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DEGRADACAO DE AMETRINA EM AREIA
QUARTZOSA COM ADICAO DE SOLO
RIZOSFERICO DE CANA-DE-ACUCAR®

M. A.COSTA® R.T.R. MONTEIRO® & V. L. TORNISIELO®

RESUMO

Utilizando amostras de Areia Quartzosa esterilizada, ndo esterilizada e com
adicdo de 10% de solo da rizosfera de cana-de-agUcar cultivada em campo, na
presenca e na auséncia do herbicida ametrina, a biodegradacéo de 1“C-ametrina
foi avaliada juntamente com a quantidade de residuos extraiveis, ndo-extraiveis
e numero de microrganismos presentes. A taxa de desprendimento de “CO,
aumentou em 3,5 vezes, com adic¢do de solo rizosférico de culturas previamente
tratadas com o herbicida, em 1,7 vez, com a adic¢do de solo de rizosfera de culturas
nao tratadas. A presenca de metabdlitos detectada por cromatografia de camada
delgada revela a maior degradacao nas amostras que tiveram a adigcao de solo
rizosférico. A microbiota presente na rizosfera ocasionou maior mineralizagao
do herbicida ametrina.

Termos de indexacdo:mineralizacao, herbicida, fitorremediacéo, biorremediacéao

SUMMARY: EFFECT OF RHIZOSPHERE SOIL ADDITION ON AMETRYN
DEGRADATION IN SANDY SOIL

The effect of rhizosphere soil addition on ametryn degradation rate was evaluated. The
14CO, release rate from sterile and non-sterile samples of a sandy soil was compared with
the same soil amended with 10% rhizosphere soil from a sugar-cane plantation, treated or
not with ametryn. Sterilized soils showed very low 4CO, release as compared with non-
sterilized soil. When mineralization of non-amended soil was compared with rhizosphere
soil amended from treated and non-treated fields, 3.5 and 1.7 fold increases of mineralization,
respectively, were observed in amended soil. Extract TLC showed more degradation on
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amended samples than on non-amended samples. These results suggest that ametryn is
degraded mainly through microbial action and that amendment with soil microbial
population from ametryn pre-treated soil increases this herbicide's degradation rate.

Index terms: mineralization, herbicide, phytoremediation, bioremediation.

INTRODUCAO

O herbicida ametrina tem seu uso recomendado
para culturas de cana-de-acucar, milho, banana, cafeé,
citros e uva (Rodrigues & Almeida, 1995). Sua
persisténcia no solo é alta (Leon et al., 1978),
especialmente em solos com altos teores de argila e
matéria organica (Lui & Cibes-Viadé, 1972). Em
solos brasileiros, a persisténcia de ametrina varia
conforme o tipo de solo e adicdo de substrato
organico, sendo classificada como alta (Compte, 1997,
Prata, 1998) e média (Costa, 1992, Rodrigues &
Almeida, 1995, Costaetal., 1997, Prata, 1998).

A mineralizacdo de ametrina foi aumentada de
12 a 13 vezes em Areia Quartzosa (0 mesmo solo
utilizado neste trabalho) quando 10% de palha de
cana-de-acuUcar foi adicionada, ndao exercendo
influéncia no desprendimento de 14CO, a aplicagao
prévia de ametrina no campo (Costa et al., 1997).
Neste caso, a maior atividade microbiana mostrou-
se responsavel pela degradacgao de ametrina.

A degradacgdo de ametrina em meio de cultura
liquido foi observada em culturas mistas de bactérias
por Kontchou & Gschwind (1999) e Gebendinger &
Radosevich (1999), que isolaram culturas de
bactérias degradadoras de atrazina. Observou-se que
o tratamento prévio do meio com herbicidas do grupo
das triazinas n&o resultou em isolamento de culturas
degradadoras de atrazina, mas o tratamento prévio
com atrazina ou simazina resultou em culturas
degradadoras de atrazina.

A rizosfera é uma regido de atividade e
crescimento microbiano aumentado em comparacao
com regibes do solo sem interferéncias de raizes. A
excrecao de exudados de raizes das plantas contribui
para este aumento, e 0 aumento no numero e
composi¢do dos microrganismos da rizosfera
depende da espécie, idade da planta e tipo de solo
(Campbell, 1985), bem como de outros fatores, como
a exposicdo da planta a xenobidticos (Cunnigham et
al., 1996). Influéncia direta na qualidade de
exudados, bem como na microbiota rizosférica, apos
aplicacdo de pesticidas, foi anteriormente observada
por Balasubramanian & Rangaswani (1973), Abdel-
Nasser et al. (1979) e Sandmann & Loos (1984).
Anderson et al. (1993) observaram um aumento na
degradacédo dos herbicidas metolacloro, atrazina e
trifluralina, quando compararam solos rizosféricos
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de Kochia sp com solos ndo-rizosféricos. A degradacéo
acelerada de alaclor também foi observada por
Zablotowiez et al. (1995), utilizando Pseudomonas
spp. fluorescentes recuperadas de rizosfera.

O objetivo deste estudo foi investigar o processo
de degradacdo de ametrina sob a influéncia da
microbiota rizosférica de cana-de-agucar cultivada
na presenca e na auséncia do herbicida ametrina,
para isto foi utilizada o 14C ametrina como tracador.

MATERIAL E METODOS

Amostras de Areia Quartzosa (AQ) foram
coletadas na profundidade de 0-20 cm, no municipio
de Charqueada, SP. Solos de rizosfera (SR) de cana-
de-agUcar cultivada na auséncia de herbicida (SR) e
com aplicacdo prévia do herbicida ametrina (SRH)
foram coletados em plantacéo de cana-de-acUcar, no
ano de 1991, trés meses apoés a Ultima aplicagdo, em
uma area onde a ametrina (Gesapax 800 PM) havia
sido aplicada por dois anos consecutivos, na taxa de
4 kg ha-1 ano-1. Os solos rizosféricos foram
provenientes da fazenda da Usina Santa Barbara,
Nno municipio de Santa Barbara D’'Oeste (SP).

As analises quimicas dos solos AQ, SRH e SR
encontram-se no quadro 1.

Amostras de 10 g de solo, com quatro tratamentos
e cinco repeticdes, foram distribuidas em frascos de
vidro, seguindo um delineamento experimental
inteiramente casualizado:

Tratamento  1:10 g solo AQ,

Tratamento 2:9gsolo AQ +1gSR,
Tratamento  3:9gsolo AQ + 1g SRH,
Tratamento  4:10 g solo AQ Esterilizada

O teor de umidade das amostras de solo foi
ajustado para 70% da capacidade de campo e foi
corrigido, semanalmente, por gravimetria. Os frascos
foram fechados, pesados e deixados em ambiente
escuro a 23°C, por um periodo de sete dias. Cinco
frascos foram esterilizados em autoclave a 120°C,
durante uma hora, por trés dias consecutivos. Apo6s
reativacdo do solo, aplicou-se 1 mL de solucéo de
ametrina (2-metiltio-4-etilamino-6-isopropilamino),
na concentracdo de 8,3 ug mL-1 e atividade de
800 Bg mL-1, em todos os tratamentos (IBAMA, 1990).
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Quadro 1. Analise quimica de Areia Quartzosa (AQ), solo rizosférico ndo tratado (SR) e solo rizosférico

tratado com ametrina (SRH)

Solo P pH M.O. K Ca Mg H + Al S T V%
CaClz % Meqg/100 mL

AQ 11,3 5,3 1,75 0,24 1,76 0,18 1,64 2,2 3,8 57,1

SR 18,1 4.5 3,33 0,11 1,61 0,72 5,8 2,4 8,2 29,6

SRH 17,8 4.6 3,20 0,24 1,81 0,84 4,23 2,9 7,1 40,6

M Analisado por resina de troca ionica, analise realizada pelo Departamento de Solos ESALQ/USP — Piracicaba (SP).

O herbicida 4C-ametrina radiomarcado uniforme-
mente em todos os carbonos do anel foi fornecido
pela Ciba-Geigy Corporation, Depto de Sintese
Quimica e Dow Chemical Company, Midland, USA,
com atividade especifica de 26, 71 uCi mg-1 e pureza
radioquimica de 98,4%.

Para capturar o 14CO,, desprendido no processo
de mineralizagdo da ametrina, frascos de cintilacéo
com 1 mL de solugdo de monoetanolamina foram
colocados dentro dos recipientes com solo.
Semanalmente, durante nove semanas, foram
realizadas as trocas dos frascos coletores de CO..
Apo6s as trocas, foram adicionados aos frascos
coletores 15 mL de solugdo cintiladora: 4 g de 2,5-
diphenyl-oxazole (PPO); 0,2 g de 1,4 bis [5-Phenyl
2-2-oxazolyl]- benzene, 2,2’- p-Phenylene-bis
[phenyloxazole] (POPOP); 340 mL Renex 95%; e
660 mL de tolueno (Mesquita & Ruegg, 1984), e a
radioatividade de cada amostra foi avaliada, durante
15 min, em espectrometro de cintilacdo liquida (ELC)
(Beckman-modelo 5801).

Apoés nove semanas de incubacéo, foi realizada a
extracao dos residuos e de seus metabolitos. Aos
frascos com 10 g de amostra de solo de cada
tratamento foram adicionados 10 g de sulfato de
sodio anidro e 20 mL de metanol. Apés duas horas
de agitacdo (120 rpm) e 30 min de repouso, para
decantacao, o sobrenadante foi filtrado e o processo
repetido por mais duas vezes, combinando o0s
sobrenadantes. O volume final foi medido e 5 mL
foram transferidos para frasco de cintilagcdo. O
solvente foi evaporado e entdo 15 mL de solugéo
cintiladora foram adicionados e a radioatividade foi
determinada. Aliguotas de 200 pL do mesmo filtrado
e 10 pL da solucdo-padrédo do herbicida
radiomarcado foram aplicadas em placas de silica
gel 60 Fas4 (Merck). A eluicdo das placas foi efetuada
com o sistema de solvente acetonitrila-agua-acido
férmico (94:5:1, v/v), de acordo com Burkard & Guth
(1976). O produto e os possiveis metabdlitos foram
visualizados com auxilio de luz ultravioleta (345-
366 nm), e as manchas foram confirmadas por auto-
radiografia.

Apds a extracgao, o 14C remanescente como residuo
ndo-extraivel das amostras de solo foi determinado
em oxidador biolégico (Biological Material Oxidizer-
Beckman), utilizando-se 1 g de amostra e catalisador
metélico (CuO). O 14CO, resultante da combustao
foi coletado em 15 mL de solucédo cintiladora
(3,3 g PPO; 600 mL tolueno; 300 mL éteretilenoglicol
monometilico; 100 mL monoetanolamina), conforme
Andrea et al. (1982), e quantificado em ELC.

O numero de microrganismos (bactérias, fungos
e actinomicetos) foi avaliado no inicio e no final do
experimento pelo método de diluicéo e plaqueamento
em meios de cultura seletivos. Na contagem das
bactérias, fungos e actinomicetos, foram utilizados
nutriente agar, meio de Martin (Martin, 1950) e
meio amido caseina (Kuster & Williams, 1964),
respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O desprendimento de 14CO, da ametrina
(Figura 1) indica que os tratamentos sem adicéo de
solo rizosférico, (AQ e AQ/Est) apresentaram, apos
nove semanas de incubag&o, menor percentagem de
14C0O, desprendido (0,70 e 0,58%, respectivamente),
ou seja, uma mineralizacdo da ametrina. A maior
guantidade de 14CO, desprendido foi do tratamento
AQ/SRH (2,56%), seqguido por AQ/SR (1,25%). Este
aumento na taxa de degradacéo é conhecido como
degradacdo acelerada (Felsot & Dzantor, 1990)
decorrente de aplicacdes sucessivas de um mesmo
pesticida, ocorrendo adaptacéo da microbiota do solo
na degradacéo de diversos produtos (Monteiro, 1997).

Comparando os parametros analisados dos
tratamentos que o solo recebeu com a taxa de
degradacao, verifica-se que o tratamento AQ/SRH
apresentou 3,5 vezes mais 14CO, que os tratamentos
AQ, evidenciando a adaptagao dos microrganismos
da rizosfera de cultura de cana-de-acUcar
previamente tratada. Portanto, nestes campos, a
degradacao da ametrina deve ocorrer mais
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Figura 1. Percentagem relativa ao total aplicado de 14002 desprendido em Areia Quartzosa (AQ), com
adicéo de solo rizosférico néo tratado (AQ/SR), com adicdo de solo rizosférico tratado (AQ/SRH) e
Areia Quartzosa esterilizada (AQ/Est), durante nove semanas de incubacéo com *C-ametrina.

rapidamente do que em campos sem aplicacdo. Costa
etal. (1997) observaram que a adi¢do ao solo de 10%
de palhas de cana-de-aglcar tratadas previamente
com ametrina e ndo tratadas aumentou em 13 e 12
vezes, respectivamente, a biodegradacao da ametrina
e concluiram que a degradacdo ocorreu por
cometabolismo.

A quantidade do radiocarbono extraivel
(Figura 2) foi em média 55% do radiocarbono
aplicado inicialmente para todos tratamentos AQ,
AQ/SRH, AQ/SR e AQ/Est (57,35; 62,93; 46,70 e
52,41%, respectivamente), enquanto o ndo-extraivel
ficou ao redor de 29% em média dos tratamentos

70
IM% residuo extrafvel

60 -

50

30

% RESIDUOS

20

3% residuo ndo-extraivel

AQ, AQ/SRH, AQ/SR e AQ/Est (34,0; 29,06; 28,60 e
23,23%, respectivamente). De acordo com FUhr &
Mittelstaedt (1980), o processo de formacao de
residuos ndo-extraiveis de pesticidas nos solos esta
relacionado principalmente com a matéria organica
dos solos, uma vez que a fragdo organica do solo tem
potencial para formar ligagdes quimicas estaveis com
pesticidas e, ou, seus produtos de degradacdo. A
fracdo de residuos extraiveis é a fragdo que esta mais
biodisponivel no solo, enquanto a fracao n&o-
extraivel se encontra mais estavel, entretanto, a
liberacéo desses residuos depende, principalmente,
da acdo dos microrganismos (Scheunert et al., 1986).

AQ AQ/SR

AQ/SRH AQ/Est

TRATAMENTOS
Figura 2. Percentagem relativa ao total aplicado de residuo extraivel e residuo nédo-extraivel em Areia
Quartzosa (AQ), com adicdo de solo rizosférico nédo tratado (AQ/SR), com solo rizosférico tratado
(AQ/SRH),) e Areia Quartzosa esterilizada (AQ/Est), durante nove semanas de incubacédo com 4C-

ametrina.
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Os tratamentos que n&o receberam adicdo de
substratos (AQ e AQ/Est) apresentaram os
metabolitos de Rfs 0,11 e 0,63 junto com a ametrina,
Rf igual a 0,73, e o tratamento com a adicao de solo
rizosférico resultou no aparecimento de um
metabolito a mais de Rf 0,21. Pode-se verificar, entao,
aformacéo de produtos que provavelmente se adsorve-
ram (Figura 2) de formas diferentes do produto méae
(Hsu & Bartha, 1976; Katan & Lichtenstein, 1977;
Lichtenstein, 1980).

O quadro 2 mostra que a presenc¢a da ametrina
nos tratamentos com adicdo de solo rizosférico
aumentou o nimero de microrganismos, principal-
mente bactérias. E provavel que este aumento da
populagéo de microrganismos tenha sido o principal
responsavel pela mineraliza¢do da ametrina.
Evidéncias de que a ametrina seria degradada por
bactérias do solo foram também observadas por Cook
& Hutter (1982).

Assim, pelo aumento do desprendimento de
14CO,, aparecimento de metabdlitos e niumero de
microrganismos, a adicdo em areia quartzosa de solos
de rizosfera, com e sem aplicagdo prévia de ametrina,
houve aumento na mineraliza¢éo de 4C-ametrina,
indicando que a presenca de plantas facilita a
degradacéo de xenobidticos. Tal degradacdo pode
ocorrer particularmente quando o contaminante
organico é degradado cometabolicamente, uma vez
que a rizosfera prové um ambiente condutivo de
transformac@es cometabdlicas (Cunningham et al.,
1996). Neste processo, 0 composto ndo é utilizado
para gerar energia ou crescimento microbiano da
populagdo degradadora, mas a atividade microbiana
€ muito importante.

CONCLUSAO

A mineralizacdo da ametrina é de origem
microbiolégica e o enriquecimento do solo arenoso

com solo rizosférico aumenta a degradacdo desse
herbicida. O aumento pode ser ainda maior quando
se realizam aplicacfes prévias desse herbicida.
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