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5 Resumo: Avaliou-se o efeito do inseticida fipronil no solo pelo teste de respiragéo

6 basal, carbono da biomassa microbiana e quociente metabdlico. As quantidades de
7  inseticida aplicadas consistiram na controle (dose zero), a dose comercial (0,8 mg.kg™ de
8  solo de fipronil), 10, 30 e 50 vezes esta concentracdo. Os resultados obtidos em todos 0s
9 testes mostraram alta variabilidade entre as amostras que receberam a aplicagdo do
10  inseticida, e a amostra controle (dose zero). Com esta oscilacdo nos resultados, ndo €é
11 possivel avaliar adequadamente o grau de impacto sofrido na microbiota do solo perante
12 a aplicacdo do inseticida fipronil. Para confirmacdo é necessario um maior numero de
13 amostras e outras analises.

14

15  Palavras-chave: respiragdo basal, quociente metabdlico, carbono da biomassa
16  microbiana, inseticida

17

18 Environmental impact assessment by the use of fipronil in the soil microbiota

19

20 Abstract: The effect of the insecticide fipronil on soil was evaluated by the soil was
21  evaluated by the soil basal respiration test, microbial biomass carbon test and by the
22 metabolic quotient test. The amounts of insecticide applied consisted of control (zero
23 dose), commercial dose (0.8 mg.kg? of fipronil soil), 10, 30 and 50 times this
24 concentration. The results obtained in all tests showed high variability between the

25  samples that received the application of the insecticide and the control sample (zero dose).
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The oscillation in results shows that it is not possible to properly assess the extent of the
impact on soil microbiota suffered after applying the insecticide fipronil. To confirm the
environmental impact caused by the use of fipronil is required a greater number of

samples analyzed and others tests.

Key words: soil basal respiration, metabolic quotient, microbial biomass carbon,

insecticide

INTRODUCAO

O Brasil é considerado um dos principais produtores e fornecedores mundiais de
alimentos, sendo a agricultura, uma das maiores atividades econémicas do pais. Para que
ocorra uma melhor produgdo em termos de quantidade e qualidade dos produtos agricolas,
0s agrotoxicos sdo utilizados comumente (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2016).

Existem diferentes classificacdes para o agrotoxico, entre elas o inseticida, que tem
por objetivo proteger as culturas do ataque de pragas. Porém, problemas sdo evidenciados
principalmente por sua incorreta aplicacdo e manejo (Bohner et al., 2013). No que diz
respeito a aplicacdo, uma boa parcela do produto atinge o alvo proposto, no entanto, em
algumas situacdes, outros organismos sao atingidos. Desta forma, a aplicacdo de
agrotoxicos pode implicar em mudancas na funcionalidade do ecossistema (BASF S.A.,
2016).

Um dos problemas ambientais ocasionado pelo uso de produtos quimicos, é a
contaminacdo do solo, onde ha microrganismos importantes para o ecossistema. Os
microrganismos realizam a ciclagem de elementos quimicos presentes nos tecidos

organicos e, nas moléculas que chegam até o solo. Porém, eles sdo extremamente
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sensiveis ao tipo de material adicionado ao solo, podendo ocasionar a diminuigdo de sua
atividade (Carvalho et al., 2011).

Estudos que avaliem o impacto do uso de agrotoxicos sobre estes organismos s&o
importantes, pois descrevem as implicacdes desta pratica sobre 0 meio ambiente. Deste
modo, este trabalho tem por objetivo avaliar o efeito do inseticida fipronil na quantidade
utilizada comercialmente no solo, pela respiracdo basal, quociente metabdlico e carbono

da biomassa microbiana do solo.

MATERIAL E METODOS
Determinacdo da respiracdo basal e do quociente metabdlico do solo (QCO>)
Utilizou-se a metodologia descrita em EMBRAPA (2007), comunicado técnico 99,
para coleta de amostras, procedimentos, quantificacdo de CO», calculo da respiracao basal

do solo e quociente metabdlico do solo.

Amostras
A amostra de solo foi coletada no més de outubro de 2016 na Floresta Nacional de
Chapecd/SC. A amostra foi coletada de 0 a 20 cm de profundidade e armazenada em saco

plastico a 4°C. A analise foi iniciada dois dias apds a coleta (EMBRAPA, 2007).

Preparagdo da amostra
Apos a coleta a amostra foi peneirada em malha de 2 mm, retirando os fragmentos de
vegetais manualmente. Em seguida, foi acondicionada em novos recipientes, para o seu

processamento (EMBRAPA, 2007).
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Determinacdo da umidade total do solo na capacidade de campo

Para determinar a umidade total do solo na capacidade de campo, uma proveta foi
preenchida até a medida de 80 mL com solo recém coletado e ja peneirado. Em seguida,
foi adicionado cerca de 1,50 mL de &gua, até atingir 50% do volume de solo. A proveta
foi fechada por 24h para a frente de molhamento estacionar e ndo tocar no fundo. Apos
esta etapa, foi retirada uma porcao de solo da parte molhada, pesada e acondicionada em
estufa a 105°C por 24 horas, atingindo peso constante. Este solo seco foi novamente
pesado (EMBRAPA, 2007).

Segundo a EMBRAPA (2007) a determinacao da umidade total do solo na capacidade

de campo é obtida pela Eq. 1:

U (g de 4gua g'! de solo)ZPUP—'SPS (1)

Em que: Pu= peso umido do solo; Ps= peso seco do solo, apés estufa, usado tanto para a

amostra de solo trazida do campo quanto a retirada da proveta.

Contaminacéao do solo com fipronil

A guantidade de inseticida aplicado foi em relacdo a plantacdo de batata. Neste cultivo,
é recomendado utilizar 200 g do inseticida fipronil dissolvido em 200 L de agua por
hectare (BASF S.A., 2016). Sua aplicacdo ¢ feita no sulco de plantio em jato direcionado,
com espacamento entre cada leira de 80 cm e 20 cm de camalhédo (Silva, 2016). Desta
maneira, a totalidade da area nao é atingida, entretanto, tendo como base 0s espacamentos
de leiras e a altura dos camalhdes é possivel calcular a area de aplica¢do. Assim, 1 hectare
compreende 100 linhas de camalhdes, e 2000 m?2 de solo com aplica¢do do agroquimico.

Geralmente, o inseticida € aplicado a uma profundidade de 10 cm (Silva, 2016), com isso,
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se obtém o volume de solo, que neste exemplo, totaliza 200 m3. A massa de solo foi obtida
multiplicado o seu volume pela sua densidade, considerada 1 g/cm3, chegando a um total
de 200000 kg de solo com aplicacéo de inseticida por hectare. Ou seja, normalmente se
aplica 1 mg de inseticida, diluido em 1 mL de &gua para 1 kg de solo. Por se tratar de
pequenas amostras, os testes foram realizados com 250 g de solo.

O agrotoxico utilizado tem em sua composi¢do 80% de ingrediente ativo (fipronil). A
contaminacéo do solo foi realizada em proporgdes comerciais, onde C= amostra controle
de solo, C1= 1 dose, C2= 10 vezes a dose, C3= 30 vezes a dose, e C4= 50 vezes a dose.
Para facilitar o experimento por se tratar de pequenos volumes, foi produzido uma solucéo
padrdo (comercial) do inseticida, alterando somente o volume aplicado por amostra

(Tabela 01).

Tabela 01 —VVolume aplicado da solugéo padrao de inseticida para cada amostra de 250

g de solo
Amostras Solucéo de inseticida aplicada Ingrediente ativo Agua
C 0 0 12,5 mL
C1 0,25 mL 0,2 mg 12,25 mL
Cc2 2,5mL 2,0 mg 10,0 mL
C3 7,5 mL 6,0 mg 5,0mL
C4 12,5mL 10,0 mg 0

Fonte: Autora (2016)

Para equivaler a umidade entre as amostras, foi completado o volume da solucéo
padrdo com &gua, até atingir 12,5 mL. Para a amostra controle de solo, foi aplicado
somente 12,5 mL de 4gua deionizada, e para a C4 somente a solucao padréo de inseticida.
As amostras foram homogeneizadas manualmente com espatula, e encaminhada para o

teste de respiragdo basal.
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Respiracao basal

Para a determinacdo da respiracdo basal do solo, as amostras foram analisadas em
triplicata. Desta maneira, cada amostra de solo contaminada com o inseticida foi dividida
em trés sub-amostras de 50 g. Em seguida foram acondicionadas separadamente em
frascos de vidro (snap-cap) de 100 mL (EMBRAPA, 2007).

Cada frasco com a sub-amostra foi colocado individualmente em um frasco de 3 L,
seguido da adicdo de outro frasco de 100 mL contendo 10 mL de hidréxido de sédio
(NaOH) 1 M. O frasco de 3L foi hermeticamente fechado, ndo havendo a entrada de
dioxido de carbono (CO) do ar externo, ou saida de CO> produzido internamente. As
sub-amostras foram mantidas em uma incubadora do tipo Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO), isentas de luminosidade e com temperatura de 25°C, durante um
periodo 7 dias. Para calcular a respiragédo basal, foi anotado a hora e a data de inicio da
incubacdo. Como controle, foi mantido 3 frascos somente com NaOH para solucéo branco

(EMBRAPA, 2007).

Quantificacdo do diéxido de carbono (COz2) respirado

Posteriormente o0 processo de incubacdo, foi adicionado no frasco que contém
hidroxido de sodio (NaOH) 2 mL de cloreto de bario (BaCl2) 10% (m/v) e, fechado
imediatamente, para completa precipitacdo do CO2. Em seguida, a titulagdo das amostras
foi feita individualmente, adicionando 2 gostas de fenolftaleina 1% (m/v), sob agitacédo
manual com solucdo 0,445 M de acido cloridrico, o qual foi padronizado (EMBRAPA,

2007).
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Calculo da respiracéo basal do solo
O célculo da respiracdo basal do solo foi realizado segundo EMBRAPA (2007).,

utilizando a Eq. 2:

(Vp.Va) . M. 6. 1000

RBS (mg de C-CO,kg™ solo hora'l)Zl’fS (2)
Em que: RBS= carbono oriundo da respiracéo basal do solo; V, (mL)= volume de &cido
cloridrico gasto na titulacdo da solugdo controle (branco); Va (mL)= volume gasto na
titulacdo da amostra; M= molaridade exata do HCI; Ps (g)= massa de solo seco; T=tempo

de incubacéo da amostra em horas.

Quociente metabdlico do solo (qCO2)
O célculo do qCO2 da respiracdo basal do solo, foi realizado conforme EMBRAPA

(2007), pela Eq. 3:

RBS (mgC-CO, kg 'solo.h™)

CO, (mgC-CO,.g'BMS-C.h")=
qCO, (mg 2-8 ) BMS-C (mgC_kg'lsolo).10_3

3)

Em que: gCO2= quociente metabolico do solo; RBS= respiracdo basal do solo; BMS-C=

carbono da biomassa microbiana do solo.

Determinacéo do carbono da biomassa microbiana do solo
A metodologia seguida foi descrita em EMBRAPA (2007), comunicado técnico 98,
para procedimentos, calculo do teor de carbono e determinacdo do carbono da biomassa

microbiana do solo (BMS-C).
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Procedimentos analiticos
Para este procedimento, cada sub-amostras de 50 g utilizada no teste de respiragdo
basal, foi dividida em 2 amostras de 20 g (uma fumigada e outra ndo) e, acondicionadas

em frascos de vidro de 100 mL.

Fumigacéo

Apobs a pesagem das amostras de solo utilizadas na analise de respiracdo basal, foi
adicionado 1 mL de cloroférmio sem etanol em todos os frascos que foram submetidos a
fumigagdo, totalizando 15 amostras. Os frascos foram em seguida fechados e
armazenados em uma incubadora do tipo DBO isentos de luminosidade por 24 horas, com
temperatura de 25°C. No dia seguinte, foi retirado a tampa dos frascos na capela de
exaustdo para eliminar completamente o cloroférmio presente nas amostras (EMBRAPA,

2007).

Extracéo

O processo de extracdo foi realizado conforme EMBRAPA (2007), adicionando 50
mL de solucéo 0,5 M de sulfato de potassio (K2SOs), seguido de agitagdo orbital a 220
RPM por 30 minutos. Apos, para a decantacdo, as amostras ficaram em repouso por mais
30 minutos. O liquido superior foi transferido para um filtro de papel qualitativo acoplado

a um funil, obtendo assim, o extrato de cada sub-amostra (fumigada e ndo-fumigada).

Determinacéo do carbono microbiano
Conforme EMBRAPA (2007), foi adicionando a um erlenmeyer 8 mL do extrato mais
2 mL de solugédo 0,066 M de dicromato de potassio (K2Cr.0Oy), seguido de 10 mL de &cido

sulfarico (H2SO4) P.A. e 5 mL de acido orto-fosférico (HsPO.) P.A. Posteriormente, 70
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mL de agua deionizada e 4 gotas de difenilamina 1% foram adicionadas. A titulacéo foi
realizada com solucdo 0,0383 M de sulfato ferroso amoniacal [(NHa4)2Fe(SO4)26H20].
Para a realizagdo da amostra branco, foi adicionado 8 mL de solucéo 0,5 M de sulfato de

potéssio (K2SO4) no lugar do extrato.

Calculo do teor de carbono nos extratos
O célculo do teor de carbono nos extratos foi realizado segundo EMBRAPA (2007),

pela Eq. 4:

6
C(mg Ckg' solo _ (Vb-Va) ~1\ﬁ~(i;003 v, .10 o
s-V2

Em que: C= carbono extraido do solo; Vb (mL)= volume do sulfato ferroso amoniacal
gasto na titulacdo da solucdo controle (branco); Va (mL)= volume de sulfato ferroso
amoniacal gasto na titulacdo da amostra; M= molaridade exata do sulfato ferroso
amoniacal; V1= volume do extrator (K2S0Oa) utilizado; V.= aliquota pipetada do extrato

para a titulagdo; 0,003= miliequivalente do carbono; Ps (g)= massa de solo seco.
Célculo do carbono da biomassa microbiana do solo (BMS-C)

Para o calculo do carbono da biomassa do solo foi seguido a Eg. 5, conforme

EMBRAPA (2007):

BMS-C (mg C microbiano kg'1 solo)= FC.K.! 5)

Em que: BMS-C (mg de C kg solo)= carbono da biomassa microbiana do solo; FC (mg

kg™1)= fluxo obtido da diferenca entre a quantidade de C da equagéo anterior, recuperada
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no extrato da amostra fumigada e a recuperada na amostra nédo fumigada; k.= fator de

corregéo igual a 0,33.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A média dos resultados obtidos de respiracdo basal (RBS), carbono da biomassa
microbiana do solo (BMS-C) e quociente metabdlico (qCO.), estdo apresentados na

Tabela 02. A umidade total do solo na capacidade de campo das amostras foi de 35%.

Tabela 02 — Médias dos resultados obtidos nos diferentes testes e seu desvio padréo

RBS BMS-C qCO2
(mg de C-COz2/kg de solo/hora) (mg C microbiano/kg solo)  (mg C-CO2/g BMS-C/h)
Controle 2,22 +£0,09 206,80 £ 6,89 10,73 £ 0,56
C1 101+0,44 167,03 + 78,23 7,85 +6,92
C2 1,60 £ 0,53 238,61 + 215,08 10,41 + 6,82
C3 0,71+0 186,91 + 121,86 6,81 + 6,98
C4 1,33+0,54 222,70 £ 24,84 6,05 + 2,65
CV (%) 42,19 13,87 25,20

(RBS) Respiracdo basal. (BMS-C) Carbono da biomassa microbiana do solo. (qCO;) Quociente
metabolico. (CV%) Coeficiente de variacdo em porcentagem.
Fonte: Autora (2016)

A respiracdo basal ¢ a atividade microbiana que, ao decompor a matéria organica do
solo gera dioxido de carbono (CO2) (Mesquita, 2005). Segundo EMBRAPA (2007),
comunicado técnico 99, os principais responsaveis pela respiracdo basal sdo as bactérias
e fungos. Desta maneira, quando algum substrato ¢ aferido no solo, estes microrganismos
sofrem alguma alteracdo. Pela Tabela 02, € possivel observar as médias de RBS de todas
as amostras. A amostra controle, sem adicao de fipronil, teve uma maior taxa de producéo
de CO,, média de 2,22 mg de C-CO./kg de solo/hora, do que as demais amostras. As
amostras que receberam aplicacdo de inseticida, apresentaram dispersédo nos resultados,

alternando entre acréscimo e decréscimo de producdo de CO,, variando de 0,71 (média

10
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amostra C3) a 1,60 mg de C-CO2/kg de solo/hora (média amostra C2). Esta disperséo
pode ser explicada por uma possivel falta de homogeneizagdo da amostra no momento da
aplicacdo do fipronil e, também, segundo Souza et al. (1999), o processo de RBS pode
ser influenciado por caracteristicas quimicas e fisicas do solo, dentre elas a umidade e a
capacidade dos microrganismos em degradar a molécula de inseticida. Os resultados
podem ser também influenciados pelas condic¢des de laboratério.

O teste de BMS-C segundo Balota et al. (1998), demonstra as alteragdes oriundas de
manejos inadequados no solo, ou seja, indica o nivel de degradacdo (perda de matéria
organica) que o solo sofre. Segundo Mesquita (2005), quanto maior for a BMS-C, maior
sera a capacidade de retencdo de nutrientes no solo, aferindo positivamente no ciclo de
desenvolvimento dos microrganismos. Os resultados para BMS-C variaram entre as
amostras, conforme apresentado na Tabela 02. A amostra controle apresentou uma média
de 206,80 mg C microbiano/kg solo, intercalando entre o valor mais alto, 238,61 mg C
microbiano/kg solo (média amostra C2), e o valor mais baixo, 167,03 mg C
microbiano/kg solo (média amostra C1). A oscilacdo nos resultados apresentados, pode
ter ocorrido, pela ndo total homogeneizagdo da amostra no momento de aplicacdo do
inseticida, podendo ficar alguma parcela do solo sem o contato direto com o fipronil.
Segundo Dallmann et al. (2010) uma oscilacdo nos resultados pode ocorrer devido a
dificil metabolizacao da substancia aferida ao solo, ou sua ndo utilizagdo como fonte de
nutrientes para 0s microrganismos, destacando-se também a umidade das amostras.

O quociente metabolico, é a relacdo entre a RBS pela BMC-S e tempo, que indica,
segundo EMBRAPA (2007), comunicado técnico 99, o nivel de estresse a qual o solo
analisado estd submetido. Os resultados obtidos para 0 qCO; estdo demonstrados na
Tabela 02, em que a maior média obtida foi a da amostra Controle, 10,73 mg C-CO2/g

BMS-C/h, variando com as demais amostras. Este resultado mostraria que a amostra

11
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controle estaria mais impactada do que as demais amostras, 0 que contraria os estudos.
Os resultados das amostras que receberam aplicacdo de inseticida oscilaram, com valor
minimo de 6,05 mg C-CO2/g BMS-C/h (média amostra C4) e valor médximo de 10,41 mg
C-CO2/g BMS-C/h (média amostra C2). Esta variacdo nos resultados, conforme
mencionado anteriormente, pode ter ocorrido pela ndo homogeneizacao das amostras com
aplicacdo de fipronil, também, segundo Mesquita (2005) a umidade das amostras,
temperatura, alteragdo da atividade microbiana e condigdes laboratoriais podem ocasionar
estas variacGes nos resultados.

Mesquita (2005) e Balota et al. (1998), analisaram solo com diversas aplicacfes de
inseticidas e, Melloni et al. (2001), trabalharam com solo de mata ciliar. Estes autores
descreveram resultados proximos aos encontrados neste trabalho (Tabela 03). Porém, os
dados ndo sdo extremamente iguais por inumeros fatores, dentre eles, o tipo de solo e

agrotoxico aplicado, umidade das amostras, manuseio e condicdes laboratoriais.

Tabela 03 — Comparacéo dos resultados obtidos no trabalho com a literatura.

Melloni et al. Mesquita Mesquita Balota et. al
(2001) (jun/2005) (nov/2005) (1998)
RBS
(mg de C-COz/kg de solo/hora) 1,00 102 L1z 479
BMS-C
(g C microbianelkg solo) 380,55 157,96 206,12 319,06
qc0: 3,40 12,02 5,59 6,83

(mg C-CO2/g BMS-C/h)
(RBS) Respiracdo basal. (BMS-C) Carbono da biomassa microbiana do solo. (qCO;) Quociente
metabolico.
Fonte: Autora (2016)

Em comparacdo com os resultados apresentados, é possivel analisar que os dados
obtidos nesta pesquisa ficaram mais proximos ao trabalho apresentado por Mesquita
(2005), o qual também mostra uma dispersdo nos resultados. As anélises de RBS, BMS-

C e qCO; foram realizadas igualmente no mesmo solo, porém em periodos diferentes,

12
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ocasionaram variacgdes nos resultados. Mesquita (2005) relata em sua pesquisa que, 0 solo
analisado apresenta modificagfes em sua microbiota, porém, pelos dados inconsistentes,
ndo é viavel afirmar o impacto a qual o solo esta exposto, fato que, corrobora os resultados
obtidos neste trabalho.

Para a afirmacdo de impacto na microbiota do solo por aplicacdes de inseticida, é
necessario que os valores de RBS, BMS-C e qCO; apontem resultados confluentes, ou
seja, na amostra controle os valores de RBS e qCO. tem que ser inferior as demais
amostras, e no teste de BMS-C maior do que as demais (Mesquita, 2005). Desta maneira,
€ necessario aumentar o nimero de amostras, além de adicionar outros testes para

confrontar ou confirmar os resultados obtidos.

CONCLUSAO
1. Pela variacdo obtida nos resultados de respiracdo basal, carbono da biomassa
microbiana do solo e quociente metabdlico, ndo é possivel avaliar a existéncia de um

impacto negativo na microbiota do solo perante a aplicagdo do inseticida fipronil.
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