e as quantidades de pesticidas em solugdo. Os niveis de
umidade de 60% poderiam fornecer agua suficiente para processos microbianos, solubilizagao
de pesticidas e espaco de poros para o oxigénio suportar processos aerdbicos. Ja em niveis
com 90%, encontrava-se condi¢des proximas a saturagdo da dgua com deficiéncia de oxigénio
associada no sistema. Nessas condigdes, 0s processos microbianos aerdbicos poderdo ser
limitados e os processos anaerobicos prevalecer. Os resultados demonstraram que niveis de

umidade proximos a 60% eram os mais adequados para a dissipagdo da maioria dos
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pesticidas. Fogg et al. (2004) relatam que o baixo teor de umidade da biomistura afeta a
atividade microbiana e a taxa de dissipacao de pesticidas. Gebler (2015) apontam que para um
bom funcionamento do sistema “Biobed Brasil” a umidade da biomistura deve ficar entre 40 a
60%. Ja os estudos realizados por Cordova-Méndez et al., (2021) objetivaram avaliar os
efeitos da variagdo da umidade na dissipagdo de uma mistura de agrotoxicos (atrazina,
carbofurano, diazinon, glyphosate e 2,4-D). Foram implantados sistemas Biobed
miniaturizados em condi¢des experimentais sob clima tropical. Os resultados mostraram que
as variacdes de umidade na biomistura ndo afetaram a dissipagdo do agrotoxico, onde este
parametro nao foi significativo para o estudo.

O monitoramento da umidade pode ser realizado através de coletas e analises
laboratoriais, testes de tato ou ainda com o emprego de sensores eletronicos de umidade

instalados no substrato do Biobed (GEBLER et. al., 2015).

1.3.3 Carga hidraulica

A carga hidraulica volumétrica também conhecida como taxa de carregamento
hidraulico ¢ definida como o volume de efluente a ser tratado por unidade de volume do
reator. A eficiéncia do sistema Biobed para a degradagdo dos efluentes estd diretamente
relacionada com a quantidade de 4gua e da carga de poluentes inseridas no sistema.

O gerenciamento de agua ¢ crucial para melhorar o desempenho e remocdo de
pesticidas. Caso ndo seja realizado de maneira adequada poderd ocorrer a sobrecarga
hidraulica, quando o fluxo de 4dgua excede a capacidade de remocao do sistema (WHITE et
al., 2007). Outro fator que deve ser levado em consideragao ¢ o tempo de detencao hidraulica.
Foi demonstrado que o tempo desde a aplicagdo até o momento em que o fluxo de drenagem
comega ¢ o fator dominante na determinagdo de concentracgdes e perdas no fluxo de drenagem
de um herbicida moderadamente movel e persistente, como o caso do herbicida isoproturon
(CASTRO-GUTIERREZ, et. al., 2016). Além disso, o tempo de detengdo de hidraulica
também pode afetar a taxa de remogao de poluentes.

Estudos realizados por Fogg (2004) e Omirou et al. (2012) mostraram que o potencial
de lixiviagdo de pesticidas foi afetado pela carga hidraulica. A inser¢do de altas cargas de
agua logo apos a aplicagao de pesticidas pode afetar no tempo de contato entre os pesticidas e

a biomistura, gerando a lixiviagdo de pesticidas. O sistema Biobed permite a entrada de agua
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proveniente da chuva, desde que tomado devidas precaugdes para que ndo afete o
desempenho do sistema. E recomendado a instalagdo em éareas planas ou altas, para evitar o
acimulo de 4gua de escoamento e lixiviagdes. No entanto, em regides que o indice
pluviométrico ¢ alto, recomenda-se a instalacdo de uma cobertura para evitar a sobrecarga
hidraulica e o risco de satura¢ao na biomistura.

Estudos realizados por Fogg et al. (2004) relataram que sistemas com cobertura
tiveram a camada superficial (0-10 cm) seca rapidamente formando uma camada hidrofébica,
restringindo severamente a evaporagdo ¢ a perda de umidade. Ao longo de 12 meses, a
camada superior mostrou-se desidratada e a camada inferior mostrou-se saturada, bem como
ocorreu uma diminuicdo da biomassa microbiana. Deste modo, ¢ necessaria uma avaliagao
prévia das condicdes climdticas locais, para a escolha do melhor método. Como qualquer
sistema de tratamento de pesticidas, as camas bioldgicas devem poder tratar uma mistura
complexa de pesticidas, aplicada repetidamente e frequentemente em altas concentragdes
(FOGG et al., 2004; TORTELLA et al., 2013).

O dimensionamento destes leitos € baseado numa carga hidraulica aceitdvel, expressa
na unidade de éarea superficial do filtro por litro de efluente. As recomendacdes atuais sao dos
estudos realizados na Bélgica por WILDE et al. (2009) que concluiram que uma carga média
de agua de 12,5 litros por metro cubico na biomistura ¢ suficiente para a retengdo eficaz de
pesticidas para o modelo biofiltro. No Brasil, Gebler (2015) menciona que o fluxo de
contaminante ideal suportado para o modelo “Biobed Brasil” ¢ também de aproximadamente
12,5 L de residuo liquido por metro ctbico (m?) de substrato, em um periodo de 3 dias,

levando em consideracdo as variagdes de evapotranspira¢do do sistema.

1.4 FATORES BIOTICOS

1.4.1 Comunidades microbianas

A diversidade microbiana presente em uma biomistura desempenha uma fungdo
essencial na degradacdo de agrotoxicos. Grande parte destas transformacgdes sdo catalisadas
por microrganismos, como as bactérias e fungos, que possuem uma grande capacidade de
degradar e realizar a desintoxicagdo (ASGHER et al., 2008; GAO et al., 2010), sendo que

alguns microrganismos sao capazes de utilizar determinados agrotdxicos como tUnica fonte de
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carbono e nitrogénio (HIGGINS e BURNS, 1975). Do mesmo modo, os fatores que afetam a
atividade microbiana no solo podem também influenciar nas taxas de dissipagdo dos
agrotoxicos. Devido a este fator, estudos passaram a incluir em seu escopo a avaliacdo das
comunidades microbianas presentes nas biomisturas, seu comportamento e possiveis impactos
ocasionados pelos agrotoxicos. Uma relagcdo de trabalhos abordando a tematica ¢ apresentada
na Tabela 3.

Tabela 3: Relag@o dos parametros microbioldgicos utilizados em testes microbiologicos para avaliagdo da
eficiéncia de sistemas Biobeds.

Parametro Referéncia
Atividade de fenoloxidase Castillo e Torstensson, 2007; Tortella et al., 2012
Lignina peroxidase Karanasios et al., 2010

Analise de eletroforese em gel de

gradiente desnaturante (DGGE) Copolla et al. 2011

Biomassa microbiana Vischetti et al., 2008; Marinozzi et al., 2013
Castillo e Torstensson, 2007; Karanasios et al., 2010; Fernandez-
Respiragdo microbiana Alberti et al. 2011; Omirou et al., 2012; Marinozzi et al., 2013;
Diez et al. 2013
Atividade hidrolitica Karanasios et al., 2010; Romero et al., 2019
Identificacdo das comunidades Murillo-Zamora et al. 2017; Bergsveinson et al., 2018; Tortella et
microbianas- Sequenciamento de DNA al., 2020

Dias et al., 2021; Dominguez-Rodriguez et al. 2021; Lescano et al.
2022

Russell et al., 2021

Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)

Técnicas metagendmicas e
metatranscriptomicas

Fonte: O autor (2022).

Um estudo realizado por Bergsveinson et al., (2018) em parceria com a Agriculture
and Agri-Food Canada (AAFC) avaliou a variabilidade das comunidades bacterianas e
fingicas em quatro sistemas de biodegradacao localizados nas cidades de Alberta e
Saskatchewan (Canad4). Estes sistemas foram utilizados para o descarte de uma mistura de
agrotoxicos ao longo de uma estagdo operacional. As biomisturas eram constituidas por palha
e residuos de madeira. Os resultados demonstraram que as comunidades bacterianas foram as
com maior diversidade. As taxas de remocao de pesticidas para todos os Biobeds alcangaram
a média de 99%, com a andlise da comunidade microbiana revelando que os sistemas
compartilharam 60-70% das ordens bacterianas e fungicas mais abundantes, respectivamente.

O estudo realizado por Russell et al., (2021), buscou esclarecer as comunidades
microbianas residentes dentro de uma Sistema de Biobed no Canada e sua funcionalidade
associada por meio de metagendmica e andlises metatranscriptomicas. Para tal, foram
realizadas amostragens antes e apos a temporada de uso de agrotdxicos, no intuito de medir as

comunidades taxonomicamente e funcionalmente em resposta a exposi¢do a pesticidas e usou
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abordagens comparativas para medir a abundancia e a diversidade de genes degradantes
aromaticos. As técnicas utilizadas identificaram um enriquecimento de bactérias degradadoras
de xenobidticos, bem como o enriquecimento e transcricdo de genes degradadores. Frente aos
dados observados, pode-se destacar que a microbiota presente em Biobeds pode ser

considerada inica, mesmo que a nivel regional.

1.5 ENSAIOS PARA MONITORAMENTO E AVALIACAO

As abordagens de biorremediacdo visam desintoxicar matrizes contaminadas baseadas
na transformacao bioldgica. No entanto, a simples remocao da molécula original do pesticida
ndo indica necessariamente que o processo de tratamento e desintoxicacdo tenha ocorrido de
maneira adequada (BERNARDELLI et al., 2021). Diversos produtos de transformagao podem
ser gerados no processo de degradagdo, onde muitas vezes podem ser de dificil identificagdo e
quantificagdo e possuir um potencial toxico equivalente ou maior do que o composto original.
Quando este processo ocorre, pode-se dizer que ocorreu uma falha no processo de
biorremediacdo (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2018).

Nesse contexto, a obtencdo de informacdes sobre os efeitos potenciais dos
agrotoxicos, especialmente sobre a microbiota e fauna edéfica, tornou-se um foco importante
nos estudos (REINECKE e REINECKE, 2007; RASTETTER e GERHARDT, 2018). Para tal,
sdo necessarias abordagens alternativas para obter um cenario mais completo sobre a
eficiéncia da biomistura. Essas abordagens podem incluir desde as andlises quimicas
convencionais quanto analises complementares, como determinacdo da mineralizagdo, ensaios
ecotoxicologicos e toxicidade biologica para determinar com maior precisdo o grau de

desintoxicacdo e o desempenho alcancado pelas matrizes.

1.5.1 Ensaios ecotoxicoldgicos

A primeira mencao da ecotoxicologia surgiu no livro “Primavera Silenciosa” escrito
por Rachel Carson em 1962. Em sua obra, a autora escreveu sobre os problemas ambientais
decorrentes da Revolucdo Verde e em especial do uso indiscriminado do produto quimico
DDT. Esta obra foi considerada um marco na separacdo da toxicologia classica e da

ecotoxicologia, ja que trouxe uma nova percepgao a respeito do panorama de acdo do agente
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quimico, afirmando que ele age nao s6 em uma espécie ou individuo, mas afeta toda a cadeia
alimentar em que ele est4 inserido, devido aos chamados efeitos cumulativos (BAZERMAN
& DE LOS SANTOS, 2005).

As avaliacdes de ecotoxicidade constituem ferramenta indispensavel na estimativa do
perigo potencial de substancias como os agrotoxicos, sendo parte fundamental da analise de
risco ambiental. Tal abordagem ¢ utilizada em diversos paises para a utilizagdo e também
descarte de uma variedade de substancias.

O conhecimento ecotoxicoldgicos permite avaliar a extensdo do risco ambiental,
estipular metodologias de vigilancia e rastreamento da presenca de toxicos no ambiente e
ainda orientar nas medidas de remediacdo (AZEVEDO e CHASIN, 2004). Atualmente, novas
metodologias de avaliagdo t€m sido utilizadas no intuito de obter respostas mais realistas e
proximas das condigdes reais. Como estes sistemas visam desintoxicar aguas residuais
contendo agrotdxicos, a avaliacdo ecotoxicoldgica de biomistura apos o tratamento representa
uma maneira global de estimar a relevancia ambiental do processo, diante do potencial
formagdo de produtos de transformagdo toxica a partir da degradagdo de pesticidas
(RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2018).

O objetivo desses ensaios de ecotoxicidade ¢ medir um efeito especifico, permitindo
estabelecer a presenca de substancias potencialmente toxicas ou inibidoras no meio ambiente
por meio do uso de indicadores bioldgicos, que podem incluir animais, bactérias e algas, entre
outros. Os efeitos nos bioindicadores sao geralmente medidos como concentragdes inibitorias
médias (IC50), concentragdes efetivas médias (CE50) e concentragdes letais médias (CL50),
entre muitas outras (GARVEY et al., 2015; PATEL et al., 2017, ZHANG et al., 2020). A
toxicidade de um composto quimico depende da exposicao, da suscetibilidade do organismo,

das caracteristicas quimicas do agente e de fatores ambientais (TOMITA; BEYRUTH, 2002).

1.5.2 Ensaios de Ecotoxicidade

A ecotoxicologia terrestre ¢ um subcampo da ecotoxicologia que tem o solo como
base e se utiliza de testes para estudar, estimar e quantificar os efeitos e perigos das
substancias (GARCiA, 2004; TEREKHOVA, 2011). A ecotoxicologia terrestre utiliza
organismos do solo como receptores e indicadores de risco. Além das plantas e de toda a

microbiota, esta area abrange a fauna edafica, que tem como representantes diversos
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organismos, sendo os mais utilizados para ensaios os colémbolos, os enquitreideos, as
minhocas, os fungos e os acaros.

Os ensaios de toxicidade podem ser classificados de acordo com o tempo de exposi¢ao
(ecotoxicidade aguda ou cronica), o modo de agdo (mortalidade, crescimento ou reprodu¢ao)
ou o efeito de resposta (letal ou subletal) (KAPANEN e ITAVAARA, 2001). Os ensaios s3o
realizados expondo-se os organismos-teste a um solo contaminado, objetivando-se avaliar o
efeito da contaminacdo na sobrevivéncia, crescimento, reproducdo, mudancas
comportamentais, dentre outros fatores. Estes ensaios podem ajudar a verificar se as
concentragdes de contaminantes em um determinado meio sdo altas o suficiente para causar
efeitos adversos em organismos (LIMA, 2009).

Uma forma de realizar as avaliagcdes ecotoxicologicas para verificar a degradacao do
agrotoxico ¢ empregando os ensaios de ecotoxicidade com organismos ndo-alvo, dentre os
quais pode-se citar os invertebrados do solo, que compdem parte da meso e macrofauna
(AMORIM, 2012). A importancia da realizacdo dos estudos em organismos se da pelo
conhecimento da contribui¢do da fauna do solo para os servicos do ecossistema. Estes testes
sao um dos primeiros passos na avaliacdo de risco de contaminantes do solo e podem ser
considerados uma das principais ferramentas de avaliagdo por serem frequentemente
suficientes para determinar o nivel de risco ecologico das substincias e os limites de
exposicao segura para humanos e biota do solo (SHUGART, 2009).

Os testes ecotoxicologicos sdo realizados no intuito de verificar o nivel de
sensibilidade de determinados organismos a um contaminante estudado. Além disso, além dos
testes de ecotoxicidade com diferentes organismos, testar solos contrastantes (artificial,
tropical, subtropical, temperado) ¢ importante, uma vez que condigdes especificas, como
temperatura, regime de chuvas, conteudo de matéria organica, entre outros, podem influenciar
a toxicidade dos pesticidas (CHELINHO et al., 2011; KAMOUN et al., 2018). Através dos
seus resultados, sdo capazes de fornecer informagdes quantitativas e/ou qualitativas sobre os
efeitos toxicos de contaminantes na fauna de invertebrados do solo, incluindo informagdes
exigidas por diversas autoridades para a comercializagdo ou aplicagdo em solos agricolas.

As aplicagdes dos principios da ecotoxicologia demandam a selecdo de um organismo
teste para ser utilizado em ensaios realizados sob condi¢des especificas e controladas, os
organismos sao expostos a diferentes concentragdes de uma amostra em que seus efeitos

toxicos sao observados e quantificados (COSTA et al., 2008). A escolha dos organismos-teste
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ocorre levando em consideracao sua simplicidade, rapidez e baixo custo para realizagao além
da capacidade para avaliacdo da toxicidade do solo sendo, portanto, métodos viaveis para
estimativa da ecotoxicidade de agrotoxicos.

Entre os organismos mais empregados para realizacdo deste tipo de analise, pode-se
citar os enquitreideos e colémbolos. Os enquitreideos sao organismos de menor tamanho,
ocorrem em todos os solos onde ha suficiéncia de oxigénio, umidade e suprimentos de
nutrientes e sdo comumente encontrados em dareas de intensa agricultura. (PELOSI;
ROMBKE, 2016). De acordo com Lavelle (2014), estes organismos sdo pertencentes a
mesofauna do solo e possuem papel fundamental como decompositores da matéria organica e
na ciclagem de nutrientes. Eles sdo interessantes para o uso em ensaios ecotoxilogicos, devido
a relevancia ecologica e facilidade de criagdo em massa. Dentre as espécies mais
recomendadas para ensaios pode-se citar a Enchytraeus crypticus e Enchytraeus albidu
(NIVA, et al., 2019). Os colémbolos sdo pequenos artropodes, apteros, encontrados em todo o
mundo (BELLINGER et al., 2010). Esse grupo tem sido considerado e usado como
importante bioindicador da qualidade dos solos por responder as diversas modificagdes que
ocorrem no ambiente, podendo ser alteragdes quimicas, como o pH (BARETTA et al., 2008),
alteracdes na estrutura e microclima (PFLUG e WOLTERS, 2001), modificando a frequéncia
e a diversidade de espécies de acordo com a quantidade e qualidade de serapilheira disponivel
(CHAGNON et al., 2000; BARETTA et al., 2008). A espécie F. candida tem sido a mais
utilizada devido seu papel funcional no solo (NIVA et al., 2019).

Com relacdo aos estudos de Biobeds que utilizaram testes ecotoxicologicos terrestres,
podemos citar Gikas ef al., (2018) que empregou o teste de germinagdo de sementes de alface
(L. sativavar. Georgia) em complemento aos testes aquaticos com D. magna para analisar a
eficiéncia dos sistemas de biopurificagdo para a remocao do herbicida- terbutilazina. A
biomistura empregada era composta por fibra de coco. Os resultados demonstraram que o
desempenho da biomistura foi satisfatoria, tratando as maiores concentragdes de agrotdxicos
encontradas em efluentes agricolas. A biomistura contendo terbutilazina provou ser nao toxica
para D. magna. No entanto, nos testes de germinacdo foram observadas variacdes na
toxicidade residual da biomistura, demonstrando que ndo foi possivel desintoxicar a matriz
por completo.

O estudo realizado por Acosta-Sanchez et al. (2020), avaliou o emprego de um

sistema Biobed durante um ciclo simulado de aplicacdo de agrotoxicos (93 dias) para a
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producao de batata. A biomistura era composta por fibra de coco, composto e solo pré-
exposto. O ciclo incluiu a aplicagdo de linuron seguida por um tratamento semanal alternado
de misturas com os produtos clorpirifés/metalaxil e malathion/dimetomorfo, além de
antibidticos. Resumindo, a biomistura utilizada ndo conseguiu manter uma taxa de remog¢ao
constante da combinagao de agrotoxicos durante o ciclo simulado. Para conciliar, a realizagado
de testes de ecotoxicidade D. magna e L. sativa. sugeriram que o sistema proposto ndo suporta
uma desintoxicacao adequada, necessitando ser reavaliado.

No Brasil, Carniel (2015) avaliou a degradagdo dos agrotoxicos mancozebe e
clorpirifos em sistemas Biobeds empregando testes de letalidade, reprodugdo e fuga com
organismos ndo-alvo como os colémbolos (Folsomia candida), enquitreideos (Enchytraeus
crypticus) e minhocas (Eisenia andrei), comprovando que ocorreu algum nivel de efeito de
toxicidade ao longo dos experimentos, especialmente nos colémbolos. Dias et al., (2021)
avaliou a degradagdo do agrotoxico Phosmet através de testes de letalidade, reproducdo e fuga
também com as espécies de colémbolos (Folsomia candida), enquitreideos (Enchytraeus
crypticus) e minhocas. Ainda de acordo com Dias ef al., (2020) o Brasil foi um dos primeiros
paises na américa Latina responsaveis por empregar testes de ecotoxicidade associados a
andlises quimicas para avaliar a eficiéncia do sistema Biobed. Este cenario demonstra um
avango nas pesquisas, que buscam por abordagens complementares de baixo custo, capazes de

melhor detalhar o processo de desintoxicagdo das biomisturas.

1.6 PRINCIPAIS PRODUTOS AVALIADOS- ESCOPO DE APLICACAO

A expansdo no uso de agrotdxicos ndo ocorreu apenas de maneira quantitativa, mas
também qualitativa, com maior eficiéncia e integragdo de varios tipos de ingredientes ativos.
Embora este crescimento do uso tenha lhe conferido uma vantagem competitiva, a fraca
regulacdo que permaneceu por longo tempo ocasionou impactos ambientais € humanos que
ainda estdo sendo descobertos.

Atualmente, ha uma ampla gama de produtos disponiveis no mercado. No entanto,
existem poucas informacgdes ou dados independentes na literatura sobre a persisténcia de
alguns compostos e ingredientes ativos, quando utilizados em diferentes contextos, como
tipos de solo, concentracdo, aplicacdo individual ou misturas, efeitos sob organismos nao-

alvo, dentre outros. Neste sentido, buscamos realizar uma breve sintese da diversidade de
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agrotoxicos cuja remocao foi avaliada em sistemas Biobeds. O resultado completo pode ser
observado na Tabela 1 dos anexos da presente dissertagao.

A diversidade de estruturas quimicas que foram tratadas eficientemente nos sistemas
Biobeds ¢ notavel. Diversos tipos de agrotoxicos ou misturas foram empregados, em cenarios
que alcancaram uma eliminacao superior a 80% (COPOLLA et al. 2011; CHIN-PAPILLO ef
al., 2015; DIEZ et al, 2015). Apesar de nao ter sido possivel incluir todos os compostos
analisadas até o presente momento, ¢ notavel que os sistemas apresentaram na maioria dos
casos uma capacidade maior de remover agrotoxicos do que o solo natural. No entanto deve-
se levar em conta que grande parte dos experimentos foram avaliados apenas com testes
iniciais em escala laboratorial. Para que seja possivel atingir estes valores em condicdes reais,
faz-se necessario uma série de estudos que iniciam com testes laboratoriais (cenarios
controlados) e testes complementares in loco, considerando as condigdes de campo para uma
avaliagcdo completa do comportamento da biomistura, para selecionar aquela na qual apresente
maior favorecimento na degradacdo e desintoxicacdo do produto selecionado ou na remog¢ao
de misturas complexas.

Entre os produtos mais testados em sistemas Biobeds a nivel mundial, pode-se citar os
principios ativos utilizados em inseticidas, o carbofurano, imidaclopride e clorpirifos e o para
herbicida a atrazina (DIEZ et al., 2015; CHIN-PAPILLO et al., 2015; KUMARI et al. 2016;
QUATRIN et al., 2020). Um cenario observado, foi a comprovacao de que a remogao de um
determinado produto varia de acordo com a sele¢do de materiais para a composicao da matriz,
aliado as condi¢des de operacdo e fatores bidticos e abiodticos. Sendo assim, diferentes padroes
de remocgdo foram observados para o mesmo agrotoxico. O estudo realizado por Chin-Papillo
et al. (2015) analisou o emprego de dez biomisturas com subprodutos agroindustriais tropicais
diferentes para degradar o inseticida carbofurano. Apesar de todo o experimento ter sido
conduzido de maneira igualitaria, cada biomistura apresentou um comportamento diferente
para a degrada¢do do mesmo produto. A meia-vida estimada de carbofurano variou de 2,5 a
10,3 dias. Apds 16 dias, a remogao ficou acima de 98,5% em oito biomisturas. Entre os
diversos materiais, a biomistura alternativa a base de materiais compostados apresentou o
melhor desempenho, até mesmo em comparagdo com a biomisturas original.

Apesar da alta versatilidade demonstrada para a remocao de diversos compostos,
houve casos em que alguns agrotdxicos apresentaram pouca ou nenhuma degradacao. Isso se

deve, pois inicialmente o sistema Biobed foi criado no intuito de receber apenas residuos de
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agrotoxicos, tais como produtos diluidos. Com o avango dos estudos, passou-se a incluir no
escopo a investigagdo do comportamento do sistema ao receber altas concentragdes de
agrotoxicos. Os sistemas demonstraram serem capaz de tolerar as altas concentragdes dos
pesticidas aplicados (Castillo e al. 2008). No entanto. novos estudos tém descrito a
ocorréncia de recalcitracdo ou mineralizacdo de agrotoxicos nos sistemas Biobeds
(SNIEGOWSKI et al., 2011; COPOLLA et al., 2013; CHIN-PAPILLO et al., 2015;
MADRIGAL-ZUNIGA et al., 2015; RIVERO et al., 2016; HUETE-SOTO et al., 2017,
RODRIGUEZ-CASTILLO et al. 2018; ACOSTA-SANCHEZ et al., 2020).

A vista disso, a recomendagdo geral ou adogdo de um modelo exclusivo para um
determinado produto ¢ complexo. A implementacdo de um sistema Biobed nao ¢ igual para
todas as regides ou paises (CORDOVA-MENDEZ et al., 2021). E necessario que sejam
realizados estudos inicias, através de testes laboratoriais (cenarios controlados) e testes
complementares in loco, considerando as condi¢des de campo para uma avaliagdo completa
do comportamento da biomistura, para selecionar aquela na qual apresente maior
favorecimento na degradacdo e desintoxicagdo de agrotoxicos ou remoc¢do de misturas

complexas nos Biobeds.

1.7 USO DO SISTEMA BIOBEDS EM APLICACOES ALTERNATIVAS: TRATAMENTO
DE RESIDUOS FARMACOS

Os produtos farmacéuticos e de higiene pessoal, que sdo amplamente utilizados na
pratica humana e veterinaria sdao produtos quimicos altamente ativos, com diferentes
propriedades fisico-quimicas e frequentemente detectados em diferentes compartimentos
ambientais (RIVERA-UTRILLA et al. 2009; SANTOS et al. 2010), sendo considerados
contaminantes emergentes de interesse publico.

Devido ao seu amplo uso e a falta de sistemas eficazes para sua remocdo nos
compartimentos ambientais, o seu descarte continuo no meio ambiente representa um grave
problema ambiental. A presenca destes compostos em aguas superficiais pode ter efeitos
significativos mesmo em baixas concentragdes devido a sua introducdo continua em
ambientes de diferentes fontes antrépicas (HOUTMAN, 2010; EBELE et al. 2017). Diante
deste cenario, tecnologias apropriadas e vidveis precisam ser desenvolvidas para tratar e

remover estes contaminantes antes que o efluente seja langcado (GRASSI et al. 2013).
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Entre as possiveis estratégias para tratamento, estdo inclusos os sistemas de
biopurificacdo. Apesar de terem sido originalmente desenvolvidos para a remog¢dao de
agrotoxicos, a aplicagdo destes sistemas para o tratamento de efluentes industriais ou
contendo contaminantes emergentes tem sido explorada e utilizada com sucesso
(KARANASIOS et al., 2010; DELGADO-MORENO et al., 2019; IMENEZ-GAMBOA et
al.,2018; DELGADO-MORENO et al., 2021; PAPAZLATANI et al., 2019).

Com o propoésito de melhor detalhar o emprego alternativo do sistema Biobed,
buscamos realizar uma breve sintese com os trabalhos que vem sendo desenvolvidos no
intuito de obter melhores informagdes sobre seu comportamento.

O estudo realizado por Delgado-Moreno et al. (2019) avaliou o emprego do sistema
Biobed para a remog¢ao de Ibuprofeno, sal de sédio diclofenaco e triclosan (produto de
cuidados pessoais). Para isso foram utilizados em sua composi¢do um solo argiloso (contendo
34, 56 e 10% de argila, silte e areia, respectivamente), bagaco de azeitona ou seu
vermicomposto e podas revelaram que o emprego deste sistema constituido por residuos
agroindustriais ¢ um eficiente. O experimento foi realizado ao longo de 100 dias, onde os
resultados obtidos demonstraram ser viaveis. Ambas as biomisturas apresentaram maior
eficiéncia de adsor¢do na retencdo de ibuprofeno, diclofenaco e triclosan quando comparadas
ao solo utilizado como referéncia. Em uma continuagdo de seus estudos, Delgado-Moreno et
al. (2021) realizou outros experimentos objetivando avaliar a comunidade microbiana
dominante. Os resultados demonstraram que os sistemas de biopurificagdo contém diversas
populagdes microbianas capazes de degradar estas moléculas com diferentes propriedades.
Outro fator, foi que apesar da presenca de diversas comunidades microbianas em cada
biomistura, percebeu-se um padrao semelhante na abundancia relativa no decorrer do tempo
para alguns filos especificos em todas as biomisturas testadas.

O estudo realizado por Aguilar-Romero et al. (2020), buscou avaliar a degradagdo dos
farmacos ibuprofeno (IBP), diclofenaco (DCF) e triclosan (TCS) em uma biomistura
contendo solo agricola do tipo franco-argiloso siltoso, vermicomposto de torta de azeitona
umida e podas de oliveira. O experimento foi avaliado em laboratorio durante 80 dias. A
biomistura foi capaz de manter alta diversidade da comunidade bacteriana apesar dos niveis

de contaminagdo e dos agentes biocidas adicionados, demonstrando assim sua alta resiliéncia.
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2 CONCLUSAO

O emprego do sistema Biobed pode auxiliar no processo de atenuagdo dos impactos
provocados por agrotoxicos, podem alcancar a degradagdo em sua totalidade quando as
caracteristicas do sistema e as condigdes bidticas e abidticas sdo favoraveis. Entre as
demandas de estudo, pode-se destacar a geragdo de dados em condigdes reais como
complemento aos resultados obtidos em fase laboratorial, além da demanda sistemas capazes
de operar em grande escala. Entre as vantagens, além do baixo custo e da eficiéncia, estudos
comprovaram que os componentes da biomistura podem ser substituidos parcial ou totalmente
por outros materiais alternativos disponiveis na regido a ser implementado. Em suma, os
Biobeds sao uma alternativa vidvel a serem adotados por propriedades agricolas, nas mais
diversas condi¢des ambientais brasileiras, para reduzir a contaminacdo dos solos e das aguas

por efluentes de agrotoxicos.
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CAPITULO 2

ANALISES MICROBIOLOGICAS PARA AVALIACAO DO
COMPORTAMENTO DA COMUNIDADE FUNGICA EM
SISTEMAS BIOBEDS
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RESUMO

Ao considerar o contexto brasileiro no aumento da produtividade agricola e o uso intensivo de
agrotoxicos, diversos aspectos negativos emergem ocasionando impactos socioambientais. O
Brasil ¢ considerado um dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo, contudo, os
efeitos de muitas moléculas ainda nao estdo bem esclarecidos em relagao a sua toxicidade em
organismos nao-alvo. Aliado a isso, ainda hd uma problematica em relagdo a utilizagdo e
descarte de agrotoxicos, que por diversas vezes acabam sendo realizados de maneira
inadequada. O metidationa (Suprathion 400 EC) é um inseticida organofosforado amplamente
utilizado na maleicultura brasileira. Considerando, existem poucas informag¢des ou dados na
literatura sobre sua persisténcia bem como os possiveis efeitos na microbiota do solo. Com o
intuito de suprir algumas dessas limitagdes, este estudo teve como objetivo: I) realizar a
instalacdo de um sistema Biobed piloto para o tratamento de residuos de metidationa e II)
avaliar o desenvolvimento e a maturagdo bioldgica em duas matrizes: a biomistura composta
por solo agricola, palha e acicula de pinus (BA) e outra recebendo apenas solo agricola (BS)
bem como os efeitos deste agrotdoxico sobre a comunidade fingica. As andlises foram
realizadas com base no método de contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). As
amostras das matrizes foram coletadas periodicamente, onde passaram por um processo de
dilui¢do seriada e inoculagdo na superficie de placas de Petri contendo o meio de cultura
extrato de malte-dgar. Apds 7 dias de incubacdo, estas placas eram recolhidas para a
contagem final das colonias formadas. Ao analisar os resultados obtidos, foi possivel obter um
melhor entendimento mudangas no perfil da comunidade de fungos ocasionada ao longo do
experimento, além de insights sobre a capacidade potencial de tratamento em diferentes
matrizes. Embora cada um dos tratamentos fosse composto de diferentes materiais e possam
ser considerados ambientes microbianos independentes, a resposta da microbiota ao evento de
contaminagdo foi semelhante. Apds a aplicacdo da metidationa, a resposta da comunidade de
fungos em ambas as matrizes contaminadas apresentou uma queda que perdurou durante os
90 dias de monitoramento. A acicula de pinus demonstrou ser o material mais adequado,
promovendo a colonizagdo e desenvolvimento da microbiota. Os resultados sugerem que as
biomisturas tiveram uma atividade bioldgica incipiente para tratar os residuos. Deve-se
ponderar que o tempo de amostragem se demonstrou principiante ao processo de
desintoxica¢do. Para um melhor parecer, seria necessario a continuidade no tempo de
monitoramento.

Palavras-Chave: Atividade bioldgica; Biodegradagdo; Fungos; Residuos de agrotoxicos;
Metidationa.
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ABSTRACT

When considering the Brazilian context in the increase of agricultural productivity and the
intensive use of pesticides, several negative aspects emerge causing socio-environmental
impacts. Brazil is considered one of the largest consumers of pesticides in the world, however,
the effects of many molecules are still not well understood in relation to their toxicity in non-
target organisms. Allied to this, there is still a problem regarding the use and disposal of
pesticides, which often end up being carried out inappropriately. Methidathione (Suprathion
400 EC) i1s an organophosphate insecticide widely used in Brazilian male culture.
Considering, there is little information or data in the literature about its persistence as well as
the possible effects on the soil microbiota. In order to overcome some of these limitations, this
study aimed to: I) carry out the installation of a pilot Biobed system for the treatment of
methidathione residues and II) evaluate the development and biological maturation in two
matrices: the biomixture composed of agricultural soil, straw and pinus needle (BA) and
another receiving only agricultural soil (BS) as well as the effects of this pesticide on the
fungal community. The analyzes were performed based on the Colony Forming Units (CFU)
counting method. Samples from the matrices were periodically collected, where they went
through a process of serial dilution and inoculation on the surface of Petri dishes containing
the malt-agar extract culture medium. After 7 days of incubation, these plates were collected
for the final count of colonies formed. By analyzing the results obtained, it was possible to
obtain a better understanding of the changes in the profile of the fungal community caused
throughout the experiment, as well as insights into the potential treatment capacity in different
matrices. Although each of the treatments was composed of different materials and can be
considered independent microbial environments, the response of the microbiota to the
contamination event was similar. After the application of methidathione, the response of the
fungal community in both contaminated matrices showed a drop that lasted during the 90 days
of monitoring. The pine needle proved to be the most suitable material, promoting the
colonization and development of the microbiota. The results suggest that the biomixes had an
incipient biological activity to treat waste. It should be considered that the sampling time
proved to be a beginner in the detoxification process. For a better opinion, continuity in
monitoring time would be necessary.

Key-words: Biological activity; Biodegradation; Fungi; Pesticides residues; Metidathione.
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1INTRODUCAO

Ao considerar o contexto brasileiro de aumento da produtividade agricola e o uso
intensivo de agrotoxicos, diversos aspectos negativos emergem ocasionando impactos
socioambientais. O Brasil ¢ considerado um dos maiores consumidores de agrotoxicos do
mundo (ANVISA, 2019). Contudo, os efeitos de muitas moléculas ainda nao estdo bem
esclarecidos em relagdo & sua toxicidade em organismos nao-alvo (MASIS-MORA et al.,
2020). Aliado a isso, ainda ha uma problematica em relagdo a utilizacdo e descarte de
agrotoxicos, que por diversas vezes sdo realizados de maneira inadequada (CASTILLO et al.
2008; KARANASIOS et al., 2012).

O solo pode ser considerado o ambiente bioldgico mais diretamente afetado pelo uso
de agrotdxicos. Ele € responsavel por inumeras fungdes ambientais, além de abrigar diversos
organismos que contribuem direta ou indiretamente com a prestacdo de servigos
ecossistémicos (PARRON et al., 2015; OCKLEFORD et al., 2017). Nesse contexto, a busca
por estratégias adequadas para a destinagdo de residuos contendo agrotoxicos torna-se uma
necessidade. Os sistemas Biobeds surgiram como uma abordagem biotecnologica vidvel para
a degradagdo de agrotoxicos. Este sistema foi desenvolvido na Suécia e devido a sua
eficiéncia, posteriormente ganharam adaptacdes e instalacdes em diversas localidades como a
exemplo da América do Sul (RIVERO et al., 2016; DIAS ef al., 2021; LESCANO et al,
2022).

O principal componente constituinte ¢ uma matriz composta por materiais
selecionados, chamada biomistura. Ela ¢ responsavel por desenvolver uma microbiota ativa,
que promove um dos principais processos responsaveis pela descontaminagdo ambiental.
Estudos relatam que a degradagdo microbiana ¢ um importante via de degradacdo para
agrotoxicos (ETO, 1977; MATSUMARA, 1982; CASTILLO et al., 2008; DIEZ et al., 2013).
Embora esses ecossistemas projetados demonstrem remogdo eficiente para determinados
agrotoxicos, a dinamica funcional do microbioma ainda permanece pouco estudada no que se
refere a inseticidas organofosforados como a metidationa. Como tal, a caracterizagdo
adicional desses parametros pode auxiliar na otimizagdo de suas propriedades e implantacao
do sistema.

Com o intuito de suprir algumas dessas limitagdes, este capitulo teve por objetivo

realizar a instalacdo de um sistema Biobed em escala piloto para o tratamento de residuos de
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metidationa e, utilizando deste sistema, avaliar o desenvolvimento e a maturacao biologica em
duas matrizes: uma biomistura composta por solo agricola, palha e acicula de pinus (BA) e
outra composta apenas por solo agricola (BS), além dos efeitos do inseticida metidationa
sobre a microbiota. O emprego de um sistema constituido exclusivamente por solo, objetiva
simular o seu comportamento na adsor¢ao e degradacdo do agrotoxico. Através dos

resultados, serd possivel comparar e evidenciar qual dos componentes possui maior potencial.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LOCALIZACAO DA AREA DE EXPERIMENTO

Os experimentos foram realizados na Universidade Federal de Santa Catarina, Campus
de Curitibanos. Os espacos utilizados foram a Fazenda Experimental, os Laboratorios de
Fitopatologia e Biologia do Solo, além da casa de vegetagdo. A darea utilizada para a
instalacdo dos Biobeds foi uma Casa de Vegetacdo pertencente ao CBS 01, no qual nao
possuia em sua estrutura nenhum sistema de controle interno, como a exemplo de irrigacao e
temperatura.

A respeito das caracteristicas de Curitibanos, cada destacar que o municipio estd
localizado na regido Planalto Serrano no estado de Santa Catarina, abrangendo uma area de
aproximadamente 952.283 km? de extensdo territorial e com uma populacdo estimada de
40.037 habitantes das quais, cerca de 92% encontram-se no perimetro urbano e 8% no
perimetro rural, conforme dados do IBGE (2021). De acordo com dados do IPEA (2020), o
municipio foi apontado no Censo Agropecudrio de 2017, como uma das localidades com
intensificagdo no uso de agrotoxicos.

Inserido em uma altitude de 987 m, o clima da regido de Curitibanos ¢ classificado
como Cfb, caracterizado como clima temperado, conforme a classificagdo climatica de
Koppen e Geiger (1928). Conforme dados da EPAGRI, a média anual das temperaturas
absolutas ¢ de 0,6 °C e maximas de 30,9 °C. A pluviosidade média anual na regido ¢ de 1.647
mm (Pandolfo, 2002) e a umidade relativa ¢ de 78% (WREGE et al., 2012). Na regido de
Curitibanos predominam os solos do tipo Cambissolos e Argissolos (CEPA, 2003). O bioma
caracteristico ¢ a Mata Atlantica com fitofisionomia da Floresta Ombrofila Mista,

popularmente conhecida como Mata de Araucéria.
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2.2 OBTENCAO DOS MATERIAIS E MONTAGEM DO SISTEMA

Para a composi¢do da biomistura foi realizada a coleta dos materiais em diferentes
localidades. A palha de milho utilizada foi retirada de areas de cultivo agricola no municipio
de Videira/SC. As palhas de milho foram trituradas em um forrageador, ficando com um
tamanho aproximado cinco centimetros, para facilitar a homogeneidade da biomistura,
conforme o apontado por Castillo, Torstensson e Stenstrom (2008).

A acicula foi coletada na area de reflorestamento de Pinus localizada dentro da Fazenda
Experimental Agropecudria, que foi implantada em 2005. Para a coleta, buscou-se selecionar
a camada intermedidria de acicula que estava depositada no solo, para selecionar os
fragmentos que ja tenham iniciado o processo de degradagdo e continham possiveis fungos
nativos.

O solo escolhido foi coletado também dentro da Fazenda Experimental Agropecudria
em uma area de cultivo agricola. A selecdo do solo agricola foi no intuito de assegurar que a
microbiota, presente nas amostras de solo, seja nativa da regido, bem como ja tenha sido
exposta a produtos quimicos empregado na lavoura. As amostras de solo foram retiradas da
camada superficial entre de 0 a 20 cm. O solo foi transportado com o auxilio de uma carreta
agricola, onde foi armazenado em um local protegido e com baixa luminosidade para auxiliar
na preservagao das comunidades de microrganismos presentes. Segundo andlises realizadas, o
solo selecionado pode ser classificado como Cambissolo Haplico (EMBRAPA, 2003). As

propriedades do solo podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizacdo do solo agricola utilizado para a composi¢do das matrizes.

Amostra Resultado
Matéria organica (mg dm™) 46,01
Carbono 26,75
pH (agua) 5,20
Capacidade de troca catidnica (cmol . dm™) 7,23
Argila (%) 58,75
Areia (%) 21,25
Silte (%) 20,00

Fonte: a autora (2021).
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A montagem dos Biobeds ocorreu no periodo de setembro de 2020. Para tal, utilizou-
se um local adequado onde os materiais foram depositados sobre uma lona e misturados
manualmente com o auxilio de uma pa de jardim e balde para obter a maior homogeneidade
possivel na formag¢do da Biomistura.

A biomistura foi depositada em recipientes plasticos (popularmente conhecidos como
tambores, bambonas ou barris) com capacidade de 200 litros cada. O sistema ¢ impermeavel e
ndo possui recirculagcdo de efluentes. Este modelo ja foi utilizado em estudos na Costa Rica
(Masis-Mora et al. 2019) e apresentou grande viabilidade. Em todos os quatro tratamentos foi
realizado o plantio de gramineas nativas.

Apds a montagem, o sistema foi abrigado no Campus da UFSC Curitibanos, dentro de
uma casa-de-vegetacdo. Este local possui aproximadamente 28m? sendo utilizado para
diversos experimentos, possuia cobertura transparentes para proteger os experimentos contra

os agentes meteorologicos exteriores, conforme pode ser observado na Figura 1.

Figura 1: Representacdo do projeto de instalagdo dos sistemas Biobeds dentro da casa-de-vegetagcdo. Cada
cilindro representa uma réplica. Os tratamentos BAC ¢ BANC sdo compostos pela matriz de acicula de pinus,
onde o primeiro foi exposto a contaminagdo de metidationa e o segundo foi utilizado como controle,
respectivamente. Os tratamentos BSC e BSNC sdo compostos pela matriz de solo agricola, onde o primeiro foi

exposto a contaminag@o de metidationa e o segundo foi utilizado como controle, respectivamente.
&

Instalagdo do Sistema Biobed

Cobertura Translucida

AREA = 28 m2

Fonte: A autora (2020).

A casa-de-vegetacdo utilizada ndo possuia nenhum sistema de controle interno para
temperatura, umidade e ventilacdo. Sendo assim, a manuten¢do da umidade das biomisturas

era realizada duas vezes por semana de maneira manual com auxilio de regadores. Durante o
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periodo do verado, a frequéncia semanal foi aumentada para trés vezes. A verificagdo do ponto
ideal de umidade era realizada através da coleta de amostras para testes de umidade.

O periodo de maturacdo das matrizes foi iniciado a partir do primeiro dia de
montagem dos sistemas (ocorrido em setembro/2020). A previsdo inicial era estimada em
entre 50 a 90 dias para o processo de maturagao, baseada em estudos realizados anteriormente
(CASTILLO et al. 2008; ROFFIGNAC et al, 2008; KARANASIOS et al., 2012;
GONGORA-ECHEVERRIA et al., 2017; DIAS et al. 2020). No entanto, devido a ocorréncia
da pandemia (COVID-2019) por questdes de seguranga e restrigdes de acesso as dependéncias
da UFSC, este periodo teve que ser estendido, permanecendo por aproximadamente 180 dias
em processo de maturagdao. Decorrido este periodo, foi realizada a avaliacdo das biomisturas
para verificacdo de presenga da microbiota, se a mesma se encontrava estavel e o sistema

possuia aptidao para receber a contaminagao com o agrotoxico.

24 METIDATIONA (SUPRATHION 400 EC)

O ingrediente ativo selecionado para a andlise foi a metidationa (CsH11N204PS3)
inseticida do grupo dos organofosforados, comercialmente encontrada no Brasil através do
agrotoxico Suprathion 400 EC, registrado no Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento - MAPA sob n® 01258803. No Brasil, ¢ indicado para utilizagdo nas culturas
de maga e algodao (AGROFIT, 2022).

A sele¢do deste agrotoxico foi realizada com base no levantamento técnico das
potencialidades do estado, onde ¢ considerado atualmente como um dos principais estados
brasileiros produtores de alimentos, especialmente na fruticultura, além do levantamento de
dados com produtores e profissionais responsaveis pelo suporte técnico a fruticultores,
pertencentes a Cooperativas da regido Meio Oeste Catarinense. Dentre a pesquisa, o
Suprathion 400 EC demonstrou-se um dos produtos mais vidveis, devido seu grande volume
emrpegado bem como suas propriedades. Na Tabela 2 € possivel observar maiores detalhes

deste produto.

Tabela 2: Principais caracteristicas do agrotéxico metidationa (Suprathion 400 EC).

Nome comercial Suprathion 400 EC
Classe Inseticida
Tipo de formulac¢io Concentrado Emulsionavel (EC)
Principio ativo Metidationa e Xilol
Culturas indicadas Algodao e maga

Modo de aplicacio Terrestre
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Intervalo de aplicacgées 21 dias
Meia Vida no Solo 5 a 23 dias
Meia Vida na planta <7 dias
Classe toxicolégica Classe I - Extremamente Toxico
Categoria 2 — Produto Altamente Toxico — faixa

Classe toxicologica (reclassificacio) vermelha

Classificacido quanto ao potencial de periculosidade 1I - Produto muito perigoso

ambiental
Testes ecotoxicologicos Fauna edafica (minhocas)
Fabricante Adama Brasil SA

Fonte: adaptado de Extoxnet (1996), Anvisa (2019), Agrolink (2020) e Sigen (2020).

Segundo consulta no banco de dados PPDB (Pesticide Properties Database) da
Universidade de Hertfordshire (2007) o metidationa possui a Solubilidade em agua a 20°C
(mgl™) no valor de 240, considerada moderada. Sobre seu comportamento de Adsor¢do e
mobilidade do solo, foi classificado como moderadamente moével (Koc 400). Além disso,
apresentou Baixa lixiviabilidade e potencial de bioconcentragdo. Testes ecotoxicoldgicos
foram realizados entre os representantes da fauna edafica, foram realizados somente com
minhocas da espécie Eisenia fetida, que demonstraram um alto risco.

Pesquisas realizadas em base de dados (BRANCH, 2004; APA, 2006) revelaram que a
Metidationa foi banida na Unido Europeia e nos Estados Unidos, devido seu risco
representativo ao ecossistema. No Brasil, no entanto, sua comercializa¢do continua liberada.
Outra questdo, ¢ que apesar da bula representar indica¢do apenas para o uso em culturas de
magca e algodao, estudos retrataram o emprego de Metidationa (Suprathion 400 EC) em outras

culturas, como Péra-asiatica (TIBURSKI, 2015) e Videira (WURZ, et al., 2019).

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo da Universidade. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
4x3, sendo 4 tratamentos (BA, BANC, BS, BSNC) com 3 repeti¢des cada, conforme descrito
na Tabela 3.

Tabela 3: Descricdo dos tratamentos empregados.

Tratamento Abreviatura Composicao
Biomistura de acicula contaminada BAC Solo agricola (50%)
Palha de milho (25%)

Acicula de Pinus (25%)
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Tratamento Abreviatura Composicao
Biomistura de acicula ndo-contaminada BANC Solo agricola (50%)
Palha de milho (25%)
Acicula de Pinus (25%)
Biomistura de solo contaminado BSC Solo agricola (100%)
Biomistura de solo ndo-contaminado BSNC Solo agricola (100%)

Fonte: a autora (2021).

Conforme apresentado na Tabela 3, foram selecionados duas biomisturas para compor
a matriz do sistema Biobed: a primeira foi constituida por palha de milho, acicula de pinus e
solo agricola (BANC) na proporcao (2:1:1); a segunda biomistura foi composta integralmente
por solo agricola (BSNC). Esta, possui por objetivo simular o comportamento do solo na
adsor¢do e degradacdo do agrotdxico, avaliar o desenvolvimento da microbiota e realizar a
comparagdo da eficiéncia em relagdo a BANC que possui materiais lignoceluldsicos. Esta
escolha esta relacionada com base no estudo realizado por Dias et al (2020) que utilizaram
materiais alternativos facilmente encontrados na regido Sul do Brasil. Mais detalhes podem

ser observados na Figura 2.

Figura 2: Ilustra¢do do sistema Biobed implantado. Recipiente BANC representa a matriz composta por acicula
de pinus, palha de milho e solo (propor¢do 25:50:25). Recipiente BSNC representa a matriz composta
exclusivamente por solo agricola.

‘ Acicula de Pinus (25%) ‘

Biomistura e m:zj ‘ Palha de Milho (50%) ‘

BAC W

BANC
. ‘ Solo agricola (25%) |
. ‘ Solo agricola (100%)

Substrato _

BSC
BSNC

Fonte: A autora (2022).



70

2.5 REALIZACAO DAS AMOSTRAGENS

As amostras das matrizes foram coletadas periodicamente, conforme pode ser

observado na 4.

Tabela 4: Periodo de amostragem

Data da amostragem Tempo Descricao
05/05/2021 0 Periodo anterior a contaminagao
08/05/2021 1 3 dias apds a contaminagdo com agrotoxico
07/06/2021 2 30 dias apos a contaminagao
12/07/2021 3 60 dias apos a contaminagdo
16/08/2021 4 90 dias apos a contaminac¢ao

Fonte: a autora (2021).

A coleta foi realizada com o auxilio de um trado holandés. As amostras compostas
foram coletadas em diferentes pontos do sistema (na camada compreendida entre 10- 20 cm) e
depois homogeneizadas. A cada coleta, o trado era lavado em &4gua corrente, secado e
higienizado com 4alcool 70° a fim de evitar contaminac¢do cruzada. Na Figura 3 ¢ possivel
observar detalhes do momento da coleta.

Figura 3: Registro da coleta de amostras no sistema Biobed. A) Momento de inser¢do do trado em uma réplica;
B) Ponto de retirada da amostra destacado entre o circulo vermelho.

Fonte: a autora (2021).
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As amostragens foram armazenadas em sacos plasticos identificados, onde foram
fracionadas em trés partes distintas. A primeira quantidade (aproximadamente 300 g) foi
separada para a analise quimica, para verificar se ocorreu a degradacdo do agrotoxico. A
segunda parte (400 g) foi selecionada para os ensaios ecotoxicologicos. Essas amostras foram
armazenadas congeladas (-20° C) para evitar a degradacao dos agrotoxicos até a realizagao
dos testes, conforme descrito no Capitulo 3 da presente dissertagdo. Uma terceira parcela da

amostra (50 g) foi separada para a avaliacdo microbioldgica.

2.6 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

A avaliagdo da microbiota presente através das colonias de fungos, foi baseada no
método de Contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC), fundamentado nos estudos
realizados por Castillo et al. (2001) e Dias et al. (2021). As amostras das biomisturas para a
avaliagdo dos fungos foram coletadas e armazenadas na geladeira em sacos plasticos
transparentes identificados. No dia seguinte a coleta (periodo inferior a 24h), foi iniciado o
processo de avaliacdo. Todas estas etapas ocorreram no Laboratério de Fitopatologia da
UFSC Campus de Curitibanos, utilizando a capela de fluxo laminar. Primeiramente, foram
adicionados 5 g da amostra em um becker contendo 45 mL de dgua de peptona (concentragdo
2%) previamente autoclavado. Para obter uma mistura homogénea, foi encaminhado os
frascos para agitacao, por um periodo de 30 minutos a 160 rpm. Apos este procedimento, as
amostras ficaram 10 minutos em repouso, para decantar as particulas flutuantes e nao
prejudicar o processo de pipetacao.

A segunda etapa consistiu na execu¢ao da dilui¢ao seriada (OLSEN E RICE, 1989).
Para tal, com o auxilio de uma micropipeta automatica, retirava-se a quantidade de 1 mL uma
solugdo do becker que foi despejado em um primeiro tubo de ensaio contendo dgua de
peptona 2%. Em seguida, coletou-se deste primeiro tubo o mesmo volume e despejou no
segundo, repetindo este processo até o quarto e ultimo tubo. Na Figura 4, € possivel visualizar

o procedimento.



72

Figura 4: Demonstragdo do processo de diluigdo seriada.
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Fonte: A autora (2021).

A terceira etapa consistiu em retirar o volume de 0,1 mL das dilui¢des seriadas
realizadas no segundo e quarto tubo (que correspondiam a diluicdo 102 e 10™#) e inserir dentro
das placas de Petri, que continham o meio de cultura solidificado de extrato de Malte-Agar,

conforme pode ser observado na Figura 5.

Figura 5: Demonstragdo do processo de verter placas, aplicando diluigdes 102 e 10,
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Fonte: A autora (2021).

Ao todo, para cada amostra das matrizes, foram utilizadas duas diluigdes com quatro
repeti¢des cada, totalizando 96 placas para cada periodo de amostragem. As placas que
receberam a dilui¢ao foram vedadas e incubadas em BOD a 25°C por sete dias. Durante este

periodo, foi realizado o acompanhamento diario do aparecimento das colonias. Apds sete dias
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de incubagdo, o experimento era finalizado, através da contagem final das colonias e registro

fotografico.
2.7 CONTAMINACAO COM METIDATIONA (SUPRATHION 400 EC)

O produto comercial utilizado foi o inseticida Suprathion 400 EC da Adama Brasil. As
principais caracteristicas e propriedades deste produto foram apresentadas no item 1.3.1 do
presente capitulo. O processo de contaminacdo dos Biobeds ocorreu apos o periodo de
maturacao da biomistura. O método de contaminagao foi a simulagdao do derrame acidental de
Suprathion 400 EC, em uma tnica dose com volume de 1 L sob os Biobeds selecionados,
conforme pode ser observado na Figura 6.

Figura 6: Registro do momento da simulagdo de derramamento acidental. Para cada uma das matrizes
selecionadas, foram despejados uniformemente o volume de 1L do agrotoxico sobre a camada superficial.

Fonte: A autora (2021 )

O procedimento foi realizado pelo Técnico responsavel do Setor Agropecudrio, que
possui autorizagdo para manuseio de agrotoxicos. Durante o procedimento, foi necessario a
utilizagcdo de Equipamentos de Prote¢do Individual (EPT’S) tais como luvas e méscaras. Para
uma melhor distribui¢do do agrotéxico, o contetido do frasco foi despejado em movimentos
circulares, para assegurar que toda a superficie dos Biobeds recebesse o agrotoxico de
maneira mais homogénea possivel. As embalagens vazias de agrotoxico foram recolhidas e

destinadas a empresa responsavel pela coleta no Campus.

2.8 ANALISE ESTATISTICA
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As andlises estatisticas do numero UFC foram realizadas com base nos dados de
contagem da dilui¢do 102, na qual foi obtido o maior niimero de colonias fungicas. O niimero
de colonias por tratamento foi convertido para o formato de unidades formadoras de colonias
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 Levene, no software RStudio. Em seguida, foi realizada a
analise de variancia (ANOVA) para experimentos fatoriais seguida do Teste de Tukey

(p<0,05), comparando os diferentes tratamentos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CRESCIMENTO E CONTAGEM DE FUNGOS

As analises da comunidade fingica foram avaliadas levando em consideracdo os
quatro tratamentos estabelecidos (BAC, BANC, BS e BSNC). Estes testes iniciaram durante o
periodo de maturagdo e prosseguiram apds o evento de contaminacdo com metidationa, ao
longo de 90 dias. Na Figura 7 ¢ possivel observar os detalhes do acompanhamento dos

tratamentos que receberam a contaminagao.
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Figura 7: Imagens representando a etapa final da incubagdo de cada amostragem realizada: A) Amostragem do
tempo de maturagdo), B) Amostragem intermediaria (30 dias) e C) Amostragem final (90 dias), ambas
correspondentes a matriz composta por Acicula de pinus e contaminada com metidationa; D) Amostragem do
tempo de maturacdo, E) Amostragem intermedidria (30 dias) e F) Amostragem final (90 dias), ambas
correspondentes a matriz composta por solo agricola e contaminado com metidationa.

Fonte: A autora (2021).

Conforme pode ser observado, verificou-se uma sucinta mudanga nas caracteristicas
das coldnias de fungos ao longo do tempo. Na primeira coleta realizada, relativa ao periodo de
maturacdo, houve uma grande incidéncia de colonias de fungos. Com o decorrer do
experimento, observou-se nas amostragens um aumento apenas da presenga de fungos
filamentosos. Na Tabela 5 ¢ possivel observar as médias obtidas para cada tratamento durante

o periodo de amostragem.

Tabela 5: Média amostral das Unidades Formadoras de Colonias para cada tratamento ao longo do experimento
(102 UFC g"). BAC - Biomistura de Acicula Contaminada; BANC - Biomistura de Acicula Ndo-contaminado;
BSC - Biomistura de Solo Contaminada; BSNC - Biomistura de Solo Nao-contaminada.

Amostra Periodo de amostragem (dias)
0 3 30 60 90
BAC (Biomistura de Acicula Contaminada) - 19,58 aB 2,75bC 9,00 bB 8,67 bB
BANC (Biomistura de Acicula Nao- 27,67aA  2842aA 2233bA  20,08bA 22,92 bA
contaminado)
BSC (Biomistura de Solo Contaminada) 18,83aB 1,00 bC 1,25 bC 4,17bC

BSNC (Biomistura de Solo Nio-contaminada) | 1412 aB | 11,75aC | 1525aB | 11,67aB | 13,92 aB

Letras iguais mintsculas nas linhas e maiusculas nas colunas ndo diferem entres si pelo Teste de Tukey (p=0,05).
Fonte: O autor (2021).
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Conforme apresentado na Tabela 5, os resultados demonstraram que a Biomistura de
Acicula de Pinus apresentou um maior nimero de colonias de fungos durante todo o
experimento quando comparado ao solo agricola. Na Figura 9 é possivel observar

Conforme apresentado na Tabela 5, os resultados demonstraram que a biomistura de
acicula de pinus apresentou um maior nimero de coldnias de fungos durante todo o
experimento quando comparado ao solo agricola.

Apbs o evento de contaminagdo com a metidationa, percebeu-se uma pequena redugdo
no numero de colonias em ambas as biomisturas contaminadas. O comportamento de
recuperagdo foi mais perceptivel no tratamento com a biomistura de acicula de pinus. No
entanto, a reducdo mais significativa ocorreu apoés os 30 dias do derramamento. Este
comportamento pode estar relacionado ao processo de lixiviamento da metidationa dentro da
biomistura. Em um primeiro momento, o inseticida ficou na camada superficial e
posteriormente comecou o processo de lixiviamento, atingindo as demais camadas da
biomistura.

Conforme Castillo et al. (2008), para que uma matriz seja capaz de reter e degradar
agrotoxicos de forma eficiente, ela deve ndo apenas promover a sor¢cdo de pesticidas, mas
também desenvolver uma flora microbiana capaz de degradagdo e tolerancia as altas
concentragdes de contaminantes aplicados. A utilizagdo de acicula de pinus proporcionou a
adicao de matéria organica as matrizes, o que influenciou na adsorcao e bioacumulagao de
contaminantes como a exemplo da metidationa. Por ser um material lignocelulosico, a acicula
de pinus, juntamente com a palha de milho, ¢ rica em fibras, permitindo a colonizag¢do de
microrganismos, como os fungos da podridao branca, que sdo considerados os responsaveis
pela degradagdo da lignina e de uma ampla gama de pesticidas. A adi¢ao de acicula de pinus
j& havia sido avaliada em experimentos anteriores (DIAS et al. 2021), e apesar de ser avaliada
em escala diferente das apresentadas no presente trabalho, apresentou resultados semelhantes.

A concentragdo inicial do agrotoxico nesta pesquisa foi considerada uma alta carga de
contamina¢do quando comparado a maioria dos estudos que avaliaram a degradacdao de
agrotoxicos em Biobeds utilizando concentragdes inferiores (VISCHETTI et al. 2008). No
entanto, a escolha do solo agricola possibilitou fornecer o in6culo de populagdes
microbioldgicas adaptadas a agrotdoxicos (HUETE-SOTO et al., 2017). Desta maneira, os
efeitos sinérgicos dessas populacdes podem ser compreendidos em uma remogao mais rapida

de contaminantes do que usando apenas o solo.
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Diversos estudos apresentaram resultados semelhantes quanto ao comportamento de
biomisturas e solos no processo de degradagao de agrotoxicos. Vischetti et al. (2020) realizou
um experimento em escala laboratorial durante 150 dias para avaliar os parametros de
adsorcao e degradagdo de trés pesticidas (clorpirifds, metalaxil e cimoxanil). Em geral, tanto a
adsor¢ao quanto a degradagdo foram maiores na biomistura (20% de solo, 40% de composto
de jardim composto e 40% de galhos de videira) do que no solo. No entanto, percebeu-se um
efeito mais lento no processo com relacdo ao clorpirifés. Este fato pode ser devido a ser um
inseticida organfosforado e apresentar um efeito mais toxico na microbiota do solo.

Estudos realizados por Rodriguez-Castillo et al. (2018) avaliaram a remocdo de
imidaclopride e tiametoxam em duas biomisturas diferentes preparadas com residuos
agroindustriais tropicais e solos pré-expostos ao longo de 228 dias. Para determinar a
capacidade das matrizes de oxidar completamente o imidaclopride, os testes de mineralizagao
foram realizados em biomisturas e comparada com seu comportamento no solo. Embora as
biomisturas tenham demonstrado alcancar mineralizacdo mais rapida do que os respectivos
solos, a eliminagdo nestes sistemas permaneceu bastante lenta.

O trabalho realizado por Lescano et al. (2018) buscou avaliar a eficiéncia de Biobeds
constituidos por materiais locais oriundos das atividades agricolas, usando apenas o solo
como controle. A concentragio inicial de glifosato foi de 1.000 mg kg'. O glifosato
desapareceu quase completamente apds 63 dias em todas as biomisturas testadas. Ja no
controle, o glifosato foi degradado em 53%, porém houve a ocorréncia de AMPA (4cido
aminometilfosfonico) um dos principais produtos gerados da degradagdo do glifosato, na qual
ao final do teste foi de 438 mg kg !. Estes resultados revelaram que as biomisturas
apresentaram maior capacidade de degradagdo do glifosato € menor acimulo de AMPA em
comparagao ao solo. Outro estudo realizado por Lescano et al. (2022) utilizando um Biobed
piloto composto por solo e restolho de milheto revelou que ao longo de 180 dias de
experimento, as comunidades compostas por fungos, bactérias e leveduras tiveram a
diminui¢do de microrganismos disponiveis quando comparados ao inicio do teste.

Tortella et al. (2013) monitoraram a estrutura das comunidades de fungos e bactérias
durante a degradagdo da atrazina em um sistema de biopurificagdo e observaram pouco
impacto destes produtos durante o periodo de tratamento. No entanto, em um trabalho de Diaz

et al. (2016), as matrizes compostas por vermicomposto ndo foram capazes de remover
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significativamente o imidaclopride ao longo de 30 dias, mesmo usando bioaumento das
matrizes com microrganismos autoctones.

Embora estudos de laboratorio e semi-campo fornecam uma indica¢ao do potencial de
depuracdo de um determinado sistema, a avaliagdo em grande escala ¢ uma etapa essencial
antes da implementacao do sistema. Além disso, frente aos diferentes materiais constituintes
das matrizes, as propriedades dos agrotoxicos bem como as condigdes em que o sistema e
exposto sdo fatores que interferem diretamente, tornando o comportamento de cada sistema

diferente e singular.

5 CONCLUSOES

A partir dos resultados experimentais obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que a
inclusdo de métodos para a quantificagdo de populagdes microbianas ¢ apropriada para avaliar
a eficacia das matrizes na degrada¢do do contaminante, além de poder indicar o tempo de vida
util das matrizes. De modo geral, estas técnicas de contagem de colonias sdo oportunas devido
ao seu baixo custo quando comparado a outras técnicas de avaliacdo mais aprimoradas, além
da facilidade do monitoramento da sensibilidade as varia¢cdes da matriz e do agrotoxico.

A contagem microbiana possibilitou identificar que a matriz composta por acicula de
pinus apresentou uma maior atividade fingica durante todo o periodo amostral compreendido
desde o periodo de maturagdo bem como apo6s a aplicacao da metidationa.

Para uma melhor avaliagao sobre a eficiéncia do sistema e a toxicidade residual, seria
necessario a avaliacdo do sistema por um periodo mais longo. Com base nos resultados
encontrados, recomenda-se para trabalhos futuros continuar a pesquisa nos seguintes aspectos:
em aspectos como a identificagdo de microrganismos presentes que possuem potencial para

degradar o contaminante e estipular a vida util da biomistura
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ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE NA AVALIACAO DA
TOXICIDADE RESIDUAL DE SUPRATHION 400 EC
(METIDATIONA) EM BIOBEDS
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RESUMO

As biomisturas consistem no principal componente do sistema biobed, sendo seguramente
empregadas para promover a retencao e a degradacao de residuos de agrotoxicos. Constituem
um material recente, que pode ser um recurso interessante para auxiliar na degradacao de
diversos contaminantes. No entanto, apesar dos beneficios potenciais de sua utilizagdo, faz-se
necessario avaliar sua eficiéncia na redugdo da ecotoxicidade. A maioria dos estudos limita-se
a quantificar a remog¢ao dos contaminantes através de analises quimicas. Contudo, diversos
processos metabdlicos ocorrem dentro do sistema possibilitando a geragdo de outros produtos
de transformacdo que podem ocasionar toxicidade residual da biomistura. Visto que o
proposito do sistema biobed ¢ a biorremediacdo, faz-se necessario a inclusdo de outras
analises para complementar as avaliagdes. Essas informagdes sdo necessarias para excluir
potenciais impactos ambientais negativos decorrentes do seu uso e descarte. Frente a isso, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia do sistema biobed e a toxicidade
residual durante a remocao do inseticida metidationa (formula comercial Suprathion 400
EC®) em uma matriz contendo residuos agricolas: Acicula de pinus e palha de milho. O solo
agricola foi usado como matriz de controle. Para tal, foram realizados testes padronizados de
ecotoxicidade com os invertebrados do solo colémbolos (Folsomia candida) e enquitreideos
(Enchytraeus crypticus). Em suma, nossos experimentos mostraram que, ao longo de 90 dias,
a reducdo da ecotoxicidade foi limitada em ambos os substratos. Os colémbolos foram os
organismos mais sensiveis para monitorar o processo, quando comparados aos enquitreideos.
Os resultados sugerem que, apesar da provavel remocao parcial do inseticida, ¢ necessario
otimizar as biomisturas para minimizar a toxicidade residual e potenciais efeitos sobre a fauna
edafica. Para uma melhor avaliagcdo sobre a efici€éncia do sistema e a toxicidade residual, seria
necessario a avaliacdo do sistema por um maior periodo e a complementacdo com a andlise

quimica.

Palavras-Chave: Biobeds; Ecotoxicidade; Fauna edafica; Metidationa.
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ABSTRACT

Biomixtures are the main component of the biobed system and are safely used to
promote the retention and degradation of pesticide residues. They constitute a recent
material, which can be an interesting resource to help in the degradation of several
contaminants. However, despite the potential benefits of its use, it is necessary to
evaluate its efficiency in reducing ecotoxicity. Most studies are limited to quantifying the
removal of contaminants through chemical analysis. However, several metabolic
processes occur within the system, allowing the generation of other transformation
products that can cause residual toxicity of the biomixture. Since the purpose of the
biobed system is bioremediation, it is necessary to include other analyzes to complement
the evaluations. This information is necessary to exclude potential negative
environmental impacts arising from its use and disposal. In view of this, the present
study aimed to evaluate the efficiency of the biobed system and the residual toxicity
during the removal of the insecticide metidathion (commercial formula Suprathion 400
EC®) in a matrix containing agricultural residues: pine needles and corn straw.
Agricultural soil was used as a control matrix. To this end, standardized ecotoxicity tests
were carried out with soil invertebrates springtails (Folsomia candida) and enchytraeus
(Enchytraeus crypticus). In short, our experiments showed that, over 90 days, the
reduction in ecotoxicity was limited in both substrates. Springtails were the most
sensitive organisms to monitor the process, when compared to enchytreids. The results
suggest that, despite the probable partial removal of the insecticide, it is necessary to
optimize the biomixtures to minimize residual toxicity and potential effects on soil
fauna. For a better evaluation of the system's efficiency and residual toxicity, it would be
necessary to evaluate the system for a longer period and complement it with chemical
analysis.

Keywords: Biobeds; Ecotoxicity; edaphic fauna; Metidathione.
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1INTRODUCAO

A contaminagao do solo ¢ um grave problema ambiental ocasionada notadamente pela
aplicagdo em larga escala e longo prazo de residuos perigosos, a exemplo dos oriundos dos
setores agroindustriais e agricolas, como os agrotoxicos. Os riscos potenciais destes produtos
para o ecossistema terrestre estdo relacionados ao seu uso e descarte inadequado, como
aplicagdes incorretas, derramamentos acidentais ¢ ou despejo de residuos da lavagem de
equipamentos, produzindo grandes volumes de residuos cuja eliminag¢ao representa uma fonte
de contaminac¢do pontual a longo prazo e com alta concentragdo (FOGG et al. 2003; WILDE
et al. 2007; CASTILLO et al. 2008; TORTELLA et al. 2012; KARANASIOS et al. 2010).
Este uso indiscriminado pode afetar os recursos hidricos e o solo, além de ocasionar a
perturbagdo da biodiversidade e sua microbiota, comprometendo o meio ambiente ¢ a saude
humana (HELWEG et al. 2002; RAMWELL et al. 2004; GEBLER e FIALHO, 2011).

Frente a este cendrio, diversas estratégias vém sendo desenvolvidas e adaptadas no
intuito de mitigar a ocorréncia destes impactos ambientais. Um exemplo relevante € o
emprego de sistemas de tratamento in situ para efluentes contaminados, como os sistemas de
biorremediacdo- Biobeds. Estes sistemas baseiam-se na capacidade da biomistura (variedade
dos substratos) e nos microrganismos integrados (COOPER et al. 2006; CASTILLO et al.
2008; VISCHETTI et al. 2007; CHIN-PAMPILLO et al. 2015).

Diversos estudos relatam que as biomisturas foram seguramente empregadas para
promover a retengdo e a degradagdo de residuos de agrotoxicos, devido suas propriedades. No
entanto, a maioria dos estudos limita-se a quantificar a remog¢ao do composto original através
de analises quimicas (VISCHETTI et al. 2008). Contudo, diferentes processos metabodlicos
ocorrem dentro da biomistura possibilitando a geragao de produtos de transformagdo que
podem ocasionar toxicidade residual.

Visto que o proposito do sistema Biobed ¢ a degradacgdo e desintoxicacdo de residuos
de agrotoxicos, faz-se necessario a inclusdo de outras andlises para avaliar sua aptidao. Essas
informacdes sdo necessarias para excluir potenciais impactos ambientais negativos
decorrentes do seu uso e descarte. O objetivo deste estudo foi determinar a eficiéncia do
sistema Biobed e a ecotoxicidade do inseticida Suprathion 400 EC® (metidationa) aos

invertebrados do solo colémbolos (Folsomia candida) e enquitreideos (Enchytraeus
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crypticus). por meio de testes padronizados de ecotoxicidade em duas matrizes alternativas

compostas por Acicula de Pinus e substrato solo.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 AMOSTRAS

As amostras utilizadas nos ensaios Ecotoxicologicos foram provenientes das matrizes
empregadas nos sistemas Biobeds, conforme descrito no item 2.5 referentes ao Capitulo II da
presente dissertacdo. As biomisturas foram preparadas empregando materiais locais como
acicula de Pinus, palha de milho além de solo agricola. Os experimentos foram conduzidos
usando trés réplicas independentes. Seguindo a mesma metodologia, as amostras foram
coletadas em sacos plasticos transparentes identificados e posteriormente armazenadas no
congelador a -18°C. Este processo foi empregado no intuito de preservar as caracteristicas das
amostras bem como realizar o desfaunamento das biomisturas, eliminando possiveis
organismos edaficos que pudessem contaminar ou causar qualquer interferéncia aos
organismos-teste utilizados.

Os ensaios realizados objetivaram avaliar a reprodu¢do dos invertebrados terrestres,
utilizando organismos oriundos do cultivo do laboratorio de Ecologia da UFSC Campus de
Curitibanos, como as espécies F. candida (colémbolo) e E. crypticus (enquitreideo). Os
organismos foram cultivados em ambiente controlado. Os testes foram executados de acordo
com as normas ABNT, em cinco etapas do presente projeto. A primeira etapa consistiu na
avaliacdo das duas matrizes (BS e BA) sem a presenca do contaminante (branco), no intuito
de averiguar a presenga de algum elemento que pudesse interferir nos organismos. As etapas
seguintes objetivaram verificar a Ecotoxicidade do contaminante metidationa (Suprathion 400
EC) ao longo dos periodos T1, T2, T3 e T4 que correspondiam a 3, 30, 60 e 90 dias apds o
episodio de contaminagdo, respectivamente. Para que as amostras atendessem as
especificagdes do teor de umidade e manutencdo para a realizagdo dos ensaios, as amostras
foram previamente submetidas ao teste de capacidade de retencdo de agua (CRA) conforme a
norma ABNT NBR ISO 11269-2 (ABNT, 2014). Além disso, no intuito de verificacdo e
controle laboratorial, todos os ensaios realizados utilizaram o solo artificial tropical (SAT)

para atestar a confiabilidade do ensaio. Este foi composto por 5% de p6 de casca de coco,
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20% de caulim e 75% de areia fina lavada e seca, conforme a norma OECD 226 (OECD,
2016) para atender o padrao de validagdo de parametros minimos de reproducao dos
organismos. Os tratamentos foram testados utilizando cinco réplicas (n=5), além de uma
adicional que nd3o continha a presenca de organismos (denominado parametro), para
averiguacdo de indices como o pH e umidade. Os ensaios foram conduzidos de modo
inteiramente casualizado.

Durante o inicio e o final da montagem dos experimentos, foi aferido os indices de pH
e umidade para monitoramento e controle dos ensaios. Os residuos gerados durante todas as
atividades laboratoriais foram acondicionados em sacos especificos e encaminhados ao setor
responsavel pelo gerenciamento de residuos perigosos da UFSC, onde posteriormente foram

destinados para descarte em aterro sanitario especifico.

2.2 ORGANISMOS TESTE E CONDICOES DOS ENSAIOS

2.2.1 Reprodugdo de Folsomia candida

Os colémbolos da espécie Folsomia candida foram mantidos em recipientes plasticos
com capacidade de 125ml contendo um substrato composto por carvao ativado e gesso na
propor¢ao de 1:10. Os cultivos foram mantidos em camara tipo DBO, a 20£1°C, com
fotoperiodo claro/escuro de 16h/8h. A manutencdo era realizada duas vezes por semana,
através da adicdo do alimento (fermento bioldgico seco) e dgua destilada.

Para a reprodugdo, os adultos foram trocados de recipientes como maneira de
estimular a reproducdo. No terceiro dia apds a troca, os ovos que haviam sido depositados
eram coletados com o auxilio de um pincel de cerdas macias e adicionados em um novo
recipiente identificado. Os ovos eram postos sob pequenos pedacos de gesso removiveis, a
fim de facilitar no processo de eclosdo dos ovos. Apods a constatacdo do nascimento dos
primeiros individuos, era realizado o registro para o controle, permitindo manter estes ovos
em um periodo de espera por mais 48h a ocorréncia dos nascimentos. Findado este periodo, os
ovos restantes que ndo eclodiram foram descartados. Os juvenis ficaram aptos para serem
usados nos ensaios quando atingiram a idade entre 10 e 12 dias.

A montagem dos ensaios de reproducao foi realizada em recipientes plasticos (volume

de 125 ml) contendo 30 g de amostra umida para o meio (biomistura de acicula, substrato solo
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ou SAT). Foram utilizadas cinco réplicas para cada tratamento (n=5), onde foram inseridos
dez juvenis (idade entre 10 a 12 dias). Além disso, uma sexta réplica que ndo continha a
presenga de organismos (denominado parametro) foi adicionada para averiguagdo dos
indicadores de umidade e pH.

Os recipientes foram mantidos em DBO a 20+1°C e fotoperiodo de 16h/8h, ao longo
de 28 dias. A manuten¢do dos cultivos foi realizada nos dias 1 e 14, através do controle da
umidade e adi¢ao de aproximadamente 4g de fermento seco. Além disso, ao menos duas
vezes por semana os recipientes eram abertos a fim de realizar a aeragdo dos cultivos,

conforme pode ser observado na Figura 1.

Figura 1: Registro da manutencao realizada no ensaio de reproducdo de Folsomia candida.
-2 \

Fonte: A autora (2021).

O ensaio teve duracdo de 28 dias. Transcorrido este periodo, foi realizado o seu
desmanche. Para isso, organizou-se os recipientes em fileiras, de acordo com o tratamento
correspondente. Em seguida, realizou-se a pesagem final de todas as réplicas. Posteriormente,
os recipientes foram enchidos com agua da torneira e adicionou-se quatro gotas de tinta de
carimbo azul para corar os juvenis.

Em seguida, com o auxilio de uma espatula, as amostras foram agitadas
cuidadosamente para que os organismos vivos flutuassem na superficie do liquido. Apods este
procedimento, as réplicas foram deixadas separadas por 15 minutos, a fim de que particulas
solidas decantassem e somente os organismos permanecessem flutuando. Concluido, era
realizado a contagem dos individuos adultos bem como feito o registro fotografico para
posterior andlise e contagem dos organismos juvenis no programa ImageJ®, conforme pode

ser observada na figura 2.
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Figura 2: Contagem de juvenis de Folsomia candida no programa ImageJ®. A) Imagem original. B)
Imagem pré-processada e com a aplicagdo dos pontos de contagem manual.
M TV B FRRSARTY ) | N e— . RE ALY

Fonte: A autora (2021).

As imagens carregadas no ImageJ® passaram por uma etapa de pré-processamento
para ajustar suas propriedades e adequar a imagem para uma melhor interpretacdo e contagem
precisa. A enumeragdo ocorreu de maneira manual através da utilizagdo da ferramenta “Multi-

point”.

2.2.2 Reproducdo de Enchytraeus crypticus

A criacdo de enquitreideos da espécie Enchytraeus. crypticus seguiu a norma ABNT
NBR/ISO 16.387 (ABNT, 2012), que apresenta especifica¢des para o cultivo dos organismos.
Os meios foram cultivados em SAT umedecido com agua destilada, a temperatura de 20+£1°C
com fotoperiodo claro/escuro de 16h/8h, alimentando os organismos semanalmente com
farinha de aveia. A manutencdo dos cultivos era realizada periodicamente, através da
transferéncia de organismos selecionados para um novo recipiente com meio novo.

A montagem dos ensaios de reproducao foi realizada em recipientes plasticos (125 ml)
contendo 30 g de amostra imida (biomistura, substrato ou SAT). Foram utilizadas cinco
réplicas para cada tratamento (n=5), onde foram inseridos dez adultos clitelados de E.
crypticus, conforme pode ser observado na Figura 3. Além disso, uma sexta réplica que nao
continha a presenga de organismos (denominada parametro) foi adicionada para averiguagao

dos indicadores de umidade e pH.
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Fi 1§ura 3: RengtI'O da montagem do experlmento com a espe01e E. cryptzcus
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Fonte: A autora (2021)

Seguidamente a montagem dos ensaios, os recipientes foram organizados e receberam
a adicdo de 4gua e alimento (aveia). Posteriormente foram pesados e levados para
armazenamento. Os recipientes foram mantidos em uma sala climatizada a 18°C, com baixa
incidéncia de luminosidade. A manutencdo dos cultivos foi realizada semanalmente, através
do controle da umidade e adi¢do de aproximadamente 4g de aveia como alimento. Além
disso, a0 menos duas vezes por semana os recipientes eram abertos a fim de realizar a aeragao
dos cultivos.

O ensaio teve duragdo de 28 dias. Transcorrido este periodo, foi realizado o seu
desmanche. Para isso, organizou-se os recipientes em fileiras, de acordo com o tratamento
correspondente. Em seguida, realizou-se a pesagem final dos recipientes. Posteriormente, foi
realizada a adi¢cdo de alcool 70% e oito gotas de corante rosa bengala para corar os juvenis.
Apo6s 48 horas, as amostras estavam disponiveis para leitura. Para a contagem de juvenis, as
amostras foram postas em uma peneira de malha 150mm e lavadas em agua corrente. Em
seguida, eram inseridas em um recipiente (bandeja plastica com divisérias) e levadas a lupa

estereoscopica binocular para sua contagem, conforme pode ser observada na figura 4.
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Figura 4: Contagem de individuos E. crypticus em uma lupa estereoscopica binocular.

Fonte: A autora (2021).

A contagem era realizada através de um contador manual. As informacdes eram
anotadas em uma planilha impressa e posteriormente eram repassadas a uma planilha

eletronica onde era armazenada para posterior analise dos dados.

2.3 ANALISE DOS DADOS

Com a finalidade de avaliar os ensaios de ecotoxicidade, os dados foram analisados no
software SigmaPlot 12.0 (2021). Foi realizado a andlise de varidncia (ANOVA) seguida do
teste de Dunnet (p<0,05), quando os dados foram considerados normais € homogéneos. Tais
pressupostos foram verificados por meio dos testes de Shapiro-Wilk. Para os dados que ndo
foram considerados normais, foi aplicada a estatistica ndo paramétrica de Kruskal-Wallis

seguida do teste de comparacdes multiplas de Dunn (p<0,05).

3. RESULTADOS

3.1 BIOMISTURA DE ACICULA X SUBSTRATO SOLO

3.1.1 Validagao dos ensaios

Os testes de ecotoxicidade baseados na reprodugdo foram empregados para estimar a
toxicidade residual nos sistemas. Os ensaios foram realizados em diferentes etapas, de acordo
com o periodo de amostragem descrito no Capitulo II desta dissertacdo, bem como da
disponibilidade de organismos-teste de idade sincronizada quando relacionado aos

colémbolos. Decorrente a isso, os resultados dos ensaios foram analisados com base na
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proporcionalidade do numero de juvenis em cada periodo, em relagdo as suas respectivas
testemunhas (SAT ou amostra ndo-contaminada). Em cada ensaio amostral, foram realizados
testes empregando SAT para fins de validacdo, que em sua totalidade atingiram os valores
minimos de reproducao.

Os ensaios com colémbolos cumpriram o critério de validacdo descritos na norma
ABNT NBR ISO 11267 (ABNT, 2019), onde a mortalidade dos adultos no solo controle
(SAT) ndo pode ser superior a 20%; a taxa de reprodu¢do minima de 100 colémbolos por
réplica deve ser considerada; e o coeficiente de variagdo nao pode exceder 30%.

Para os ensaios com enquitreideos, os critérios de validagao que foram cumpridos sao
referentes a ABNT NBR ISO 16387 (ABNT, 2012), onde no solo controle (SAT), a
mortalidade dos adultos ndo excedeu a 20%; a média de juvenis deve ser maior que 25

individuos e o coeficiente de variacdo nao pode exceder 50% no SAT.

3.1.2 Ensaios de reprodugdo com colémbolos

Os valores das médias reprodutivas de F. candida analisados encontram-se na Tabela
4. Em cada periodo de amostragem, os dados foram comparados com a testemunhas dos
ensaios, sendo o controle SAT para a primeira amostragem- tempo 0 (anterior a
contaminag¢do) e amostra ndo-contaminada para os demais tempos sequenciais (1, 30, 60 e 90
dias).

Para os colémbolos, a toxicidade da metidationa foi extremamente alta. Nos ensaios de
reproducdo ndo houve registro de reproducdo em nenhum periodo amostrado ao longo de 90
dias ap6s a contaminagao, conforme pode ser observado na Figura 5.

Figura 5: Numero de juvenis de F. candida nas matrizes Biomistura de acicula de pinus e Substrato solo, ao

longo de 90 dias de degradag@o de metidationa. Asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas em
relacdo ao Controle (ANOVA, Dunnet, p<0,05).

F. candida- Biomistura de Acicula de Pinus F. candida- Substrato solo

100 100

m Biomistura W Substrato solo

Namero de juvenis (%)
Nimero de juvenis (%)

* * * * * * * *

0,0 3,0 30,0 60,0 90,0 0,0 30 30,0 60,0 90,0
Periodo de coleta (dias) Periodo de coleta (dias)

Fonte: A autora (2021).



94

3.1.3 Ensaios de reprodu¢do com enquitreideos

Os ensaios de reproducdo com enquitreideos foram analisados e para cada periodo de
amostragem, os dados foram comparados com a testemunhas dos ensaios, sendo o controle
SAT para a primeira amostragem- tempo 0 dias (anterior a contamina¢do) € amostra nao-
contaminada para os demais tempos sequenciais.

Os dados de reproducdo de enquitreideos cumpriram os pressupostos de distribui¢do
normal e homogeneidade das varidncias, condi¢des para o uso da ANOVA. Os resultados
evidenciaram que houve uma redugdo significativa da reprodu¢do durante o periodo entre 3
dias e 30 dias, quando comparados a biomistura de referéncia (testemunha). No entanto, a
partir de 60 dias, houve uma retomada na reproducao de enquitreideos, conforme pode ser
observada na Figura 6.

Figura 6: Numero de Juvenis de E. crypticus nas matrizes biomistura de acicula de pinus e substrato solo, ao

longo de 90 dias de degradag@o de metidationa. Asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas em
rela¢do ao Controle (ANOVA, Dunnet, p<0,05).

E. crypticus- Biomistura de Acicula de Pinus E. crypticus- Substrato solo

* * B Substrato solo

10
1
* W Biomistura
[ * b ]
B ’
0 0
0 30 60,0 90,0

0, 30,0 0,0 30 30,0 60,0 90,0
Periodo de coleta (dias) Periodo de coleta (dias)

Fonte: A autora (2021).

Nimero de juvenis (%)
Nidmero de juvenis (%)

4. DISCUSSAO

Ao delinearmos a amostragem para os ensaios de ecotoxicidade, a pergunta inicial foi
se as matrizes empregadas no sistema Biobed apresentariam toxicidade residual oriunda do
evento de contaminacao de metidationa ao longo do periodo de amostragem.

O desempenho do sistema biobed ¢ avaliado em geral, através da diminui¢cdo da
concentragcdo dos contaminantes em estudo. A literatura sugere que 0s processos responsaveis
pela atenuagcdo de agrotoxicos em biomisturas podem ser influenciados tanto pelas
propriedades dos agrotdxicos quanto as caracteristicas dos materiais componentes do sistema

e a presenca de microbiota (GAO et al., 2010). No entanto, de acordo com Karanasios et al.
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(2012), o processo de degradacao ndo significa que ocorreu a desintoxicagao do sistema.
Nesse sentido, a execucdo de outros ensaios, como os ecotoxicologicos, auxilia a
complementar as andlises quimicas convencionais.

A abordagem adotada envolveu andlises para diagnosticar e determinar a
ecotoxicidade das amostras das matrizes contaminadas. Este critério ¢ utilizado para
identificar residuos que constituem ou podem constituir riscos imediatos ou tardios quando
dispostos no meio ambiente. Os resultados dos ensaios com colémbolos e enquitreideos
indicaram que as populagdes de ambas as espécies sofreram redugdo significativa na
reproducdo quando expostas as matrizes contaminadas. Os colémbolos apresentaram uma
sensibilidade maior do que os enquitreideos. Os resultados apontaram uma redu¢do incipiente
da toxicidade do substrato contaminado ao longo do tempo. Ainda assim, houve uma
diferenga entre a ultima amostragem da biomistura contaminada e controle, este ultimo
manteve a média maior de reproducao.

Carniel et al. (2020) realizaram a instalacdo de biobeds a campo compostos pela
biomistura original (solo, palha e turfa), para avaliar a degradacdo de Clorpirifos
(organofosforado) e Lorsban. Os ensaios de ecotoxicidade empregaram trés organismos
diferentes, sendo estes colémbolos (F. candida), minhocas (E. andrei) e enquitreideos (E.
crypticus). Nas condi¢cdes de simulagdo de derramamento acidental, mesmo 420 dias apos a
contaminagdo, a espécie F. candida nao apresentou reproducdo. Tais resultados corroboram
com os resultados obtidos neste trabalho sendo a espécie F. candida a mais sensivel para
ambos as matrizes testadas, indicando ser um organismo-teste adequado para monitorar a
eficiéncia deste sistema.

Houve uma tendéncia de a toxicidade residual ser mais significativa na matriz
composta exclusivamente por solo (BS) quando comparado a biomistura de acicula (BA).
Esses resultados corroboram com estudos realizados anteriormente (WILDE et al. 2009;
KARANASIOS et al. 2010). Isto pode ter ocorrido devido a falta de componentes organicos
que promovessem o estabelecimento de uma microbiota (CASTILLO et al. 2008). Além
disso, a textura do solo pode interferir diretamente na capacidade de reter poluentes, devido as
propriedades e texturas presentes nos diversos tipos de solos (KRAEMER et al. 2009). No
presente estudo, o solo utilizado nas matrizes avaliadas foi um Cambissolo Haplico,

caracterizado pela presenca consideravel de argila. Em geral, solos mais argilosos
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normalmente possuem maior capacidade de retencdo de pesticidas, prejudicando sua
degradacao (HILLEL, 1998).

A maioria das informagdes sobre a persisténcia de agrotoxicos ¢ derivada de
documentos de registro, poucos estudos aparecem na literatura cientifica. Dado o exposto, os
efeitos de muitas moléculas ainda nao estdo bem esclarecidos em relacio a seu
comportamento em diferentes solos bem como a sua toxicidade em organismos ndo-alvo.
Com relacdo ao emprego de metidationa, até o momento ndo foram localizados estudos
relacionados especificamente a agdo deste ingrediente ativo sob os organismos edaficos nao-
alvo. No solo, a meia-vida da metidationa pode variar de 10 e 11 dias, em condigdes
anaerdbicas e aerobicas, respectivamente. Além disso, estudos de campo suplementares
relataram meias-vidas de dissipacdo de 5 a 30 dias nas primeiras camadas do solo,
consideradas entre 10 a 20 cm da superficie (EPHA, 20006).

Estudos realizados por Vischetti et al. (2020) realizaram um experimento laboratorial
para avaliar os pardmetros de adsor¢do e degradacdo de duas matrizes distintas (solo e
biomistura) contaminadas com trés pesticidas (clorpirifos, metalaxil e cimoxanil) utilizados na
cultura da uva. Em geral, tanto os processos de adsor¢ao quanto degradacao foram maiores no
biomix do que no solo. No entanto, o produto clorpirifés (inseticida organofosforado)
apresentou um processo mais lento em relagdo aos outros dois produtos quimicos. Este fator,
deve-se a um efeito mais toxico deste agrotoxico sob a microflora do solo além da maior
adsor¢do deste pesticida na biomistura que reduz a sua disponibilidade para dissipagao.
Karanasios et al. 2010, avaliaram a degradacdo e adsor¢do de agrotdxicos em trés matrizes
diferentes (biomistura original, biomistura composta e solo do tipo franco-argiloso arenoso)
contaminadas por uma mistura de agrotoxicos (dimetoato, indoxacarb, buprofezina,
terbutilazina, metribuzina, metalaxil-M, iprodiona, azoxistrobina). Os resultados
demonstraram que a biomistura composta por materiais compostados, teve uma degradagao
superior quando comparada a biomistura original constituida por turfa e ao substrato solo.
Outro estudo realizado por Karanasios et al. (2013) realizou a comparagao entre o emprego de
um solo argiloso e biomisturas na desintoxicacdo de trés agrotoxicos, dentre eles o inseticida
organofosforado clorpirifés ao longo de 90 dias. Os resultados demonstraram que em geral,
quantidades menores de metabolitos foram acumuladas nas biomisturas em compara¢do com
o solo. Recentemente, Rivero et al. (2020) realizaram experimentos laboratoriais € a campo

para testar duas biomisturas compostas por solos agricolas diferentes da regido do Uruguai.
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Os resultados demonstraram que apesar de ambos terem conseguido realizar a mesma
degradacao, houve diferentes cinéticas de dissipacao devido principalmente as caracteristicas

do solo.

5 CONCLUSAO

Este estudo nos permitiu avaliar o desempenho do sistema biobed composto por duas
matrizes diferentes, disposto para um derramamento acidental simulado, com elevada
concentracdo de metidationa em condi¢cdes de semi-campo. As matrizes avaliadas
demonstraram uma eficiéncia incipiente na redu¢do da ecotoxicidade apds 90 dias. Os ensaios
de reprodugdo com organismos nao-alvo indicaram que o tempo amostrado no sistema (90
dias apos a contaminagdo), ndo foi suficiente para atingir o sucesso no tratamento.

Embora estudos de laboratério e semi-campo fornecam uma indicagdo do potencial de
depuracao de um determinado sistema biobed, a avaliagdo em um sistema piloto ¢ um passo
essencial antes da implementacdo. Em suma, nossos experimentos mostraram que as matrizes
apresentaram um elevado potencial de toxicidade. Entre os organismos avaliados, os
colémbolos apresentaram maior sensibilidade quando comparados aos enquitreideos. Este
cenario, ficou mais evidente especialmente na matriz composta por substrato solo.

Para uma melhor avaliagdo sobre a eficiéncia do sistema e a toxicidade residual, seria
necessario a avaliagdo do sistema por um periodo mais longo. Além disso, o uso de testes de
toxicidade empregando organismos de diferentes niveis da cadeia trofica ¢ altamente
recomendado, especialmente se a biomistura for destinada ao tratamento simultaneo da
mistura de varios agrotoxicos.

De modo geral, ndo foram identificadas na literatura pesquisas que retratem
especificamente sobre o ingrediente ativo metidationa e testes de toxicidade. Isso ressalta a
necessidade de se continuar investigando esse produto, desenvolvendo novas tecnologias de
tratamento a fim de propiciar a reducao dos parametros fisico-quimicos do agrotoxico, em

especial, da toxicidade final da matriz.
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