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DISSIPACAO DE SIMAZINA EM SOLO POR ACAO
DE MINHOCAS (Eisenia foetida)®

S. PAPINI® & M. M. ANDREA®)

RESUMO

O solo abriga grande diversidade de organismos macroscoépicos e
microscopicos, que competem entre si pelos recursos disponiveis. Visando ao
aumento da produtividade agricola, utilizam-se, cada vez mais, fertilizantes e
pesticidas que provocam alteracdes no ambiente edafico. Dentre os organismos
macroscopicos, destacam-se as minhocas, pela quantidade e importancia nas
caracteristicas do solo. Determinou-se a CLgy(14 dias) e avaliou-se a agédo de
minhocas na persisténcia, transformacao e bioacumulacédo de simazina a partir
de solo tratado com o herbicida. As minhocas foram sensiveis a simazina
[CL50(14 dias) de 54 mg IA kg de solo], acumularam o produto ou seus
metabodlitos em seus tecidos (FB = 1,03), quando expostos a concentracdes
menores que a CLsg, e diminuiram a formacéo de residuos ligados ao solo (cerca
de 23 e 33% em solos com e sem minhocas, respectivamente).

Termos de indexac&o: [**C]-herbicida, persisténcia, sensibilidade, bioacumulacao.

SUMMARY: SOIL DISSIPATION OF SIMAZINE BY ACTION OF
EARTHWORMS (Eisenia foetida)

The soil contains a large variety of macroscopic and microscopic organisms, which
compete for the available resources. Fertilizers and pesticides usually applied in soil to increase
the agricultural production may determine environmental changes. Among the edaphic
organisms, earthworms are outstanding for their number and role they play on soil
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characteristics. The performance of earthworms on the persistence, transformation and
bioaccumulation of simazine was assessed in a soil treated with the herbicide. The earthworms
were sensitive to simazine [CLso(14 days) of 54 mg IA kg soil], accumulated the compound
or its metabolites in their tissues (FB = 1,03), and reduced the formation of soil bound residues
(about 26 and 33%, with and without earthworms, respectively).

Index terms: [14C]-herbicide, persistence, sensibility, bioaccumulation.

INTRODUCAO

Os organismos edaficos tém papel de destaque
na eficiéncia dos pesticidas biodegradaveis,
transportando-os para outros locais, transformando-
0s em outros compostos nem sempre conhecidos, ou,
ainda, degradando-os parcial ou totalmente (Lord
etal., 1980). Atualmente, antes de serem regularmente
utilizados na pratica agricola, os pesticidas devem
ser submetidos a avaliagdes sobre seu comportamento
no ambiente (mobilidade e taxa de degradacao
bidtica e, ou, abidtica), assim como avaliado seu grau
de toxidez aos organismos do solo, visando diminuir
efeitos indesejaveis sobre o meio (Brasil, 1988).

Dentre os diversos macrorganismos presentes no
solo, destacam-se os oligoquetos. Seus tlneis recebem
e escoam a agua da chuva, facilitando a percolagao e
aumentando a aeracéao do solo (Edwards & Brown,
1982; Edwards et al., 1993; Deibert & Utter, 1994).
Além disso, em seus deslocamentos, misturam os
diferentes horizontes (Knapper et al., 1984) e
mantém a estrutura edafica. Tém ainda papel
fundamental na fertilidade, pois atuam regulando a
reciclagem da matéria organica (Drewes, 1997).

Assim, considerando o nicho ecoldgico desses
animais, 0s agroquimicos e outras substancias
aplicadas ao solo entram em contato intimo com as
minhocas. Esses produtos podem ser absorvidos
diretamente por meio da cuticula do animal, quando
eles se encontram dissolvidos na solugao do solo, ou
podem ser ingeridos, quando a minhoca se alimenta.
Dessa maneira, os compostos adsorvidos ou ligados
ao solo podem ser assimilados (Connell & Markwell,
1990; Viswanathan, 1994). Esses animais sao,
portanto, um dos organismos mais indicados para a
bioavaliagdo da persisténcia, biodisponibilidade e
transporte de pesticidas e outras substancias usadas
pelo homem (Viswanathan, 1994; Meharg, 1996).

Para avaliar a toxidez dos diversos agentes
guimicos, as minhocas sao submetidas a diferentes
concentracdes do produto, determinando-se a
concentracao letal inicial média (CL(1)50) (CETESB,
1990). Tem-se utilizado a espécie Eisenia foetida, pelo
fato de ela ficar em contato direto com o solo durante
toda a vida ingerindo grandes quantidades desse
substrato, apresentar sensibilidade acentuada a
diversos produtos quimicos e ser de facil obtencéo e
criacdo em condicdes laboratoriais (Edwards &
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Brown, 1982; Fischer, 1984; Heimbach, 1992).
Também gracas ao comportamento das minhocas,
ndo s6 a toxidez aos organismos do solo pode ser
avaliada, mas também sua atuagédo, direta ou
indireta, sobre a eficiéncia do pesticida no controle
dos fitopatdgenos e persisténcia de residuos no solo,
umavez que estes animais, dentre outros organismos
edaficos, podem transformar os pesticidas, alterando,
assim, sua eficiéncia (Viswanathan, 1994).

Os herbicidas constituem o principal grupo de
pesticidas que atingem ou sdo aplicados diretamente
no solo. Dentre os diversos herbicidas atualmente
usados, destaca-se 0 grupo das triazinas, aplicado
em culturas de cana-de-agucar, milho, aspargos,
sorgo, etc. (Holland et al., 1995). Dentre as triazinas
mais utilizadas, encontra-se o herbicida simazina,
de acao pré-emergente e que apresenta significativa
persisténcia no ambiente, isto €, de mais de sete
meses (Richardson & Gangolli, 1994).

Neste trabalho, determinou-se a curva de
sensibilidade das minhocas Eisenia foetida ao
herbicida simazina, bem como sua acdo sobre a
persisténcia e transformagdo do composto no solo.
Também avaliou-se a possibilidade de
bioacumulacdo nos organismos, visando ao
fornecimento de informacdes sobre a possibilidade
de magnificacéo trofica.

MATERIAL E METODOS

Minhocas

Minhocas adultas, cliteladas e pesando entre 300
e 600 mg cada (peso vivo) foram retiradas das caixas
de criagdo e lavadas em agua destilada antes da
utilizacdo nos experimentos. Os testes foram
realizados em ambiente fechado mantido a
aproximadamente 20°C + 1°C.

Solo

O solo foi coletado da profundidade de 0-10 cm de
area do Centro Experimental do Instituto Biolégico,
Campinas (SP), nunca exposta anteriormente a
pesticidas. Apds a coleta, a amostra de solo secou a
temperatura ambiente por 24 h, foi peneirada em
2,0 mm de malha e armazenada em sacos plasticos
a 4°C. Sua caracteristicas fisicas e quimicas foram
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determinadas pelo Departamento de Ciéncia do Solo
da Escola Superior Luiz de Queiroz — ESALQ/USP
(Quadro 1).

Para realizacdo dos experimentos, amostras de
100 ou 200 g (equivalentes a peso seco) desse solo
seco foram colocadas em cristalizadores de vidro com
capacidade para 2,0 L e reumedecidas a 60% da
capacidade méaxima de reten¢ao de agua (CMRA)
(1S0O, 1992).

Pesticida

O herbicida simazina (6-cloro-N2,N4-dietil-
triazina-2,4-diamina) grau técnico com pureza
quimica superior a 95% foi obtido da Sipcam S.A.
Milano (Italia) e diluido em acetona, nas concentragdes
de 20, 40, 80, 160, 180, 300, 360 e 720 pg do ingrediente
ativo (1A) mLL,

O [*C]-simazina (radiomarcado no anel aromatico)
com atividade especifica de 1,04 GBq mmol-?
(28,1 m Ci mmol-1) e 98% de pureza radioquimica foi
obtido do laboratério Sigma-Aldrich® Chemical
Company (EUA). A solugao de trabalho foi preparada
em acetona que continha 0,11 kBqg mL-1.

Curvade sensibilidade das minhocas asimazina

A sensibilidade das minhocas ao herbicida
simazina foi avaliada por meio de dois testes:

Teste de relacao entre concentracéao e
mortalidade: Foram montados cinco grupos (I, 11,
111, 1V e V) com trés cristalizadores de vidro onde foram
colocados 100 g de solo seco e 1.425 g de esferas de
vidro com aproximadamente 2,0 cm de diametro, para
facilitar a aeracdo do substrato e propiciar uma area
maior para o deslocamento dos animais devido ao
pequeno volume de solo. O grupo | recebeu 30 mL
de acetona e foi utilizado como controle da
viabilidade dos animais. Os demais grupos
receberam 30 mL das solug¢Bes com diferentes
concentracgdes de simazina grau técnico (Quadro 2).
Apos o tratamento, o solo foi homogeneizado e deixado
por oito horas sob condigGes ambientais para
evaporacao da acetona. Em seguida, foram colocados
10 animais em cada cristalizador, todos eles foram
cobertos com plastico preto com pequenos furos para
possibiltar a aeracéo, e mantidos por 15 dias a 20°C.

Quadro 1. Caracteristicas fisico-quimicas do solo
utilizado nos testes

pH MaEer_la Areia Silte Argila Classe
organica textural
g dm-3 %
4,5 33 49 25 26 médio argiloso

Decorrido esse tempo, registrou-se o0 nimero de
animais vivos e mortos em cada recipiente.

Teste sobre a influéncia do solo na sensibili-
dade dos animais ao herbicida: Outros quatro
grupos (VI, VII, VIII e IX) com trés cristalizadores
cada foram montados, utilizando-se solo como foi
descrito. Foram montados também trés cristalizadores
(grupo V1) que continham 100 g de silica GASIL 114
(Cross Field-Gessy Lever do Brasil) como controle,
para verificar a agdo do solo na sobrevivéncia dos
animais. O grupo VI recebeu apenas acetona (30 mL)
e foi utilizado como controle na viabilidade dos
animais. Os grupos VI1, V111, IX e X receberam solugéo
de simazina grau técnico em diferentes concentracoes
(Quadro 3). O procedimento posterior de verificacéo
de mortalidade seguiu 0 método ja descrito.

Persisténcia, transformacéo e bioacumulacéo
de simazina em minhocas

Foram montados 18 cristalizadores que foram
divididos em seis grupos (XI, XII, XIII, XIV, XV e
XVI1 com trés cristalizadores cada) com 200 g de solo
reumedecido e 400 g de esferas de vidro para facilitar
a aeragao do substrato. O solo de cada cristalizador
foi tratado com solugdo de simazina grau técnico

Quadro 2. Condic¢des de tratamento do solo no teste
para estabelecimento da relacédo entre mortali-
dade das minhocas e concentracéo de simazina

Cristalizador Concentracédo de simazina

ug 1A g1 de solo
| -

1 6
11 12
v 24
\Y 48

Quadro 3. Condigdes de tratamento das matrizes do
teste sobre a influéncia do solo na sensibilidade
das minhocas a simazina

Cristalizador Matriz Concentracéo de simazina
100 g ug 1A g1 de matriz
Vi solo -
VIl silica 54
VI solo 54
X1 solo 108
X solo 216
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(45 pg 1A g1 de solo) e [14C]-simazina em acetona
(Quadro 4), com excecdo dos cristalizadores do
grupo XI, que receberam apenas acetona e foram
utilizados como controle na viabilidade dos animais
nas condi¢Bes experimentais. Ap6s oito horas da
aplicacdo, dez animais adultos previamente
selecionados foram colocados nos cristalizadores XI,
X1, X111 e XIV. Os grupos XV e XVI foram utilizados
como controle na degradacdo do pesticida na
auséncia de minhocas. Os cristalizadores foram
mantidos por 30 dias a 20°C + 1°C, tendo sido o solo
mantido Umido por borrifamento semanal com
2,0 mL de agua.

Apds 30 dias, os cristalizadores foram desmontados,
e as amostras de solo foram transferidas para frascos
de vidro com tampa rosqueada com capacidade de
500 mL e guardadas em congelador a -18°C até
analise por extracdo. As minhocas vivas foram
contadas, lavadas em agua destilada e mantidas a
4°C por 12 h em papel filtro umedecido. Em seguida,
o papel foi trocado por um limpo e umedecido, e 0s
animais foram mantidos por mais 12 h a 4°C, para
eliminacdo do conteldo intestinal (Fuhremann &
Lichtenstein, 1978; Briggs & Lord, 1983). Os animais
foram entéo sedados por resfriamento em congelador
por 20 min e cortados em pedacos de cercade 1,0 cm.
Os segmentos foram guardados a -20°C até extracéo
para analise.

Recuperacéo de simazina do solo e dos animais

Triplicatas das amostras de 3,0 g de solo seco de
cada cristalizador foram extraidas com 15 mL de
solucdo dgua:metanol: diclorometano (1:8:6),
utilizando energia de microondas a 50% da poténcia
do aparelho (Panasonic 1600W) em 10 ciclos de
20 seg, com resfriamento em banho de gelo entre os
ciclos (Andréa et al., 2001).

Os fragmentos dos animais (aproximadamente
2,0 g de matéria seca por cristalizador) foram
submetidos a extragao por microondas com 15 mL
de solucdo metanol:diclorometano (10:5) a 70% da
poténcia do aparelho, em 15 ciclos de 30 seg cada,

Quadro 4. Condic¢des dos tratamentos do solo para
verificacdo da acdo de minhocas sobre o
simazina

Presenca de Ingrediente

Cristalizador 14C-simazina

minhocas ativo
ug gt de solo kBq g de solo

Xl + - -

X1l + 45 0,57
X1 + 45 0,60
X1V + 45 0,61
XV - 45 0,53
XVI - 45 0,54
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também intercalados com banho de gelo. Os extratos
foram entao filtrados em papel filtro e aliquotas
(triplicatas) de 1,0 mL de cada extrato foram
analisadas por espectrometria de cintilagdo em
liquido (ECL).

Os segmentos animais e as amostras de solo
extraidos secaram a temperatura ambiente e
triplicatas de 100 mg desses materiais foram
posteriormente submetidas a combustao (Biological
Oxidizer OX-600) com 0 mesmo procedimento para
solo utilizado por Andréa et al. (1994). A radioatividade
presente foi avaliada por ECL, para determinagéo
da quantidade de 14C-residuos néo extraiveis do solo
e dos organismos.

Os extratos das amostras de solo foram
concentrados a secura em rotaevaporador (Buchi
Water Bath RE 111 e RE 120), e os residuos
ressuspendidos em 5,0 mL de metanol. A presenca
do [*C]-simazina ou seus ['*C]-metabdlitos foi
determinada por meio de cromatografia em camada
delgada (CCD) em placas de silica gel-60 F254
(Merck), utilizando-se metanol como solvente de
desenvolvimento. As zonas radioativas presentes nas
cromatoplacas foram detectadas em analisador
linear de varredura de radioatividade (LB 2723
Berthold). Entretanto, a quantidade muito pequena
de extratos dos animais nao permitiu a realizacéo
de CCD.

Analises dos resultados

Para determinar a correlacdo entre taxa de
mortalidade e concentracédo do pesticida do teste
referente a curva de sensibilidade, empregou-se a
Correlagao por Postos de Spearman, com determinacéo
do indice de correlacéo (rs) e nivel de significancia (a)
de 0,05.

No teste de persisténcia e transformac&o do 14C-
simazina em minhocas e solo, as percentagens
médias de recuperacdo como residuo extraivel e
residuo ligado ao solo e ao tecido animal foram
comparadas estatisticamente pelo Teste de Diferenca
de Duas Médias, a 0,05 de significancia (a).

O fator de bioacumulacdo (FB = TA/SO) foi
determinado, dividindo-se os valores médios de [**C]-
encontrados nos tecidos dos animais (TA) e nas
amostras de solo (SO) (Stephenson et al., 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Relacdo entre concentracdo de simazina e
mortalidade das minhocas

No teste de relacdo entre concentracédo e
mortalidade (Quadro 2), a taxa de mortalidade n&o
apresentou correlagdo com a concentracao utilizada
do herbicida (rs =-0,065 paran = 15e a = 0,05). Assim,
repetiu-se o0 teste, aumentando as concentracdes e
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montando um cristalizador com silica como substrato
(Quadro 3), porque, além de ser ela usada na maior
parte dos testes para determinacgdo de CLsg
(CETESB, 1990), a silica ndo adsorve pesticidas,
como ocorre com o solo (Luchini, 1987).

Neste segundo teste de sensibilidade (teste sobre
a influéncia do solo na sensibilidade dos animais ao
herbicida), verificou-se uma relacéo direta entre a
taxa de mortalidade e a concentragdo de herbicida
presente no solo (rs = 0,628 paran = 15e a = 0,05).
Assim, a partir desses resultados, estabeleceu-se a
CLso(14 dias) em 1.080 mg IA kg1 de minhoca , na
concentracdo de 54 ug IA g de solo.

Além disso, esse teste demonstrou o efeito
protetor do solo, pois a taxa de mortalidade foi de 56
e 100%, quando se utilizaram, respectivamente, solo
e silica, ambos tratados com a mesma concentracgao
do herbicida (54 pg IA g1 de matriz). O efeito
protetor do solo estd, provavelmente, relacionado
com os teores de matéria organica e argila presentes
no solo, pois estas substancias podem facilitar a
adsorcao de pesticidas e outros contaminantes,
diminuindo, assim, sua disponibilidade aos
organismos (Papini, 1998). Se um poluente orgéanico
nao esta muito biodisponivel, seus efeitos ecoldgicos
podem ser minimizados (Meharg, 1996).

Persisténcia, transformacéao e bioacumulacao
de simazina

Adotou-se a concentracédo subletal de 45 pg 1A g1
de solo na pesquisa de persisténcia, transformacéo
e bioacumulacéo do herbicida simazina em minhocas
por estar ela préxima a maior concentragéo que nao
matava os animais. Com esta concentracéo, pode-se
observar a influéncia das minhocas no comportamento
do herbicida simazina no solo, pois houve diferenca
significativa (p < 0,05) de comportamento do herbicida
entre amostras de solo na presenca e na auséncia
de minhocas. Isto é, recuperou-se, aproximadamente,
63% do radiocarbono como [1C]-residuos extraiveis
do solo tratado com simazina e na presenca de
minhocas (cristalizadores XII, X111 e X1V) (Quadro 5).
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Entretanto, do solo sem a presenca de minhocas,
estes residuos representaram 70% (grupos XV e XVI)
(Quadro 5). O deslocamento dos vermes revolve e
mistura o solo, 0 que pode facilitar a liberagdo de
pesticidas do ambiente, pois torna disponivel maior
quantidade de residuos e aumenta também a
superficie de contato do solvente de extragdo com a
molécula de herbicida no solo. Além disso, a ingestéo
de solo reduz o tamanho das particulas presentes, e
os residuos de pesticida podem sofrer acdo da
microflora intestinal dos animais, e, assim, promover
a bioliberagéo do composto.

Os [!4C]-residuos n&o-extraiveis ou ligados
totalizaram 22,8 e 33,5% respectivamente, com e sem
a presen¢a de minhocas (Quadro 5). Verificou-se,
portanto, que a acdo de minhocas sobre o meio
determinou a formagéao de quantidade significativa-
mente menor (p < 0,05) de [*4C]-residuos ligados ao
solo. Farenhorst et al. (2000) detectaram maior
formacdao de residuos ligados de outro herbicida do
grupo das triazinas - atrazina - em solo apds a acéo
de minhocas, o0 que pode indicar diferentes vias de
metabolismo, conforme o composto e a necessidade
de estudos individuais para cada molécula.

A recuperacdo total do radiocarbono nos
cristalizadores que continham solo tratado e
minhocas foi de aproximadamente 85% e sem a
presenga de minhocas a recuperacgao foi de 100%
(Quadro 5). Isto parece indicar que a atividade dos
animais pode estar relacionada também com a
producdo de compostos voléateis, incluindo CO,, que
podem ter sido produzidos a partir da atividade de
bactérias presentes no intestino dos animais.

Por outro lado, ndo se detectou degradacéo parcial
do [*C]-simazina nos extratos de solo durante o
periodo de 30 dias dos testes em solo com e sem
minhocas, pois 0s cromatogramas apresentaram
radioatividade somente no Rf 0,66, correspondente
ao herbicida simazina. Portanto, o herbicida
simazina nao foi degradado no solo neste intervalo
de tempo.

Quadro 5. Distribuicéo de radiocarbono proveniente de [**C]-simazina aplicado ao solo

Solo Minhoca
Cristalizador 14C-total
4C-extraivel 14C-ligado 14C-extraivel 14C-ligado
% do aplicado
X1 62,9 +1,5 23,9+0,2 0,3 0,3 87,4
X1 61,9 £0,9 22,4 +£0,2 0,2 0,2 84,7
X1V 63,5+ 2,0 22,1+1,0 0,2 0,2 86,0
XV 70,6 £1,7 33,9+0,4 - - 104,5
XVI 70,5 + 3,0 33,2+0,1 - - 103,7
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Como ocorre com outros pesticidas, por exemplo,
lindano e cipermetrina (Viswanathan, 1994),
detectou-se bioacumulac¢do do composto nos tecidos
animais durante o periodo de estudo, pois, ao
guantificar-se a radioatividade presente por grama
de tecido animal e de solo, determinou-se FB de
1,03 £ 0,06 (Quadro 6). Embora a magnificacéo
tréfica do herbicida simazina ndo tenha sido avaliada
neste trabalho, a bioacumulagdo do herbicida pode
ter como conseqiéncia a transferéncia do composto
aos demais elos da cadeia alimentar, quando
ingeridas por outros organismos.

Quadro 6. Radioatividade presente no solo e nos
tecidos animais

Cristalizador Solo Minhoca . Fator de ~
bioacumulacéao
_kBq gl —
XI1 0,49 0,51 1,02
X111 0,50 0,46 0,90
X1V 0,52 0,62 1,18
CONCLUSOES

1. A sensibilidade das minhocas Eisenia foetida
ao herbicida simazina em solo foi detectada a partir
da CL5p(14 dias), quando a concentracéo no solo foi
de 54 ug 1A g1 de, e a mortalidade maxima (100%)
foi atingida a 108 pg 1A g1 de solo.

2. A presenga desses animais no solo diminuiu a
formacao de residuos nao-extraiveis ou ligados de
simazina, o que contribuiu para a maior
disponibilidade do composto no ambiente.

3. As minhocas bioacumulam o herbicida
simazina em seus tecidos (FB = 1,03 + 0,06), apds
somente 30 dias de exposicao.
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