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RESUMO GERAL

ARAUJO, Grazielle Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2023.
Fitorremediacao de dois solos de texturas contrastantes modificados com
remineralizador e contaminados por hexazinone, sulfentrazone e diuron
isoladamente. Orientador: Kassio Ferreira Mendes.

O uso de herbicidas residuais € uma técnica eficiente para controlar plantas daninhas
por longo periodo, por outro lado, a mobilidade de residuos para sitios ndo alvo ou
persisténcia na area ap6s o periodo de controle ndo sao desejados. As moléculas do
herbicida que persistem por longo periodo causam prejuizo no meio ambiente e na
cultura sensivel em sucessao. Assim, técnica de fitorremediagéo se tornou uma opgao
para minimizar esses impactos negativos, pelo cultivo de adubos verdes como feijao
de porco (Canavalia ensiformis). Essa espécie é caracterizada pelo acumulo de
biomassa e relatada com potencial de fitorremediar varios herbicidas. Ao mesmo
tempo, foi constatada que a utilizacdo de fertilizantes auxilia no processo de
descontaminacdo. O potencial de fitorremediagdo da C. ensiformis em Latossolo
Vermelho e Cambissolo modificados por remineralizador e contaminados por
hexazinone, sulfentrazone e diuron foi avaliado nesta pesquisa. Este estudo teve
como objetivo confirmar a hipbtese da C. ensiformis na descontaminacao de
herbicidas nos solos e a importancia dos estudos analiticos para predicdo da
quantidade de herbicida degradado. Para isso, foram realizados os estudos de
fitorremediacao, efeito residual do hexazinone, sulfentrazone e diuron por método
analiticos e bioldgicos. C. ensiformis foi utilizada para os estudos de fitorremediacao
de solos incorporados com o remineralizador KP Feértil. Para confirmar o potencial da
técnica foram coletados os dados biométricos da planta. Para a deteccao de residuos
dos herbicidas pelo método bioldgico, foi utilizada a espécie pepino (Cucumis sativus)
para hexazinone e diuron e sorgo, (Sorghum bicolor) para o sulfentrazone. Por meio
da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) o método de extracao foi validado,
logo, foi possivel verificar a presenca de residuos dos herbicidas nos solos. O
remineralizador influenciou positivamente nas propriedades dos solos, mas no geral,
nao contribuiu na eficiéncia da fitorremediacdo. A C. ensiformis foi tolerante aos
herbicidas avaliados, e capaz de remediar quantidades baixas dos herbicidas dos
solos. Hexazinone néo foi detectado independemente do método utilizado (biolégico
e analiticos). Bioindicadora em solo arenoso com residos de diuron apresentou



injurias, sendo confirmada presenga do herbicida, mesmo na menor concentracao
inicialmente aplicada.No solo arenoso, as concentragéo de diuron foram maiores que
0,073 mg kg', mas com redugdo de superior a 97% em relagdo a maior dose
inicialmente aplicada (3,30 mg kg'). Constatou-se que a C. ensiformis ¢ um adubo

verde eficiente na descontaminacgao de solos com residuos de herbicidas.

Palavras-chave: Canavalia ensiformis. Descontaminag¢do. Herbicidas.



ABSTRACT

ARAUJO, Grazielle Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2023.
Phytoremediation of two soils of contrasting textures modified with
remineralizer and contaminated by hexazinone, sulfentrazone and diuron alone.
Adviser: Kassio Ferreira Mendes.

The use of residual herbicides is an efficient technique for controlling weeds over a
long period of time. On the other hand, the mobility of residues to non-target sites or
persistence in the area after the control period is not desired. Herbicide molecules that
persist for a long period cause damage to the environment and to the sensitive crop in
succession. Therefore, phytoremediation techniques have become an option for
minimizing these negative impacts by growing green manures such as pig beans
Canavalia ensiformis (jack bean). This species is characterized by the accumulation of
biomass and has been reported to have the potential to phytoremediate various
herbicides. At the same time, it has been found that the use of fertilizers aids in the
decontamination process. The phytoremediation potential of C. ensiformis in Oxisol
and Inceptisol modified by rock powder and contaminated by hexazinone,
sulfentrazone and diuron was evaluated in this research. The aim of this study was to
confirm the hypothesis of C. ensiformis in the decontamination of herbicides in soils
and the importance of analytical studies to predict the amount of herbicide degraded.
To this end, studies were carried out on phytoremediation, the residual effect of
hexazinone, sulfentrazone and diuron using analytical and biological methods. C.
ensiformis was used for the phytoremediation studies of soils incorporated with the
rock powder KP Fértil. To confirm the potential of the technique, the plant's biometric
data was collected. To detect herbicide residues using the biological method, the
Cucumis sativus species (pepino) was used for hexazinone and diuron and Sorghum
bicolor (sorgo) for sulfentrazone. The extraction method was validated using High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), so it was possible to verify the presence
of herbicide residues in the soils. The remineralizer had a positive influence on the
properties of the soils, but overall it did not contribute to the efficiency of
phytoremediation. C. ensiformis was tolerant to the herbicides evaluated and was able
to remediate low quantities of the herbicides in the soils. Hexazinone was not detected
regardless of the method used (biological and analytical). The bioindicator in sandy



soil with diuron residues showed damage, and the presence of the herbicide was
confirmed, even at the lowest concentration initially applied. In sandy soil, diuron
concentrations were higher than 0.073 mg kg™, but with a reduction of more than 97%
in relation to the highest dose initially applied (3.30 mg kg'). It was found that C.
ensiformis is an efficient green manure for decontaminating soils with herbicide
residues.

Keywords: Contrasting soils. Phytoremediation. Decontamination. Bioassay.
Analytical technique.
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1. INTRODUCAO GERAL

O uso de herbicidas de acao residual no solo, como os aplicados na pré-
emergéncia ou seja, antes do surgimento das plantas, oferece vantagens como o
controle efetivo no banco de sementes de plantas daninhas, reducéo da necessidade
de aplicagbes em pés-emergéncia e a otimizacdo dos custos de producédo
(GONCALVES et al., 2018). Ao entrar em contato com o solo, os herbicidas sao
submetidos a processos fisico-quimicos que determinam sua retencdo, mobilidade e
comportamento no ambiente. A persisténcia por tempo além do necessario pode
causar efeitos negativos, como o carryover, nas culturas sensiveis cultivadas em
sucessao (MONQUERO e SILVA, 2021; BABAL et al., 2022; INOUE et al., 2022).

A retencdo por meio dos processos de sorcao e dessorcao, limitam os
processos relacionados a dissipagdo dos herbicidas no ambiente como a taxa de
degradacao e a lixiviagdo (BONFLEUR et al., 2022). A sorgcédo esta relacionada a
habilidade que o solo tem em reter as moléculas de herbicidas, logo, o herbicida nao
estara biodisponivel na solucao do solo, portanto, evitando sua mobilidade (OLIVEIRA
JUNIOR e REGITANO, 2009). Por outro lado, existe a dessorcao, ou seja, a liberagao
das moléculas dos herbicidas sorvidas para a solug¢do do solo (MENDES et al., 2020).
O processo de sor¢ao-dessorcao de herbicidas é influenciado por véarios fatores como
conteudo de matéria organica, textura do solo, pH, temperatura, capacidade de troca
catiénica (CTC) entre outros (LIU et al., 2010) e as caracteristicas fisicas e quimicas
dos herbicidas (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2001).

O uso de fertilizantes inorgénico no solo como nitrogenados e sulfatos
influenciam na sorcao e dessorgao e, consequentemente, na lixiviacao do metribuzin
(OUKALI-HAOUCHINE et al., 2013; PINNA et al.,, 2014; KULIKOVA et al., 2020).
Fertilizante fosfatado e fosfato de monoamaénio promoveram aumento da dessorgcéao
do glyphosate (SOUZA et al., 1996; BOTT et al., 2011; KULIKOVA et al., 2020). Os
fosfatos muitas vezes desempenham um papel de antagonistas do glyphosate do
ponto de vista de sorgcdo, pois competem com ele por sitios de combinagado
(BORGGAARD e GIMSING, 2008). Oukali-Haouchine et al. (2013) estudaram os
fatores que afetam a retencao do metribuzin em solos. Os pesquisadores identificaram
que a adicao de fertilizante NPK pouco antes do tratamento com metribuzin levou a
um aumento na sor¢cao em torno de 10%, induzido pela diminuicado do pH do solo de
6,67 para 5,86. Horvat et al. (2003) estudaram a mobilidade do MCPA (acido 2-metil-
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4-cloro fenoxiacético) em solo afetado pela presenca de fertilizantes, e concluiram que
a mobilidade do herbicida aumentou, principalmente em solos com baixo teor de argila
e matéria organica.

O KP Fértil € um insumo agricola registrado como remineralizador de solos,
apresentando na composi¢ao os macronutrientes fésforo, potassio, calcio e magnésio
e 0s micronutrientes silicio, manganés, ferro, cobre, zinco, molibdénio, boro e cobalto
com a funcao de corrigir a acidez do solo e poder neutralizante de no minimo a 20%
e pH 7,0 (KP FERTIL, 2023). Estudos analisando o comportamento dos herbicidas em
solos modificados com o remineralizador ainda s&o inexistentes na literatura cientifica.
Um efeito indireto ocasionado pela adigédo de fertilizantes inorganicos, é a modificagéo
do pH. O pH do solo influencia no processo de retencdao dos herbicidas, e isso esta
relacionado a capacidade de dissociacao eletrolitica acida/basica (pKa/pKb) dos
herbicidas, logo, a ionizagdo das moléculas em diferentes pH dos solos, pode
terminam o comportamento dos herbicidas (BONFLEUR et al., 2022).

Com o intuito de minimizar impactos provocados pelos herbicidas técnicas de
remediacdo sdo estudadas para acelerar os processos de descontaminacdo de
herbicidas residuais (MELLO, 2021).

O sulfentrazone N-[2,4-dicloro-5-[4-(difluorometil)-3-metil-5-ox0-1,2,4-triazol-
1-il]fenil] é um &acido fraco(pKa=6,56) do grupo das triazolinonas, recomendado no
controle de eudicotiledbneas e monocotiledéneas, aplicado na pré-emergéncia das
plantas daninhas na cultura da cana-de-actcar (MADALAO et al., 2017; DAMIN et al.,
2021), atua na inibicdo da enzima protopofirinogénio oxidase (PROTOX), que é a
ultima enzima comum na rota da sintese da clorofila e do heme (MENDES et al.,
2022). Esse herbicida possui alta solubilidade em agua (Sw = 780 mg L"), moderada
mobilidade no solo (Koc = 43 L Kg'), baixo coeficiente particio de octanol-agua (Kow =
0,991) e pode persistir nos solos por mais de 700 dias (BLANCO e VELINI, 2005;
BLANCO et al., 2010).

O diuron [3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia] pertence ao grupo quimico das
fenilamidas como subclasse das fenilureias € amplamente utilizado no controle de pré
e pés-emergéncia de plantas daninhas eudicotiledénea e monocotiledonea (MENDES
et al., 2022). O diuron é um herbicida ndo ibnico com baixa mobilidade no solo (Koc =
680 L Kg' e Kow= 2,87) (PPDB, 2023b). O diuron atua na inibicdo da fotossintese no
fotossistema Il (FSII), que por sua vez bloqueia o transporte de elétrons e interrompe
a fixacdo de CO2 e a producéo de ATP e NADPH2 (MENDES et al., 2022). Assim como
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o diuron, o hexazinone [3-cyclohexyl-6-dimethylamino-1-methyl-1,3,5-triazine-
2,4(1H,3H)-dione] atua na inibicdo do FSII, mas pertence ao grupo quimico das
triazinonas, esta molécula é derivada de uma base fraca (pKv=2,2) com alta Sw
(33,000 mg L"), Koc=54 L Kg'') Kow=1,17), (PPDB, 2023c). O hexazinone é registrado
no Brasil para a cultura da cana-de-agucar e € utilizado para controlar uma grande
variedade de plantas daninhas em pré e pés-emergéncia, sejam elas anuais, bienais
ou perenes (CARVALHO et al.,, 2012; RODRIGUES e ALMEIDA, 2018; BRASIL,

2022).

Tabela 1. Propriedades fisicas e quimicas da molécula do sulfentrazone, diuron e

hexazinone.
Propriedades Sulfentrazone Diuron Hexazinone
Férmula estrutural F -
F o NH ] o
4<N O:S!:O cl N/ CHaj\Jk/,\g:’
AN/NJ@NH & o T T
Cl
cl cl
Nome quimico
(IUPAC) 2',4'-dicloro-5'-(4-
difluorometil-4,5-di- 3-(3.4- 3-ciclo-hexil-6-

hidro-3-metil-5-oxo-
1H-1,2,4-triazol-1-
illmetanossulfonanili

dichlorophenyl)-1,1-
dimethylurea

dimetilamino-1-
metil-1,3,5-triazina-
2,4(1H,3H)-diona

da
Férmula mOIGCUIar 011H100|2F2N403S CngoclzNzo C12H20N402
mils_%a molecular (g 387,19 233,09 252,31
Numero CAS 122836-35-5 330-54-1 51235-04-2
Grupo quimico Triazolinona Fenilamida Triazinona
Ponto de fusdo (°C) 122 157,2 113,
Pressao de vapor 1,30 x 10%* (baixa 115x 10 93 0,03 (baixa
(PV)a20-°C volatilidade) ’ volatilidade)
Solubilidade em
agua (Sw) a 20°C 780 (alta) 35,6 (baixa) 33.000 (alta)
(mg L)
Constante de
dissociagao a 25°C 6,56 (acido fraco) - (neutro) 2,2 (base fraca)
(pKa)
Coeficiente octanol-
agua (Kow) (pH 7, 0,991 2,87 1,17
20°C)
Coeficiente de
sor¢ao normalizado .
pelo teor de carbono 43 (mébvel) 680 (relativamente 54 (movel)

organico no solo
(Koc)

moével)
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Constante da lei de
Henry (Kn) a 25°C 6,45 x 103 2,00 x 10 % 1,10 x 107
(Pa m®mol™)

Tempo de meia-vida

Iy : 229 dias 105 dias
da degradagéo no 541 dias (alta) . :
solo (DTso) (persistente) (persistente)
Indice de potencial
de lixiviacao GUS . o
(Groundwater 6,16 (alto) 2,65 (intermediario 4,43 (alto)
Ubiquity Score)

Fonte: PPDB (2023).

Residuos de herbicidas de longa persistencia frequentemente séao
encontrados em aguas superficiais e em diferentes solos (SANTOS et al., 2019;
YOSSA et al., 2020; SILAMBARASAN et al., 2020; SANTOS et al., 2021). No estudo
conduzido por Guimaraes et al., (2018) foram encontrados, em solos arenosos e
argilosos, tempo de meia-vida da degradacéo no solo (DTso) do hexazinone de 100,45
dias e 41,75 dias respectivamente. Em outro estudo realizado por Silva et al. (2022)
foi encontrado os valores da DTso da dissipacdo do mesmo herbicida em solos
contrastante com variacdes de 1 dia para os trés solos Cambissolo (argiloso-arenoso),
Latossolo (argiloso-arenoso), Neossolo (areia-argilosa) com valores de 22, 23, 24 dias
respectivamente. O residuo do herbicida sulfentrazone foi detectado com 376 dias
com aplicagdes de 0,6 kg ha™ no solo em cultivo da soja e 704 dias com a dose de
1,2 kg ha™' em solo franco-argiloso-arenoso em cultivo da cana-de-agucar (BLANCO
e VELINI, 2005; BLANCO et al., 2010). O diuronapresentou varia¢cdes na persisténcia
em solos de textura contrastantes (argila-1, argila-2, areia argilosa-1, areia argilosa-2
e areia) com DTso de 97,62; 128,36; 96,27; 103,45 e 177,71 dias, respectivamente.
Portanto, devido as caracteristicas fisicas e quimicas aliadas as propriedades dos
solos, fazem com que esses herbicidas sejam considerados de alto potencial de
contaminacao ambientais, e riscos a organismos nao alvos (SILVA et al., 2019).

Promissora técnica para a descontaminacdo dos solos com herbicidas
residuais é a fitorremediacdo (ANSARI, 2016). Trata-se de uma biotecnologia
alternativa, pratica e de baixo custo econémico para remo¢ao dos contaminantes no
solo (MENDES et al., 2021).

Entre as varias espécies estudadas para fitorremediac¢ao de sitios com residuos
de herbicidas, feijao de porco (Canavalia ensiformis) tem se destacado (PROCOPIO
et al., 2005; BELO et al., 2007, MENDES et al., 2021). Trata-se de um adubo verde
com elevada produgdo e biomassa e raizes bem desenvolvidas, com aptiddo para
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extracdo de contaminantes (BELO et al., 2016; TEOFILO et al., 2020; SANTOS et al.,
2021).

Técnicas que favorecam a remobiliza¢do dos herbicidas para solucao do solo
podem potencializar o processo de fitorremediacdo devido a maior absorcao destes
pelas raizes das plantas. Com base nesse principio, levantou-se a hipétese de que é
possivel o uso de remineralizadores para biodisponibilizar maior quantidade de
herbicida para a solug&o do solo. Assim, a planta remediadora seria mais eficiente na
absorcao desses produtos via raizes. Assim sera possivel, redu¢do nos custos dos
herbicidas para o produtor, contribuindo para a eficiéncia agronémica. Por isso, avaliar
o potencial de fitorremediagdo do feijao de porco (C. ensiformis) em dois solos de
textura contrastantes modificados com remineralizador e contaminados com

hexazinone, diuron e sulfentrazone foi o objetivo com este estudo.
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2. CAPITULO 1. Canavalia ensiformis foi capaz de fitorremediar o Latossolo
Vermelho e o Cambissolo contaminados com hexazinone e modificados com
remineralizador

RESUMO

Técnicas de fitorremediacdo, aliadas com remineralizador de solo, podem contribuir
para a melhor eficiéncia da descontaminagao dos solos por herbicidas residuais, como
o hexazinone. Portanto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a influéncia do
remineralizador no processo de fitorremediagdo de dois solos contaminados com
hexazinone. Vasos foram preenchidos com 7,5 kg das amostras de Latossolo
Vermelho e Cambissolo e incorporados ao remineralizador de acordo com as
repectivas doses (0, 4 e 8 t ha''). Em seguida, hexazinone foi aplicado nas doses de
0, 125, 250, 375 e 500 g i.a. ha'. Apds 1 dia das aplicagdes (DAA) foi realizada a
semeadura da Canavalia ensiformis. Aos 42 dias ap6s emergéncia (DAE) foi realizada
e avaliagdo de injuria nas plantas (IN) e, aos 70 e 120 DAE, avaliagbes biométricas,
respectivamente para Latossolo Vermelho e Cambissolo. Essas varidveis foram altura
(AT), diametro (DAM), numero de trifélios (NT), area foliar (AF), matéria seca da raiz
(MSR) e parte aérea (MSPA). Apds a coleta das plantas, o solo foi homogeneizado,
sendo uma amostra de 20 g coletada em cada vaso (Latossolo Vermelho e
Cambissolo) para andlises quanto aos residuos do herbicida, por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Outra amostra foi usada para bioensaio com
a espécie bioindicadora pepino (Cucumis sativus) para avaliar a presenca de
hexazinone. As avaliagcdes de NI e MSPA da espécie bioindicadora foram realizadas
aos 21 DAE. No Latossolo foi constatado diferenca entre doses do herbicida e morte
das plantas com doses acima de 375 g i.a ha'. No Cambissolo, as doses crescentes
do remineralizador influenciou no aumento das variaveis AT, DAM e NT da C.
ensiformis. Por outro lado, apenas a dose de 4 t ha™' influenciou positivamente nas
variaveis AF, MSR e MSPA. Nao foi detectado pela técnica analitica a presenca de
residuos do herbicida em ambos os solos apds 70 e 120 DAE, por esse motivo a
bioindicadora nao apresentou NI e diferengca na MSPA em relacéo ao tratamento sem
aplicacao do hexazione. No geral, o remineralizador néo teve efeito para potencializar
a fitorremediacao dos dois solos contaminados pelo herbicida, mas a C. ensiformis foi

capaz de fitorremediar o hexazinone em doses baixas.
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Canavalia ensiformis was able to phytoremediate hexazinone-contaminated
and rock powder-amended Oxisol and Inceptisol

ABSTRACT

Phytoremediation techniques, combined with soil remineralization, can contribute to
better efficiency in soil decontamination by residual herbicides such as hexazinone.
Therefore, this research aimed to evaluate the influence of the rock powder on the
phytoremediation process of two soils contaminated with hexazinone. Pots were filled
with 7.5 kg of Oxisol and Inceptisol samples and incorporated with the rock powder
according to the respective doses (0, 4 and 8 t ha''). Then, hexazinone was applied at
doses of 0, 125, 250, 375, and 500 g a.i. ha™ and Canavalia ensiformis (jack bean)
was sown. At 42 days after emergence (DAE), plant injury (IL) was assessed and, at
70 and 120 DAE, biometric assessments were carried out, respectively for Oxisol and
Inceptisol. These variables were height (AH), diameter (DM), number of trefoils (TN),
leaf area (LA), dry matter of the root (DMR) and shoot (DMS). After collecting the
plants, the soil was homogenized and a 20 g sample was collected from each pot
(Oxisol and Inceptisol) for analysis of herbicide residues using High Performance
Liquid Chromatography. Another sample was used for a bioassay with the bioindicator
species Cucumis sativus to assess the presence of hexazinone. Evaluations of IL and
DMR of the bioindicator species were carried out at 21 DAE. In the Oxisol, there was
a difference between doses of the herbicide and plant death with doses above 375 g
a.i. ha'. In the Inceptisol, the increasing doses of the rock powder influenced the
increase in the AH, DM and TN variables of C. ensiformis. On the other hand, only the
4 t ha' dose had a positive influence on the LA, DMS and DMR variables. The
analytical technique did not detect the presence of herbicide residues in both soils after
70 and 120 DAE, which is why the bioindicator showed no IL and no difference in DMR
compared to the treatment without hexazione application. Overall, the rock powder had
no effect on the phytoremediation of the two soils contaminated by the herbicide, but
C. ensiformis was able to phytoremediate hexazinone at low doses.
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2.1. INTRODUCAO

Herbicidas s&o produtos quimicos amplamente utilizado na agricultura, pois
controlam as plantas daninhas, ou até mesmo atuam como reguladores de
crescimento, desfolhantes, dessecantes e desbaste (VAGI e PETSAS, 2020). O uso
recorrente dos herbicidas na agricultura tem mantido a qualidade e aumento na
producdo mundial de alimentos (BRILLAS, 2021). Por outro lado, sdo produtos que
devido ao seu efeito residual no solo, causam poluicdo no ambiente, caso ndo sejam
manejados de forma adequada, como o hexazinone [3-cyclohexyl-6-dimethylamino-1-
methyl-1,3,5-triazine-2,4(1H,3H)-dione], amplamente utilizado no mundo e
principalmente no Brasil na cultura da cana-de-agucar controlando plantas daninhas
anuais, bienais ou perenes (ALBUQUERQUE et al.,, 2016; CARLES et al., 2021;
EVANS et al., 2019; GARRETT et al., 2015; SILVA et al., 2020).

O hexazinone pertence ao grupo quimico das triazinonas, com carater de base
fraca (constante de dissociagao basica, pKb=2,2),coeficiente de particao octanol-agua
(Kow=1,7) e coeficiente de particdo normalizado pelo teor de carbono organico (Koc=54
L Kg), pertence aos inibidores do fotossitema Il (FSII), atuando no bloqueio do
transporte de elétrons formando reagdes em cadeia, com a presenca de radicais livres
que peroxidam os lipidios da membrana, levando as plantas a clorose, necrose e
morte da planta (MENDES et al., 2022; PPDB, 2023).

Os riscos de contaminacdo ambiental ocorrem em situacbes de maior
dessorcao e menor sorcao, principalmente para herbicidas com alta mobilidade como
o hexazinone. Este herbicida apresenta baixa volatilidade (pressao de vapor, PV =
0,03 mPa) e alta solubilidade em agua (Sw = 33,000 mg L") e tempo de meia-vida da
degradacao (DTso0) no solo variando de 25 a 180 dias ap0s a aplicagao (GARRETT et
al., 2015; SHANER, 2014; SILVA et al., 2022). Em varios estudos foi relatada a
disponibilidade do hexazinone no ambiente (CLOSE e SKINNER, 2012; MACHADO
et al., 2016; SANTOS et al., 2019). Machado et al. (2016) detectaram 0,21 ug/L do
hexazinone na agua, e varios estudos demostraram os riscos de contaminagédo do
hexazinone aos recursos naturais e seus respectivos riscos para 0s organismos nao
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alvos (ACAYABA et al.,, 2021; ALENCAR et al.,, 2020; SANTOS et al., 2019;
ZHARMUKHAMEDOV et al., 2021).

Como alternativa para minimizar o impacto negativo provocado por herbicidas,
como o hexazinone, diferentes estratégias eficiente e economicamente viaveis sao
amplamente estudadas e aplicadas, como a fitorremediag&o, que se baseia no uso de
plantas e seus microrganismos associados para a descontaminacao de solos com a
disponibilidade do produto (ALENCAR, et al., 2020; DEL BUONO et al., 2020; SILVA
et al., 2020). Adubos verdes ou espécies recomendadas para adubacao verde estao
entre as espécies mais estudadas, quando se trata de diminuir residuos na area
agricola.

A Canavalia ensiformis (feijao-de-porco) € um adubo verde com elevada
producédo de biomassa e raizes bem desenvolvidas e pesquisas apontam a espécie
com aptiddo a fitorremediacdo de solos contaminados por varios herbicidas como
sulfentrazone, diuron, trifloxysulfuron-sodium e hexazinone (BELO et al., 2016; PAIVA
etal., 2021; PROCOPIO et al., 2007; SANTOS et al., 2019; SILVA et al., 2020).

Mesmo apéds selecionada eventual espécie remediadora, 0 manejo adotado na
area pode alterar a persisténcia do herbicida e interferir no sucesso da remediacao.
No estudo realizado por Theodoro et al. (2021) foi demonstrado que a presenca de
remineralizadores nos solos, modificam de forma direta o pH e influencia na
disponibilidade dos herbicidas, supostamente pela remobilizacdo dos herbicidas
sorvidos nos coloides para a solucéo do solo. Por isso, existe uma relagao direta do
pH do solo e o pKb dos herbicidas no processo de retengédo dos herbicidas (FENOLL
et al., 2014; SANTOS et al., 2019). Isso, porque essa constante esta associada a
possibilidade de ionizacdo das moléculas em solucéo, sendo que diferentes valores
de pH podem afetar o processo de retencédo do herbicida no solo (HABERHAUER et
al., 2001). Com o aumento do pH o hexazinone estara na forma molecular, ou seja,
mais disponivel para absorcdo pelas raizes das plantas, o que favorece a
fitorremediacao (BELO et al., 2016; SILVA et al., 2022).

Associar a fitorremediacdo o uso de reminaeralizadores pode aumentar a
eficiéncia na diminuigdo de residuos de herbicidas. N&o foi encontrado na literatura
cientifica pesquisas que indicaram a interacao da fitorremediacao e remineralizadores
de solo para residuos de hexazinone. Essa pratica pode aumentar a eficiéncia de uso
das areas por aumentar o condicionamento agronémico associado a diminuicao de

residuos indesejados do herbicida. Logo ira minimizar a contaminagdo ambiental e
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processos como carryover. Portanto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a
influéncia do remineralizador no processo de fitorremediagdo de dois solos

contaminados por hexazinone.

2.2. MATERIAL E METODOS
2.2.1. Area experimental e solos utilizados

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo no Departamento
de Agronomia da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, Brasil.

As amostras dos solos utilizados no experimento foram coletadas nos
municipios de Rio Paranaiba, MG, Brasil (latitude: 19° 11' 39" S, longitude: 46° 14' 37"
O) e Orato6rio, MG, Brasil (latitude: 20° 25' 5" S, longitude: 42° 47' 28" O), da camada
de 0 a 20 cm, em area sem aplicagdo de herbicidas nos ultimos trés anos. Os solos
de Rio Paranaiba e Orat6rio foram classificados como Latossolo Vermelho (argiloso)
e Cambissolo (franco arenoso), respectivamente, pelo Sistema Brasileiro de
Classificacao de Solos (EMBRAPA, 2018).

2.2.2. Delineamento experimental e tratamentos

O estudo foi composto por dois experimentos, em que foi avaliado a influéncia
de remineralizadores na fitorremediacdo de hexazinone em Latossolo Vermelho e
Cambissolo. Cada tipo de solo configurou um experimento. O experimento com
Latossolo Vermelho e Cambissolo foram conduzidos em épocas diferentes, no verao
e inverno de 2022, respectivamente. O delineamento adotado em ambos os
experimentos foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 4 + 1, com
quatro repeticdes. O primeiro fator foi constituido pelas doses do remineralizador
adicionados em cada solo (0, 4 e 8 t ha™') e o segundo fator por doses aplicadas de
hexazinone (0, 125, 250, 375 e 500 g i.a ha') mais o tratamento controle (que nao
recebeu aplicagéo do herbicida).

O experimento foi conduzido em vasos de 7,5 kg revestidos com filme de
polietileno para evitar perda por lixiviagdo do hexazinone aplicado. As doses do
remineralizador adicionadas em cada vaso foram obtidas pela conversdo da dose
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aplicada (4 e 8 t) para massa de solo de um hectare, considerando a camada de 0—
20 cm e densidade de 1 kg m (2.000.000 kg), para massa de solo acondicionado em
cada vaso (7,5 kg). Para as doses de 4 e 8 t ha'!, foram adicionadas 12 e 24 g do
remineralizador por vaso, respectivamente. O remineralizador foi incorporado em toda
a massa do solo. O remineralizador utilizado foi o KP Fértil® (Triunfo Mineracédo do
Brasil, Carmo do Paranaiba — MG, Brasil), fonte dos nutrientes P20s (3%), K20 (3%),
CaO (4%), MgO (4%), MnO (0,32%), Fe (14,0%), Cu, Zn, Mo, B, Co e SiO2 (35%), e
pH 7,0.

Apds 30 dias do acondicionamento dos solos nos vasos, periodo requerido para
reacdo do remineralizador com o solo foi realizada a andalise quimica e aplicado o
herbicida e logo ap6s a semeadura de quatro sementes de feijao-de-porco (Canavalia
ensiformis) por vaso, especie fitorremediadora do hexazinone (BELO et al., 2016;
SILVA et al., 2020). As analises do P e K foram feitas com extrator Mehlich-'. Para Ca,
Mg e Al®+ foi utilizado o extrator KCI (1 mol L. A acidez potencial (H + Al) foi extraida
em acetato de célcio (0,5 mol L") a pH 7,0. A materia organica (MO) foi quantificada
pelo método de titulagdo Walkley-Black apds oxirreducao umida.

A aplicagdo do herbicida hexazinone foi realizada com pulverizador costal
pressurizado por COgz, equipado com barra de duas pontas tipo TTI-110.02,
espacadas em 50 cm e mantido a pressao de trabalho de 196.133 Pa calibrado para
aplicacdo de 150 L ha' de calda. As doses corresponderam a 0, 25, 50, 75 e 100%
da dose maxima do ingrediente ativo (i.a.) recomendada em bula pelo fabricante, e
foram aplicadas em ordem crescente para evitar problemas de contaminagdo. No
momento da aplicacdo as condigbes ambientais estavam ideais, com temperaturas
inferiores a 35°C, umidade relativa do ar superior a 60% e velocidade do vento de 4
km/h.

Apébs a semeadura, 7 dias apds a emergéncia (DAE) das plantulas, foi realizado
o desbaste deixando uma planta por vaso. Os vasos foram irrigados uma vez ao dia,
durante todo o periodo de conducao do experimento, mantendo-se a umidade do solo
entre 70 a 80% da capacidade de campo.

2.2.3. Avaliagbes biométricas e nivel de injuria de Canavalia ensiformis
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Os experimentos foram conduzidos até as plantas atingirem o florescimento,
que ocorreu aos 70 e 120 DAE para o Latossolo Vermelho e Cambissolo,
respectivamente. O nivel de injuria (NI) foi avaliado aos 42 DAE por meio de avaliagéo
visual, comparado ao tratamento controle, em que 0 representa auséncia de injuria e
100 a morte da planta. Aos 70 e 120 DAE foram realizadas avaliagbes biométricas
das plantas. As variaveis biométricas analisadas foram altura (AT) (cm), didmetro
(DAM) (mm), nimero de trifolios (NT), area foliar total (AF) (cm?), massa seca da parte
aérea (MSPA) (g) e massa seca da raiz (MSR) (g). A AT foi medida com fita métrica,
da superficie do solo até o meristema apical das plantas. O DAM foi avaliado na altura
do primeiro né com paquimetro digital. A AF foi avaliada com auxilio de um medidor
de area (Licor Equipamentos®, modelo LI — 3100, Sédo Paulo, SP, Brasil). A MSPA e
MSR foram obtidas apds coleta e secagem da biomassa remanescente da parte aérea
e das raizes em estufa de circulagcdo de ar forcada a 65°C por 72 h e pesadas em
balanca analitica (modelo SHIMADZU ATY 224, Sao Paulo, SP, Brasil). As variaveis
foram corrigidas para valores percentuais relativos as plantas cultivadas nos vasos

sem aplicacao do herbicida.

2.24. Analise de residuo biodisponivel de hexazinone na solugdo do solo com

bioensaio

Apés as avaliacoes biométricas, potes plasticos de 300 g foram preenchidos
com amostra do solo coletado dos vasos e depositadas cinco sementes por pote da
espécie bioindicadora do hexazinone, pepino (Cucumis sativus) (MENDES et al.,
2012; MADALAO et al., 2016). A planta bioindicadora foi cultivada nos solos dos vasos
contendo o remineralizador e o herbicida para indicar a presenga do hexazinone e
possiveis diferencas na eficiéncia do processo de fitorremediagao por C. ensiformis.

Os potes receberam irrigacéo diariamente, mantendo a umidade do solo entre
70 a 80% da capacidade de campo. O Nl e a MSPA de C. sativus foram avaliados aos
21 DAE das plantulas semelhante a metodologia adotada para C. ensiformis. A MSPA
de C. sativus também foi corrigida para valores percentuais relativos a MSPA das
plantas cultivadas nos vasos sem aplicagdao do herbicida.

2.2.5. Analise de residuo de hexazinone por cromatografia liquida de alta eficiéncia
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Semelhante a amostra retirada para andlise de residuo com bioensaio, outra
amostra foi retirada e armazenada no freezer (modelo H400, Curitiba, PR, Brasil) a -
20°C para conservacado do herbicida. O instrumento utilizado para quantificar o
hexazinone no solo foi o cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC), (modelo
Shimadzu LC 20AT, Shimadzu, Tokyo, Japao) equipado com detector de arranjo de
fotodiodos (Shimadzu SPD M20A) e coluna de ago inoxidavel C25 (Shimadzu VPODS

Shimpack 250 mmx 4,6 mm di, 5 um tamanho da particula).

2.2.6. Validagdo do meétodo cromatografico

O método foi validado segundo os parametros de linearidade, limite de
deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), seletividade, exatiddo e precisao
(INMETRO, 2016). As condi¢des para as analises cromatograficas corresponderam a
fase mével composta por agua e acetonitrila nas proporcoes 40:60 (v/v), fluxo de 1,00
mL min-', volume de injegéo de 20 uL, comprimento de onda de 254 nm e temperatura
da coluna de 30°C.

A linearidade foi avaliada utilizando sete concentragbes do padrdo de
hexazinone (99,7% de pureza, Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland, Argévia) diluidas
em metanol (CH3OH) (0,01; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,5; e 1 mg L") (Figura 1A). Outra
curva foi preparada fortificando os solos Latossolo Vermelho e Cambissolo (Figuras
1C e 1E) com concentragdes de 0,10; 0,20; 0,40; 0,80; 1,20 e 1,60 mg kg'. Cada
concentracao foi realizada em triplicata. O método apresentou boa linearidade, com
coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9979 em Latossolo Vermelho e 0,9971 em
Cambissolo (Figuras 1C e 1E). O tempo de retencao (tR) do hexazinone foi de 4,17
min (Figuras 1B, 1D e 1F).
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Figura 1. Curva analitica do hexazinone e cromatograma ampliado no tempo de
retencdo em metanol (A, B), em Latossolo Vermelho (C, D) e Cambissolo (E, F) obtida
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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O LD e LQ foram calculados pelas equacdes 1 e 2, respectivamente, e 0s
parametros das equacdes foram retirados da curva de linearidade das Figuras 1A; 1C
e 1E.

_ (33)(s)
LD = 5 (1)
(10)(s)
LQ = 5 (2)

Em que:
s = desvio padrao da resposta

S = inclinagao ou coeficiente angular da curva analitica

Os LD e LQ foram de 0,018 e 0,061 mg L' em metanol, 0,051 e 0,169 mg kg
em Latossolo Vermelho, 0,065 e 0,217 mg kg' em Cambissolo.

A seletividade foi analisada por meio da comparacdo dos cromatogramas
sobrepostos da matriz dos solos na auséncia e presenca do padrdo de hexazinone,
seguindo a metodologia descrita por Queiroz et al. (2006). Para isso, 5 g de Latossolo
Vermelho e Cambissolo foram colocadas em tubos de falcon de 50 mL e fortificadas
com 1 mL de solucao contendo o padrao de hexazinone diluido em metanol na
concentracdo de 1 mg L. Amostras de Latossolo Vermelho e Cambissolo sem
fortificac&o do herbicida também foram preparadas como controle. Todas as amostras
foram realizadas em triplicatas e deixadas em repouso no escuro para evaporacao do
metanol. Na extracdo do herbicida, foram adicionados 10 mL de metanol em cada
tubo de falcon. Os tubos foram colocados em agitacdo vertical a uma temperatura de
27 + 2°C por 3 h e centrifugados na centrifuga digital (Kasvi, K14-0815P, Parana,
Brasil) a 4000 rpm por 7 min. O sobrenadante foi removido com pipeta volumétrica,
filtrado em filtro Milipore com membrana de PTFE de 0,45 um e armazenado em vials

com capacidade de 1,5 mL. Os vials foram analisados no HPLC. Devido a auséncia



39

de interferentes na matriz do Latossolo Vermelho e Cambissolo, o método foi
considerado seletivo (Figura 2).
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Figura 2. (A) Cromatograma do extrato do Latossolo Vermelho (LV) e (B) Cambissolo
(CB) nao fortificados (somente CH3OH) e fortificados com hexazinone (1 mg L). tR =
4,17 min.

A analise de exatiddo do método foi realizada através de ensaios de
recuperacdo. Para os ensaios de recuperacdo, 5 g de Latossolo Vermelho e
Cambissolo foram colocadas em tudos de falcon de 50 mL e fortificadas com 1 mL de
solucao contendo o padrao de hexazinone diluido em metanol nas concentracdes de
0,04; 0,10 e 0,20 mg kg'. Todas as amostras foram realizadas em triplicatas. Apos a
extracdo do herbicida, os vials foram analisados no HPLC para quantificar o
percentual de recuperacédo (R) do método, que € a relagdo entre as concentracdes
extraidas e as concentracdes fortificadas nas amostras.

A precisao intermediaria foi demonstrada por meio do coeficiente de variacéao
(CV%) calculado para trés medi¢cdes realizadas em dias diferentes e em trés niveis de
concentracdo (0,04; 0,10 e 0,20 mg kg™'). O método de extracdo obteve boa exatidéo
e precisdao para os dois solos, mostrando estd dentro dos padrdes exigidos pela
ANVISA (2012) e INMETRO (2016) que sao de 80-120% para recuperagao e <20% o
CV da precisdo. A exatidao foi de 89,61 a 101,78% para o Latossolo Vermelho e de
93,36% a 109,24% para o Cambissolo. O CV da precisao ficou abaixo de 20% no
Latossolo Vermelho e Cambissolo (Tabela 2).
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Tabela 2. Exatiddo e precisdao do método de extracdo do hexazinone adotado em
amostras de Latossolo Vermelho (argiloso) e Cambissolo (franco-arenoso) fortificadas
com trés concentracdes do padréo do herbicida.

Precisao Exatidao
Concentracao aplicada CV (%) R(%)
(mg kg™) l\'/aetrc:szmg Cambissolo I\'/zt:)r::mg Cambissolo
0,04 10,01 18,98 98,60 109,24
0,10 6,94 7,94 101,78 101,32
0,20 2,19 6,42 89,61 93,36

CV = coeficiente de variacédo. R = recuperacao do herbicida.

2.2.7. Andlise estatistica dos dados

Os dados biométricos de C. ensiformis (AT, DAM, NT, AF, MRPA e MSR) e de
NI foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e quando significativos para
interacdo entre os fatores, as médias foram analisadas com regressées multiplas, e
para os dados nao significativos para interagdo, as médias dos fatores isolados foram
analisadas pelo teste de média Tukey e as barras o erro padrao (+EP) da média (n=4).
Os dados de NI e MSPA do bioensaio de residuo também foram analisados pelo teste
de média Tukey (p<0,05). As analises de regressdes multiplas e o teste de Tukey
foram realizadas no programa R Studio (versao 4.2.0, Team R Core, 2022, Boston,
EUA). As figuras foram confeccionadas com auxilio do programa SigmaPlot (verséo
14.0 para Windows, Systat Software Inc., Point Richmond, Califérnia, EUA).

2.3. RESULTADOS
2.3.1. Caracterizagéo do solo modificado com o remineralizador

As caracteristicas quimicas dos solos sem o remineralizador e modificados com
o produto nas doses de 4 e 8 t ha™' sdo apresentadas na Tabela 3. O pH do Latossolo
Vermelho modificado com remineralizador apresentou aumento de ~0,14 apenas, em

relacdo ao solo ndo corrigido. No Cambissolo, o pH manteve-se constante
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independente da presenga ou ndo do remineralizador. O teor de MO do solo ndo
corrigido foi de 3,73% e aumentou para 3,81% na dose de 4 t ha™' e reduziu para
3,64% na dose de 8 t ha' em Latossolo Vermelho, mas para o Cambissolo foi
observado que a adi¢cao do remineralizador causou reducdo da MO, chegando a 0 %
nadosede 4tha.

O solo modificado com o remineralizador aumentou o P independente da dose
(Tabela 3). No Latossolo Vermelho os novos valores foram 16 e 38,49%,
respectivamente para as doses de 4 e 8t ha™' do remineralizador. Para o Cambissolo
o aumento foi de 44,22% e 56,57% como respostas as doses de 4 e 8 t ha’,
respectivamente. Foi observado que o teor de K alterou somente na dose de 4 t ha
em ambos 0s solos, reduzindo a ~3% do teor inicial no Latossolo Vermelho e aumento
de ~8% no Cambissolo.

Os valores de Mg aumentaram nos solos modificados com o remineralizador.
No Latossolo Vermelho foram 6,50% e 4,87%, respectivamente para as doses de 4 e
8t ha' do remineralizador. Para o Cambissolo nas doses 4 e 8 t ha™', respectivamente
o aumento foi de 16,66 e 10,41%. Foi observado que o teor de Ca aumentou 7,29% e
10,2% em Cambissolo como resposta as doses de 4 e 8 t ha™' respectivamente,
enquanto o Latossolo Vermelho a dose de 8 t ha™' teve aumento de 2,18%. A acidez
potencial (H + Al) apresentou variagdo de ~1 cmolc dm™ no Latossolo Vermelho e ~2
cmolcdm para o Cambissolo com e sem o remineralizador. A CTC do solo modificado
na dose de 4 e 8 t ha™' do remineralizador apresentou aumento de ~2% no Latossolo
Vermelho. Para o Cambissolo aumentou ~13% para a dose de 4t ha' e ~15% para 8
t ha''.

No geral, a modificacdo dos solos com o remineralizador influenciou na
fertilidade do solo. A adigcdo do remineralizador nas doses de 4 e 8 t ha' tem o
potencial para aumentar os teores de P, Ca, Mg e melhorar a CTC dos solos. Logo,

solos com presenca do produto melhoriam nos atributos quimicos.
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Tabela 3. Propriedades fisicas e quimicas do Latossolo Vermelho e Cambissolo sem e com 4 e 8 t ha™ do remineralizador.

Solos - doses do PH MO P K Ca Mg AR+ H+Al CTC Areia Silte Argila
remineralizador (H20) %  —-mgdmd- e cmole dm-3---------- cmoledm?  —omeeeeeeev Vfpmmmrmmmemmnan
Latossolo Vermelho —
0tha 6,45 3,73 21,3 79,0 493 1,23 0,00 2,7 9,06 21,4 22.8 55,8
a
Latossolo Vermelho —
4that 6,57 3,81 24,7 77,0 493 1,31 0,00 2.8 9,24 21,4 22.8 55,8
a
Latossolo Vermelho —
8t ha! 6,60 3,64 29,5 79,0 5,04 1,29 0,00 2,7 9,23 21,4 22.8 55,8
a
Cambissolo—0tha' 5,90 0,33 25,1 60,0 1,37 0,48 0,00 0.8 2,80 78,6 6,5 14,9
Cambissolo—4tha' 5,87 0,00 36,2 65,0 1,47 0,56 0,00 1,0 3,20 78,6 6,5 14,9
Cambissolo—8tha' 5,91 0,04 39,3 61,0 1,51 0,53 0,00 1,1 3,30 78,6 6,5 14,9

Fonte: Laborat6rio do Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, MG, Brasil.
pH - Potencial de Hidrogénio; MO — matéria organica; P — fésforo; K — potassio; Ca®* — calcio; Mg?* — magnésio; Al** — aluminio; H +
Al — acidez potencial; T — capacidade de troca catiénica (CTC) efetiva.
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2.3.2. Anélises biométricas e de nivel de injuria de Canavalia ensiformis em Latossolo
Vermelho

Nao houve diferenca entre os fatores dose de herbicida e dose do
remineralizador sobre a variavel NI. Os valores de F e pforam 0 e 1,0 respectivamente
para o Latossolo Vermelho a 5% de probabilidade (Figura 3). Contudo, no mesmo solo
foi observada diferenca entre as doses do herbicida (F= 4,30x10%'", p = 0,0). O
remineralizador ndo influenciou o NI de C. ensiformis. No Latossolo Vermelho, as
doses de 125 e 250 g i.a. ha' de hexazinone nao provocaram injdrias, enquanto doses
de 375 e 500 g i.a. ha* mataram as plantas. Os sintomas observados na C ensiformis
nas maiores doses no solo argiloso foi clorose nas nervuras das folhas e depois nas
internervuras, devido ao rompimento da membrana dos pigmentos causados pela
peroxidacao dos lipidios, seguida de necrose e morte das plantas (Figura 3).
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Figura 3. Nivel de injuria de C. ensiformis submetido a diferentes doses de hexazinone
(125, 250, 375 e 500 g i.a. ha') e doses do remineralizador (0, 4 e 8 t ha') em
Latossolo Vermelho aos 42 dias ap6s emergéncia (DAE). O nivel de injaria (%) da
espécie foi em relacdo ao tratamento controle (sem aplicacdo do herbicida). As
colunas correspondem as médias e as barras o erro padrdo (xEP) da média (n=4).
*Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05).

N&o houve interacdo entre os dois fatores de estudo (doses de herbicida x
doses do remineralizador) para todas as variaveis biométricas analisadas AT (F =
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1,04, p=0,41), DAM (F = 2,10, p=0,08), NT (F = 1,21, p=0,32), AF (F=1,01, p=
0,43), MSPA (F= 0,36, p = 0,90) e MSR (F= 1,41, p =0,24) a 5% de probabilidade em
Latossolo Vermelho (Figura 4). Em Latossolo Vermelho, o remineralizador n&o teve
influéncia no comportamento do hexazinone e nas variaveis biométricas de C.
ensiformis. A espécie apresentou bom crescimento na presenca das doses de 125 e
250 g i.a. ha' de hexazinone, com valores relativos de AT, DAM, NT, AF, MSPA e
MSR acima de 80% (Figura 4). Nas doses de 375 e 500 g i.a. ha™' de hexazinone, nao

houve avaliacdo biométrica devido a morte das plantas.
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Figura 4. Altura (A), Diametro do caule (B), Nimero de trifélios (C), Area foliar (D),
Massa seca da parte aérea (E), e Massa da raiz (F) relativos ao tratamento controle
(sem aplicacao do herbicida) de Canavalia ensiformis submetidos a diferentes doses
de hexazinone (125, 250, 375 e 500 g i.a. ha') e doses do remineralizador (0,4 e 8 t
ha') em Latossolo Vermelho . As colunas correspondem as médias e as barras o erro
padrdao (xEP) da média (n=4). *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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2.3.2.1. Analise de residuo de hexazinone com bioensaio em Latossolo Vermelho

Nao houve diferenca entre os fatores dose de herbicida e dose do
remineralizador. Aos 21 DAE, no Latossolo Vermelho contaminado com hexazinone a
mais de 70 dias, independente das doses do remineralizador e de hexazinone
aplicados, nao foram observados NI em C. sativus no Latossolo Vermelho (Figura 5).
Isso significa que, ndo tem residuo biodisponivel do hexazinone na solu¢do do solo

para ser absorvido pelo C. sativus.
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Figura 5. Comparacao visual da espécie Cucumis sativus quando submetida a
diferentes doses de hexazinone e doses do remineralizador em mais de 70 dias das
aplicacdes em Latossolo Vermelho.

Na&o houve diferenca entre os fatores dose de herbicida e dose do
remineralizador (F = 0,47, p = 0,82). Foi observado que a dose de e 250 g i.a. ha™' do
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hexazinone proporcionou menor MSPA (Figura 6). Esses resultados corroboram com
os dados do nivel de injuria, onde néo foi observado efeito das interagdes dos fatores
e lesOes provocadas pelo herbicida.
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Figura 6. Massa seca da parte aérea de Cucumis sativus (% em relagdo ao controle),
21 dias apdés emergéncia — DAE, cultivado em solo previamente com residuos de
hexazinone (125, 250, 375 e 500 g i.a. ha') e remediado por Canavalia ensiformis por
70 dias em Latossolo Vermelho. Colunas correspondem as médias e as barras o erro
padrdao (xEP) da média (n=4). *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

2.3.3. Analises biométricas e de nivel de injuria de Canavalia ensiformis em
Cambissolo

N&o houve diferenca entre os fatores dose de herbicida e dose do
remineralizador. No Cambissolo, independente da dose de hexazinone aplicada, ndo
foram observadas injurias na planta fitorremediadora (Figura 7).
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Figura 7. Comparacao visual da espécie Canavalia ensiformes quando submetida a
diferentes doses de hexazinone (125, 250, 375, 500 g i.a. ha') e doses do
remineralizador (0, 4 e 8 t ha ') em Cambissolo (CB) aos 42 dias apds emergéncia

(DAE).

Houve interacdo entre os fatores (doses de herbicida e doses do
remineralizador) para todas as variaveis biométricas avaliadas AT (F = 18,60, p =
8,96x10°), DAM (F = 14,36, p = 4,50x10%4), NT (F = 12,67, p = 9,0x104), AF (F = 5,88,
p = 0,02), MSPA (F = 8,32, p = 6,0x10%) e MSR (F = 7,13, p = 1,0x10?) a 5% de
probabilidade (Figura 8). No CB, o remineralizador influenciou no comportamento do
hexazinone e nas variaveis biométricas. Na maior dose de hexazinone (500 g i.a. ha
) no solo sem adicdo do remineralizador, foram observados os menores valores das
variaveis AT, DAM, NT, AF, MSPA e MSR (Figura 8). As doses de 250 a 350 g i.a. ha
! de hexazinone no solo com 4 t ha™' do remineralizador promoveram maior acimulo
de MSPA e MSR, e entre 4 e 8 t ha' do remineralizador, maior AT (Figuras 8A, 8E e
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8F). As doses de 250 g i.a. ha™' de hexazinone e 4 t ha™' do remineralizador resultaram

em maior NT e AF, e entre 0 e 4 t ha™' do remineralizador, maior DAM (Figuras 8B, 8C
e 8D).
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Figura 8. Altura (A), diametro do caule (B), Nimero de trifélios (C), Area foliar (D),
Massa seca da parte aérea (E), Massa seca da raiz (F) relativos ao tratamento controle
(sem aplicagao do herbicida) do feijao de porco (Canavalia ensiformis) submetidos a

diferentes doses de hexazinone (125, 250, 375 e 500 g i.a. ha') e doses de
remineralizador (0, 4 e 8 t ha'') em Cambissolo .
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2.3.3.1. Analise de residuo de hexazinone com bioensaio em Cambissolo

Assim como os resultados encontrados na espécie C. sativus em Latossolo
Vermelho, ndo foram observados NI na bioindicadora em Cambissolo contaminado
com hexazinone aos 21 DAE e apds 120 dias da aplicagao do herbicida, independente

das doses de hexazinone e doses do remineralizador. (Figura 9).
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Figura 9. Comparacao visual da espécie Cucumis sativus quando submetido a

diferentes doses de hexazinone e doses do remineralizador em mais de 70 dias das
aplicacdées em Latossolo Vermelho.
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Nao foi observado diferencga entre os dois fatores de estudo (doses do herbicida
x doses do remineralizador) na MSPA da C. sativus (F = 1,23, p = 0,31) mas o
remineralizador sem as doses do herbicida influenciou na MSPA da planta (F = 5,02,
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p=0,01). Adose de 8tha do remineralizador proporcionou menor acimulo de MSPA
enquanto o solo sem o remineralizador, apresentou maior aumento da variavel

avaliada independente da dose do herbicida hexazinone. (Figura 10).
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Figura 10. Massa seca da parte aérea de Cucumis sativus (% em relagéo ao controle),
21 dias apdés emergéncia — DAE, cultivado em solo previamente com residuos de
hexazinone (125, 250, 375 e 500 g i.a. ha™') e remediado por Canavalia ensiformis por
120 dias em Cambissolo. Colunas correspondem as médias e as barras o erro padrao
(xEP) da média (n=4). *Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

2.3.4. Quantidade de residuo de hexazinone analisado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia

O remineralizador nao influenciou na fitorremediac&o do hexazinone. Logo, ndo
foram encontrados residuos do herbicida em Latossolo Vermelho e Cambissolo nas
andlises cromatograficas apos o periodo de 70 e 120 dias ap6s emergéncia — (DAE),
respectivamente, no experimento fitorremediag&o. Tais resultados corroboram com os
encontrados nas analises de bioensaio, a auséncia de vestigios do hexazinone nos
dois solos sem e com o remineralizador, pode estar relacionada a presenca de
concentragdes abaixo do LD e LQ, ndo sendo possivel a sua detecgdo no HPLC. Além
disso, com a permanéncia longa na conducdo do estudo, o produto pode ter sido
degradado.
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2.4. DISCUSSAO

A alteragdo das propriedades fisicas e quimicas do solo pode promover o
aumento ou reducado da mobilidade do herbicida. Um dos efeitos dos fertilizantes,
como o remineralizador, sobre a interacdo entre o sistema solo e as moléculas de
herbicidas é a modificagdo do pH do solo, podendo interferir na maior ou menor
disponibilidade do herbicida na solucdo do solo (SANTOS et al., 2019). O pKb do
hexazinone é 2,2 (base fraca) (PPDB, 2023) em pH acima do pKa o herbicida estara
na forma neutra, tendo baixa retengéo pelos coloides do solo. Assim, sem a adicdo do
remineralizador, o pH do Latossolo Vermelho e Cambissolo foram de 6,45 e 5,90
respectivamente, nesse caso o herbicida ja se encontra na forma neutra (ndo
ionizado). Por outro lado, mesmo com a presenca do remineralizador nos solos
analisados, nao houve diferenca no pH quando comparado ao solo sem o
remineralizador (Tabela 3). Devido ao pH alcalino dos solos, 0 hexazinone no estado
neutro nao é sorvido pelos sitios negativos do solo, 0 que reduz a capacidade sortiva
e aumenta a sua biodisponibilidade na solucao do solo (SANTOS et al., 2019), estando
sujeito a processos de degradacao fisica, quimica e biologica (MENDES et al., 2016).
isso pode explicar o ndo aparecimento de injuria em C. ensiformis no Cambissolo
(78,6% de areia) mesmo em concentragées mais altas do herbicida.

A presenca de niveis mais elevados de Ca e Mg resultou em uma redugé@o na
teor de MO no solo de textura mais arenosa. Isso levou a uma diminuicdo na
intensidade das interagdes entre o solo e o hexazinone, resultando em uma menor
energia necessaria para que o herbicida volte a solugdo do solo, logo, uma reducao
na sorc¢ao do herbicida resulta em menor estabilidade e favorece a biodisponibilidade
das moléculas de hexazinone para a degradacdo (TAKESHITA et al.,, 2019). A
degradacdo desse herbicida no solo ocorre principalmente pela hidroxilacdo e
desmetilacdo do anel ciclohexil (LIU et al., 2010). Wang et al. (2012) afirmaram que a
degradacao dessa molécula esta relacionada aos teores de carbono orgéanico (OC) e
a atividade microbiana no solo. Em um estudo realizado por Guimaraes et al. (2018),
foi observado que o menor teor de OC possivelmente tornou a hexazinone mais
disponivel na solugdo do solo, em um nivel que aumentou sua acessibilidade aos
microrganismos degradadores. Liu et al. (2010) consideraram que a argila do solo é
uma das principais propriedades que influenciam a sor¢ao de herbicidas de carater

basico, mesmo nos quais a sor¢cado € baixa, como o hexazinone. Isso se deve a
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importancia dessas propriedades na quantidade de cargas negativas do solo, sendo
estes 0s principais responsaveis pela sorgcdo, potencial de lixiviagdo e
biodisponibilidade desse herbicida.

Em Cambissolo, o hexazinone nao apresentou sintomas visiveis em C.
ensiformis, no entanto, foi possivel observar redugdo na massa seca da planta. Esse
comportamento provavelmente se deve a menor taxa fotossintética dessa espécie na
presenca de hexazinone (ROWEN et al.,, 2017). Mesmo sem provocar sintomas
visiveis, os herbicidas fotoinibidores podem prejudicar a producao de fotoassimilados
e o crescimento de espécies com baixa sensibilidade (SILVA et al., 2020). A C.
ensiformis n&o tolerou aplicagdes de hexazinone em doses a partir de 375 g i.a. ha™
em Latossolo Vermelho. O principal sintoma de injuria apresentado pelo C. ensiformis
foi clorose seguida da necrose. Essa injuria é tipica de espécies sensiveis a esse
herbicida, sendo causada pela fotoxidagdo das moléculas de clorofila
(ZHARMUKHAMEDOV e ALLAKHVERDIEV, 2021). Santos et al. (2019) também
observaram a morte de C. ensiformis cultivada em solo com 375 g i.a. ha' de
hexazinone, corroborando com os resultados do presente estudo. Esses resultados
indicam que C. ensiformis n&o tolera altas doses de hexazinone e em doses inferiores
a 250 g i.a ha' proporcionaram a espécie bom crescimento, com valores relativos de
AT, DAM, NT, AF, MSPA e MSR acima de 80%.

A disponibilidade dos herbicidas € um dos requisitos basicos para
fitotransformacao, fitodegradacéao, fitovolatilizacao e rizodegradacao (WANG et al.,
2022). A degradacao do herbicida depende de varios fatores; por exemplo, as plantas
podem absorver moléculas de herbicidas e por meio de rotas metabdlicas especificas,
degradando e/ou armazenando esses herbicidas em organelas (SANDERMANN
JUNIOR, 1994; WANG et al., 2022).Estudos tém demonstrado que as plantas de C.
ensiformis promovem a remediacao rizosférica uma vez que, exsudatos séo liberados
pelas raizes das plantas, e podem estimular o crescimento e a atividade microbiana
gue auxilia na degradacao dos herbicidas, diminuindo a sua agao téxica a planta (VAIL
et al.,, 2015). Além disso, a capacidade de fixagdo de nitrogénio de C. ensiforme
fornece uma fonte de N que pode estimular a atividade de microrganismos na rizosfera
(MIELKE et al., 2020). O crescimento e a morte das raizes dessa espécie também
podem promover a aeracdo do solo, aumentando a degradacdo oxidativa de
compostos organicos.
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A C. ensiformis, € uma espéecie que tem se mostrado eficiente como
fitorremediadora a varios herbicidas como sulfentrazone, tebuthiuron e
trifloxysulfuron-sodium (FERRAGCO et al., 2017; MENDES et al., 2021; SANTOS et al.,
2006). Florido et al., (2014) observaram que as plantas de C. ensiformis absorveram
7,91% de '*C-imazaquin durante o primeiro estagio de par de folhas verdadeiras.
Portanto, o uso de adubos verdes como C. ensiformis em areas com a contaminagao
por herbicidas € um meio importante para aumentar o potencial de remocao de
herbicidas do solo, diminuindo o intervalo entre a aplicagao de herbicida e o plantio da
proxima cultura (MONQUERO et al., 2013). Além do potencial de descontaminacao
do hexazinone no solo, o uso de C. ensiformis tem efeitos positivos nos aspectos
agrondémicos, pois promovem a fixagdo de N, melhora a estrutura e fertilidade dos
solos como também, suas propriedades quimicas-fisicas, contribuindo no aumento da
diversidade faunistica (FERRACO et al., 2017).

As condi¢des ambientais podem influenciar na eficacia do hexazinone, pois as
altas temperaturas favorecem a absorcdo do herbicida devido a composicado e a
permeabilidade da cuticula, ou seja, em altas temperaturas o fluxo de abosc¢édo do
herbicida é favorecido devido a menor viscosidade das ceras da cuticula e aumento
da taxa de difusdo do herbicida por meio da cuticula (MATZENBACHER et al., 2014).
Outro fator, é a relagédo das altas temperaturas com a taxa de reagdo quimica, ou seja,
a fotossintese a principal via de inibicdo pelo hexazinone, assim, a temperatura
aumenta a translocacdo do produto na planta (MATZENBACHER et al., 2014)
Logo,isso explica os sintomas de injuria encontrado nas maiores doses do produto na
C. ensiformis em Latossolo Vermelho realizado no verao e auséncia desses sintomas
na mesma planta no inverno em Cambissolo, para Rastgordani et al. (2023) as plantas
sao menos sensiveis em condi¢cdes de baixas temperaturas, devido a 0 aumento do
conteudo de cera das folhas e a diminuigdo da atividade metabdlica das plantas,
resultando em menor absorgéo e translocagéo do produto (CIESLIK et al., 2013). A
tolerdncia e o adequado crescimento da espécie na presenca do herbicida séo
caracteristicas importantes de uma espécie fitorremediadora (LUO et al., 2017;
VASCONCELO et al., 2020).

De acordo com o Guimarées et. al., (2018), o hexazinone apresenta meia-vida
(DTs0) de 100 dias em solo arenoso e 41 dias em solo argiloso. Em outro estudo foram
relatadas meias-vidas DTso de 18 dias e 18,3 dias em tipos de solo argiloso e arenoso,
respectivamente (LALAH et al., 2009). Esses resultados estdo relacionados as
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interacdes que ocorrem entre o tipo de solo e o herbicida. Apés 70 e 120 DAE do
experimento de fitorremediacdo no Latossolo Vermelho e Cambissolo,
respectivamente, nao foi detectado pelas analises cromatograficas residuos de
hexazinone nos solos e disponibilidade do mesmo herbicida em bioensaiocomo pode
ser explicado também pelo ndo aparecimento de injurias na planta de pepino
(bioindicadora). Além disso, esse fato pode estar relacionado a rapida degradagéo
pela microbiota do solo, a principal via de degradacao do (SHANER, 2014; VITl et al.,
2021; WANG et al., 2012). Isso é visto principalmente no Latossolo Vermelho que
apresenta maior teor de MO e argila, mas Cheyns et al. (2012) explicaram que mesmo
em solos com baixa concentracdo de carbono organico, pode haver degradacao de
herbicida, como foi 0 caso no que ocorreu no Cambissolo, no qual apresenta baixo
teor de argila e MO.

A MO do solo é uma propriedade extremamente complexa, com varios locais
de ligacdo. Um exemplo disso, € a presencga de grupos carboxilicos e fenéis na MO,
que permitem a formacao de pontes de hidrogénio com o nitrogénio do anel triazina
encontrado na molécula do hexazinone. Além disso, é possivel que haja ligacoes de
Van der Waals entre as cadeias de carbono tanto da MO quanto do herbicida. Essas
diversas interacdes entre a MO e a hexazinone podem afetar a capacidade de sor¢céo
do solo, aumentando ou diminuindo. (SANTOS et al., 2019).

Logo, mais estudos devem ser feitos visando verificar a participacao e auxilio
da microbiota do solo na degradacdo do herbicida. Além disso, é necessario a
extracdo do herbicida na espécie vegetal para analises em HPLC, para quantificar o
herbicida na planta e identificar a técnica que extraiu e metabolizou o herbicida.

2.5. CONCLUSOES

O remineralizador auxilia na fertilidade dos solos, mas nao influencia no
processo de fitorremediacdo de solos contaminados por hexazinone. Logo, a C.
ensiformis é tolerante e capaz de fitorremediar solos contaminados por hexazinone
em doses abaixo de 250 g a.i. ha' possibilitando a redugéo de residuos do herbicida
encontrado nas aguas e solos como também, minimizar os impactos negativos
gerados aos organismos nao-alvos. Além disso, periodos de 70 a 120 dias
apresentam uma margem de seguranca para o cultivo de culturas sensiveis ao
herbicida, devido a auséncia de residuos nao disponiveis na solugdo do solo nao
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detectadopela planta bioindicadora do hexazinone, evitando carryover em culturas de

interesse agricolas.
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3. CAPITULO 2. REMINERALIZADOR AUMENTA O PO]'ENCIAL REMEDIADOR
DE Canavalia ensiformis EM SOLOS COM RESIDUOS DE DIURON?

RESUMO

O diuron tem potencial risco de contaminagdo ambiental devido a suas propriedades
fisico-quimicas que interagem com diversos solos e persiste por longos periodos. A
técnica de fitorremediacao e o remineralizador de solo associados, pode ser util para
descontaminar solos afetados pelo diuron. Este estudo visou avaliar o papel do
remineralizador na fitorremediacdo de solos Latossolo Vermelho e Cambissolo
contaminados com diuron. Em cada vaso, foram colocados 7,5 kg de solo, com doses
de 0, 4 e 8 t ha™! de remineralizador. O diuron foi aplicado em doses de 875 a 3500 g
i.a. ha', e a Canavalia ensiformis (feijao de porco) foi semeada. Apds 120 dias apos
emergéncia — DAE, mediu-se altura (AT), didametro (DAM), trifélios (NT), area foliar
(AF), matéria seca de raiz (MSR) e parte aérea (MSPA) aos 42 DAE, avaliou-se a
injuria. Apos a fitorremediacao, o solo foi analisado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) e por bioensaio com pepino Cucumis sativus (pepino) para detectar
diuron. Aos 21 dias, mediu-se NI e MSPA do Cucumis sativus. No Latossolo Vermelho,
nao houve injdria e o remineralizador (4 t ha') beneficiou o crescimento NT e AF da
Canavalia ensiformis independente da dose de diuron. O diuron e o remineralizador
nao interferiram no desenvolvimento do DAM e MSR da Canavalia ensiformis
mantendo os valores acima de 85%. No Cambissolo, doses de 875 a 2625 g i.a. ha™
de diuron, com 4 t ha™' ou sem de remineralizador, promoveram maiores DAM, NT, AF
e MSR. Maior redugédo ocorreu com 3500 g i.a. ha' de diuron e 8 t ha' de
remineralizador. Diuron foi detectado apds 120 dias, sendo >LQ (0,073 mg kg') em
Cambissolo com 2625 g i.a. ha™' sem o remineralizador e 3500 g i.a. ha™', com ou sem
remineralizador. A bioindicadora em Cambissolo apresentou NI e menor MSPA com
0 aumento das doses do diuron. No Latossolo Vermelho, nao houve NI e a MSPA foi
similar ao controle. Em geral, o remineralizador ndo potencializou a fitorremediacao
em solos contaminados com diuron, porém a Canavalia ensiformis foi capaz de
fitorremediar altas concentragcdes de diuron, o que apoia 0 uso seguro desse herbicida

para controle de plantas daninhas, minimizando impactos ambientais.
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Palavras-chave: Herbicida ndo i6nico. Residuo de herbicida. Fitorremediagao. HPLC.
Espécies bioindicadoras.

DOES REMINERALIZER INCREASE THE REMEDIATION POTENTIAL OF
Canavalia ensiformis IN SOILS WITH DIURON RESIDUES?

ABSTRACT

Diuron has a potential risk of environmental contamination due to its physicochemical
properties, which interact with different soils and persist for long periods. The technique
of phytoremediation and the associated soil remineralizer can be useful for
decontaminating soils affected by diuron. This study aimed to evaluate the role of the
rock powder in the phytoremediation of Oxisol and Inceptisol soils contaminated with
diuron. In each pot, 7.5 kg of soil was placed, with doses of 0, 4 and 8 t ha™! of rock
powder. Diuron was applied in doses of 875 to 3500 g a.i. ha', and Canavalia
ensiformis (jack bean) was sown. After 120 days, height (HT), diameter (DM), trefoils
number (TN), leaf area (LA), root (DMR) and shoot dry matter (DMS) were measured
at 42 days, injury level (IL) was assessed. After phytoremediation, the soil was
analyzed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and by bioassay with
Cucumis sativus (pepino) to detect diuron. IL and DMS the Cucumis sativus were
measured at 21 days. In the Oxisol, there was no IL and the remineralizer (4 t ha')
benefited the TN and LA growth of Canavalia ensiformis regardless of the dose of
diuron. Diuron and the rock powder did not interfere in the development of DM and
DMR of Canavalia ensiformis, keeping the values above 85%. In the inceptisol, doses
of 875 to 2625 g a.i. ha™ of diuron, with or without 4 t ha' of remineralizer, promoted
higher DM, TN, LA and DMR. The greatest reduction occurred with 3500 g a.i. ha™' of
diuron and 8 t ha' of rock powder. Diuron was detected after 120 DAE, being >LQ
(0.073 mg kg') in Inceptisol with 2625 g a.i. ha™' without remineralizer and 3500 g a.i.
ha', with or without rock powder. The bioindicator in Inceptisol showed damage and
lower DMS as the doses increased. In the Oxisol, there was no damage and the DMS
was similar to the control. In general, the rock powder did not enhance
phytoremediation in contaminated soils, but Canavalia ensiformis was able to
phytoremediate high concentrations of diuron, which supports the safe use of this

herbicide for weed control, minimizing environmental impacts.
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Bioindicator species.

3.1. INTRODUCAO

Entre 1990 a 2020 o consumo de herbicida apresentou crescimento
exponencial na agricultura, no intuito de garantir maior quantidade e qualidade na
producgéo (FAO, 2022). Por outro lado, 0 aumento do consumo desses produtos gera
grandes problemas para o meio ambiente e a populagédo, pois sdo encontrados
residuos de herbicidas em agua (superficie e solo) e no solo (MATZRAFI et al., 2016;
BILAL et al., 2019; MENDES et al., 2020). Os herbicidas do grupo quimico das
fenilureias estao entre os herbicidas mais utilizados na agricultura, como o diuron [3-
(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilureia] € embora o consumo do diuron tenha retorno
econémico o uso frequente do herbicida, aumentou a preocupagédo da populacao,
devido relatos de contaminagéo no meio ambiente (LI et al., 2021).

No Brasil, o diuron é recomendado para a cultura da cana-de-aglcar, no
controle de eudico e monocotiledénea em pré e pés-emergéncia de plantas daninhas
(MORETTO et al., 2019; LI et al., 2021; MUENDO et al., 2021; ALBA et al., 2022). O
diuron apresenta carater nao ibnico e neutro de coeficiente de particao octanol-agua
(Kow = 2,87) e coeficiente de particdo normalizado pelo teor de carbono organico (Koc
=680 L Kg'), (PPDB, 2023). Esse herbicida atua na inibicdo do fotossistema Il (FSII),
que por sua vez inibe a fotossintese pela ligagdo do herbicida Qs na proteina D1,
bloqueando o transporte de elétrons de Qa para Qs, interrompendo a fixagdo de CO2
e a producao de ATP e NADPHz2, ou seja, bloqueando a transferéncia de elétrons no
FSII, resultando em necrose e morte da planta (MENDES et al., 2022).

O diuron € quimicamente estavel, persiste por mais de 229 dias nos solos e
devido a pouca mobilidade no solo e baixa solubilidade agua (Sw= 35,6 mg L), este
herbicida permanece na camada superficial devido a maior afinidade com as
particulas do solo e a MO (CALEGARI et al., 2018; CHEN e WANG, 2019; PPDB,
2023). Ha mais de 40 anos, o diuron é utilizado em todo o mundo e estudos
demonstraram que em concentragdes de 0,05 - 0,5 ug L™, o diuron pode causar efeito
cancerigeno, mutagénico e neurotéxico em humanos e mamiferos, como também ser
prejudicial para os peixes, plantas, invertebrados e algas de agua doce em
concentragbes de 200 ug L' (ROCHA et al., 2013; BEHRENS et al., 2016;
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MANONMANI et al., 2020).

Logo, o comportamento e disponibilidade do diuron no ambiente tornaram-se
foco de pesquisa, especificamente porque o diuron passa por processos de
transformacao; e os seus metabdlicos, como o 3,4-dichloroaniline (3,4-DCA) e 3-(3,4-
dichlorophenyl)-1-methylurea (DCPMU), por exemplo, apresentam efeitos
ecotoxicolégicos maiores que do composto parental (HUSSAIN et al., 2015; CHANG
et al., 2022). Por outro lado, varias tecnologias surgiram para remover diuron do meio
ambiente, seja por sorcao fisica avancada, degradacao fotocatalistica, degradacgéao
quimica e tratamentos biolégicos (CANLE LOPEZ et al., 2005; GUIMARAES et al.,
2018; TEOFILO et al., 2020; PARK e JHUNG, 2020). No entanto, ainda nao existem
estudos de fitorremediacao de solos modificados por remineralizador e contaminados
com diuron.

Técnicas de fitorremediagdo séo feitas para mitigar os impactos negativos
provocados por herbicidas como o diuron, para isso, séo utilizadas espécies vegetais
tolerantes e com boa absorc¢ao radicular e acimulo de biomassa, como por exemplo
a Canavalia ensiformis (feijao-de-porco), com histérico de fitorremediar os herbicidas
como hexazinone, tebuthiuron, sulfentrazone e trifloxysulfuron-sodium (PROCOPIO et
al., 2007;FERRACO et al., 2017;; TEOFILO et al., 2020; MENDES et al., 2021;
SANTOS et al., 2021; FERREIRA et al., 2021). Logo, é possivel que a fitorremediacao
tenha maior eficiéncia na absorcao do herbicida com o auxilio de remineralizadores,
por exemplo, o remineralizador modifica o pH do solo, influenciando na disponibilidade
do herbicida, devido a remobilizagcdo dos herbicidas sorvidos nos coloides para a
solucdo do solo (THEODORQO et al., 2021).

O diuron é um herbicida que influencia na microbiota do solo, no potencial de
injuria em culturas sensiveis como também na contaminacdo ambiental (ERIKSSON
etal., 2007; GHENO et al., 2016; PRADO e AIROLDI; MORETTO et al., 2017; YOSSA
et al., 2020; SILAMBARASAN et al., 2020). Estudar o comportamento do diuron em
solos modificados por remineralizadores contribui para auxiliar na reducado dos
impactos negativos gerados pelo herbicida, logo surge a possibilidade de economia e
seguranga nos cultivos em sucessao para o produtor e maior eficiéncia agronémica,
pois com auxilio do remineralizador a planta absorve maior quantidade de herbicida
do solo, assim, sera possivel a redugao dos residuos de diuron no solo como também,
realizar aplicacbes nas doses do diuron recomendada para o controle de plantas

daninhas com maior seguranga, minimizando a contaminacdo ambiental e
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agrondmica, como o carryover. Portanto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a
influéncia do remineralizador no processo de fitorremediacao de solos contaminados

por diuron.
3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Area experimental e solos utilizados

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao no Departamento
de Agronomia da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, Brasil.

Os solos utilizados no experimento foram coletados nos municipios de Rio
Paranaiba, MG, Brasil (latitude: 19° 11' 39" S, longitude: 46° 14' 37" O) e Oratdrio,
MG, Brasil (latitude: 20° 25' 5" S, longitude: 42° 47' 28" O), da camada de 0 a 20 cm,
em darea sem aplicagdo de herbicidas nos ultimos trés anos. Os solos de Rio
Paranaiba e Oratério foram classificados como Latossolo Vermelho (argiloso) e
Cambissolo (franco arenoso) respectivamente, pelo Sistema Brasileiro de
Classificacao de Solos (EMBRAPA, 2018).

A caracterizacao do solo modificado e ndo com remineralizador se encontra no
capitulo 1 na Tabela 3. Logo, foi observado que pH apresentou pouca diferenga com
a presenca do remineralizador em Latossolo Vermelho e em Cambissolo esses
valores manteve-se constante. A MO do solo, foi maior em Latossolo Vermelho, mas
em Cambissolo esses valores foram reduzidos com adicdo do remineralizador. O teor
de P foi progressivamente maior no aumento da dose do remineralizador em Latossolo
Vermelho e Cambissolo. O K apresentou alteragdo na dose de 4 t ha' em ambos os
solos, com redugao de ~3% do teor inicial em Latossolo Vermelho e aumento de ~8%
para Cambissolo. Os macronutriente Ca e Mg tiveram os valores alterados na adi¢ao
do remineralizador. Enquanto o Latossolo Vermelho apresentou aumento do Ca de
2,18% com 8 t ha' do remineralizador em relagdo ao solo ndo modificado, e em
Cambissolo, esses valores foram 7,29% e 10,2%, respectivamente, em relacao ao
solo ndo modificado.

3.2.2. Delineamento experimental e tratamentos
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O estudo foi composto por dois experimentos em que foi utilizada a espécie de
feijao de porco (C. ensiformis) para o estudo de fitorremediagdo dos solos Latossolo
Vermelho e Cambissolo contaminados por diuron e modificados com remineralizador
no Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa - MG. O
experimento com Latossolo Vermelho e Cambissolo foram conduzidos em épocas
iguais, no inverno de 2022, respectivamente. Os dois experimentos foram conduzidos
em casa de vegetacao e avaliados de maneira independente. O delineamento adotado
nos experimentos foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 4 + 1, 0
primeiro fator, foi constituido pelas doses 0, 4 e 8 t ha™' do remineralizador. O segundo
fator foi constituido pelas doses do diuron (0, 875, 1750, 2625 e 3500 g i.a. ha') mais
o tratamento controle (sem aplicacdo do herbicida) com quatro repeticoes.

Para esse estudo, vasos de 7,5 kg foram revestidos com filme de polietileno
para evitar perda por lixiviagdo do diuron aplicado. As doses do remineralizador
adicionadas em cada vaso foram obtidas pela conversdo da dose aplicada (4 e 8 t)
para massa de solo de um hectare, considerando a camada de 0 — 20 cm (2.000.000
L), para massa de solo do vaso (7,5 kg). Para as doses de 4 e 8 t ha!, foram
adicionadas 12 e 24 g do remineralizador por vaso, respectivamente. O
remineralizador foi incorporado em toda a massa de solo. O remineralizador utilizado
foi o KP Fértil® (Triunfo Mineragao do Brasil, Carmo do Paranaiba — MG, Brasil), fonte
dos nutrientes P20s (3%), K20 (3%), CaO (4%), MgO (4%), MnO (0,32%), Fe (14,0%),
Cu, Zn, Mo, B, Co e SiO2 (35%), e pH 7,0.

Apés 30 dias do acondicionamento dos solos nos vasos, periodo requerido para
reacao do remineralizador com o solo foi realizada a analise quimica e a aplicacéo do
herbicida, logo depois foi realizado a semeadura de quatro sementes de C. ensiformis
por vaso, espécie fitorremediadora do diuron (TEOFILO et al., 2020). Nas analises o
P, K, foram feitas com extrator Mehlich-'. O Ca, Mg e AI** foi utilizado o extrator KCI
(1 mol L™"). A acidez potencial (H + Al) foi extraida em acetato de célcio (0,5 mol L) a
pH 7,0. A matéria organica (MO) foi quantificada pelo método de titulagdo Walkley-
Black ap6s oxirredugcdo umida. A aplicacdo foi realizada com pulverizador costal
pressurizado por COgz, equipado com barra de duas pontas tipo TTI-110.02,
espacadas em 50 cm e mantido a pressao de trabalho de 196.133 Pa calibrado para
aplicagao de 150 L ha™' de calda. As doses corresponderam a 0, 25, 50, 75, 100% da
dose maxima do ingrediente ativo (i.a.) recomendada em bula pelo fabricante, e foram

aplicadas em ordem crescente para evitar problemas de contaminacdo. No momento
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da aplicagéo as condi¢goes ambientais estavam ideais, com temperaturas inferiores a
35°C, umidade relativa do ar superior a 60% e velocidade do vento de 4 km h.

Apébs a semeadura, 7 dias apds a emergéncia (DAE) das plantulas, foi realizado
o desbaste deixando uma planta por vaso. A irrigacdo dos vasos ocorreu de forma
programada uma vez ao dia durante 15 minutos, em todo o periodo de condugéo do

experimento.

3.2.3. Avaliagbes biométricas e nivel de injuria da Canavalia ensiformis

Quando as plantas atingiram o florescimento (final do experimento) 120 DAE
para o diuron em Latosso Vermelho e Cambissolo, foram mensuradas através das
avaliagbes biométricas as variaveis altura das plantas (AT) (cm), didmetro (DAM)
(mm), nimero de trifélios (NT), area foliar total (AF) (cm?), massa seca da parte aérea
(MSPA) (g) e massa seca da raiz (MSR) (g). A AT foi medida com fita métrica, da
superficie do solo até o meristema apical das plantas. O DAM foi avaliado na altura
do primeiro né com paquimetro digital. A AF foi avaliada com auxilio de um medidor
de area foliar (Licor Equipamentos®, modelo LI — 3100, Sdo Paulo, SP, Brasil). A
MSPA e MSR foi obtida ap6s coleta e secagem da biomassa remanescente da parte
aérea e das raizes em estufa de circulagédo de ar forcada a 65°C por 72 h e pesagem
em balanca analitica (modelo SHIMADZU ATY 224, Sao Paulo, Brasil). As variaveis
foram corrigidas para valores percentuais relativos aos vasos das plantas cultivadas
com os substratos que nao receberam aplicagéo dos herbicidas. O nivel de injuria (NI)
foi avaliado aos 42 DAE por meio de avaliagdo visual, comparado ao tratamento
controle, em que 0 representa auséncia de injuria e 100 a morte da planta.

3.2.4. Anélise de residuos bioindisponivel de diuron na solugdo do solo com bioensaio

Apés as avaliacbes biométricas, potes de plasticos de 300 g foram preenchidos
com o solo coletado dos vasos que foram cultivados com a espécie fitorremediadora
para indicar a presenca de diuron e possiveis diferencas na eficiéncia do processo de
fitorremediacao por C. ensiformis. A seguir foi feito a semeadura de cinco sementes
por vaso das espécies bioindicadoras do diuron. Foi utilizada a espécie de Cucumis
sativus (pepino) para indicar o diuron (MENDES et al., 2012 e 2013; MADALAO et al.,



70

2016). Foram realizados dois experimentos (um herbicida x dois tipos de solo) em
casa de vegetagdo utilizando delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticoes.

Os potes receberam irrigacao programada diariamente, durante 15 minutos em
todo o periodo de conducdo do experimento. O NI e a MSPA das plantas
bioindicadoras foram avaliados aos 21 — DAE das plantulas semelhante a metodologia
adotada para C. ensiformis. A MSPA das plantas foi corrigida para valores percentuais
relativos a MSPA das plantas cultivadas com os substratos que nao receberam

aplicacéo dos herbicidas.

3.2.5. Analise de residuo de diuron por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Na anadlise de residuo por cromatografia liquida, outra amostra foi retirada e
armazenada no freezer (modelo H400, Curitiba, PR, Brasil) -20°C para conservacao
do herbicida. O instrumento utilizado para quantificar os herbicidas no solo foi um
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC), (modelo Shimadzu LC 20AT,
Shimadzu, Tokyo, Japao) equipado com um detector de arranjo de fotodiodos
(Shimadzu SPD M20A) e uma coluna de aco inoxidavel C25 (Shimadzu VPODS
Shimpack 250 mmx 4,6 mm di, 5 um tamanho da particula).

3.2.6. Validagao do método cromatografico

O método foi validado segundo os parametros de linearidade, limite de
deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), seletividade, exatiddo e precisao
(INMETRO, 2016). As condicbes da analise cromatogréafica foi fase mével agua e
acetonitrila 40:60 (v/v), fluxo de 1,00 mL min', volume de injecdo de 20 pL,
comprimento de onda de 254 nm e temperatura de coluna de 30°C.

A linearidade foi avaliada utilizando sete concentracdes do padrdo de diuron
(98,0% de pureza, Sigma-Aldrich, Buchs, Suica) diluidas em metanol (CH3OH) (0,1;
0,2;0,4;0,6;0,8;1;e 1,5 mg L") (Figura 11A). Outra curva foi preparada fortificando
os solos Latosso Vermelho e Cambissolo com concentracées de 0,04; 0,08; 0,16; 0,3;
0,4; 0,8 mg kg (Figuras 11C e 11E). Cada concentragéo foi realizada em triplicata. O
método apresentou boa linearidade, com coeficiente de determinagéo (R?) de 0,9909
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em Latossolo Vermelho e 0,9951 em Cambissolo. O tempo de retengao (tR) do diuron
foi de 5,56 min (Figuras 11B, 11D e 11F).
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Figura 11. Curva analitica do diuron e cromatograma ampliado no tempo de retengéao
em metanol (A, B), em Latossolo Vermelho (C, D) e Cambissolo (E, F), obtida por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

O LD e LQ foram calculados pelas equacdes 1 e 2, respectivamente, e os
parametros das equacdes foram retirados da curva de linearidade das Figuras 11A;
11C e 11E.

_ (33)(s)

LD = 5 (1)
_(10)(s)

LQ = S (2)

Em que:

s = desvio padréo da resposta

S = inclinacao ou coeficiente angular da curva analitica

Os LQ e LD foram de 0,032 e 0,107 mg L' em metanol, 0,029 e 0,096 mg kg
em Latossolo Vermelho, 0,022 e 0,073 mg kg' em Cambissolo.

A seletividade foi analisada por meio da comparacdo dos cromatogramas
sobrepostos da matriz dos solos na auséncia e presenca do padrdo de diuron
seguindo a metodologia descrita por Queiroz et al. (2006). Para o estudo de
seletividade, 5 g de Latossolo Vermelho e Cambissolo foram colocadas em tudos
falcon de 50 mL e fortificadas com 1 mL de solugdo contendo o padrdo de diuron
diluido em metanol na concentragédo de 1,5 mg L'. Amostras de Latossolo Vermelho
e Cambissolo sem fortificacao do herbicida também foram preparadas como controle.
Todas as amostras foram realizadas em triplicatas e deixadas em repouso no escuro
para evaporagcao do metanol. Na extracdo do herbicida, foram adicionados 10 mL de
metanol em cada tubo falcon. Os tubos foram colocados em agitacdo vertical a uma
temperatura de 27 + 2°C por 3 h e centrifugados na centrifuga digital (Kasvi, K14-
0815P, Parang, Brasil) a 4000 rpm por 7 min. O sobrenadante foi removido com pipeta
volumétrica, filtrado em filtro Milipore com membrana de PTFE de 0,45 pum e
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armazenado em vials com capacidade de 1,5 mL. Os vials foram analisados no HPLC.
Devido a auséncia de interferentes na matriz do Latossolo Vermelho e Cambissolo, o

método foi considerado seletivo (Figura 12).

®
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Figura 12. (A) Cromatograma do Latossolo Vermelho e (B) Cambissolo fortificados
com diuron (1,5 mg L"). tR de 5,56 min.

A analise de exatiddo do método foi realizada através de ensaios de
recuperacdo. Para os ensaios de recuperacdo, 5 g de Latossolo Vermelho e
Cambissolo foram colocadas em tubos falcon de 50 mL e fortificadas com 1 mL de
solucao contendo o padrao de diuron diluido em metanol nas concentracdes de 0,08;
0,16 e 0,30 mg kg'. Todas as amostras foram realizadas em ftriplicatas. Apds a
extracdo do herbicida, os vials foram analisados no HPLC para quantificar o
percentual de recuperacao (R) do método, que é a relacao entre as concentracoes
extraidas e as concentracdes fortificadas nas amostras.

A precisao intermediaria foi demonstrada por meio do coeficiente de variagéo
(CV%) calculado para trés medi¢cdes realizadas em dias diferentes e em trés niveis de
concentracdo (0,08; 0,16 e 0,30 mg kg'). O método de extragdo obteve boa exatidao
e precisdo para os dois solos, mostrando esta dentro dos padrdes exigidos pela
ANVISA (2012) e INMETRO (2016) que sao de 80-120% para recuperacao e <20% o
CV da precisdo. A exatidao foi de 80,25 a 89,60% para o Latossolo Vermelho e de
93,41% a 102,88% para o Cambissolo. O CV da precisao ficou abaixo de 20% no
Latossolo Vermelho e Cambissolo (Tabela 4).
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Tabela 4 Exatidao e precisdo do método de extragdo do diuron adotado em amostras
de Latossolo Vermelho (argiloso) e Cambissolo (franco-arenoso) fortificadas com trés
concentragdes do padrao do herbicida.

Precisao Exatidao
Concentracao CV (%) R (%)
i -1
aplicada (mg kg~) Latossolo . Latossolo .
Cambissolo Cambissolo
Vermelho Vermelho
0,08 6,78 7,22 80,25 93,69
0,16 6,78 5,83 82,94 93,41
0,30 6,68 7,95 89,60 102,88

CV = coeficiente de variacédo. R = recuperacao do herbicida.

3.2.7. Analises estatisticas dos dados

Os dados biométricos de C. ensiformis (ALT, DAM, NT, AF, MSR e MSPA) e
de NI foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e quando significativos para
interacao entre os fatores, as médias foram analisadas com regressées mdltiplas, e
para os dados nao significativos para interagéo, as médias dos fatores isolados foram
analisadas pelo teste de média Tukey (p<0,05) com barras representando o erro
padrao (+tEP) da média (n=4). Os dados de NI e MSPA do bioensaio de residuo
também foram analisados pelo teste de média Tukey e com barras representando o
erro padrao (tEP) da média (n=4). As andlises de regressées multiplas e o teste de
Tukey foram realizadas no programa R Studio (versao 4.2.0, Team R Core, 2022). Os
graficos foram confeccionados com auxilio do programa SigmaPlot, (versdo 14.0 para
Windows, Systat Software Inc., Point Richmond, Califérnia, EUA).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Analises biométricas e de nivel de injuria de Canavalia ensiformis em Latossolo
Vermelho

Em Latossolo Vermelho, independente da dose de diuron aplicada e dose do
remineralizador ndo foram observadas injurias na planta fitorremediadora de C.
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ensiformis aos 42 DAE. Logo, o remineralizador ndo interferiu no comportamento do

diuron (Figura 13).

Remineralizador (t ha)
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Figura 13. Comparagéo visual da espécie Canavalia ensiformes quando submetida a
diferentes doses de diuron (875, 1750, 2625 e 3500 g i.a. ha') e doses do
remineralizador (0, 4 e 8 t ha’) em Latossolo Vermelho aos 42 dias apds emergéncia
(DAE).

Nao houve interacdo entre os fatores doses de herbicida e doses do
remineralizador para todas as varaveis analisadas AT (F = 1,04, p =0,41), DAM (F =
1,20, p = 032), NT (F = 0,50, p = 0,80), AF (F= 1,44, p = 0,22), MSPA (F = 0,84, p=
0,54) e MSR (F = 1,20, p = 0,32) a 5% de probabilidade em Latossolo Vermelho
(Figura 14). Neste mesmo solo, o remineralizador ndo teve influéncia no
comportamento do diuron e nas variaveis AT, DAM e MSR (Figuras 14A, 14B e 14F)
e o DAM e MSR foram as unicas variaveis sem interferéncia de ambos os fatores de
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estudos, com valores relativos acima de 85% (Figuras 14B e14F). Nas doses de 2625
e 3500 g i.a. ha de diuron, foi observado reducdo da AT de ~95% (Figura 14A). A
espécie apresentou bom crescimento do NT e AF na presenca de 4 t ha' do
remineralizador, independente da dose do herbicida, mas a dose de 8 t ha™ do
remineralizador foi capaz de reduzir a MSPA com doses de até 2625 g i.a. ha' de
diuron (Figuras 14C, 14D, e 14E).
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Figura 14. Altura (A), didmetro do caule (B), numero de triflios (C), area foliar (D),
massa seca da parte aérea (E) e massa seca da raiz (F) relativos ao tratamento
controle (sem aplicagao do herbicida) de Canavalia ensiformis submetidos a diferentes
doses de diuron (875, 1750, 2625 e 3500 g i.a. ha') e doses do remineralizador (0, 4
e 8t ha') em Latossolo Vermelho. As colunas correspondem as médias e as barras
o erro padréao (+tEP) da média (n=4). * Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, mailscula representa a diferenca entre doses de diuron e
minusculas doses do remineralizador, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.3.1.1. Anéalise de residuo de diuron com bioensaio em Latossolo Vermelho

Aos 21 DAE da espécie C. sativus, no Latossolo Vermelho contaminado com
diuron a mais de 120 dias, ndo apresentaram NI, independente da presenca de
diferentes doses de diuron e do remineralizador. Isso pode estar atribuido baixa
mobilidade do diuron em solos com alto teor de argila e MO fazendo com que o
herbicida fique retido pelas particulas dos solos, ndo apresentando biodisponibilidade

do herbicida para absorcao pelas raizes da planta (Figura 15).
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Figura 15. Comparagao visual da espécie Cucumis sativus quando submetido a
diferentes doses de diuron e doses do remineralizador em mais de 120 dias das
aplicacdes em Latossolo Vermelho.

N&o houve diferenca entre os fatores dose de herbicida e dose do
remineralizador (F = 0,30, p = 0,92) na MSPA do C. sativus em Latossolo Vermelho.
O remineralizador e as doses de diuron nao influenciaram no comportamento da
MSPA aos 21 DAE quando o solo estava contaminado pelo herbicida a mais de 120

dias (Figura 16).
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Figura 16. Massa seca da parte aérea de Cucumis sativus (% em relacéo ao controle),
21 dias ap6s emergéncia, cultivado em solo previamente com residuos de diuron (875,
1750, 2625 e 3500 g i.a. ha') e doses do remineralizador (0, 4 e 8 t ha™') remediado
por Canavalia ensiformis por 120 dias em Latossolo Vermelho. Colunas correspondem
as médias e as barras o erro padréo (xEP) da média (n=4). *Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.3.2. Analise biométrica e de nivel de injuria de Canavalia ensiformis em Cambissolo

As doses de diuron ndo causaram NI aos 42 DAE na Canavalia ensiformis,
como também, nao foram observados a influéncia do remineralizador em danos na

planta fitorremediadora quando incorporados ao Cambissolo. (Figura 17).
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Figura 17. Comparagéo visual da espécie Canavalia ensiformes quando submetido a
diferentes doses de diuron (875, 1750, 2625 e 3500 g i.a. ha') e doses do
remineralizador (0, 4 e 8 t ha ') em Cambissolo aos 42 dias apés emergéncia (DAE).

Houve interacdo entre os fatores de estudo (doses do herbicida e doses do
remineralizador) nas variaveis AT (F = 5,08, p = 0,029), DAM (F = 39,11, p =1,42x10
), NT (F = 20,13, p =5,13x10°®), AF (F = 20,43, p =4,62x10%), MSPA (F = 10,65, p =
0,002), MSR (F = 38,02, p = 1,92x107) a 5% de probabilidade (Figura 18). No
Cambissolo, o remineralizador influenciou no comportamento do diuron e nas varaveis
biométricas. Na maior dose de diuron (3500 g i.a. ha''), foram observados os menores
valores das variaveis AT, DAM, NT, AF, MSPA, MSR (Figura 18A). As doses de 875
a 2625 g i.a. ha™' do diuron no solo sem e 4 t ha™' do remineralizador promoveram
maior desenvolvimento do DAM com valores acima de 80%, enquanto as variaveis
NT, AF, MSR acima de 60% (Figuras 18B, 18C, 18D, 18F). A dose de 4 t ha' do
remineralizador, independente das doses do herbicida, proporcionou menores valores
de AT (Figura 18A)
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3.3.2.1. Anélise de residuo de diuron com bioensaio em Cambissolo

N&o houve interacédo entre as doses de herbicida e doses do remineralizador
(Figura 19) no Nl da C. sativus (F = 1,37, p = 0,23). O remineralizador n&o influenciou
no NI da planta, mas foram observados niveis de injuria de até ~40% na maior dose
(3500 g i.a. ha') de diuron na C. sativus em Cambissolo, aos 21 DAE, apds 120 dias

da aplicacéo do herbicida.
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Figura 19. Nivel de injaria (NI) (%) de Cucumis sativus, 21 dias ap6s emergéncia —
DAE, cultivado com solo previamente com residuo de diuron (875, 1750, 2625 e 3500
g i.a. ha) e doses do remineralizador (0, 4 e 8 t ha') remediado por Canavalia
ensiformis por 120 dias em Cambissolo. O NI da espécie foi em relagédo ao tratamento
controle (sem aplicagdo do herbicida). As colunas correspondem as médias e as
barras o erro padrdo (xEP) da média (n=4). *Médias seguidas de mesma letra nao
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Houve interacédo entre os dois fatores de estudo (doses do herbicida e doses
do remineralizador (F = 2,88, p = 0,02). Foi observado que a dose de 2625 g i.a. ha™'
com a dose de 4 t ha' do remineralizador e a maior dose (3500 g i.a. ha') sem o
remineralizador proporcionaram menores acumulo de MSPA em C. sativus aos 21
DAE e mais 120 dias das aplicacdes do diuron no estudo de fitorremediacao (Figura
20).



83

B Otha’
== 4tha’
B 8tha'

. ABaAa Aa AapaAa  ABab Ag AaAa

5 100 - I =

e

90 -

®

o Ab

o 80 Bb

©

o 70 -

©

8 60 -

3 501

©

> 40 -

©

o 30 1

—

© 20 A

[72]

© 10 -

=

0 L T L -
875 1750 2625 3500

Diuron (g i.a. ha'1)

Figura 20. Massa seca da parte aérea de Cucumis sativus (% em relagdo a
testemunha), 21 dias apds emergéncia, cultivado em solo previamente com residuos
de diuron (875, 1750, 2625 e 3500 g i.a. ha™') e doses do remineralizador (0, 4 e 8 t
ha') remediado por Canavalia ensiformis por 120 dias em Cambissolo. Colunas
correspondem as médias e as barras o erro padrao (tEP) da média (n=4). *Médias
seguidas de mesma letra n&o diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05).

3.3.3. Quantidade de residuo de diuron analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia

Ao contrario do que foi evidenciado no bioensaio com a C. sativus em que néo
foi detectado nivel de injaria nas plantas, neste estudo foi detectado residuos de diuron
no Latossolo Vermelho e Cambissolo apds o periodo de 120 dias das aplicagbes do
herbicida no estudo de fitorremediacdo (Tabela 5). No Latossolo Vermelho, as
concentragbes foram detectadas < LQ (0,096 mg kg'). No Cambissolo, as
concentragdes também foram detectadas, mas apenas na dose de 2625 g. i.a. ha™
sem o remineralizador (0,08 mg kg') e na maior dose (3500 g i.a. ha™') com e sem
adicao do remineralizador (0, 4 e 8 t ha'), foram quantificadas aos 120 DAE (0,11;
0,08 e 0,09 mg kg') > LQ (0,073 mg kg') respectivamente. Tais resultados
representam reducédo de ~97,16% em relagdo a maior dose inicialmente aplicada
correspondendo a 3,297 mg kg Logo, esses fatores podem estar relacionados a
maior sor¢do do herbicida em solos com maior teor de MO e CTC, tornando-o
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indisponivel para absorcédo radicular sendo possivel a sua detecgdo por métodos

analiticos.

Tabela 5. Deteccao de residuos de diuron por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) apés 120 dias das aplicacdes em Latossolo Vermelho e Cambissolo.

Doses de diuron (g i.a. ha™') LQ
SO|0§ - dO_SGS do 875 1750 2625 3500
remineralizador Concentracédo encontrada (mg kg™) kg)
(HPLC)
Latossolo Vermelho — 0t ha 0,03 0,03 0,03 0,06
Latossolo Vermelho — 4 t ha™' 0,03 0,03 0,04 0,08 0,096
Latossolo Vermelho — 8 t ha™! 0,04 0,04 0,04 0,06
Cambissolo — 0t ha™ 0,04 0,04 0,08* 0,11*
Cambissolo — 4 t ha™ 0,05 0,04 0,04 0,08 0,073
Cambissolo — 8t ha 0,03 0,04 0,04 0,09*

*Concentracao de residuo detectado > LQ.

3.6. DISCUSSAO

Os solos modificados com remineralizadores, melhoraram as propriedades
fisicas e quimicas do solo, como a fertilidade. Por outro lado, o remineralizador pode
influenciar na capacidade de retencao do herbicida nos solos, devido a modificagéo
do pH do meio, por exemplo, de acordo com o pKa do herbicida e o pH do solo, a
molécula pode estar mais ou menos biodisponivel na solugdo do solo (REFATTI et
al., 2014). O diuron é herbicida nao iénico, mas Fontecha-Camara et al. (2007) e
Castro Neto et al. (2017) demostraram que este herbicida foi capaz de receber
prétons comportando-se como cations, quando o pH do meio estava < 6. Nesse
estudo, foi observado que em Latossolo Vermelho independente da presenca do
remineralizador, o pH do meio foi acima de 6, jA em Cambissolo o pH foi menor que
6, isso significa que em Cambissolo o herbicida pode ter sido facilmente sorvido pelos
coloides do solo.

As propriedades do solo como a MO e CTC s&o importantes para determinagao
da sorcao do diuron, por isso, 0s solos com baixos teores dessas propriedades tem
menor capacidade de sorver esse herbicida (ANTONIOUS et al., 2014; GUIMARAES
et al., 2018). A maior sor¢do do diuron foi observada no estudo desenvolvido por
Chagas et al. (2020), que quando avaliaram o aumento do pH, Ca?* e Mg?* na
alteracdo do diuron em diferentes solos, 0os autores perceberam que as interacdes
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estabelecida entre diuron e a MO como pontes de hidrogénio (EL-NAHHAL e
HAMDONA, 2017), forcas de Van der Waals (FONTECHA-CAMARA et al., 2007),
aumentaram a estabilidade da ligacao, logo, a dessor¢ao do diuron foi menor. A MO
em Latossolo Vermelho variou de 3,81 a 3,64% entre 0 e 8 t ha™' do remineralizador
apresentando CTC entre 9,06 e 9,24 cmolc dm=, enquanto em Cambissolo variou de
0,33 a 0% a MO com CTC entre 2,80 e 3,30 cmolc dm= (Tabela 3), isso pode ter
acontecido porque o aumento do pH pode ter elevado a hidrofobicidade da MO e
consequentemente o aumento da CTC em Latossolo Vermelho, tornando o herbicida
mais sorvido, enquanto em Cambissolo o diuron ficou mais disponivel, isso pode
explicar o ndo aparecimento de injuria na espécie bioindicadora (Cucumis sativus) em
Latossolo Vermelho e injurias em Cambissolo. Logo, o diuron por ser uma molécula
nao idnica, o que lhe confere caracteristica hidrofdbica, favorece a sorcao a fracao
organica do solo, por ligagdes mais estaveis e de maior energia em relagdo a
compostos minerais (EL-NAHHAL et al., 2013). Segundo Matos et al. (2020), os
maiores teores de MO e CTC do solo de textura média (MO de 1,1 % e CTC de 71
mmolcdm -3) e de textura argilosa (MO de 2,3 % e CTC de 83 mmolcdm-=) contribuiram
para uma maior adsor¢ao do diuron quando comparado ao solo arenoso (MO de 0,6
% e CTC de 44 mmolcdm-3).

Outras propriedades do solo que podem ter contribuido para maior sor¢éo do
diuron, sdo os macronutrientes Ca?* e Mg? com maiores teores observados em
Latossolo Vermelho, com valor mais acentuado na dose de 8 t ha'! do remineralizador
(5,04 cmoc dm3) e menores em Cambissolo, proporcionando menor solubilidade do
herbicida em condigcbes de maiores concentracdes de Ca?* e Mg?* aumentando a
afinidade do herbicida para regides hidrofébicas do solo e elevando a capacidade de
sorcao (CHAGAS et al., 2020). Além disso, o diuron por apresentar dois atomos de
cloro ligados ao anel aromatico permite a formacao de sitios eletronegativos capazes
de atrair cations, como em Latossolo Vermelho, pois é possivel que cétions bivalentes
possam interagir com os herbicida, como por exemplo, formando complexos céations-
herbicida-cations ou cations-herbicidas, com alta estabilidade, por isso, o diuron pode
ser mais fortemente sorvido (LOPEZ-PINEIRO et al., 2010; SMERNIK e KOOKANA,
2017).

Assim como as propriedades dos solos, o periodo de conducdo do experimento
influencia na maior ou menor disponibilidade do diuron. Em Latossolo Vermelho o

diuron ndo apresentou sintomas visiveis em C. ensiformis e apresentou valores
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relativos acima de 80% para DAM, MSPA e MSR. Esse comportamento se deve as
condicbes ambientais, uma vez que o experimento foi conduzido no inverno e
herbicidas inibidores do PSIl como o diuron, em baixas temperaturas apresenta baixa
solubilidade, mostrando maior tendéncia a sor¢ao do herbicida pelos solos (LIU et
al.,2010). Outra razédo para esses resultados em Latossolo Vermelho seria o maior
teor de MO e argila, que sao as principais chaves de sor¢cao do diuron nos solos,
tornando-o indisponivel para absorcdo radicular da planta (GIORI et al., 2014;
GUIMARAES et al., 2018). Por outro lado, no foram observados NI em Cambissolo,
mas as variaveis foram reduzidas a valores relativos a 40% logo, mesmo o diuron nao
causando danos visiveis na espécie, o herbicida pode causar interrup¢ao na producéo
de fotoassimilados como também, influenciar no crescimento de espécies tolerantes
como a C. ensiformis (SUN et al., 2020). Este efeito foi visto na mesma espécie
quando aplicado hexazinone também pertencente ao inibidor do PSII, foi observado
que houve perda na matéria seca (MS) mas sem sintomas visiveis do herbicida na
planta (TEOFILO et al., 2020)

Poucos sao os estudos relacionados a fitorremediacdo da C. ensiformis em
solos contaminados com diuron, logo, no estudo de Tedfilo et al. (2020) foi realizado
o estudo de fitoextragdo de solos contaminados por diuron, hexazinone e
sulfomenturon-methyl por espécies de adubo verde no qual concluiram que a
presenga do diuron reduziu a massa seca da C. ensiformis sendo essa espécie
relativamente tolerante ao diuron. Logo, resultados diferentes foram observados em
nosso estudo, em que foi possivel confirmar maior acumulo de massa seca entre as
doses de 875 e 2625 g i.a. ha' e tolerancia ao herbicida independente da dose de
campo aplicada. Esses comportamentos sao desejaveis para espécies
fitorremediadoras, possibilitando seu uso para descontaminagao de outros herbicidas.
Por outro lado, foi observado sintomas de diuron na espécie bioindicadora (C. sativus)
semeada em Cambissolo com NI abaixo de ~50% (Figura 19). Os principais sintomas
visualizados em C. sativus foi coloragao verde-clara, seguida de necrose e clorose. A
absorcao do diuron ocorre pelas raizes, sendo baixa sua absor¢ao foliar e como um
herbicida sistémico, com translocacéo feita pelo xilema, o NI observado em espécies
sensiveis a esse herbicida, como o C. sativus, é causada pela inibicdo da fotossintese
e da formacao de espécies reativas de oxigénio, seguido de dano celular (RADWAN
et al., 2019, MENDES et al., 2022).
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A quantidade de residuos do diuron extraido em mais de 120 dias das
aplicagdes do herbicida (DAA), foram abaixo do LQ em Latossolo Vermelho e
Cambissolo, exceto na dose de 2625 g i.a. ha™' sem o remineralizador e na maior dose
do diuron sem e com a adicao do remineralizador em Cambissolo, foi observado a
quantidade acima do LQ. Esses resultados estéo relacionados a elevada sor¢do do
herbicida, o que torna o diuron ndo biodisponivel no solo para absorgao radicular. Por
isso, a MO do solo é considerada o ponto principal de fixacdo de residuos quimicos e
inativacao de herbicidas, como o diuron (WEBER et al., 2004) Segundo Guimaraes et
al. (2018), o maior teor de MO do solo, aumentaria a populagdo microbiana e a
atividade que degradaria o herbicida, mas por outro lado, a maior quantidade de MO
aumentaria a sorcéo do diuron com o solo e tornaria indisponivel para degradacao,
como também, para absorcao pelas raizes das plantas. No estudo desenvolvido por
Agbaogun e Fischer (2020), a sor¢ao de herbicidas fenilureias em solos tropicais foi
fortemente correlacionada aos teores de MO, em que foi observado pelos autores que
solos com baixo teor de MO, teve relacdo negativa e positiva quando os teores
aumentavam.

No geral, o comportamento do diuron € influenciado pelas propriedades do solo,
principalmente pelos teores de MO, pH, CTC, Ca?* e Mg?*. As propriedades dos solos,
podem determinar o destino final do diuron, podendo comprometer 0s recursos
naturais e causar danos a organismos nao alvos, pois sabe-se que herbicidas como
diuron, permanecem por muito tempo nos solos, dificultando o cultivo de culturas
subsequentes. Por isso, é importante entender como o diuron se comporta em solos
de textura contrastantes como também, como as alteragdes das propriedades do solo
influenciam no destino final do herbicida. Logo, é importante saber o papel da planta
fitorremediadora na descontaminacao do diuron e além disso, saber a capacidade
quantitativa de diuron que a planta consegue metabolizar, por isso, faz-se necessario

o estudo complementar, para tentar quantificar o diuron na planta.

3.7. CONCLUSAO

O remineralizador n&o influenciou no processo de fitorremediagdo de solos
contaminados com diuron. Logo, a Canavalia ensiformis foi tolerante e capaz de
remediar. Além disso, os resultados indicaram que a biodisponibilidade do diuron na
solugdo do solo, esta relacionada as propriedades do solo, principalmente pelos
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teores de MO, argila e CTC, em que no Latossolo Vermelho esses valores foram mais
altos em relagdo Cambissolo, além disso, sdo observado valores de Ca?+, Mg?* mais
elevados em Latossolo Vermelho, por esse motivo, a solubilidade sera menor,
aumentando a afinidade do diuron para regides hidrofébicas e elevando a capacidade
de sorcao, ndo estando biodisponivel para absor¢édo radicular. Por esse motivo, o
estudo demonstra a importancia das analises em HPLC e bioensaio, para maior
segurancga nos resultados.

Por isso, este estudo pode auxiliar no entendimento e na prevencéo de riscos
potenciais causados pelo diuron em dois solos de textura contrastantes. Logo, sugere-
se estudos com microrganismos dos solos e com a planta fitorremediadora para
entender a participacao de ambos na degradacao, além da importancia de entender

como funciona a dinamica do diuron com as propriedades do solo.
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4. CAPITULO 3. FITORREMEDIACAO DE SOLOS REMINERALIZADOS E
CONTAMINADOS POR SULFENTRAZONE

RESUMO

A fitorremediacdo associada aos remineralizadores de solo pode potencializar o
processo de descontaminagdo de solos contaminados por sulfentrazone. Portanto,
avaliou-se o potencial da fitorremediagdo em dois solos remineralizados e
contaminados por sulfentrazone. Foram avaliados dois solos, Latossolo Vermelho
(argiloso) e Cambissolo (franco-arenoso), em vasos, com e sem a incorporagéo do
remineralizador, nas doses de 0, 4 e 8 t ha™'. Apos isso, foi realizada a aplicagdo do
sulfentrazone nas doses de 200, 400, 600 e 800 g i.a. ha', além do tratamento
controle sem aplicagao do herbicida, e a semeadura do Canavalia ensiformis. O nivel
de injuria (NI) foi avaliado aos 42 dias apds emergéncia — DAE e as avaliacdes
biométricas da espécie fitorremediadora foram realizadas aos 70 dias apds a
emergéncia — DAE no Latossolo Vermelho e aos 120 DAE no Cambissolo para as
variaveis altura (AT), diametro (DAM), numero de trifélios (NT), area foliar (AF),
matéria seca da raiz (MSR) e parte aérea (MSPA). Ao final do experimento de
fitorremediacdo, o solo foi homogeneizado e separado para determinagéo do residuo
do herbicida por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e para analise da
biodisponibilidade do sulfentrazone com a semeadura da espécie bioindicadora
(sorgo, Sorghum bicolor). As avaliagcdes de NI e MSPA da espécie bioindicadora foram
realizadas aos 21 DAE. Nos Latossolo Vermelho e Cambissolo foram observadas
diferencas entre as doses do sulfentrazone, em que nas maiores doses do herbicida
(600 e 800 i.a. ha') ocorreram menores valores na AT, AF, MSPA e MSR, com 68%
de NI na C. ensiformis em Latossolo Vermelho e 30% em Cambissolo. O residuo de
sulfentrazone foi detectado na maior dose de campo (800 g i.a. ha), pela técnica
analitica, em ambos os solos. Além disso, foi observado menor acumulo de MSPA na
bioindicadora em Latossolo Vermelho. O remineralizador nao auxiliou no processo de
fitorremediacédo dos dois solos contaminados por sulfentrazone, mas contribuiu para
o aumento da fertilidade dos solos. Por outro lado, a C. ensiformis, foi capaz de
fitorremediar praticamente a totalidade dos residuos do herbicida em ambos os solos
proporcionando maior seguranca no cultivo de culturas sensiveis cultivadas em
sucessao e meio ambiente.
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Palavras-chave: Descontaminagdo. Triazolinonas. Herbicidas residuais. Espécies
bioindicadoras. HPLC.

PHYTOREMEDIATION OF REMINERALIZED SOILS CONTAMINATED BY
SULFENTRAZONE

ABSTRACT

Phytoremediation associated with soil remineralizers can enhance the process of
decontaminating soils contaminated by sulfentrazone. Therefore, the potential of
phytoremediation in two remineralized soils contaminated by sulfentrazone was
evaluated. Two soils were evaluated, Oxisol (clay) and Inceptisol (sandy loam), in pots,
with and without the incorporation of the rock powder, at doses of 0, 4 and 8 t ha™.
After this, sulfentrazone was applied at doses of 200, 400, 600 and 800 g a.i. ha', in
addition to the control treatment without applying the herbicide, and Canavalia
ensiformis (jack bean) was sown. The level of injury (IL) was assessed at 42 days after
emergence - DAE and the biometric assessments of the phytoremediating species
were carried out at 70 days after emergence - DAE in the Oxisol and at 120 DAE in
the Inceptisol for the variables height (AH), diameter (DM), number of trefoils (TN), leaf
area (LA), dry root matter (DMR) and shoot (DMS). At the end of the phytoremediation
experiment, the soil was homogenized and separated to determine the herbicide
residue by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and to analyse the
bioavailability of sulfentrazone by sowing the bioindicator species Sorghum bicolor
(sorgo). Evaluations of IL and DMS of the bioindicator species were carried out at 21
DAE. In the Oxisol and Inceptisol, differences were observed between the doses of
sulfentrazone, where the highest doses of the herbicide (600 and 800 a.i. ha™') resulted
in lower AH, LA, DMS and DMR values, with 68% IL in C. ensiformis in the Oxisol and
30% in the Inceptisol. Sulfentrazone residue was detected at the highest field dose
(800 g a.i. ha') by the analytical technique in both soils. In addition, a lower
accumulation of DMS was observed in the bioindicator in Oxisol. The rock powder did
not help in the phytoremediation process of the two soils contaminated by
sulfentrazone, but it did contribute to increasing the fertility of the soils. C. ensiformis,
on the other hand, was able to phytoremediate practically all of the herbicide residues
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in both soils, providing greater security in the cultivation of sensitive crops grown in

succession and the environment.

Keywords: Decontamination. Triazolinones. Residual herbicides. Bioindicator

species. HPLC.

4.1. INTRODUCAO

Devido a sua maior eficiéncia no controle de plantas daninhas e a redugao das
interferéncias negativas dessas espécies no desenvolvimento e produtividade das
culturas subsequentes, os sistemas agricolas atuais dependem do uso de herbicidas.
(MATOS et al., 2020). Por outro lado, os herbicidas podem permanecer por meses ou
anos, como ocorre com moléculas altamente persistentes (FAUSTINO et al., 2015).
Por isso, as aplicagbes de herbicidas em pré emergéncia das plantas daninhas
tornam-se um problema quando geram riscos ao meio ambiente atingindo o solo, as
aguas superficiais e subterraneas (SANTOS et al., 2015; DAMIN et al., 2022).

Entre os diversos herbicidas aplicados em pré-emergéncia com longo periodo
residual nos solos, destaca-se o sulfentrazone {N-[2,4-dichloro-5-[4-(difluorometil)-
4 5dihidro-3-metil-5-oxo-1-H-1,2,4-triazol-1-illfenilimetanosulfonamida} amplamente
utilizado no mundo e principalmente no Brasil nas culturas da soja, cana-de-aglcar e
eucalipto para o controle plantas daninhas mono e eudicotiledéneas (MATTE et al.,
2019, MAPA, 2023). O sulfentrazone apresenta carater acido fraco (constante de
dissociacdo acida, pKa= 6,56), coeficiente de particdo octanol-agua baixo (Kow = 97,9
em pH 7) e coeficiente de particdo normalizado pelo teor de carbono organico (Koc =
43 mL g') (SHANER, 2012; SHANER, 2014; PPDB, 2023). O sulfentrazone faz parte
do grupo das triazolinonas e tem como mecanismo de acdo a inibicdo da enzima
protoporfirinogénio oxidase (PROTOX), a qual € responsavel pela oxidagdo do
protoporfirinogénio em protoporfirina IX durante a biossintese da clorofila. (MENDES
et al., 2022).

Situagdes de crescente solubilidade do sulfentrazone ocorrem com o aumento
do pH do meio, por exemplo, o pH em 7 do solo eleva a solubilidade em agua (Sw) do
sulfentrazone a 780 e 1600 mg L' em pH 7,5, e sabe-se que este herbicida apresenta
valores altos no indice de potencial de lixiviacao (do inglés, Groundwater Ubiquity
Score — GUS = 6,16) e baixa coeficiente de sor¢do (Kd¢= <1,0 mL g*). O sulfentrazone
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tem tempo da meia-vida da degradagéo (DTso) chegando a 301 dias em condi¢des de
campo, variando de acordo com o teor de matéria organica (MO), pH e textura do solo,
logo, isso significa que o herbicida apresenta alto potencial de lixiviacao e riscos de
contaminagao ambiental (SHANER, 2014; LANGARO et al., 2019; PPDB, 2023). No
estudo realizado por Blanco e Velini (2005) foram detectados residuo do sulfentrazone
aos 376 dias apos aplicagdo — DAA quando aplicado a dose de 600 g i.a. ha-1 no
solo em cultivo de soja e Blanco et al. (2010) relataram que na cultura da cana-de-
acucar em solo franco-argiloso-arenoso foi identificado a persisténcia deste herbicida
até 704 dias quando aplicado na dose de 1200 g i.a. ha-1

A persisténcia do sulfentrazone € proporcional a dose aplicada e sua
biodisponibilidade esta diretamente relacionada ao pH, textura do solo. Por exemplo,
o sulfentrazone é um &acido fraco, entdo com o aumento do pH com aplicacdo de
calagem, ocorre menor sor¢ao deste herbicida, pois ele estara protonado (aniénico),
e uma maior biodisponibilidade € observada no solo (GEHRKE et al., 2020). Por isso,
maior disponibilidade do sulfentrazone é encontrada em solos arenosos do que em
argilosos, devido as ligacées das moléculas de herbicida as cargas negativas dos
coloides dos solos (MELO et al., 2010; BRAGA et al., 2016; FAUSTINO et al., 2015).
Nessas condigdes, sabendo os riscos de contaminag&o aos recursos hidricos e efeitos
negativos aos organismos nao alvos, o interesse da populacdo cientifica na
descontaminacdo de sulfentrazone é crescente e de forma exponencial (MADALAO
et al., 2012; SANTOS et al., 2019; MIELKE et al., 2020).

A fitorremediacao é uma técnica ambientalmente aceita para descontaminacao
do solo e da agua, utilizando espécies com capacidade de fitoextrair, fitoacumular,
fitodegradar, rizoestabilizar e rizodegradar os herbicidas em ambientes contaminados.
A Canavalia ensiformis é uma espécie de adubo verde capaz de fitorremediar solos
contaminados por hexazinone, tebuthiuron e sulfentrazone (BELO et al.,, 2016;
MADALAOQ et al., 2016; FERRACO et al., 2017; MELO et al., 2019; SANTOS et al.,
2019; MIELKE et al., 2020; SOUTO et al., 2020; TEOFILO et al., 2020; MENDES et
al., 2021). Por outro lado, a quantidade de herbicida fitorremediado do solo pela planta
pode variar de acordo com as propriedades fisicas e quimicas de cada solo e
caracteristicas do herbicida, pois quando aplicado no solo, uma parte pode ficar
sorvida pelos coloides (FREITAS et al., 2014). Para que a absorcao radicular pelas
plantas seja eficiente, o sulfentrazone precisa estar biodisponivel na solugao do solo,
caso contrario a fitorremediacdo € dificultada, o que prolonga a persisténcia do
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herbicida no solo gerando problemas ambientais (FREITAS et al., 2014; MATOS et
al., 2020). Por isso, a adicdao de fertilizantes ndo convencionais como o0s
remineralizadores alteram as propriedades fisicos e quimicas do solo e o pH do meio,
0 que permite os herbicidas se tornem mais biodisponiveis na solugado do solo, como
o sulfentrazone, e consequentemente, potencializa a fitorremediagcdo dos solos
contaminados pelo herbicida, melhorando a fertilizade do solo (BRASIL, 2013;
THEODORO et al., 2021; LUCHESE et al.,, 2023). Entretanto, a influéncia dos
remineralizadores no processo de fitorremediacdo de herbicidas ainda ¢é
desconhecida.

Espera-se entdo que a fitorremediagdo associada ao remineralizador acelere e
aumente a eficiéncia na absorcdo do sulfentrazone pela C. ensiformis nos solos,
promovendo a remoc¢ao mais rapida do herbicida. Com isso, sera possivel fazer a
antecipacdo no cultivo de espécies sensiveis em campos contaminados pelo
herbicida, além disso, as doses aplicadas podem ser reduzidas devido a maior
biodisponibilidade do herbicida na solucdo do solo, proporcionada pelo
remineralizador. Tal fato, leva a uma maior otimizac&o do uso da terra e maior retorno
econdmico para atividade agricola. Considerando o exposto e levando em conta a
falta de resultados de pesquisa sobre remineralizadores em solos contaminados com
sulfentrazone, o objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia do remineralizador no
processo de fitorremediagcdo de solos de texturas contrastantes contaminados por
quatro doses de sulfentrazone.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Area experimental e solos utilizados

Os experimentos foram realizados na casa de vegetacao do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal de Vigosa, localizada em Vigosa, MG, Brasil.

Os solos utilizados foram coletados nos municipios de Rio Paranaiba, MG,
Brasil (latitude: 19° 11' 39" S, longitude: 46° 14' 37" O) e Oratorio, MG, Brasil (latitude:
20° 25' 5" S, longitude: 42° 47' 28" O), na camada de 0 a 20 cm, em areas sem
aplicacao de herbicidas nos ultimos trés anos. Esses solos foram classificados como
Latossolo Vermelho e Cambissolo, respectivamente, de acordo com o Sistema
Brasileiro de Classificacdo de Solos (EMBRAPA, 2018). As caracteristicas fisicas e
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quimicas s do solo, tanto com a adicdo do remineralizador quanto sem, sao

apresentadas na Tabela 3, no capitulo 1.

4.2.2. Delineamento experimental e tratamentos

O estudo foi composto por dois experimentos, em que, foi utilizada a técnica de
fitorremediacdo em Latossolo Vermelho e Cambissolo contaminados por
sulfentrazone e modificados com remineralizador. O experimento com Latossolo
Vermelho e Cambissolo foram conduzidos de forma independente em casa de
vegetacao, avaliados e conduzidos em épocas diferentes, no verao e inverno de 2022,
respectivamente. O delineamento adotado nos experimentos foi o inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 x 4 + 1, o primeiro fator, foi constituido pelas doses
0, 4 e 8 t ha' do remineralizador. O segundo fator foi constituido pelas doses do
sulfentrazone (200, 400, 600 e 800 g i.a. ha') e o controle que n&o recebeu dose do
herbicida, com quatro repeticées. As doses corresponderam a 0, 25, 50, 75, 100% da
dose maxima do ingrediente ativo (i.a.) recomendada em bula pelo fabricante.

Para esse estudo, vasos de 7,5 kg foram revestidos com filme de polietileno
para evitar perda por lixiviagdo do herbicida aplicados e foram preenchidos com solo.
As doses do remineralizador adicionadas em cada vaso foram obtidas pela converséo
da dose aplicada (4 e 8 t ha') no volume de solo de um hectare, considerando a
camada de 0 — 20 cm de incorporacao no perfil do solo (2.000.000 L), para o volume
de solo do vaso (7,5 kg). Para as doses de 4 e 8 t ha'!, foram adicionadas 12 e 24 g
do remineralizador por vaso, respectivamente. O remineralizador foi incorporado em
toda a massa do solo. O remineralizador utilizado foi o KP Fértil® (Triunfo Mineragao
do Brasil, Carmo do Paranaiba — MG, Brasil), fonte dos nutrientes P20s (3%), K20
(83%), CaO (4%), MgO (4%), MnO (0,32%), Fe (14,0%), Cu, Zn, Mo, B, Co e SiO2
(35%), e pH 7,0.

Apo6s 30 dias do acondicionamento dos solos nos vasos, periodo requerido para
reacao do remineralizador com o solo foi realizada a anélise quimica e a semeadura
de quatro sementes de C. ensiformis por vaso, espécie fitorremediadora do
sulfentrazone (BELO et al., 2011), e aplicado o herbicida. Nas analises dos solos, 0
P, K, foram feitas com extrator Mehlich'. O Ca, Mg e AI®* foi utilizado o extrator KCI
(1 mol L"). A acidez potencial (H + Al) foi extraida em acetato de célcio (0,5 mol L) a
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pH 7,0. A MO foi quantificada pelo método de titulagdo Walkley-Black apos
oxirreducao umida.

A aplicacao do herbicida foi realizada com pulverizador costal pressurizado por
COg2, equipado com barra de duas pontas tipo TTI-110.02, espacadas em 50 cm e
mantido a pressao de trabalho de 196.133 Pa calibrado para aplicagcdo de 150 L ha
de calda. As doses foram aplicadas em ordem crescente para evitar problemas de
contaminacdo. No momento da aplicacdo as condi¢gdes ambientais estavam ideais,
com temperaturas inferiores a 35°C, umidade relativa do ar superior a 60% e
velocidade do vento de 4 km h-'.

Apdbs a semeadura, 7 dias apds a emergéncia (DAE) das plantulas, foi realizado
o desbaste deixando uma planta por vaso. Os vasos foram irrigados com programacao
diaria de 15 minutos, durante todo o periodo de conducao do experimento.

4.2.3. Avaliagbes biométricas e nivel de injuria da Canavalia ensiformis

Quando as plantas atingiram o florescimento (final do experimento), que
ocorreu aos 70 e 120 DAE para o Latossolo Vermelho e Cambissolo, respectivamente.
Aos 70 e 120 DAE foram mensuradas por meio das avaliagdes biométricas as
variaveis altura das plantas (ALT) (cm), diametro (DAM) (mm), nimero de trif6lios
(NT), area foliar total (AF) (cm?), biomassa seca da parte aérea (MSPA) (g) e biomassa
seca daraiz (MSR) (g). A ALT foi medida com fita métrica, da superficie do solo até o
meristema apical das plantas. O DAM foi avaliado na altura do primeiro né com
paquimetro digital. A AF foi avaliada com auxilio de um medidor de area foliar (Licor
Equipamentos®, modelo LI — 3100, S&o Paulo, SP, Brasil). A MSPA e MSR foi obtida
apos coleta e secagem da biomassa remanescente da parte aérea e das raizes em
estufa de circulacado de ar forcada a 65°C por 72 h e pesagem em balanca analitica
(modelo SHIMADZU ATY 224, Sao Paulo, SP, Brasil). As variaveis foram corrigidas
para valores percentuais relativos aos vasos das plantas cultivadas com os substratos
que nao receberam aplicacao dos herbicidas. O nivel de injaria (NI) foi avaliado aos
42 DAE por meio de avaliagcéo visual, comparado ao tratamento controle, em que 0
representa auséncia de injuria e 100 a morte da planta.
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4.2.4. Analise de residuos bioindisponivel de sulfentrazone na solu¢cdo do solo com
bioensaio

Apoés as avaliagbes biométricas, potes de plasticos de 300 g foram preenchidos
com o solo com o remineralizador e o herbicida coletado dos vasos que foram
cultivados com a espécie fitorremediadora para indicar a presenca de sulfentrazone e
possiveis diferengas na eficiéncia do processo de fitorremediagdo. Posteriormente, foi
feito a semeadura de cinco sementes por vaso da espécie bioindicadora do
sulfentrazone. O sorgo (Sorghum bicolor) foi utilizado para indicar o sulfentrazone
(FAUSTINO et al., 2015). A planta bioindicadora foi cultivada nos solos dos vasos
contendo o remineralizador e o0 herbicida para indicar a presenga do sulfentrazone e
possiveis diferengas na eficiéncia do processo de fitorremediagao por C. ensiformis.
Os potes receberam irrigagdo, com programacao diaria de 15 minutos. O NI e a MSPA
das plantas bioindicadoras foram avaliados aos 21 DAE das plantulas semelhante a
metodologia adotada para C. ensiformis. A MSPA do S. bicolor foi corrigida para
valores percentuais relativos a MSPA das plantas cultivadas com os substratos que
nao receberam aplicacao dos herbicidas.

4.2.5. Analise analitica de residuo de sulfentrazone por cromatografia liquida de alta
eficiéncia

Semelhante a amostra retirada para andlise de residuo com bioensaio, outra
amostra foi retirada e armazenada no freezer (modelo H400, Curitiba, PR, Brasil) -
20°C para conservacao do herbicida. O instrumento utilizado para quantificar os
herbicidas no solo foi um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC), (modelo
Shimadzu LC 20AT, Shimadzu, Tokyo, Japao) equipado com um detector de arranjo
de fotodiodos (Shimadzu SPD M20A) e uma coluna de aco inoxidavel C25 (Shimadzu
VPODS Shimpack 250 mmx 4,6 mm di, 5 um tamanho da particula).

4.2.6. Validagdo do método cromatografico

O método foi submetido a validagdo conforme os critérios de linearidade, limite
de deteccdo (LD), limite de quantificagdo (LQ), seletividade, exatidao e precisao
estabelecidos pelo INMETRO (2016). A andlise cromatografica foi realizada utilizando
uma fase mével composta por agua e acetonitrila na proporcéo de 47,5:52,5 (v/v), com
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um fluxo de 1,00 mL min', volume de inje¢do de 20 uL, comprimento de onda de 254
nm e temperatura de coluna de 30°C.

A linearidade foi avaliada utilizando sete concentracbes do padrdo de
sulfentrazone (96,10% de pureza, LGC Labor GmbH, Augsburg, Alemanha) diluidas
em acetonitrila (CHsCN) (0,05; 0,1; 0,15; 0,2;0,5; 1,0 e 2,0 mg L") (Figura 20A). Outra
curva foi preparada fortificando os solos Latossolo Vermelho com concentracoes de
0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,6; 0,8 e 1,0 mg kg' e 0,05; 0,1; 0,2; 0,5 e 1,0 mg kg! em
Cambissolo (Figuras 21C e 21E). Cada concentracdo foi realizada em triplicata. O
método apresentou boa linearidade, com coeficiente de determinacao (R?) de 0,9935
em Latossolo Vermelho e 0,9924 em Cambissolo (Figuras 20C e 20E). O tempo de
retengéo (tR) do sulfentrazone foi de ~7,40 min (Figuras 21B, 21D e 21F).
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Figura 21. Curva analitica do sulfentrazone e cromatograma ampliado no tempo de
retencdo em acetonitrila (A,B), em Latossolo Vermelho (C, D) e Cambissolo (E, F),
obtida por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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O LD e LQ foram calculados pelas equacdes 1 e 2, respectivamente, e os
parametros das equacdes foram retirados da curva de linearidade das Figuras 21A,
21C e 21E.

_ (33)(s)

LD = 5 (1)
_(10)(s)

Lo = — (2)

Em que:

s = desvio padréo da resposta

S = inclinacao ou coeficiente angular da curva analitica

Os LD e LQ foram de 0,049 e 0,16 mg L' em acetonitrila, 0,033 e 0,111 mg kg
1 em Latossolo Vermelho e 0,037 e 0,125 mg kg™' em Cambissolo.

A seletividade foi analisada por meio da comparacdo dos cromatogramas
sobrepostos da matriz dos solos na auséncia e presenca do padrao de sulfentrazone,
seguindo a metodologia proposta por Vieira et al. (2007). Logo, 5 g de Latossolo
Vermelho e Cambissolo foram colocados em tudos falcon de 50 mL e fortificadas com
0,50 mL de solucdo contendo o padrao de sulfentrazone diluido em acetonitrila na
concentracdo de 10,0 mg L. Posteriormente, foi adicionada 13,5 mL da mistura
extratora composta por 8,0 mL de acetonitrila, 4,0 mL de agua Milli-Q com pH ajustado
para 8,0 com 0,01 mol L' de NaOH e 1,5 de acetato de etila. Os tubos de falcon foram
submetidos a agitacdo em vértex (KASVI, K45-2820, Sao José dos Pinhais, PR,
Brasil) por 1 min. Apés isso, as amostras foram deixadas por + 3 horas em freezer a
uma temperatura de aproximadamente -20°C. Apos esse periodo, o sobrenadante foi
filtrado com papel filtro contendo 1 g de NaOH. Apds atingir a temperatura ambiente,
as solucdes filtradas foram transferidas para frascos de fundo redondo para
evaporacao do solvente em um evaporador rotativo (Fisatom, Evaporador Rotativo
802, Sao Paulo, SP, Brasil) a uma temperatura de 50 + 1°C e 80 rpm até o solvente
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ser completamente evaporado. Apds a evaporacgao, o frasco de fundo redondo foi
lavado com trés aliquotas de 0,50 mL de acetonitrila, e o extrato final foi filtrado em
filtro milipore com membrana de PTFE de 0,45 ym e armazenado em vials com
capacidade de 1,5 mL. Os vials foram analisados no HPLC. Devido a auséncia de
interferentes na matriz do Latossolo Vermelho e Cambissolo, o método foi
considerado seletivo (Figuras 22A e 22B).

1800 7: — 1 1800 JI — ¢
i —— LV +CH,CN + Milli-Q + C,H,0, + 10 mg L° —— CB+ CH,CN +Mili-Q+C,H,0,+10mg L’
—— LV + CH,CN + Milli-Q + C,H,0, —— CB + CH,CN + Milli-Q + C,H,0,
1500 1500
1200 1200 -
900 - 900
600 - 600 -
300 4 300 -
o4 0 _I B 4
0,0 75 8,0 85 9,0 0,0 15 8,0 85 9,0
Tempo de retenc@o (min) Tempo de retencéo (min)

Figura 22. (A) Cromatograma do Latossolo Vermelho (LV) e (B) Cambissolo (CB)
fortificados com sulfentrazone (10,0 mg L. tR de 7,40 min.

A analise de exatiddo do método foi realizada através de ensaios de
recuperacdo. Para os ensaios de recuperacdo, 5 g de Latossolo Vermelho e
Cambissolo foram colocadas em tudos falcon de 50 mL e fortificadas com 0,50 mL de
solugéo contendo o padréo de sulfentrazone diluido em acetonitrila nas concentragées
de 0,2; 0,5 e 1,0 mg kg'. Todas as amostras foram realizadas em triplicatas. Apds a
extracdo do herbicida, os vials foram analisados no HPLC para quantificar o
percentual de recuperacédo (R) do método, que € a relacédo entre as concentracoes
extraidas e as concentragdes fortificadas nas amostras.

A precisao intermediéria foi demonstrada por meio do coeficiente de variagao
(CV%) calculado para trés medicoes realizadas em dias diferentes e em trés niveis de
concentracdo (0,2; 0,5 e 1,0 mg kg™'). O método de extragdo obteve boa exatiddo e
precisao para os dois solos, mostrando esta dentro dos padrdes exigidos pela ANVISA
(2012) e INMETRO (2016) que séo de 80-120% para recuperacao e <20% o CV da
precisdo. A exatidao foi de 80,25 a 89,60% para o Latossolo Vermelho e de 93,41% a
102,88% para o Cambissolo. O CV da precisao ficou < 20% no Latossolo Vermelho e
Cambissolo (Tabela 6).
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Tabela 6. Exatiddo e precisdo do método de extragcao do sulfentrazone adotado em
amostras de Latossolo Vermelho e Cambissolo fortificadas com trés concentracoes
do padréo do herbicida.

Precisao Exatidao
Concentracao aplicada CV(%) R(%)
(mg kg) Latossolo . Latossolo .
Cambissolo Cambissolo
Vermelho Vermelho
0,2 5,62 18,9 81,33 81,50
0,5 1,63 0,57 101,69 82,24
1,0 7,058 1,79 83,29 81,28

CV = coeficiente de variagédo. R = recuperacao do herbicida.

4.2.7. Andlises estatisticas dos dados

Os dados biométricos de C. ensiformis (ALT, DAM, NT, AF, MSR e MSPA) e
de NI foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e quando significativos para
interacao entre os fatores, as médias foram analisadas com regressées multiplas, e
para os dados nao significativos para interacdo, as médias dos fatores isolados foram
analisadas pelo teste de Tukey com barras representando o erro padrdao (xEP) da
média (n = 4). Os dados de NI e MSPA do bioensaio de residuo também foram
analisados pelo teste de média Tukey e com barras representando o £EP da média (n
= 4). As anadlises de regressdes multiplas e o teste de Tukey foram realizadas no
programa R Studio (versdo 4.2.0, Team R Core, 2022). Todas as figuras foram
plotadas com auxilio do programa SigmaPlot, (versdo 14.0 para Windows, Systat
Software Inc., Point Richmond, CA, EUA).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Analises biométricas e de nivel de injuria de Canavalia ensiformis em Latossolo
Vermelho

N&o houve interagdo (F = 0,70; p = 0,65) entre os dois fatores (doses de
herbicida e doses do remineralizador) na avaliacdo do NI da fitorremediadora cultivada
no Latossolo Vermelho. Entédo, o remineralizador ndo influenciou no comportamento
do sulfentrazone, mas foi observado diferenca entre as doses do herbicida
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sulfenatrazone no NI (F = 63,65, p = 0,01). No Latossolo Vermelho, as doses de 600
e 800 g i.a. ha™' provocaram maiores NI na C. ensiformis causando ~68% de danos
nas espécies (Figura 23).
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Figura 23. Nivel de injuria (NI) (%) de Canavalia ensiformis submetido a diferentes
doses de sulfentrazone (200, 400, 600 e 800 g i.a. ha') e doses do remineralizador
(0, 4 e 8t ha') aos 42 DAE em Latossolo Vermelho. O nivel de injuria da espécie foi
em relacdo ao tratamento controle (sem aplicacdo do herbicida). As colunas
correspondem as médias e as barras o erro padrdo (xtEP) da média (n =4). *Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05).

N&o houve interacao entre os dois fatores de estudo (dose de herbicida e dose
do remineralizador nas variaveis AT (F = 0,40; p=0,87), DAM (F = 1,05; p=0,41), NT
(F=0,55; p=0,76), MSPA (F = 0,57; p=0,75) e MSR (F = 1,39; p =0,24) (Figura 24).
O remineralizador também néo interferiu no comportamento do sulfentrazone e na AT,
DAM, NT, MSPA e MSR (Figuras 24A, 24B, 24C, 24E, 24F). A C. ensiformis
apresentou reducao na AT, AF, MSPA, MSR quando a planta foi submetida ao
aumento das doses do herbicida (200, 400, 600 e 800 g i.a. ha™'), com valores relativos
a ~20% de crescimento em relagdo ao tratamento controle(Figura 24A, 24D, 24E,
24F). O NT da planta fitorremediadora, apresentou crescimento exponencial com o
aumento das doses (Figura 24C), e esses resultados podem ser justificados pela
morte do meristema apical da planta fitorremediadora, causado pela inibicado da
PROTOX, de acéo sistémica que transloca via xilema, isso resulta na inducao do
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aumento de brotacdes de gemas laterais e como consequéncia o aumento na
producéo de ramificagbes e folhas.
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Figura 24. Altura (A), diametro do caule (B), numero de triflios (C), area foliar (D),
massa da parte aérea (E), e massa da raiz (F) relativa ao tratamento controle (sem
aplicagéo do herbicida) de Canavalia ensiformis submetidos a diferentes doses de
sulfentrazone (200, 400, 600 e 800 g i.a. ha) e doses do remineralizador (0,4 e 8 t
ha') em Latossolo Vermelho. As colunas correspondem as médias e as barras o erro
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padrao (xEP) da meédia (n=4). *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.3.1.1. Analise de residuo biodisponivel de sulfentrazone com bioensaio em
Latossolo Vermelho

Nao houve interacdo entre os dois fatores (doses de herbicida e doses do
remineralizador (F = 1,15, p = 0,35). O remineralizador nao interferiu no
comportamento do sulfentrazone no Latossolo Vermelho e no NI do Sorghum bicolor
(sorgo). Logo, com o aumento crescente das doses de sulfentrazone, foi possivel
observar aumento do NI nas espécies. A maior concentracédo (800 g i.a. ha™') causou
~95% de NI na planta bioindicadora (Figura 25).
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Figura 25. Nivel de injaria (NI) (%) de Sorghum bicolor, 21 dias apds emergéncia —
DAE, cultivado com solo previamente com residuo de sulfentrazone (200, 400, 600 e
800 g i.a. ha') e doses do remineralizador (0, 4 e 8 t ha™') remediado por Canavalia
ensiformis por 70 dias em Latossolo Vermelho. O NI da espécie foi em relagédo ao
tratamento controle (sem aplicacdo do herbicida). As colunas correspondem as
médias e as barras o erro padrao (+tEP) da média (n=4). *Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Nao houve diferenga significativa entre doses de herbicida e doses do
remineralizador na MSPA da espécie C. sativus no bioensaio (F = 0,11; p = 0,99). A
MSPA da C. sativus foi reduzida na medida que aumentou as doses do herbicida. A

dose de 600 g i.a. ha™' do herbicida nao apresentou diferenca quando comparado as
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doses de 400 e 800 g i.a. ha do sulfentrazone, com diferenga de ~10% entre as
doses. A menor dose (200 g i.a. ha™') apresentou menor redugdo no crescimento de
73% e a maior dose proporcionou um crescimento de apenas ~18% quando
comparado ao tratamento controle (Figura 26).
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Figura 26. Massa seca da parte aérea de Sorghum bicolor (% em relagao ao controle),
21 dias apds emergéncia — DAE, cultivado em solo previamente com residuo de
sulfentrazone (200, 400, 600 e 800 g i.a. ha') e doses do remineralizador (0, 4 e 8t
ha') remediado por Canavalia ensiformis por 70 dias em Latossolo Vermelho. As
colunas correspondem as médias e as barras o erro padrdo (xEP) da média (n=4).
*Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05).

4.3.2. Analise biométrica e de nivel de injuria de Canavalia ensiformis em Cambissolo

Os dois fatores de estudo ndo influenciaram no NI da C. ensiformis em
Cambissolo (F = 0,56, p = 0,75). O remineralizador nédo interferiu no comportamento
do sulfentrazone no solo como também, no NI da espécie fitorremediadora. Além
disso, mesmo com o0 aumento das doses de sulfentrazone, ndo foi observado

diferenca no NI da C. ensiformis. (Figura 27).
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Figura 27. Nivel de injuria (NI) (%) da Canavalia ensiformis submetido a diferentes
doses de sulfentrazone (200, 400, 600 e 800 g i.a. ha™') e doses do remineralizador
(0, 4 e 8 t ha') aos 42 DAE em Cambissolo. O nivel de injdria da espécie foi em
relacdo ao tratamento controle (sem aplicacdo do herbicida). As colunas
correspondem as médias e as barras o erro padrdo (tEP) da média (n=4). *Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05)

N&o foi observado interacao entre os fatores doses de herbicida e doses do
remineralizador para as variaveis AT (F = 0,86, p =0,53), DAM (F = 0,96, p = 0,46), NT
(F=1,09, p=0,39), AF (F = 0,42, p = 0,85), MSPA (F = 0,34, p = 0,90) e MSR (F =
0,32, p = 0,91)(Figura 28). O remineralizador interferiu na varidvel MSR (F = 3,98, p =
0,03) e o maior acumulo da variavel foi observado na dose de 4 t ha' do
remineralizador (Figura 28F). As doses de 600 a 800 g i.a. ha' do herbicida
promoveram menor aumento da AT, AF, MSPA e MSR (Figura 28A, 27D, 28E e 28F,
respectivamente) e maior NT (Figura 28C). Conforme os resultados apresentados em
Latossolo Vermelho (Figura 24C), os dados de NT das plantas cultivadas em
Cambissolo foram resultantes do mesmo motivo, devido a quebra do meristema
apical, decorrente da aplicacao do sulfentrazone, logo, proporcionou a brotacdes de

gemas laterais e como consequéncia a producado de ramos laterais e folhas.
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Figura 28. Altura (A), diametro do caule (B), numero de trifélios (C), area foliar (D),
massa seca da parte aérea (E), e massa seca da raiz (F) relativos ao tratamento
controle (sem aplicacao do herbicida) de Canavalia ensiformis submetidos a diferentes
doses de sulfentrazone (200, 400, 600 e 800 g i.a. ha™') e doses do remineralizador
(04 e 8 t ha'') em Cambissolo. As colunas correspondem as médias e as barras o erro
padrdo (xEP) da média (n = 4). *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, maiuscula representa a diferenga entre doses de
sulfentrazone e minusculas doses do remineralizador, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4.3.2.1. Analise de residuo biodisponivel de sulfentrazone com bioensaio em
Cambissolo

Nao houve diferenca entre os dois fatores de estudo (doses de herbicida e
doses do remineralizador (F = 1,06, p = 0,40) no bioensaio com o Sorghum bicolor. A
menor dose (200 g i.a. ha™') ndo causou injurias na espécie e a maior dose (800 g i.a.
ha') causou ~70% de NI (Figura 29).
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Figura 29. Nivel de injaria (NI) (%) de Sorghum bicolor, 21 dias ap6s emergéncia —
DAE, cultivado com solo previamente com residuo de sulfentrazone (200, 400, 600 e
800 g i.a. ha') e doses do remineralizador (0, 4 e 8 t ha™') remediado por Canavalia
ensiformis por 120 dias em Cambissolo. O NI da espécie foi em relacao ao tratamento
controle (sem aplicagdo do herbicida). As colunas correspondem as médias e as
barras o erro padrdao (xEP) da média (n=4).*Médias seguidas de mesma letra nao
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

N&o houve diferencga entre os fatores de estudo (dose de herbicida e doses do
remineralizador) (F = 0,16, p = 0,68) na variavel MSPA na espécie S. bicolor. Mas foi
possivel observar diferenca entre as doses do sulfentrazone (F = 4,82, p = 0,035). As
doses de 200 a 400 g i.a. ha' do herbicida proporcionaram maiores acumulos de
MSPA em comparacdo com ao tratamento controle, mas esses valores foram
reduzidos a ~40% com o aumento das doses do sulfentrazone (600 e 800 g i.a. ha™).
(Figura 30).
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Figura 30. Massa seca da parte aérea de Sorghum bicolor (% em relagéo ao controle),
21 dias apdés emergéncia — DAE, cultivado com solo previamente com residuo de
sulfentrazone (200, 400, 600 e 800 g i.a. ha™) e doses do remineralizador (0,4 e 8 t
ha') remediado por Canavalia ensiformis por 120 dias em Cambissolo. As colunas
correspondem as médias e as barras o erro padrao (tEP) da média (n=4). *Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

4.3.3. Quantidade de residuos de sulfentrazone analisados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia

Por meio das analises cromatograficas, foi possivel detectar sulfentrazone apés
70 DAE em Latossolo Vermelho e 120 DAA em Cambissolo. A maior dose de
sulfentrazone aplicada nos solos fitorremediados (800 g i.a ha') foram detectados
(Tabela 7). Por outro lado, essas concentragdes foram <LQ (0,11 e 0,13 mg kg'') em
Latossolo Vermelho e Cambissolo, respectivamente.

A concentracdo inicial aplicada na dose de 800 g i.a. ha™! representa 0,75 mg
kg' e apods o periodo de 70 e 120 dias apds aplicagdes as concentragdes encontradas
foram ~0,09 mg kg™' e ~0,06 mg kg™' com redugao de 88% e 92% em relacgio ao teor
inicial, em Latossolo Vermelho e em Cambissolo, respectivamente. Esses resultados
podem estar relacionados ao processo de fitorremediagdo e de degradacao do
herbicida no solo. Os residuos encontrados nos solos foram baixos e mostram que a
planta bioindicadora, apresenta maior sensibilidade na presenca de concentracoes

baixas do sulfentrazone.
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Tabela 7. Deteccao de residuos de sulfentrazone por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) ap6s 70 e 120 dias das aplicagbes em Latossolo Vermelho e
Cambissolo, respectivamente.

Doses de sulfentrazone (g i.a. ha)

Solos — doses do 200 400 600 800 LQ
remineralizador Concentracéo encontrada (mg kg™ (mgkg™)
(HPLC)

Latossolo Vermelho — 0t ha' ND ND ND 0,09
Latossolo Vermelho — 4 t ha' ND ND ND 0,08 0,11
Latossolo Vermelho — 8 t ha' ND ND ND 0,10
Cambissolo — 0t ha™ ND ND ND 0,07
Cambissolo — 4 t ha™ ND ND ND 0,06 0,13
Cambissolo — 8 t ha™ ND ND ND 0,05

ND= ndo detectado.

4.4. DISCUSSAO

O remineralizador apresentou resultados favoraveis para a fertilidade do solo
neste estudo (Tabela 3). Os remineralizadores do solo sdo materiais minerais que
passaram por processos mecanicos de reducao e classificacdo de tamanho, eles
contrubuem para a fertilidade dos solos, como também, apresentam a capacidade de
melhorar as propriedades fisicas e quimicas e a atividade biolégica do solo, por meio
da adicdo de macro e micronutrientes. (BRASIL, 2013; DALMORA et al., 2020). Neste
estudo, a adicao do remineralizador apresentou aumento ~0,14 do pH com relacao ao
solo ndo corrigido no Latossolo Vermelho e em Cambissolo ndo foi observado
diferenga do pH entre solo corrigido e ndo com remineralizador. Entre as propriedades
do solo, o remineralizadador altera o pH do meio, que é o principal influenciador da
disponibilidade de herbicidas no solo, tornando-0 mais ou menos biodisponivel na
solugéo do solo (THEODORO et al., 2021). A molécula do sulfentrazone é um &cido
fraco de pKa = 6,56, em solos com pH acima de 7, a forma aniénica do herbicida
predomina, mas em pH abaixo de 6 a forma neutra € observada (GEHRKE et al.,
2020). Em Cambissolo os valores de pH estédo < 6, indicando que o herbicida estaria
mais sorvido (pH < pKa), enquanto em Latossolo Vermelho, os pHs do solo com e sem
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o remineralizador estdo préximos do pKa do sulfentrazone, logo, quando o pKa ¢é igual
ao pH, as concentragcdes das formas dissociadas (anibnicas) e nao-dissociadas
(neutras) sao iguais, por outro lado, como o pH em Latossolo Vermelho esta préximo
de 7, a tendéncia é que o herbicida esteja mais biodisponivel na solugao do solo e
absorc¢ao radicular (OLIVEIRA e BRIGHENTI, 2011; BLANCO et al., 2012; NALINI et
al., 2016).

Os teores de MO em Cambissolo foram 0,33; 0,0 e 0,04% na presenca de 0, 4
e 8 t ha' do remineralizador, respectivamente e argila (14,9%) foram baixos , esse
fato esta atribuido ao efeito priming positivo, pois com a adi¢do de nutrientes ha uma
possivel aceleragdo do metabolismo microbiano que degrada mais a MO estabilizada
(RASUL et al., 2022). O contréario é observado em solos com grandes quantidades de
argila como no Latossolo Vermelho, denominado de priming negativo, que por sua
vez, facilita a formagédo de agregados de solos que protege a MO da degradacgéo
microbiana (WANG et al., 2017; WENG et al., 2017). A MO e argilas por meio das
forcas de Van der Waals e pontes de hidrogénio, sdo os principais fatores de
contribuicao para sor¢ao do sulfentrazone nos solos, logo, isso significa que, a sor¢cao
em Cambissolo foi muito baixa, mantendo o herbicida biodisponivel na solugédo do solo
(GREY et al., 2000; GEHRKE et al., 2020).

Os valores da CTC aumentaram ~2% com a adicao do remineralizador em
comparagao com o tratamento controle em Latossolo Vermelho e Cambissolo, esses
valores foram ~13 e 15% maiores nas doses de 4 e 8 t ha™!, respectivamente. A CTC
€ uma propriedade do solo que favorece a sor¢cao do sulfentrazone e independe do
pH do meio (GEHRKE et al., 2020). O principal contribuinte para elevar a CTC é a
MO, contribuindo para o aumento nos sitios de ligacao e retencao de herbicidas nos
solos (TAKESHITA et al., 2019).Contudo, a MO pode estar quimicamente protegida e
formando complexos organominerais, sendo possivel variagées no Kq dos herbicidas
(SILVA et al., 2014; TAKESHITA et al., 2019). Keer et al. (2004) ao avaliar a relacédo
do pH e CTC no nivel de injuria causado pelo sulfentrazone em girassol, observaram
qgue o pH teve pouco efeito no NI na planta, mas quando a CTC passou de 23,3 para
8,2 cmolckg™' aumentou o NI no girassol em 34%. No estudo realizado por Szmigielski
et al. (2012), ao analisar o efeito de fatores no solo como NI e dissipacdo do
sulfentrazone no campo, verificaram que a redug¢ao do pH reduziu o NI em beterraba
acucareira e efeito contrario foi observado quando o pH do solo aumentou.


https://www.tandfonline.com/author/Szmigielski%2C+Anna+M
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No Latossolo Vermelho e em Cambissolo, o sulfentrazone apresentou sintomas
visiveis em C. ensiformis. Esse comportamento se deve aos valores de pH dos solos.
No Latossolo Vermelho, o pH € préximo a 7, 0 que aumenta a solubilidade do herbicida
no solo (Sw =780 mg L' em pH 7), favorecendo a mobilidade do sulfentrazone. Com
isso, quando maior a solubilidade menor € a sor¢céo, proporcionando maiores danos
nas plantas (SHANER et al., 2014). Por outro lado, em pH proximo a 6, a solubilidade
do herbicida no solo € menor (110 mg L") e o efeito contrario é observado na sorgao,
como no caso do Cambissolo (pH=~5,90) porque, as principais propriedades como
MO e argila que determinam o comportamento do sulfentrazone nos solos, sdo baixas
e o percentual de areia alta (78,6%) (SHANER et al., 2014; MATOS et al., 2020).

Diferentemente do Latossolo Vermelho que foi conduzido no verdao com
temperaturas altas e menor ciclo (70 DAE), em Cambissolo, a C. ensiformis foi
conduzida no inverno levando a um ciclo mais longo (120 DAE) com temperatura do
ar mais amenas, proporcionando menor absor¢éo do herbicida pelas plantas, devido
ao maior acumulo de cera e reducao na atividade metabdlica da planta, por esse
motivo, foi observado injarias leves na espécie fitorremediadora na presenca de
sulfentrazone (LOPES, 1998; MATOS et al.,, 2020; RASTGORDANI et al., 2023;
PPDB, 2023). O sulfentrazone é absorvido pelas raizes e translocado pelo xilema e
pouca movimentagéo é observada no floema, translocando-se pelas folhas até atingir
o cloroplasto onde esta localizado a PROTOX e na presenca de luz os sintomas
comecgam a aparecer, mas durante a absorcdo o sulfentrazone ainda nas raizes da
planta é rapidamente convertido em seus metabdlitos ( 3-hydroxymethyl, 3-carboxylic
acid, and 3-dimethyl) (MATRINGE et al., 1989; GEHRKE et al., 2020; MENDES et al.,
2022). Os principais sintomas de injuria apresentado na C. ensiformis foi
amarelecimento, necrose e encarquilhamento das folhas, sendo originados a partir da
inibicdo da enzima PROTOX, que atua na biossintese de clorofila, levando a formagéo
de oxigénio livre e a peroxidacao de lipidios, causando a ruptura da membrana celular
(ROSSI et al., 2005; ZOBIOLE et al., 2007; MENDES et al., 2022).

A C. ensiformis € um adubo verde que apresenta potencial de fitorremediar o
sulfentrazone (MADALAO et al., 2013; FERRACO et al., 2017; BELO et al., 2017).
Semelhante aos resultados obtidos nesse estudo, Madaldo et al. (2013) ao avaliar
plantas tolerantes e com potencial fitorremediador do sulfentrazone, observaram que
a C. ensiformis quando submetidas a doses crescentes de sulfentrazone, apresentou
aumento no NI e quando aplicado na dose recomendada em campo (800 g i.a. ha™)
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os sintomas ficaram em torno de 75% aos 30 dias apds semeadura (DAS). Os
mesmos autores relataram que aos 60 DAS, a C. ensiformis se destacou para as
avaliacbes biométricas quando comparado com Stizolobium deeringianum e
Stizolobium aterrimum, com pouco declinio da AT e menor redu¢do no acumulo de
MSPA O acumulo de MSPA e MSR séao caracteristicas importantes para espécies
fitorremediadoras, pois esta correlacionado com a maior capacidade de absor¢éo dos
herbicidas (MADALAO et al., 2012; SILVA et al., 2015; BARROSO et al., 2023). Esses
resultados indicam que a C. ensiformis tem maior eficiéncia em fitorremediar doses
menores de sulfentrazone. O potencial fitorremediador da planta, esta atribuido a
capacidade da planta em liberar exsudatos que estimulam a atividade da microbiota
na rizosfera do solo, a principal via de degradacéo do herbicida (MADALAO et al.,
2017). O cultivo de C. ensiformis na presenca do sulfentrazone pode suportar o
crescimento microbiano e induzir um aumento na liberacao de CO2 ao longo do tempo
de fitorremediacdo (MELO et al., 2017).

Nas andlises cromatograficas em Latossolo Vermelho e Cambissolo
contaminados por sulfentrazone foi possivel detectar o herbicida, mas essas
concentragdes foram <LQ (0,11 e 0,13 mg kg™') em Latossolo Vermelho e Cambissolo
respectivamente (Tabela 7). Por outro lado, os resultados mostraram redugdo na
MSPA e maior NI na planta bioindicadora com o aumento das doses aplicadas do
sulfentrazone, refletindo a maior sensibilidade do S. bicolor (sorgo) na disponibilidade
do herbicida nos solos. Isso pode ter acontecido, devido os residuos remanescentes
do sulfentrazone que permaneceram no solo, mesmo apds a implantagdo da C.
ensiformis e com reducédo do NI no S. bicolor, indicando que ndao houve remediagédo
completa do sulfentrazone nos solos (FERRACO et al., 2017). O S. bicolor apresenta
NI de herbicidas residuais como o sulfentrazone em concentracdes nao detectaveis
por técnicas analiticas (MELO et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2014). O uso de bioensaio
€ uma ferramenta extremamente valiosa para investigar a atividade residual de
herbicidas no solo, mas a técnica analitica é capaz de detectar a concentracéo do
herbicida no solo e nem sempre os pesquisadores comprovam por técnicas analiticas
se a fitorremediagéo foi eficiente, por isso, com o uso dos dois métodos utilizados
simultaneamente & possivel observar os resultados de forma mais claras sobre o
efeito biol6gico dos residuos do herbicida e quantificar o mesmo por meio da
cromatografia, como foi visto nesta pesquisa.
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Na literatura existem muitos relatos sobre a presenca do sulfentrazone nos
solos, com persisténcia de até 704 dias (BLANCO e VELINI, 2005; BLANCO et al.,
2010; SANTOS et al., 2019) e embora os residuos do sulfentrazone tenham causado
NI no S. bicolor, esses fatos ndo inviabilizam a fitorremediacdo, uma vez que foram
obtidos resultados satisfatorios para reducao dos residuos de sulfentrazone nos solos.
Outro fator que pode estar relacionado a menor reducéo do residuo de sulfentrazone
nos solos é o periodo de conducao e colheita da fitorremediadora. O experimento foi
conduzido até a plena floragdo da C. ensiformis, essa fase estar atribuida a maior
atividade metabdlica em que ocorre maior liberagdo de exsudatos radiculares para o
solo, contribuindo para o fornecimento de substancias organicas aos microrganismos
degradadores. No estudo conduzido por Melo et al. (2019), foi possivel observar que
as concentracdes do sulfentrazone foram reduzidas apés 85 dias do desbaste da C.
ensiformis, por outro lado, esse periodo ndo foi o suficiente para ndo causar danos a
planta bioindicadora.

Logo, o residuo do sulfentrazone foi influenciado pelas propriedades fisicas e
quimicas dos solos, principalmente pelos teores de MO, pH e CTC. Por isso, é
importante conhecer as propriedades dos solos para a tomada de decisdo quanto ao
uso de herbicidas como o sulfentrazone, uma vez que, existem processos como a
lixiviacdo e sorgao que interferem na acao desse herbicida quando aplicado em pré-
emergéncia das plantas daninhas (ZANARDO et al., 2019). Além disso, o herbicida é
aplicado com frequéncia em cana-de-agucar, mas na reforma do canavial (4-5 anos)
apoés a colheita mecanizada, ndo pode ter mais o herbicida pois pode causar carryover
em culturas como sorgo, algodao, cenoura e tomate (DAN et al., 2010; MATTE et al.,
2019; RACHUY e FENNIMORE, 2021). Embora o remineralizador nao tenha
influenciado para potencializar a fitorremediacdo, a presenga do remineralizador
contribuiu para o aumento da fertilidade dos solos, principalmente para os teores de
P, CTC, Ca e Mg. Logo, A fitorremediacdo com C. ensiformis é uma técnica que
apresentou eficiéncia na reducao de residuos de sulfentrazone em ambos os solos de
estudo. Por outro lado, sabendo a importancia dos microrganismos na degradacao do
herbicida, faz-se necessario mais estudos que analisam a contribuicdo da microbiota
de cada solo na descontaminagdo do sulfentrazone, além disso, é interessante
analisar culturas utilizadas em sucessao/rotacdo com histérico de injarias ao
sulfentrazone para verificar a sensibilidade da planta em solos com herbicidas

residuais.
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4.5. CONCLUSOES

O remineralizador afetou positivamente na fertilidade do solo, mas néao
influenciou no processo de fitorremedia¢ao dos solos contaminados por sulfentrazone.
A C. ensiformis promoveu reducdo nos residuos do sulfentrazone em Latossolo
Vermelho e Cambissolo como também, apresentou boa tolerancia em solos
contaminados nas doses menores do herbicida. Os danos maiores na fitorremediacao
foram percebidos nas maiores doses de campo aplicadas do sulfentrazone (600 e 800
g i.a. ha'), mas esse fato pode ser influenciado pela época de plantio. Por isso, a
técnica analitica é fundamental para confirmar a eficiéncia da fitorremediacao e nesse
estudo foi possivel confirmar a eficiéncia da C. ensiformis para descontaminacéo do

sulfentrazone com ou sem o remineralizador em areas agricolas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Entre os destinos dos herbicidas aplicados na pré-emergencia das plantas
daninhas, estar o solo. Por isso, sdo aplicadas técnicas de fitorremediagédo, com o
objetivo de minimizar os impactos provocados por herbicidas residuais como
hexazinone, sulfentrazone e diuron. Logo, o conhecimento das interacées do uso de
remineralizador com técnicas de fitorremediacédo, sdo condicbes necessarias para
garantir-se areas com menores riscos de contaminagdo ambiental e problemas a
organismos nao-alvos.

Nesse estudo, foi avaliado a influéncia do remineralizador no comportamento do
hexazinone, sulfentrazone e diuron em Latossolo Vermelho e Cambissolo integrado
ao processo de fitorremediacdo. O método biolégico e analitico foram usados para
verificar residuos dos herbicidas no solo.

Constatou-se que a C. ensiformis é tolerante e foi capaz de remediar amostras
de solo contendo residuos dos trés herbicidas, sem melhorias do processo com a
adicao do remineralizador. Residuos de sulfentrazone e diuron foram detectados em
avaliagbes feitas apds 70 e 120 — DAA em Latossolo Vermelho e Cambissolo. Esse
fato também esta relacionado ao NI encontrado na C. sativus em Cambissolo
contaminado por diuron e no S. bicolor contaminado por sulfentrazone em ambos os
solos estudados. Mas para o hexazinone, nao foi detectado residuo do herbicida em
ambos os solos de estudo, como também, nao foi observado NI na C. sativus.

Em razao disso, faz-se necessario entender o comportamento de herbicidas
residuais com o hexazinone, sulfentrazone e diuron em solos contrastantes para
recomenda-los com eficiéncia agronébmica e sem riscos ao meio ambiente, logo,
recomenda-se estudos da participagdo da microbiota dos solos e extragdo na planta
fitorremediadora, com intuito de verificar a participacdo dos microrganismos

degradadores e a quantificacdo dos herbicidas na espécie fitorremediadora.



