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RESUMO

ALEXANDRE, D. S. Reducéo da toxicidade de solos contaminados com os agrotoxicos 2,4-D e
fipronil utilizando biochar da palha de cana-de-acucar. Dissertacdo (Mestrado). Escola de
Engenharia de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2023.

O Brasil se tornou o maior produtor de cana-de-agucar do mundo, com 642,7 milhGes de toneladas
por ano e 8,442 milhdes de hectares de area plantada em 2021. Como consequéncia, a utilizacéo de
agrotdxicos nas lavoras tem sido ampliada, implicando efeitos nocivos na estrutura e funcionamento
dos ecossistemas. Diversos estudos foram e estdo sendo desenvolvidos a fim de comprovar 0s
efeitos deletérios em organismos ndo-alvos em compartimentos aquéticos e terrestres, bem como
com intuito de criar técnicas eficientes e sustentaveis para diminuicdo de toxicidade de solos
contaminados com agrotoxicos. Diante disso, o biochar, um material carbonéaceo produzido por
pirélise em altas temperaturas, oriundo de diversas matrizes, se apresenta como um potencial
substrato alternativo para reducdo da toxicidade dos solos. A presente pesquisa teve como objetivo
avaliar o potencial uso do biochar, produzido a partir da palha da cana-de-acucar, na diminui¢do da
toxicidade de solos contaminados com os agrotoxicos Regent® 800 WG (i.a. fipronil) e DMA®
806 BR (i.a. 2,4-D), de forma isolada e em mistura. Foram realizados testes em microcosmos por 28
dias, solo e elutriato, avaliando diferentes respostas bioldgicas de organismos aquaticos e terrestres.
Nos microcosmos, foram avaliadas a sobrevivéncia, reproducdo e a alimentacdo da espécie de
enquitreideos Enchytraeus crypticus e a germinacdo, o crescimento e as biomassas frescas e secas
da espécie Eruca sativa L. (rucula). Com o solo e elutriato gerados a partir do microcosmos, foram
observadas a taxa de germinacdo e crescimento da parte aérea e raiz da espécie E. sativa e a
sobrevivéncia e a taxa de alimentacdo do cladocero Daphnia similis. Os resultados mostraram que
concentragdes de 1,31 mg/Kg do herbicida 2,4-D e 0,09 mg/Kg do inseticida fipronil, isolados e em
mistura, diminuiram significativamente a reproducdo da espécie E. crypticus em microcosmos, com
énfase na toxicidade do fipronil e mistura. O biochar da palha da cana-de-agUcar foi eficaz em
diminuir a toxicidade ao avaliar a reproducdo dos enquitreideos no tratamento com fipronil
(aumento de 43% na reproducdo de juvenis), todavia o controle com o biochar apresentou
diminuigdo na reproducdo dos organismos em 23% quando comparado com o controle. O biochar
se mostrou uma excelente alternativa em diminuir a toxicidade dos agrotdxicos para a espécie E.
sativa, em virtude do crescimento 2x maior da parte aérea nos tratamentos com 2,4-D na presenca
de biochar, bem como taxa de germinacdo 2,8x maior quando comparado com o tratamento 2,4-D
sem biochar. Os resultados dos testes realizados com o solo e elutriato também evidenciaram o
potencial do biochar em diminuir a toxicidade dos agrotoxicos, principalmente do 2,4-D (mais
toxico para a espécie vegetal). Os testes com solo mostram que o 2,4-D reduziu a emergéncia da
espécie em 31% ao comparar com o controle. Entretanto, nos cendrios de contaminacdo com o 2,4-
D houve um aumento de 50% quando comparado a presenca e auséncia do biochar. Os testes com
elutriato mostraram que no tratamento com 2,4-D, o biochar elevou o crescimento da parte aérea e a
germinacdo em 45% e 34%, respectivamente. Ao analisar a mortalidade e a taxa de alimentagéo da
D. similis exposta as amostras de elutriato, ndo foram identificados os efeitos dos contaminantes e
nem diferencas significativas entre os tratamentos com e sem biochar. De maneira geral, os
resultados indicaram grande potencial do biochar para reduzir a toxicidade dos agrotoxicos 2,4-D e
fipronil para as espécies estudadas. Entretanto, sugere-se a realizagdo de estudos com mais espécies
e em modelos mais representativos (e.g., mesocosmos ou aplicagdo em campo).

Palavras-chave: Contaminacéo, biocarvao, bioindicadores, Enchytraeus crypticus e Eruca sativa
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ABSTRACT

ALEXANDRE, D. S. Reduction of toxicity of soils contaminated with the pesticides 2,4-D and
fipronil using biochar from sugarcane straw. Dissertation (Master's degree). Sdo Carlos
Engineering School, University of Sdo Paulo, Séo Carlos, 2023.

Brazil has become the world's largest sugarcane producer with 642.7 million tons per year and
8.442 million hectares of the planted area by 2021. As a consequence, the use of agrochemicals in
farming has been expanded, implying harmful effects on the structure and functioning of
ecosystems. Several studies have been and are being developed to prove the deleterious effects on
non-target organisms in aquatic and terrestrial compartments, as well as to create efficient and
sustainable techniques to reduce the toxicity of soil contaminated with pesticides. Therefore,
biochar, a carbonaceous material produced by pyrolysis at high temperatures, is derived from
various matrices and presents itself as a potential alternative substrate for reducing soil toxicity. The
present research aimed to evaluate the potential use of biochar, produced from sugarcane straw, in
the reduction of toxicity of soils contaminated with the pesticides Regent® 800 WG (a.i. fipronil),
DMA® 806 BR (a.i. 2,4-D) in isolation and in mixture. Tests were conducted in microcosms for 28
days, soil and elutriate, evaluating different biological responses of aquatic and terrestrial
organisms. In the microcosms, were evaluated the survival, reproduction, and feeding of the
Enchytraeus crypticus species and the germination, growth, and fresh and dry biomass of the
species Eruca sativa L. (arugula). With the soil and elutriate generated from the microcosm, were
observed the germination rate and growth of the aerial part and root of the species E. sativa and the
survival and feeding rate of the cladoceran Daphnia similis. The results showed that concentrations
of 1,31 mg/Kg of the herbicide 2,4-D and 0.09 mg/Kg of the insecticide fipronil, alone and in a
mixture, significantly decreased the reproduction of the species E. crypticus in microcosms, with
emphasis on the toxicity of fipronil and mixture, which was reduced by 25%. The sugarcane straw
biochar was effective in decreasing toxicity when evaluating the reproduction of E. crypticus in the
fipronil treatment (43% increase in the reproduction of neonates), however, the control with biochar
showed reproduction decrease of 23% when compared with the control. Biochar proved to be an
excellent alternative in reducing the toxicity of pesticides to E. sativa, because of the 2x greater
growth of the aerial part in the treatments with 2,4-D in the presence of biochar, as well as 2.8x
greater germination rate when compared to the 2,4-D treatment without biochar. The results of the
tests performed with soil and elutriate also showed the potential of biochar to decrease the toxicity
of pesticides, especially 2,4-D (more toxic to the plant species). The soil tests show that 2,4-D
reduced the emergence of the species by 31% when compared to the control. However, in the 2,4-D
contamination scenarios, there was a 50% increase when comparing the presence and absence of
biochar. The elutriate tests showed that in the 2,4-D treatment, biochar increased aboveground
growth and germination by 45% and 34%, respectively. When analysing the mortality and feeding
rate of D. similis exposed to the elutriate samples, neither the effects of contaminants nor significant
differences between the treatments with and without biochar were identified. In general, the results
indicated great potential for the use of biochar to reduce the toxicity of the pesticides 2,4-D and
fipronil for the species studied. However, further studies with more species and in more
representative models (e.g., mesocosms or field applications) are suggested.

Keywords: Contamination, biochar, bioindicators, Enchytraeus crypticus and Eruca sativa
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO, 2021), a
cultura de cana-de-aclicar vem crescendo fortemente no Brasil e em paises como india, China e
Tailandia. No Brasil, essa producéo é decorrente do aumento no consumo de etanol, associada ao
elevado crescimento na demanda energética global nas ultimas décadas, diante das regras de
proporcéo obrigatoria de mistura de etanol com a gasolina (BRASIL, 2020). E importante ressaltar
que o Brasil é o maior produtor de cana-de-actcar do mundo, com uma producdo de 642,7 milhdes
de toneladas por ano e 8,4 milhGes de hectares de area plantada (GILLI, 2021). Segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2021), foi registrada na regido sudeste do Brasil,
com destaque aos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, uma colheita de 428,6 milhdes de toneladas
de cana-de-acucar referente ao ano de 2020/2021. Em ambito nacional, a CONAB apresentou
estimativa de producdo de cana-de-acucar de 628,1 milhfGes de toneladas para os anos de
2021/2022.

Sdo Paulo é o estado com a maior producdo de cana-de-aclcar do pais, sendo responsavel
por 70% das exportacdes nacionais e por 60% do aclcar produzido no pais. O estado de Sdo Paulo
comporta 4,3 milhdes de hectares de &rea plantada e uma producdo anual de cana-de-agUcar de
342,6 milhdes de toneladas. Esse cenario produtivo gera diversas implicagBes sociais, uma vez que
a atividade canavieira produz cerca de 1 milhdo de empregos diretos e indiretos, tornando-se
responsavel por 35% do Produto Interno Bruto (PIB) e possuindo 128 centrais energéticas das 307
existentes no Brasil (UNICA, 2020).

Apesar dos inimeros beneficios econdmicos e sociais, a cultura de cana-de-aglUcar é
caracterizada pelo intenso e frequente uso de agrotdxicos durante seu cultivo, que vem ocorrendo
desde a década de 60, quando se iniciou a utilizacdo dos agrotdxicos na agricultura (PIGNATI et
al., 2017). Autores como Lacher e Goldstein (1997) atribuiram a utilizacdo desses agrotdxicos
como uma das principais ameacas a0 meio ambiente, associadas a expansao agricola, devido ao seu
potencial de serem nocivos para a natureza, com sérias implicacfes para a comunidade bidtica e
servigos ecossistémicos associados (SANCHEZ, 2016). Da mesma forma, Fontanetti (2017)
também advertiu sobre seu uso intensivo, uma vez que contribui para a contaminacao do solo, das
aguas superficiais e subterraneas, com diversos efeitos deletérios aos organismos aquaticos e
terrestres. De acordo com a Agrofit (2022), existem 324 ingredientes ativos registrados no Brasil,

sendo 111 voltados para a cultura de cana-de-agucar. Esses ingredientes dao base para a formulagédo
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de 2749 produtos comerciais com ampla utilizacdo, dos quais 722 sdo destinados a cultura de cana-
de-acUcar.

Dentre os principais ingredientes ativos dos agrotoxicos aplicados na cultura de cana-de-
acucar, destacam-se o herbicida 2,4-D e o inseticida fipronil, conforme relatério do Instituto de
Economia Agrondmica (IEA, 2016). Segundo o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA, 2021), o 2,4-D possui 38 produtos formulados disponiveis para onze
culturas (i.e., arroz, aveia, café, cana-de-acuUcar, centeio, cevada, milheto, milho, soja, sorgo e trigo),
enquanto existem 74 formulagbes comerciais registradas no Brasil para o fipronil, as quais sdo
recomendadas para doze culturas (algoddo, amendoim, arroz, batata, cana-de-agucar, cevada, feijdo,
girassol, milho, soja, sorgo, trigo). Os efeitos tdxicos do 2,4-D e do fipronil sobre a biota vém sendo
descritos em diversos estudos ecotoxicologicos, evidenciando: interferéncias negativas no
comportamento de natacdo do peixe Danio rerio (MOREIRA et al., 2020), diminuicdo da producao
e ecloséo de ovos do inseto Chironomus sancticaroli (PINTO et al., 2020a; PINTO et al., 2021),
diminuicdo do crescimento e perdas de biomassa no anfipoda tropical Hyalella meinerti (PINTO et
al., 2021), diminuicdo significativa da reprodutibilidade do cladocero Ceriodaphnia silvestrii
(SILVA et al., 2020), além de serem nocivos para espécies de plantas terrestres e organismos
invertebrados do solo (TRIQUES et al., 2021).

A contaminacdo oriunda dos agrotdxicos pode ocorrer por meio do escoamento superficial,
lixiviagdo e volatilizagdo, sendo que até 50% das doses utilizadas nas culturas podem ficar
adsorvidas no solo (AMBROSIO, 2012). De acordo com Morini et al. (2017), a lixiviacdo é
considerada uma das principais rotas de contaminacdo das aguas superficiais e subterraneas, uma
vez que até 2% das doses de agrotoxicos aplicadas podem ser carreadas com as chuvas. As
projecOes feitas pela USEPA (2020), em relacdo a producdo de aglcar e etanol, mostraram que
havera uma expressiva e continua utilizacdo de agrotdxicos, o que representa efeitos a curto, médio
e longo prazo em relacdo aos danos ambientais decorrentes dessa pratica e dos processos de
transporte dos contaminantes nos sistemas terrestres e aquaticos. Portanto, é fundamental a
utilizacdo e implementacdo de técnicas efetivas de remediacdo de solos contaminados por
agrotoxicos, de forma a minimizar os impactos.

Diante desse cenario, o biochar, ou biocarvdo, se apresenta como um potencial substrato
alternativo para a diminuicéo de solos contaminados com agrotoxicos. Segundo Ogura et al. (2021),
0 biochar € um material carbonaceo produzido por pirélise em altas temperaturas e tem como uma

das suas principais caracteristicas um elevado potencial de sor¢do de contaminantes. Nesse estudo,
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0s autores revisaram o potencial de sor¢do de agrotdxicos em biochar feito com residuos de culturas
como cana-de-aglcar, milho, arroz e trigo; os autores indicaram que, apesar da elevada producéo de
cana-de-acucar no pais, a utilizacdo do biochar feito a partir do bagaco da cana-de-agUcar na
remediacdo de solos contaminados ainda € incipiente, embora resultados satisfatorios em relacédo a
sua eficiéncia ja tenham sido apresentados. Por exemplo, Azevedo (2016) e Romero (2018)
mostraram resultados favoraveis ao utilizarem o biochar da cana-de-aclcar para o aumento da
capacidade de sorcdo do solo e na recuperacdo de solos contaminados por agrotoxicos. Azevedo
(2016) concluiu gque a adicéo de carvdo de cana-de-acUcar ao argissolo aumentou a capacidade de
sorcdo do herbicida clomazone, reduzindo o tempo de meia vida do agrotdxico de 139 para 86 dias,
enquanto Romero (2018), obteve Relacdo de Sorcdo (RS) no valor de 139,93 do agrotoxico
indaziflam em solo, evidenciando que o biochar da cana-de-agucar possui capacidades satisfatorias
em reter o0 agrotoxico. Ogura et al. (2021) e Lima et al. (2022) apontaram que ainda existe uma
lacuna em relagéo a aplicagdo do biochar para diminuir a ecotoxicidade dos solos utilizando
bioindicadores ecotoxicoldgicos.

Em sintese, a relevancia em avaliar o potencial uso do biochar da cana-de-aclcar para
diminuir a toxicidade de solos contaminados com os agrotoxicos 2,4-D e fipronil, isolados e em
mistura, destaca-se por: (I) avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos dos agrotdxicos em condicdes de
contaminacdo com multiplos estressores (e.g., agrotoxicos em mistura), visto seu progressivo e
diversificado uso; (I1) associar maior sustentabilidade na industria sucroalcoleira ao adicionar mais
um destino aos residuos oriundos da producdo da cana-de-acucar, (I11) suprimento da lacuna
existente sobre estudos que associe ensaios de ecotoxicidade dos agrotoxicos com a utilizacdo do
biochar, e (IV) devido ser um método que ja apresentou resultados satisfatorios reportados pela
literatura.

Portanto, diante do exposto, essa proposta de pesquisa tem o intuito de responder a seguinte
pergunta: “qual o potencial de utilizacdo do biochar, feito a partir da palha da cana-de-agucar, na
reducdo da ecotoxicidade de solos contaminados com o herbicida DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D) e do
inseticida Regent® 800 WG (i.a. fipronil)?
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2. HIPOTESES

Geral

I. O biochar feito a partir da palha da cana-de-agUcar possui capacidade de diminuir a
ecotoxicidade dos solos contaminados com os agrotoxicos Regent® 800 WG (i.a. fipronil) e
DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D), isolados e em mistura.

Especificas

I.  Os agrotéxicos Regent® 800 WG e DMA® 806 BR, isolados e em mistura, podem exercer
efeitos toxicos sob as espécies ndo-alvos de organismos Enchytraeus crypticus e Eruca
sativa e Daphnia similis.

Il. O biochar produzido a partir da palha da cana-de-aglcar possui capacidade de diminuir a
ecotoxicidade de solos contaminamos com 0s agrotoxicos Regent® 800 WG e DMA® 806

BR em organismos aquaticos e terrestres.
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3. OBJETIVOS

3.1.0Dbjetivo Geral

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar o potencial de uso do biochar, produzido a partir
da palha da cana-de-acucar, na diminuicdo de ecotoxicidade de solos contaminados com o0s
agrotoxicos Regent® 800 WG (i.a. fipronil) e DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D), de forma isolada e em
mistura.

3.2.0Dbjetivos especificos

I.  Avaliar a reducdo de ecotoxicidade de solos contaminados com agrotoxicos Regent® 800
WG (i.a. fipronil), DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D), isolados e em mistura, por meio da analise
dos efeitos bioldgicos da exposicdo dos organismos terrestres ndo-alvo Enchytraeus
crypticus e Eruca sativa.

Il.  Avaliar a reducdo de ecotoxicidade dos agrotoxicos Regent® 800 WG (i.a. fipronil) e
DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D), isolados e em mistura, por meio da analise dos efeitos
bioldgicos da exposicdo do microcrustaceo invertebrado Daphnia similis.
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4. SINTESE DA BIBLIOGRAFIA FUNDAMENTAL

4.1. Utilizacdo do 2,4-D e fipronil na cultura de Cana-de-agucar

O termo agrotdxico é regulamentado pelo Decreto n® 4074/02, como:

produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos
setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e
também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos; substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL, 1989).

Segundo Andrei (2017), os agrotoxicos sdo subdivididos e classificados de diversas formas.
Quanto ao seu modo de acdo podem ser: algicidas, que utilizados no controle de algas em corpos

d’aguas e piscinas; antimicrobiano, no controle de microrganismos patogénicos; atrativos, utilizados

na atracdo de pragas especificas usando feroménios naturais, confundindo o comportamento de
acasalamento de insetos; biopesticida, que sdo substancias naturais com propriedades pesticidas;
desfolhante, usados no processo de colheita fazendo com que haja queda das folhagens; dessecante,
utilizados no processo de secagem de plantas e/ou insetos; moluscicida, aplicado no controle de

moluscos; nematicida, para controle de organismos do solo e nematdides; ovicida, para controle de

ovos de insetos; piscicida, para controle de peixes; regulador de crescimento, atuando no

aceleramento ou retardo do crescimento vegetal; repelente, para repelir mosquitos, carrapatos e
outros animais; rodenticida, usados no controle de roedores; herbicidas, usados para controlar
plantas invasoras: inseticidas, usados no controle de insetos indesejados; fungicidas, utilizados no
controle de fungos e bactericidas, aplicados para o controle de bactérias.

Para fins toxicolégicos sdo adotados critérios baseados no Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS), o qual classifica os
agrotoxicos em 6 categorias. Categoria |: produto Extremamente Toxico - faixa vermelha;
Categoria Il: Produto Altamente Toxico - faixa vermelha; Categoria I1l: Produto Moderadamente
Téxico - faixa amarela; Categoria IV: Produto Pouco Téxico - faixa azul; Categoria V: Produto
Improvavel de Causar Dano Agudo - faixa azul; e VI: Nao Classificado - Produto N&o Classificado
- faixa verde (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA, 2019). Ja para fins
ecotoxicologicos, sdo adotados os critérios baseados pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e

19



EESC - USP

Recursos Naturais (IBAMA), pela Portaria n° 6 de 2012, que dispde sobre o efeito e potencial de
periculosidade ambiental dos agrotoxicos em organismos dos compartimentos ar, agua e solo. Tal
portaria classifica os agrotoxicos com classe | (produto altamente perigoso), classe Il (produto
muito perigoso), classe Il (produto perigoso) e classe IV (produto pouco perigoso) (IBAMA,
1996).

Segundo Fontanetti (2017), a utilizacdo de agrotoxicos no Brasil iniciou-se por volta da
década de 1920, os quais eram aplicados inicialmente para controle de parasitas e no combate de
vetores de transmissdo de doencas. Todavia, com a Revolucdo Verde, o uso desses produtos
aumentou de forma exponencial na agricultura, visando ao aumento da qualidade dos produtos
agricolas, ao rendimento da producdo e a protecdo das culturas contra insetos, fungos e pragas
(VELKI et al., 2017). Dentre os diversos agrotoxicos utilizados na cultura de cana-de-agucar,
destacam-se o herbicida 2,4-D, também conhecido como &cido diclorofenoxiacético (CsHsCl203), €
o fipronil (C12H4Cl2FsN4OS) (CHRISTOFOLETII et al., 2017).

O 2,4-D pertence ao grupo de herbicidas que possuem como mecanismo de agdo a
mimetizacdo de auxinas, também conhecidas como auxinas sintéticas. Esse grupo € constituido
pelos herbicidas 2,4-D, fluroxypyr, MCPA, picloram, quinclorac, triclopyr e dicamba, e se
classificam em &cido benzoico, &cido fenoxicarboxilico, &cido carboxilico e &cido quinolino
carboxilico (SILVA et al., 2020). Pela classificacdo GHS, o 2,4-D é considerado como perigoso,
carcinogénico, toxico e/ou até letal quando ingerido, podendo causar reacdes alérgicas na pele,
lesGes oculares, toxicidade para 6rgaos-alvo especificos e perigos para a vida aquatica, com efeitos
duradouros. De acordo como Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia - PubChem
(2022a), 0 2,4-D possui solubilidade em agua de 677 ppm a 25°C e 540 a 20°C, densidade de 1,42
kg/m® a 20°C, sendo considerado como fortemente acido. No solo tem mobilidade muito alta com
um Coeficiente de Particdo de Carbono Organico (Koc) de 20 a 136, e a volatilizacdo com base na
Constante de Henry de 0,75x10°® atm-cu m/mol indica que o 2,4-D é essencialmente n&o volatil na
agua e nas superficies imidas do solo. A taxa de degradacdo no solo é afetada pelas condicGes do
pH, matéria organica, temperatura e pela concentracdo da substancia. Ja a biodegradabilidade em
agua dependera da quantidade de nutrientes presentes. Possui meia-vida de 7 a 14 dias no solo e de
4 a 7 dias em agua, uma constante de dissociacdo (pka) de 2,73, um Kow de 2.81 e um valor de
pressdo de vapor (PV) de 1.40x107 mm Hg a 20°C e 1.86x102 mPa a 25°C. De acordo com a
United States Environmental Protection Agency - USEPA (2020), a adsorcéo anidnica de 2,4-D é

afetada pela mineralogia do solo (em particular pelo teor de éxido de ferro e aluminio), o teor de
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aluminio trocavel e o teor de fosfato do solo. A adsorcdo tende a se intensificar com o0 aumento do
contetido orgéanico e diminui¢do do pH do solo. Assim, pode ocorrer dessor¢do do 2,4-D em solos
minerais, mas ndo naqueles que contém muita matéria organica.

O mecanismo de acdo do 2,4-D ocorre pela desregulagdo do crescimento e morte
subsequente por divisdo celular descontrolada em tecido vascular. Esse herbicida tem como
caracteristicas de utilizagdo seu baixo custo, eficiéncia, amplo espectro e alta solubilidade em agua.
O 2,4-D ¢ o segundo herbicida mais amplamente utilizado na cultura de cana-de-agucar (SILVA et
al., 2020). Este herbicida tem capacidade de percolar no solo, influenciando a qualidade do solo e
das aguas subterraneas, além de poder ser transportado pelas &guas das chuvas para outros
ambientes (e.g., lixiviacdo e escoamento superficial). Mesmo diante da sua relativa baixa
persisténcia e sorcdo em solo, é necessaria sua avaliagdo no meio ambiente, uma vez que, em
conjunto com outras substancias, suas caracteristicas ambientais podem ser alteradas. A populacéo
em geral pode estar exposta ao 2,4-D por meio da inalagdo do ar ambiente, da ingestio de alimentos
e agua potavel e do contato dérmico com produtos de consumo contendo esse herbicida
(PUBCHEM, 2022).

De acordo com relatério o IBAMA, referente aos valores ecotoxicoldgicos, o 2,4-D possuli
um fator de bioacumulacdo em peixes da espécie Danio rerio de 1,308 e 0,987 em concentracdes
teste de 2,12 e 15,85 mg/L, respectivamente. Possui uma Concentracdo de Efeito para 50% dos
organismos (CEsg) de 127,63 mg/L para a espécie de alga Selenastrum capricornutum,
Concentracdo Letal para 50% dos organismos (CLso) de 309,06 mg/Kg para a espécie de minhoca
Eisenia foetida e Dose Letal para 50% dos organismos (DLso) para espécie de abelha Apis mellifera
de 100 pg/abelha. J& em relacdo aos microcrustaceos, para a espécie Daphnia magna possui um
CEsp de 25 mg/L, Concentracdo de Efeito Ndo Observavel (CENO) de 79 mg/L, Concentracdo de
Efeito Observavel (CEO) de 151 mg/L e Valor Cronico (VC) de 109 mg/L e para a espécie
Daphnia similis uma CEsg de 2,6 mg/L. Para a espécie de peixe D. rerio, possui uma CLso de
107,02 mg/L, CENO de 3,2 mg/L, CEO no valor de 5,6 mg/L e um VC de 4,23 mg/L (IBAMA,
2019).

E notério que o 2,4-D é nocivo para organismos ndo-alvo no ecossistema aquatico e
terrestres, como vem sendo observado por diversos autores que comprovam tal impacto. Triques et
al. (2021), por exemplo, evidenciaram que, apds exposi¢do a doses recomendadas do herbicida 2,4-
D (2,35 mg/kg), a germinagdo das espécies ndo-alvo Raphanus sativus var acanthioformis e Allium

cepa foram afetadas em 95% e 90%, respectivamente. Ao analisar a influéncia do 2,4-D em girinos
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da espécie Physalaemus cuvieri, Santos (2020) atestou que a concentragdes de 52,5 pg/L sdo
capazes de induzir a mortalidade da espécie de forma significativa, uma vez que a concentracdo de
100,0 pg/L de 2,4-D possui capacidade de interferir negativamente na atividade natatoria dos
girinos, bem como induzir anormalidade nucleares.

De acordo com Barbosa (2020), o fipronil é um inseticida do grupo quimico pirazol,
classificado pela ANVISA (2019) como altamente tdxico (classe toxicolégica 1), sendo facilmente
encontrado no mercado, sob diversas formas (po, emulsées e granulos). Segundo Barbosa (2020), o
fipronil é amplamente utilizado no tratamento do solo para as culturas de cana-de-acUcar para
combater curuqueré, tamandua-da-soja, bicudo, vaquinha-verde amarela, tripés, cupim e outros.
Segundo relatério do IBAMA, o fipronil foi o 30° ingrediente ativo mais comercializado no Brasil
em 2018, com 1.689,71 toneladas vendidas, com maior consumo no estado de Sdo Paulo (IBAMA,
2018).

O fipronil é considerado pela classificagdo GHS como perigoso, com efeito de toxicidade
aguda quando em contato com a pele ou quando inalado, podendo causar danos aos 6rgdos quando
exposto a longos periodos. Também possui toxicidade alta para organismos especificos nao-alvo,
sendo perigoso para a vida aquética, com efeitos duradouros. De acordo com PubChem (2022b), o
fipronil possui baixa solubilidade em &gua: 1,9 mg/L a 20°C (pH 5), 2,4 mg/L (pH 9) e densidade
de 1,47-1,62 kg/m® a 20°C. No solo tem pouca ou nenhuma mobilidade (Koc: 825 a 6863), sendo o
Koc dependente da quantidade de matéria organica presente. A volatilizagdo com base na Constante
de Henry é de 8,4x10°1° atm-cu m/mol e indica que o fipronil é essencialmente nio volatil na agua e
nas superficies imidas e secas do solo. O fipronil € estavel a hidrdlise em condi¢des acidas (pH 5,5)
e neutras (pH 7). A taxa de hidrdlise do fipronil em condices alcalinas foi medida e verificou-se
que a degradacdo aumentou proporcionalmente com o aumento do pH. A meia-vida correspondente
para a reacdo de hidrélise éde 770hapH 9,114 hapH 10,11 hapH 11le 2,4 h apH 12 (BOBE et
al., 2001). Segundo a PubChem (2022), a biodegradabilidade varia de 4,6 a 18,5 com base em
meias-vidas de 25,1 a 91,2 dias. Possui meia-vida superior a 100,0 dias em pH 5,5 e 7,0, de 32,08
dias em pH 9,0, de 4,75 dias em pH 10,0, de 1 h em pH 11,0 e de 2,4 h em pH 12,0 (USEPA
(1996). O fipronil possui Kow de 4.0 e um valor de pressdo de vapor (PV) de 2,78x10° mm Hg a
25°C. Na agua ele tente a ser adsorvido nos sélidos suspensos e no solo ird depender da matéria
organica presente. Além disso, Portruneli (2020) explica que fipronil possui um alto indice de
bioconcentracdo em organismos aquaticos, como 12,4 kg/L encontrado ap0s exposicdo da espécie

Prochilodus lineatus ao inseticida.
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O mecanismo de agdo do fipronil se d& pela paralisia, convulsdo e morte dos insetos, através
do blogqueamento dos canais de cloreto regulados pelos receptores do acido gama aminobutirico
(GABA, do inglés Gamma-AminoButyric Acid) no sistema nervoso central dos organismos
(BARBOSA, 2020). De acordo com um relatério do IBAMA, referente aos valores
ecotoxicoldgicos, o inseticida fipronil possui um fator de bioacumulagdo na espécie de peixes de
321 quando testado em solugdo com concentracdo de 850 ng/L. Para a espécie de alga Selenastrum
capricornutum possui um CEsg de 139 mg/L. Para a espécie de minhoca Eisenia foetida possui uma
CLso de 2388,8 mg/Kg e para a abelha Apis mellifera uma DL de 0,00417 pg/abelha. Ja em relagdo
aos microcrustaceos, apresenta CENO de 18 pg/L, CEO de 32 pg/L e VC de 24 pg/L para
Ceriodaphnia dubia. Para a espécie de peixe Hyphessobrycon callistus possui uma CLso de 326
Mg/L e para a espéecie Brachydanio rerio uma CENO de 56 pg/L, CEO de 100 ug/L e VC de 74,83
pg/L (IBAMA, 2019).

Diversos autores vém estudando as implicagdes e os efeitos ecotoxicoldgicos do fipronil em
ambientes aquéaticos e terrestres sobre organismos ndo-alvo, que podem estar expostos aos
agrotoxicos. Moreira et al. (2021), por exemplo, evidenciaram que o fipronil se mostrou téxico
quando em contato com a espécie de peixe Danio rerio, uma vez que o comportamento natatorio
dos organismos e a atividade enzimética foram significativamente alterados. Pinto et al. (2021)
também evidenciaram a toxicidade do fipronil para o inseto C. sancticaroli, verificando diminuicdo
da sobrevivéncia de larvas, do crescimento larval e da biomassa em 72%, além da diminuicdo da
largura da céapsula cefalica nas duas maiores concentracdes testadas (426 pg/L). O fipronil foi
banido em 2019 no estado de Santa Catarina através da portaria da Companhia Integrada de
Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina (CIDASC), ao ser associado com a morte de 50
milhdes de abelhas no estado em menos de um més (COELHO, 2021).
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Figura 1. Estrutura quimica do 2,4-D (esquerda) e do fipronil (direita).
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4.2. Contaminacao e técnicas de reducao de toxicidade de areas poluidas por agrotdxicos

Fonte: PubChem (2022)

Segundo a Lei N°6938/1981, o termo poluicdo é utilizado para definir a degradacdo da
qualidade ambiental oriunda de atividades que direta ou indiretamente afetem de forma negativa a
biota, as condicOes estéticas ou sanitarias do meio ambiente, prejudique a seguranca, salde e bem
estar da populacdo, criem condicbes adversas as atividades socioeconémicas e que lancem matérias
ou energia em desacordo com os padrdes ambientais (BRASIL, 1981).

J& o termo contaminacdo € usado para definir a presenca de substancias quimicas na agua,
solo e ar, oriunda das atividades humanas, cujas concentracbes possam restringir ou impedir a
utilizacdo de um recurso ambiental, definidas com base na avaliacdo de risco a sadde humana,
assim como aos bens a proteger (saude, bem estar da populacdo, fauna, flora, qualidade do solo,
agua e ar, interesses de protecdo a natureza ordenacdo territorial e planejamento regional e urbano,
bem como seguranca e ordem publica) (BRASIL, 1981; BRASIL, 2009). Remediacdo, de acordo
com a Resolugdo CONAMA N°420/2009, é definido como a aplicacdo de técnicas para remocéo,
reducdo ou contencdo de contaminantes presentes no meio, a fim de reabilitar uma area
contaminada com intuito de tornar o risco toleravel para o uso declarado ou futuro da area.

A contaminacdo no ambiente por agrotoxicos pode acontecer de diversas formas, como na
aplicacdo direta do produto nas lavouras, por meio de embalagens que entram em contato com o

solo sem a lavagem correta, por meio hidrico na utilizacdo do produto diluido em agua para
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aplicagéo na cultura, pela deriva das substancias que ficam contidas em alguns compartimentos das
plantas e por meio da dessecacéo das culturas de cobertura (STEFFEN et al., 2011). A polui¢do em
areas contaminadas por agrotoxicos depende de diversos fatores, como as caracteristicas fisico-
quimicas das substancias empregadas, fazendo parte destas a solubilidade em agua, Ko,
mobilidade, Coeficiente de Particdo Octanol/Agua (Kow), volatilidade, meia-vida (DTso), constante
de dissociagdo (pKa) e pressao de vapor (PV) (VEIGA, 2017). A solubilidade em &gua representa a
quantidade maxima que uma substancia dissolve em um litro de agua. Os autores Bortoluzzi et al.
(2006) explicam que tal parametro é importante uma vez que os agrotéxicos podem infiltrar no solo,
influenciando a qualidade das aguas subterraneas, além de poder ser carreados pelas aguas pluviais
aos corpos d’aguas superficiais adjacentes. De acordo com a USEPA (2012), a solubilidade das
substancias varia de > 10.000 mg/L (muito soltvel) a < 0.1 mg/L (solubilidade desprezivel). O Ko
representa a tendéncia de uma substancia em ser adsorvida pelo solo, sendo independente das
caracteristicas do meio. A autora Veiga (2017) apud Santos (2015) explica que substancias com Ko
alto tendem a ser fixadas no solo mais facilmente e possuem baixa mobilidade para agua. A USEPA
(2012) classifica 0 Kqc de > 4.5 (sor¢do muito forte ao solo) a <1.5 (sor¢éao desprezivel).

O Kow representa a tendéncia de uma determinada sustancia em se distribuir entre o octanol
e a agua. Substancias com baixos valores de Kow podem se distribuir facilmente na 4gua e no ar,
enquanto substancias com altos valores de Kow possuem maior tendéncia de bioacumular em
sedimentos, solo e biota (VEIGA, 2017). A classificacdo de lipossolubilidade (log de Kow) €
definida como >1 altamente solGvel (hidrofilico), >4 pouco soltvel (hidrofébico), >8 dificilmente
biodisponivel e >10 (ndo biodisponivel) (USEPA, 2012). O grau de volatilidade é classificado de
acordo com a Constante da Lei de Henry (HCL), do qual é levado em consideracdo a solubilidade,
pressao de vapor e peso molecular de uma substancia em uma solug¢do na agua ou no ar (VEIGA,
2017). A volatidade é classificada de >10" atm-m3/mol (muito volatil) até >107" atm-m*/mol (n&o
volatil) (USEPA, 2012). A meia-vida dos elementos representa 0o tempo que a substancia ira
permanecer nos cursos d’aguas, indicando a degradacdo das substancias, que pode variar de acordo
com pH. Tal parametro esta diretamente relacionado com o fator de bioconcentracdo (BCF), uma
vez que ele representa a tendéncia da substancia em se acumular em um organismo a partir da agua,
sendo proporcionalmente aos valores de Kow (VEIGA, 2017). A capacidade de dissocia¢do (pKa)
expressa a capacidade de dissociacdo da molécula do agrotéxico, em um valor de pH no qual ocorre
50% de dissociacdo. Por fim, a pressdo de vapor (PV) expressa a facilidade das moléculas em

volatilizar mediante diferentes temperaturas.
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Para entender o comportamento dos agrotdxicos no meio, os autores Steffen et al. (2011)
mencionam que € necessario também avaliar as caracteristicas do solo. De acordo com os autores,
além de o fator climéatico ser uma importante condicdo para o agrotoxico atingir seu objetivo de
forma efetiva, existe também uma vasta e complexa dindmica fisica, quimica e bioldgica do solo. A
presenca de matéria organica, Oxidos de aluminio, ferro e manganés possui capacidade de
complexar e reter metais e moléculas orgénicas. Dessa forma, podem ocorrer inativagdes de ions
por meio de reacdes de adsorcdo, precipitacdo e complexacdo, decompondo compostos organicos e
diminuindo a sua toxicidade. Por outro lado, fatores como pH, capacidade de troca de cations,
presenca de microrganismos, area superficial especifica, teor de umidade e porosidade também
devem ser levados em consideragé&o.

Apbs a aplicacdo, as moléculas dos agrotdxicos sdo depositadas na parte superior do solo,
podendo seguir diferentes rotas, atingir diferentes ecossistemas e influenciar a dindmica de
inimeros seres Vivos, responsaveis pela ciclagem de nutrientes essenciais para plantas e organismos
em outros niveis troficos (STEFFEN et al., 2011). Esse movimento é impulsionado por meio da
difusdo e fluxo de massa em agua, associado as caracteristicas fisico-quimicas desses
contaminantes, além do potencial de bioacumulacdo e biomagnificacdo nos organismos Vivos.
Alguns agrotoxicos podem deixar seus ambientes alvos, por meio da volatilizacdo (e.g., substancias
com peso molecular baixo), lixiviacdo, reacfes quimicas e degradacdo microbiana. Entretanto,
muitas destas substancias ndo sdo biodegradaveis, podendo ser transferidas ao longo da cadeia
alimentar. O preparo do solo também ¢é um fator relevante quando analisada a
contaminacgdo/remediacdo das areas por agrotdxicos, uma vez que preparos inadequados, sem a
presenca de matéria organica, deixam 0s solos expostos e mais suscetiveis a degradacdo, com
consequente erosao e possibilidade de escoamento superficial (STEFFEN et al., 2011).

Diante desse cenario, pesquisadores estdo evidenciando contaminagdes e impactos por
agrotoxicos nos compartimentos aquaticos e terrestres. Marques et al. (2020), por exemplo,
mostraram que agrotoxicos com os ingredientes ativos acido giberélico e amicarbazona possuem
capacidade de lixiviacdo, com potencial de contaminacdo das aguas subterraneas. Bortoluzzi et al.
(2006) comprovaram a presenca de trés ingredientes ativos (i.e., imidacloprid, atrazina e
clomazone) em pelo menos uma das amostras de adguas superficiais de cérregos limitrofes a areas
onde foram utilizados agrotoxicos. Giordani et al. (2020) salientaram que o agrotdxico Comet
(ingrediente ativo - i.a. piraclostrobina) se mostrou toxico para a espécie de minhoca E. andrel,

reduzindo suas taxas de reproducédo e afetando processos no solo, como decomposicdo da matéria
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organica e ciclagem de nutrientes. Morro (2021) verificou concentragdes traco dos agrotoxicos
trifluralina e clorpirifés em solo de ambiente agroecoldgicos e convencionais utilizados para plantar
morangos, mostrando sua capacidade de incorporacdo dos agrotoxicos de 12,8% a 23,8%. Além
disso, a autora explicou que os agrotoxicos encontrados influenciaram nas caracteristicas solo,
como no pH e na quantidade de matéria organica.

Ruths et al. (2021) explicaram que as pragas estdo se multiplicando nas lavouras mesmo
com a aplicacdo dos agrotdxicos, devido ao desenvolvendo de mecanismos de resisténcia aos
produtos, o que acarreta uma maior demanda no setor, no desenvolvimento de novos produtos, em
novas formulagcfes de agrotoxicos e uma maior comercializacdo e aplicacdo nas culturas. Diante
disso, ao associar tais informacdes com as projecGes de producdo da agricultura, € esperado que
haja um incremento na utilizacdo de agrotdxicos e consequente aumento das areas contaminadas.

De maneira geral, técnicas convencionais de remediacdo de areas contaminadas podem ser
aplicadas de forma in situ ou ex situ. Tavares (2013) explica que os métodos de remediacao ex situ
demandam o deslocamento do material (e.g., solo ou &gua) até o sitio de tratamento, sendo
necessario o bombeamento da dgua no local e/ou retirada do solo. As técnicas in situ permitem que
o tratamento ocorra no local. Dessa forma, as técnicas in situ, em termos técnicos, seriam a melhor
opcao, visto os custos, tecnologias usadas e eficiéncias alcangadas (TAVARES, 2013). Dentre as
técnicas ex situ para remediacdo de solos contaminados, destacam-se a compostagem, tratamento
biol6gico controlado a fase sélida, landfarming, extracdo de vapores de solo, desalogenacao
com glicolato, lavagem do solo, incineracdo, dessor¢do a altas temperaturas, pirdlises,
descontaminacdo com gas quente, dentre outras. Para a remediacdo de aguas contaminadas, tem-se
a utilizacdo de biorreatores, reducdo/oxidacao quimica, air sparging (i.e., aspersdo de ar), filtragem
e troca ibnica. Para as técnicas in situ sdo utilizadas a biorremediacdo, bioventing (bioventracao),
processos metabdlicos, enriquecimento com nitrato, fitorremediacdo (in e ex situ), lavagem do solo,
estabilizacdo, dentre outras (MORAIS et al., 2014).

Em relacdo as formas de remediacdo para agrotdxicos, Pires et al. (2005) explicam que as
técnicas devem englobar eficiéncia na descontaminacgdo, além de serem sustentaveis, simples na
execucao, de baixo custo e com um menor tempo demandado no tratamento. Dentre essas técnicas,
as principais formas de remediacdo sé@o a fitorremediacdo (SANTOS et al., 2018), a utilizagdo de
carvao ativado (RODRIGUES et al., 2019), os processos avancados de oxidacdo quimica (SOUZA,
2020) e a utilizagdo do biochar (HUANG et al., 2018; CUBA et al., 2018; SILVA, 2015;
AZEVEDO, 2016; RAMIREZ, 2018). Alves (2020) explica que a fitorremediagdo ¢ um método
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atrativo de remediacdo de solos quando comparado a outras tecnologias que necessitam de
escavacao, incineracdo, armazenamento off-site e lavagens de solos. A autora ainda ressalta que a
fitotecnia ndo perturba a microfauna e flora existentes no solo. J& o carvéo ativado € utilizado por
ser rico em carbono, ter grande distribuicdo de tamanho dos poros e devido a variabilidade de
matéria prima para sua produgdo (RODRIGUES et al., 2019). Os processos avangados de oxidacdo
quimica sdo utilizados por apresentarem capacidade de reagir com compostos organicos e por
possuirem excelente potencial de degradacdo oxidativa, fazendo com que 0s compostos se
mineralizem na maioria dos casos por completo (Souza, 2020). O biochar é incorporado na
remediacdo e no condicionamento dos solos em funcdo da sua capacidade de sequestro e inser¢ao
do carbono, sendo util na sor¢do de agrotoxicos, na oxigenagdo do solo e na reducdo da acidez
(ABBAS et al., 2018; Ogura et al., 2021; Chen et al., 2008).

Verifica-se, portanto, que existe uma crescente demanda por pesquisas no setor da
agricultura e na remediagdo de areas contaminadas por agrotdxicos, a fim de desenvolver novas
tecnologias, descobrir técnicas alternativas de remediagdo, incluir a economia circular nos
processos e melhorar as eficiéncias de técnicas ja utilizadas para que ocorra uma melhor protecéo

dos ecossistemas, visando a manutencdo da diversidade e dos servicos ecossistémicos associados.

4.3. Biochar a partir da Cana-de-agucar

Segundo Beesley et al. (2011), o biochar € oriundo da carbonizacdo de produtos organicos
como residuos agricolas (milho, arroz, trigo, cana-de-actcar), materiais lenhosos e biossélidos,
obtido por meio da pirdlise em altas temperaturas (entre 350 e 1200°C), em um ambiente sem a
presenca de oxigénio. Ogura et al. (2021) explicam que o biochar possui uma alta capacidade de
sorcdo devido a diversos fatores, como sua estrutura de poros, alta capacidade de troca idnica, sua
area de superficie especifica (ASE) e por ser rico em carbono. Devido as suas caracteristicas, 0
biochar vem sendo utilizado na remediacdo de solos contaminados, na melhoria da qualidade de
solos na agricultura, no sequestro de carbono e na producéo de bioenergia (ABBAS et al., 2018).
Seus mecanismos de ac¢do se dao pela imobilizacdo e redugédo do transporte e biodisponibilidade de
agrotoxicos e poluentes organicos e inorganicos no solo, na adsorcdo de agrotoxicos utilizados na
agricultura, no aumento da capacidade de retencdo de agua e teor de nutrientes, além da melhoria
das propriedades de aeracdo e estimulacdo da microbiota do solo, favorecendo a fertilidade e os

rendimentos das culturas.
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Estudos recentes evidenciaram que o biochar possui capacidade eficiente para imobilizacédo
de substancias orgéanicas e inorganicas em ambientes aquéticos e terrestres. Abbas et al. (2018)
mencionam que o biochar é eficiente e mais viavel quando comparado a outros adsorventes, como o
carvao ativado, ou quando comparado a técnica ex situ. Diversos trabalhos, como de Cuba et al.
(2018), Huang et al. (2018) e Azevedo (2016), ttm mostrado a eficiéncia de diferentes tipos de
biochar na remoc¢do/diminuicdo de poluentes organicos, como compostos organicos volateis,
corantes aromaticos, antibioticos, bifenil policlorado (PCB), hidrocarbonetos poliaromaticos
(PAHS), agroquimicos e poluentes inorganicos como sulfetos, amonia, nitrato, fosfato e metais
potencialmente toxicos.

Conforme mencionado por Beesley et al. (2011) e Abbas et al. (2018), a aplicacdo do
biochar depende de alguns fatores importantes como: tamanho das areas de superficie, capacidade
de troca ibnica, capacidade de adsorcdo e microporosidade, bem como seus diferentes mecanismos
envolvidos, como precipitacdo, enchimento de poros, interacdo eletrostatica, porcionamento e
sorcdo. As caracteristicas de producdo do biochar também s&o atributos relevantes ao se avaliar a
capacidade de sorcdo dos poluentes, uma vez que as temperaturas de pirdlise, dosagens, tempo de
contato, pH, tipo da matéria prima e processo de envelhecimento, influenciam diretamente sua
eficiéncia. A relagdo entre as caracteristicas do biochar com os mecanismos envolvidos dao suporte
para as ligacbes de compostos polares que, com a ajuda de grupos funcionais carregados na
superficie do biochar, restringem e imobilizam agroquimicos e metais potencialmente toxicos na
sua superficie.

Chen et al. (2008) e Ahmad et al. (2014) explicaram gue a sor¢do dos contaminantes pelo
biochar ocorre devido a sua grande area de superficie e distribuicdo de tamanho de poro, que é
influenciada diretamente pela temperatura de pirdlise. Tal temperatura altera a grau de carbonizacao
e reduz a abundancia de matéria organica amorfa; todavia, de acordo com esse autor, alguns
trabalhos relataram que tal consequéncia aumenta a capacidade de adsorcdo de contaminantes
organicos, reduzindo assim sua absor¢éo por microrganismos no solo.

Dessa forma, o biochar feito a partir dos subprodutos da cana-de-agucar (e.g., palha e
bagaco) vem se tornando bastante atrativo, visto as projecfes de producdo de cana-de-agtcar no
Brasil, com a consequente e progressiva geracdo de residuos da industria sucroalcooleira (FAO,
2021). A utilizagdo do biochar como alternativa de remediagdo, e/ou como condicionador do solo,
tem elevada importancia econdmica para a industria sucroalcooleira, visto que as usinas geram

cerca de 200 milhdes de toneladas de residuos por ano (RAMIREZ, 2018). Além dos beneficios
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econdmicos, a utilizacdo e producdo do biochar pode ser entendida como uma alternativa ecolégica
e sustentavel, visto que os residuos da agricultura, muitas das vezes, sdo queimados e descartados
de forma inadequadas para evitar gastos com transporte, por exemplo. Além disso, ocorre a
minimizacao dos impactos ambientais, a reducdo da contaminacgéo dos solos e aguas por lixiviacéo
dos agrotdxicos e a agregacao de valores dos subprodutos da cana-de-agicar (OGURA et al., 2021;
RAMIREZ, 2018; FONSECA, 2020).

Os estudos utilizando o biochar produzido a partir dos subprodutos da cultura de cana-de-
acucar no Brasil ainda sdo incipientes; todavia, alguns tém avaliado a viabilidade, eficiéncia e
utilizacdo do biochar da cana-de-aglcar na adsorcdo de agrotoxicos. Segundo Ramirez (2018), o
biochar da cana-de-acUcar foi eficiente em adsorver o agrotoxico Indaziflam no solo, diminuindo
sua lixiviacdo, persisténcia e meia-vida. Cuba et al. (2018) também obtiveram resultados
satisfatorios na adsorcdo do glifosato utilizando o biochar de cana-de-acUcar. Em seu trabalho, os
autores Fernandes et al. (2021) relataram 70% de adsor¢do do agrotéxico Tiametoxam utilizando
biochar da cana-de-agucar. Huang et al. (2018) também obtiveram resultados satisfatorios ao
analisar a eficiéncia do biochar a partir do bagaco de cana-de-aglcar na adsor¢do do agrotoxico
atrazina. Segundo os autores, apos a adicdo de 0,2% e 0,5% de biochar, os coeficientes de sorcao
(Kd) da atrazina (Ce = 10 mg L — 1) foram aumentados em 26,97% e 79,58%, respectivamente,
diminuindo assim sua disponibilidade no solo. Além disso, alguns autores tém testado o biochar
para reducdo de metais potencialmente tdxicos, como Bachir et al. (2019), que obteve 20,83% de
eficiéncia de remocdo de cadmio apds aplicacdo do biochar feito a partir do bagaco da cana-de-
acucar. Tokhmehchian et al. (2020) obtiveram eficiéncia de 22,2% até 83,3% na remocdo de
chumbo e de 16,9% a 62,8% na remocdo de niquel, utilizando 6% de biochar em relacdo a
quantidade de solo testada.

A relevancia da utilizacdo do biochar na diminuic¢do de toxicidade de solos contaminados
pelos agrotoxicos ocorre em funcdo da: (1) maior sustentabilidade da industria sucroalcooleira ao
adicionar mais um destino aos residuos oriundos da producgdo da cana-de-acucar, (I1) suprimento da
lacuna existente sobre estudos que associe ensaios de ecotoxicidade dos agrotoxicos com a
utilizacdo do biochar, (I11) os estudos sobre a utilizagdo do biochar oriundos da cana-de-agucar
serem recentes e necessitarem de uma maior compreensao e (IV) devido ser um método que ja
apresentou eficiéncias quando testados com outros agrotoxicos e substancias.

Para Ogura et al. (2021), as pesquisas sobre a aplicacdo do biochar na descontaminacédo de

solos enfrentam diversas lacunas e desafios. Dentre os principais desafios tem-se a associa¢do de
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ensaios ecotoxicologicos a aplicacdo do biochar, a avaliacdo da eficiéncia da sua utilizacdo, a
avaliacdo da atividade microbiana e suas interages com os agrotoxicos, e o envelhecimento e
potencial de dessorcdo do biochar no meio. Além disso, os trabalhos no Brasil que avaliam a
utilizacdo do biochar feito a partir da cana-de-agtcar na remocao dos agrotdxicos 2,4-D e fipronil,
sdo considerados ainda recentes no pais. Um breve levantamento referente a utilizacdo de biochar
produzido a partir dos subprodutos da cultura da cana-de-agUcar é apresentado no Quadro 1, com

énfase na sua utilizacdo para a remocéo de agrotdxicos.
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Tabela 1. Revisdo bibliografica relacionada ao uso do biochar da cana-de-agucar na remediacdo de agrotéxicos

Autores Matéria prima Proporcéo Condicoes de pirolise  Substancia Resultados
Ap6s a adicdo de 0,2% e 0,5% de biochar, os coeficientes de
sorcdo (Kd) da atrazina (Ce = 10 mg/L) foram aumentados em
Pontas de cana-de- . 26,97% e 79,58%, respectivamente, no solo Gmido com um baixo
Huang et al. (2018) ; ] 0,2% e 0,5% 500°C (5 h) Atrazina . .
acucar picada nivel de carbono orgénico total (COT), enquanto aumentou
31,43% e 60,06%, respectivamente, no solo arrozal com alto teor
de COT.
Nos primeiros dois minutos de contato, 30% da concentracdo
Bagaco da cana-de- ) o ) ) ] ) ) ) o
Cuba et al. (2018) i 01g 500°C (1 h) Glifosato inicial foi removida. Apds 15 minutos 40 % foi removida (méxima
acucar
¢ capacidade de adsorcdo de 3,68 mg™).
. Bagaco da cana-de- As contribui¢des relativas do carvéo para 0 aumento da sor¢ao nos
Silva (2015) i 0,25%, 0,5% e 1,0% 400°C (6 h) Clomazone ]
acucar experimentos foram de 88,4%, 71,1%, 99,9%, 95,4% e 89,4%.
Bagaco da cana-de- Reducdo do tempo de meia-vida do clomazone de 120 para 86,66
Azevedo (2016) i 5009 400°C (6 h) Clomazone
agucar dias.
A meia-vida do indaziflam foi de 119 dias em solos sem adicéo de
biocarvao e de 89 dias em solos condicionados com biocarvdo. O
) Bagaco da cana-de- ) potencial de contaminagcdo subterrdnea de 2,58 para solos ndo
Ramirez (2018) i 1,0% 500°C (1 h) Indaziflam o ) o )
acucar condicionados com biocarvao e para os solos condicionados foi de
1,84. As porcentagens de recuperacdo do herbicida das amostras
de solo variaram entre 79,56 e 106,41%.
) Bagaco da cana-de- o o
Brito et al. (2020) 10 mg 800°C 2,4-D Remocdo maxima de 94,8% e remoc¢do minima de 22,7%.

acucar

Fonte: Autor (2023)
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4.4. A abordagem ecotoxicoldgica na avaliagdo dos riscos ambientais

O termo Ecotoxicologia foi cunhado por René Truhaut em 1969, tendo como
defini¢do: “ramo da Toxicologia preocupado com o estudo de efeitos toxicos causados por
poluentes naturais ou sintéticos, sobre quaisquer constituintes dos ecossistemas: animais
(incluindo seres humanos), vegetais ou microrganismos, em um contexto integral”
(AZEVEDO e CHASIN, 2003).

A esfera da Ecotoxicologia € representada também como uma subéarea da Biologia e
Ecologia que tem como objetivo entender os efeitos, consequéncias e influéncias dos agentes
toxicos (xenobidticos) sobre as comunidades e ecossistemas, em diferentes niveis de
organizacdo bioldgica, sendo elas a nivel celular, individual ou populacional. Além disso, a
Ecotoxicologia busca entender as rotas, destinos e transporte das substancias nas diferentes
vias de transferéncias (ar, solo, agua, biota, sedimento) (NETO, 2018). Na agua e no solo os
principais mecanismos de transporte dos xenobi6ticos sdo: fotdlise, hidrélise, biodegradacéo e
oxidacdo e reducdo. Na biota sdo levados em consideracdo a bioacumulacdo e metabolismos;
nos sedimentos 0s mecanismos estdo associados a hidrolise, degradacdo microbiana e
oxidacdo/reducdo, enquanto no ar ocorre através da fotolise, das reacbes com OH" (USEPA,
1996).

Segundo Prestes e Vincenci (2019), para avaliar os efeitos de tais substancias no meio
ambiente e estimar os impactos ambientais destas, sdo utilizados organismos bioindicadores
como ferramenta de avaliacdo, a partir de testes de toxicidade aguda e cronica. Estudos de
toxicidade aguda visam demonstrar a ocorréncia ou ndo de efeitos adversos em curto periodo
(e.g., 24 h) por meio de doses Unicas ou exposi¢des maltiplas. Nesses testes geralmente sdo
determinadas a Dose Letal Média (DLso) e a Concentragédo Letal Média (CLsg). Os estudos de
toxicidade crénica sdo realizados em um periodo de vida ou todo ciclo de vida dos
organismos teste. Nesses testes, é observada a concentracdo de efeito ndo observavel (CENO)
a fim de avaliar os efeitos subletais e fisiolégicos dos organismos, como crescimento e
reproducdo. Para ambos os testes, € aconselhdvel utilizar organismos testes de niveis troficos
distintos, visto os diferentes niveis de sensibilidade dos organismos e devido a possibilidade
de entender de forma mais abrangente os efeitos sobre o meio (AZEVEDO e CHASIN, 2003).

As primeiras pesquisas feitas na area de ecotoxicologia no Brasil foram realizadas a
partir de 1971, comecando com trabalho de Rocha (1971), que teve como propoésito de

pesquisa verificar se a causa da morte de peixes no rio Atibaia estava relacionada com
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efluentes liquidos industriais despejados na regido. A partir disso, a ecotoxicologia comegou a
ser mais estudada, demandando uma maior diversificacdo dos tipos de organismos testados
(peixes, algas, microcrustaceos), o que demandou uma padronizacdo dos testes, feitas pela
ABNT em 1987. No estado de sdo Paulo, os ensaios ecotoxicol6gicos se iniciaram por volta
de 1992 (NETO, 2018).

Dessa maneira, a Ecotoxicologia se faz relevante e necesséaria para a sociedade e meio
ambiente, considerando a enorme diversidade, complexibilidade e diferentes sustancias
quimicas liberadas no ambiente. Somente no Brasil, por exemplo, em relacdo aos agrotoxicos,
existe 324 ingredientes ativos e 2749 produtos formulados para ampla utilizacdo na
agricultura (AGROFIT, 2022).

A utilizacdo de agrotoxicos colocou as comunidades aquaticas e terrestres em risco,
pois organismos ndo-alvo também estdo expostos aos produtos utilizados na agricultura para o
controle de pragas, insetos, fungos e outros (AMBROSIO, 2012). Embora tais produtos sejam
aplicados diretamente no solo para o controle de organismos-alvo, ha um carreamento e
disposicdo de tais substancias em corpos d’agua adjacentes. Ambos 0s compartimentos
possuem comunidades biologicas que vivem e interagem em teias alimentares, sendo
considerados organismos nédo-alvos, os quais sdo de grande interesse quando se avalia 0s
efeitos adversos dos agrotoxicos (WANG, 2018).

Sendo assim avaliar a ecotoxicidade dos agrotdxicos utilizando bioindicadores
ambientais se faz relevante, uma vez entendida a necessidade de avaliar a saude do
ecossistema mediante a presenca de substancias xenobiéticas. Para isso, diversas
metodologias sdo utilizadas, como estudos laboratoriais a nivel de bancada, pesquisas
realizadas em modelos ecossistémicos como micro e mesocosmos e testes in situ e ex situ
(MORAIS et al., 2014).

Apds sua aplicacdo, os agrotdxicos entram em contato direto com o compartimento
terrestre, afetando diversos organismos ndo alvo. Estudo como de Ogura (2023), evidenciam
que o inseticida fipronil é capaz de reduzir o tamanho das raizes das espécies Dolichos lablab,
Lupinus albus e Canavalia ensiformis, mesmo nas menores concentragdes testadas (60 pg/L).
Triques et al. (2021) observaram gque, mesmo em doses menores ao recomendado para a sua
utilizacdo, foram comprovados efeitos negativos em espécies de plantas e organismos de solo
expostos aos agrotoxicos 2,4-D e fipronil. Quando testada a % da dose recomendada nos
testes de germinagéo (2.35 mg/Kg), houve reducdo na germinacdo de 90% e 95% para as

espécies vegetais Allium cepa e Raphanus sativus, respectivamente. Para a espécie de
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colémbolo Folsomia candida, verificou-se efeitos dos agrotdxicos na sobrevivéncia e
reproducdo, mesmo em concentragdes bem abaixo da dose recomendada (até 8 vezes menor).
Pedro (2008) avaliou os efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos sob a espécie vegetal
A. cepa, registrando aberracdes cromossdmicas e a presenca de células micronucleadas apos
exposi¢do aos agrotoxicos.

Os efeitos dos agrotoxicos fipronil e 2,4-D sobre 0s organismos aquéaticos e terrestres
estdo sendo reportados em diversos estudos. Moreira et al. (2021) mostraram, por meio de
testes de evitamento com gradientes de agrotoxicos, que a espéecie de peixe D. rerio evitou as
mais altas concentragdes de 2,4-D e fipronil testadas (50, 75 e 100 mg i.a./L para o fipronil e
1000, 1500 and 2000 mg i.a./L para 2,4-D) e que a espécie de peixe Hyphessobrycon eques
evitou concentracdo mais alta de 2,4-D (2000 mg i.a./L). Os autores também verificaram que
houve reducdo significativa da enzima Acetilcolinesterase (AChE) na espécie D. rerio,
afetando sua natacdo e velocidade maxima. Viana et al. (2021) também verificou efeitos ao
avaliar a toxicidade do 2,4-D e fipronil sob a espécie D. rerio. Foram comprovados que 0 2,4-
D e fipronil bioconcentraram no corpo dos organismos testes, com fator de bioacumulagédo
(BCF) de 1,092 para o fipronil e 1,373 para o 2,4-D. As branquias dos peixes expostos
também tiveram alteracdes histopatoldgicas e aumento da area fracional das células cloreto.

Nakagome et al. (2006) também demonstraram efeitos toxicos ao expor a espécie de
cladécero D. magna aos contaminantes 2,4-D, fipronil e outros. Foram encontrados para o
2,4-D uma CEsg de 407,30 mg/L e para o fipronil uma CEso de 0,15 mg/L. Os autores
explicam que o fipronil teve maior potencial de impacto ecoldgico sobre D. magna quando
relacionado com o 2,4-D, apesar de ambos serem considerados agentes toxicos. Pinto et al.
(2021) realizaram ensaios de toxicidade com a espécie bent6nica C. sancticaroli e relataram a
diminuicdo da sobrevivéncia larval nas concentracdes mais altas testadas com fipronil (0,7
pg/L), sendo que nos testes subletais houve diminuigdo e consequente redugdo na biomassa
dos organismos em até 72%. Nas maiores concentracGes de 2,4-D (426 ug/L) verificou-se a
reducdo da largura da capsula cefalica, demonstrando ainda efeitos sinérgicos que poderiam
potencializar os riscos para 0s ecossistemas aquaticos quando analisadas as misturas dos
agrotoxicos.

Nocelli et al. (2019) relataram a diminuicdo na longevidade de abelhas Melipone
scutellaris quando expostas a doses comerciais do 2,4-D, indicando que esse herbicida tem
capacidade de comprometer a sobrevivéncia das abelhas de forma direta e que, indiretamente,

pode afetar o processo de polinizagcdo. Marouani et al. (2017) mostraram, por meio da
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exposicdo de ratos Wistar ao 2,4-D (100 e 200 mg/espécime), que o agrotdxico foi
responsavel pela reducdo significativa do peso corporal, dos testiculos, das vesiculas seminais
e da prostata da espécie testada apos 24 dias de exposicdo. Além disso, ocorreram
anormalidades no esperma dos ratos testados em comparagdo com o controle, indicando a
toxicidade do 2,4-D. Tayeb et al. (2010) e Bharatiya et al. (2020) também obtiveram
resultados semelhantes ao analisar os efeitos toxicos do 2,4-D e fipronil em ratos,
evidenciando alteragbes no figado e no sistema neuroldgico, respectivamente.
Adicionalmente, os autores verificaram aumento significativo no peso do figado no final da 42
semana de exposi¢do, além de inducdo a ruptura da medula hepética, necrose focal, dilatacdo
dos vasos e ndcleo picnoético. J& os efeitos neuroldgicos evidenciados por Bharatiya et al.
(2020) foram comprovados ap6s andlise da neurotoxicidade causada pela exposicdo ao
fipronil, nos neurénios dopaminérgicos nigroestriatais, responsaveis por causar deficits
motores e ndo motores. Margarido et al. (2013) avaliaram respostas de biomarcadores apds
exposicao do agrotdxico fipronil a espécie de girinos Scinax fuscovarius. Apés exposic¢éo, foi
evidenciado que a proteina glutationa-S-transferase (GST) foi inibida nos girinos e a atividade
da glutationa redutase (GR) variou de acordo com o periodo de exposicao e a concentracao de
pesticidas.

Portanto, avaliar os efeitos dessas substancias na biota é extremamente necessério,
uma vez que, através desta avaliacdo é possivel estimar quais as consequéncias nos
ecossistemas, evidenciar as implicacGes e interferéncias nos ciclos de vida e teias alimentares
dos ecossistemas, estimar riscos ambientais e ecoldgicos, além de sugerir possiveis medidas
de mitigacdo (MOREIRA et al., 2021). Além disso é importante evidenciar que 0s ensaios
ecotoxicoldgicos também sdo usados como ferramenta de avaliacdo de tecnologias de
tratamento de solos e aguas contaminadas com agrotdxicos, através da comparacdo dos
ensaios de toxicidade de solo/agua tratados com o controle. Entretanto, os autores Ogura et al.
(2021) mencionam que ainda existe uma lacuna em relacdo a esta avaliagdo conjunta,
referente a eficiéncia dos tratamentos de solos/agua contaminados com agrotoxicos

juntamente com ensaios ecotoxicolégicos.
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5. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida conforme fluxograma apresentado na Figura 2. Os testes
multiespécie com organismos de solo foram realizados em microcosmos como unidades
experimentais. Os endpoints analisados nos microcosmos foram sobrevivéncia, reproducdo e
alimentacdo da espécie de enquitreideos Enchytraeus crypticus (Enchytraeidae: Oligochaeta)
e emergéncia e crescimento da planta Eruca sativa. Apos os 28 dias de testes in situ com 0s
organismos de solo e com a espécie vegetal, o solo do microcosmo foi quarteado para
diferentes finalidades. Equivalente a % do solo foi utilizado para analises quimicas dos
agrotoxicos, testes de germinagdo com a espécie E. sativa e preparo do elutriado para
avaliacdes ecotoxicologicas com a espécie aquatica Daphnia similis (Crustacea: Daphnidae).
O restante do solo (%) foi utilizado para contagem dos enquitreideos. Os testes em
microcosmos, com solo e elutriato, foram realizados mediante comparagdo dos tratamentos
com o grupo controle e auséncia e presenca de biochar, avaliando-se o potencial de redugéo
da ecotoxicidade dos agrotoxicos em seus respectivos tratamentos. O tdpico 5.5 mostra de
forma detalhada o procedimento para analise de cada endpoint avaliado nas respectivas etapas

da pesquisa.

Figura 2. Fluxograma do delineamento experimental.

— Teste multiespécie em microcosmos A Solo L Elutriato

L Enchytraeus crypticus Eruca sativa L Eruca sativa L Daphnia similis | | Eruca sativa
Sobrevivéncia Emergéncia Emergéncia Mortalidade Emergéncia
Alimentagéo Crescimento Crescimento Alimentagido Crescimento
Reprodugdo Biomassa seca e

fresca

Fonte: Autor (2023)

37



( EESC - USP
s
5.1. Biochar: producéo, preparo e caracterizacao

O biochar utilizado na presente pesquisa foi cedido e caracterizado por Matheus
Bortolanza Soares, Doutorando do Programa de Pds-graduacdo em Solos e Nutricdo de
Plantas do Departamento de Ciéncia do Solo, da Escola Superior de Agricultura "Luiz de
Queiroz", Universidade de S&o Paulo, campus Piracicaba. O biochar foi produzido a partir da
palha da cana-de-acucar (Saccharum officinarum), residuo agricola abundante no Brasil
devido a tendéncia da colheita mecanizada sem queima prévia da cana. Para a producdo do
biochar, a matéria prima foi colocada em um reator duplo selado para evitar a entrada de Oo.
O forno do reator foi aquecido a uma taxa de 5°C min™* com temperatura final de pirélise de
550 °C.

A composicdo elementar do biochar foi determinada de acordo com a EPA 3051A
(USEPA, 2007). Para este procedimento, 1 g de biochar foi transferido para tubos de micro-
ondas preenchidos com 10 mL de HNO3z concentrado. Apo6s digestdo e filtracdo, os extratos
foram quantificados por espectroscopia de emissdao Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES). Os teores de carbono e nitrogénio do biochar foram determinados por
combustdo usando um analisador elementar (LECO 828 Series Combustion - Shimadzu). Os
teores de cinzas, carbono fixo e materiais volateis foram determinados pelo método da mufla
(ASTM, 2007). Para determinacédo destas analises, os cadinhos cerdmicos foram lavados com
HCI 9,5% e depois secos. As amostras foram colocadas no forno pré-aquecido a 750 °C por
10 min e, em seguida, transferidas para o dessecador onde permaneceram até o resfriamento.
O conteudo de cada variavel foi calculado pela diferengca de massa antes e apds o
aquecimento.

A éarea superficial do biochar foi estimada pelo método de sor¢do de N3, e entdo os
dados foram ajustados pela isoterma BET (Soares et al., 2022). O potencial de liberacdo de
carbono organico dissolvido (DOC) do biochar e o pH do DOC foram determinados de
acordo com as diretrizes do guia de métodos analiticos para biochar (Singh et al., 2017). Para
determinacdo do DOC, amostras de 5 g de biochar foram agitadas com 50 mL de agua
deionizada (1:10 p/v) em um agitador horizontal por 1 h a 21+2 °C, ap6s extracdo do DOC as
amostras foram filtradas em filtro de nylon (0.22 um) e o teor de DOC foi quantificado em
analisador elementar (TOC-L Shimadzu). A area superficial especifica foi estimada pela

sorcéo de N2 e pelo ajuste de isoterma de BET (Song and Guo, 2012).
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A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi realizada
para obter os grupos funcionais de superficie presentes no biochar. Para anélise FTIR, as
amostras de biochar (n = 3) foram previamente secas e posteriormente montadas em pellets
com KBr (diluicdo de 300:1). As leituras de espectro foram obtidas com resolugéo de 2 cm™,
varrendo o espectro de 4000 a 500 cm™ (Wang et al., 2019) com a aquisi¢do de 60 varreduras
por amostra em equipamento FTIR Alpha Bruker I. Antes da andlise das amostras, o
equipamento foi calibrado por meio da aquisicdo de espectro de fundo obtido usando uma
amostra de suporte recoberta com ouro. As correcdes para interferéncia atmosférica (CO. e
vapor d'adgua), subtracdo de fundo e média espectral foram feitas usando o pacote de software
OPUS/Mentor. Os espectros foram pré-processados pelo método de suavizacdo de Savitzky-
Golay, com polindbmio de 15 pontos para reduzir as oscilacdes eletrbnicas e naturais. A
morfologia do biochar foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (FEI
QUANTA FEG 250) com feixe de 15 kV e aumento de 250x. Para a anélise MEV, as
amostras foram submetidas a pressao fixa de 5,87 x 10 Pa.

5.2. Coleta e caracterizacéo do solo

O solo natural foi coletado nas dependéncias do Centro de Recursos Hidricos e
Estudos Ambientais (CRHEA), da Escola de Engenharia de Sao Carlos, da Universidade de
Sao Paulo (EESC/USP), localizado no municipio de Itirapina, Sdo Paulo, Brasil (22°01°22” S,
43°57°38” W). De acordo com trabalhos anteriores, ndo ha histérico de contaminagdo por
agrotoxicos no local indicado para amostragem (Ogura et al., 2023). Toda a caracterizagdo foi
feita pelos autores Ogura et al. (2022) e Figueiredo et al. (2019), conforme descrito na Tabela
2.

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos analisados para caracterizagdo dos compartimentos de solo.

Parametro Método Referéncia
pH Medidor de pH (Monteiro; Frighetto, 2000)
Umidade Gravimetria (Monteiro; Frighetto, 2000)
Capacidade deézrlrjr;azenamento de Gravimetria (Monteiro; Frighetto, 2000)
Nitrogénio organico total Espectrofotometria (APHA, 1995)
Fdsforo total Espectrofotometria (APHA, 1995)
Matéria organica Incineracdo (Trindade, 1980)
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Metais Espectrofotometria (APHA, 1995)

Granulometria Peneiramento (ABNT, 2018)

Massa especifica Peneiramento (ABNT, 2016)

Capacidade de troca de cations Azul de metileno (Pejon, 1992)
(CTC)

Oxidacdo por combustdo catalitica
Substancias himicas com detecc¢do infravermelha ndo (IHSS, 2009)
dispersiva (NDIR)
Agrotoxicos 2,4-D e fipronil LC-MS/MS (Goulart et al., 2020)

Fonte: Adaptado de Ogura et al. (2022) e Figueiredo et al. (2019)

5.3. Organismos testes, condicao de cultivo e sensibilidade

Os invertebrados terrestres E. crypticus foram obtidos das culturas estabelecidas no
laboratério do NEEA/EESC/USP, as quais tém sido mantidas sob condicGes controladas de
temperatura (20 + 2 °C) e fotoperiodo (16L:8E), com manutencdo do teor de umidade no
substrato (suprimento de agua mineral) e disponibilidade de alimento (aveia em flocos finos),
de acordo com os procedimentos de cultivo recomendados pela norma ABNT NBR 16387
(ABNT, 2012).

Os organismos da espécie D. similis também foram obtidos dos cultivos continuos
estabelecidos no NEEA/EESC/USP, os quais sd&0 mantidos em incubadora sob condicdes
controladas de temperatura 20 + 2 °C e fotoperiodo 16L:8E, com fornecimento de alimento a
cada dois dias, utilizando a alga Raphidocelis subcapitata (10° células/mL) e um
complemento alimentar a base de racdo fermentada (1 mL/L), seguindo as recomendac@es das
normas ABNT NBR 12713 (ABNT, 2016). Testes de sensibilidade foram realizados
mensalmente com a espécie, utilizando as substancias de referéncia cloreto de sodio (NaCl),
expresso em CEsg em 48h.

As sementes de E. sativa foram adquiridas em comercio especializado (Feltrin®), com
potencial de germinacdo de 98%. A microalga R. subcapitata utilizada no experimento de
alimentacdo com D. similis foi obtida de culturas de laboratorio preparadas e mantidas
conforme OCDE (2011).
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5.4. Microcosmo e teste multiespécie

Para a avaliacdo da eficiéncia do biochar em diminuir a ecotoxicidade dos solos
contaminados com os agrotoxicos 2,4-D e fipronil, foram construidos microcosmos terrestres
em recipiente com capacidade de 1 kg. Os ambientes terrestres foram preparados utilizando
recipientes cilindricos de pléstico transparente, com dimensdes de 15 cm de didmetro e 12 cm
de altura, posicionados em bancada. Foram utilizadas 32 unidades experimentais no total para
tratamento de solo com a presenca e auséncia do biochar em diferentes tratamentos. As
quantidades/massa de biochar testadas nos tratamentos foram escolhidas com base na
literatura sobre o tema, sendo estabelecida a dosagem de 3% de biochar (~30g) em relagéo ao
solo (Brito et al., 2020). Foram adotados 0s seguintes cenarios de exposi¢do, com quatro

réplicas para cada cenario:

a. Controle (+) somente com o solo e controle (-) com o solo e biochar
b. DMA® 806 BR + solo e DMA® 806 BR + biochar

c. Regent® 800 WG + solo e Regent® 800 WG + biochar

d. Mistura dos agrotoxicos + solo e mistura dos agrotoxicos + biochar

Os microcosmos para os testes em solo foram preenchidos com cerca de 800 g de solo.
Inicialmente, o solo ja desfaunado foi revolvido de forma homogénea com o biochar para
condicionamento e ativacdo do biochar por 28 dias em incubadora (temperatura 20 + 2 °C e
fotoperiodo 12L:12E). Feito isso, os agrotdxicos foram aplicados nos respectivos tratamentos
apos preparacdo das solugdes-estoque. A contaminacdo foi realizada de forma superficial com
auxilio de um Becker de 100 ml. Os agrotoxicos foram aplicados nas unidades experimentais
em dosagem Unica (no inicio do experimento), e as dosagens tedricas dos agrotdxicos nas
solugBes-estoque (11,75 mg/L de 2,4-D e 2,0 mg/L de fipronil) foram calculadas baseada nas
doses recomendadas do fabricante de ambos os produtos comerciais para cultura de cana-de-
acucar, sendo 1-1,5 L/ha para o herbicida DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D) e 192 g/ha para 0
inseticida Regent® 800 WG (i.a. fipronil). Sendo assim, baseado na quantidade de solo de
cada microcosmos, as concentracdes previstas dos agrotoxicos em cada recipiente foram de
1,46 mg/L de 2,4-D e 0,25 mg/L de fipronil. Para os experimentos com misturas, foi
considerada uma mistura dos agrotéxicos na proporcdo de 1:1. O passo a passo e etapas

envolvidas no experimento com o microcosmo terrestre estao apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Etapas envolvidas no experimento com o0 microcosmo terrestre.
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Fonte: Autor (2023)

A contaminacdo com os agrotdxicos foi feita com a inser¢do de 100 ml da solucgéo
estoque nos respectivos recipientes, calculado baseado na area superficial de cada protétipo
(0,013 m?). A eficiéncia da utilizagdo do biochar em reduzir a ecotoxicidade dos solos
contaminados com 2,4-D e fipronil foi avaliada apds comparacédo entre os tratamentos com 0s
controles e por meio dos bioindicadores nos testes ecotoxicolégicos. A Figura 4 representa 0s
protoétipos individuais nos tratamentos com a presenca e auséncia de biochar, bem como os
cenarios de exposicao e as réplicas adotadas para a presente pesquisa. Em seguida a figura 5
apresenta fotografias das condicOes e etapas da pesquisa. As imagens da figura 5 representam:
@ Montagem do microcosmo ® Contaminagdo do microcosmo © Disposicdo aleatoria do
microcosmo @ Bait Lamina para testes de alimentacdo © Vista superior do microcosmo @
Vista frontal do microcosmo @ Teste germinacdo com solo ™ Producéo do elutriato em banca
agitadora ) Teste agudo com a espécie D. similis @ Recipientes do teste pds-exposi¢do com a
espécie D. similis ® roda giratoria para teste pds-exposicido ' Teste de germinacdo com

elutriato.
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Figura 4. Modelo da unidade experimental (microcosmo)
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Fonte: Autor (2023)
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Figura 5. Condic0es e etapas no desenvolvimento
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(a) Montagem do microcosmo (b) Contaminagdo do microcosmo (c) Disposicao aleatoria do microcosmo (d)
Bait LAmina para testes de alimentacdo (e) Vista superior do microcosmo (f) Vista frontal do microcosmo (g)
Teste germinagdo com solo (h) Producdo do elutriato em banca agitadora (i) Teste agudo com a espécie D.
similis (j) Recipientes do teste pds-exposicdo com a espécie D. similis (K) roda giratdria para teste pos-exposicao
() Teste de germinacéo com elutriato.

Fonte: Autor (2023)
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5.5. Analises ecotoxicoldgicas

5.5.1. Andlise de ecotoxicidade: microcosmo

Foram realizados testes ecotoxicol6gicos para confirmar se o biochar foi capaz de
reduzir a ecotoxicidade do solo e &gua, utilizando organismos terrestres e aquéticos. Os testes
de ecotoxicidade com enquitreideos (E. crypticus) seguiram as diretrizes e procedimentos
apresentados na norma ABNT NBR 16387 (ABNT, 2012). Para cada cenéario de exposicéo,
foram expostos dez organismos no proprio microcosmo durante 28 dias. Os ensaios foram
realizados com quatro réplicas (n = 4), e conduzidos sob condic¢des de temperatura de 20 + 2
°C e de fotoperiodo de 16L:8E. Os organismos foram alimentados no inicio do ensaio, com 50
g de massa seca de aveia moida por recipiente-teste. Durante 0s ensaios, o teor de umidade do
solo foi ajustado semanalmente. Os endpoints observados ap6s 28 dias foram: nimero de
adultos sobreviventes (sobrevivéncia), juvenis produzidos (reprodugdo) e alimentacdo por
meio da Bait Lamina inserida em cada microcosmo, conforme metodologia estabelecida pelo
manual de ecotoxicologia terrestres da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria -
EMBRAPA (BROW et al., 2019). Em cada microcosmos foi adicionado uma Bait Lamina no
inicio do experimento com todos os orificios preenchidos com alimento feito & base de aveia.
Ao final do experimento foram contabilizados a quantidade de orificios sem alimento de cada
Bait Lamina. Apos isso, ¥ do solo foi separado para analises quimicas e experimentos com o
solo e o restante (%) foram preservados com aproximadamente 500 ml de alcool e 10 ml de
do corante quimico rosa bengala para posterior contagem dos enquitreideos. A contagem dos
organismos corados foi feita de forma manual com auxilio de lupa de 100mm e bancada de
luz.

Os testes de emergéncia e crescimento com a planta terrestre Eruca sativa realizados
nas unidades experimentais, seguiram os procedimentos recomendados pela ABNT NBR
11269 (ABNT, 2014). Em cada unidade experimental foram expostas 10 sementes da espécie
escolhida. O plantio foi realizado imediatamente apds o tratamento com agrotdxicos. Os
ensaios tiveram duracdo de 28 dias no total. Foram observados os seguintes endpoints:
emergéncia; comprimento da parte aérea; biomassa fresca e seca. Ao final dos 28 dias, as

plantulas foram retiradas dos respectivos tratamento e medidas manualmente.
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Foram realizados teste de germinacdo com solo oriundo do microcosmo com a espécie
E. sativa, sequindo ABNT NBR 11269 (ABNT, 2014). Para cada réplica de cada cenario de

exposi¢do foi adotado trés subréplicas, totalizando 96 placas de Petri. Foram adicionados em

cada placa de Petri, aproximadamente 10 g de solo e 10 sementes de E. sativa. Com uma

pipeta Pasteur, 2 mL de agua destilada foram adicionados em cada placa de Petri no inicio do

experimento. Apds 5 dias a 20 +

2 °C e sem a presenca de luz, foram contabilizados a

quantidade de sementes emergentes em cada tratamento, bem como o comprimento da parte

aérea e raiz. Por meio da Figura 6 é possivel analisar o cenério de réplicas e subréplicas do

teste.

Figura 6. Esquema do teste de germinacgéo com a espécie Eruca sativa.
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5.5.3. Analise de ecotoxicidade: elutriato

Foram adotados a proporcdo de 1:4 na producdo do elutriato, equivalendo a 40g de
solo em Erlenmeyer de 250 ml com 160 ml de agua destilada em mesa agitadora na
velocidade de 200 rpm conforme metodologia descrita em Antunes et al, (2010). Os testes de
toxicidade aguda com D. similis foram realizados conforme os procedimentos descritos na
norma ABNT NBR 13373 (ABNT, 2017). Inicialmente, foram realizados testes de toxicidade
aguda, nos quais os organismos foram expostos ao elutriato, com quatro réplicas (n = 4), com
cinco juvenis cada (com idade inferior a 24 h) por 48 h. O endpoint observado foi a
imobilidade dos organismos. Posteriormente, foi realizado o teste pds-exposi¢cdo com 0s
organismos que sobreviveram ao teste de toxicidade aguda, a fim de avaliar se 0s agentes
estressores interferiram na taxa de alimentacdo dos organismos. Para tal, o protocolo
desenvolvido por McWilliam e Baird (2009) foi adaptado. Em vidro ambar (80 mL) foram
adicionados 10 organismos em solucdo de ASTM com R. subcapitata a uma concentracao de
10° células/mL. Os testes foram realizados em triplicata, sendo trés recipientes (n = 3) sem a
adicdo de organismos para verificar a densidade final de algas sem interferéncia dos
claddceros. Os organismos se alimentaram por 4 h na auséncia de luz, em agitacéo leve (1
rmp), para que, posteriormente, fossem removidos dos recipientes. Por fim, foram medidas as
taxas de alimentacdo atraves da diferenca das densidades de algas nos frascos com e sem
organismos. Para isso, amostras de cada um dos frascos (1800 ul) foram preservadas em
eppendorf com 200 uL de formol com borax, para posterior contagem em citdmetro de fluxo
no departamento de Hidrologia na Universidade Federal de Sdo Carlos conforme metodologia
estabelecida em McWilliam et al, (2002).

A taxa de alimentacdo pds-exposicdo foi calculada utilizando a Equacdo 1 (Allen et
al., 1995; Mcwilliam e Baird, 2002).

F=Vx(CO-Cf)/t Equagéo (1)

onde:

F = taxa de alimentagio (organismos celulares * h™1);
V = volume de meio no recipiente de ensaio (80 mL);
CO0 = concentracdo inicial de células (nimeros mL™1);
Cf = a concentragéo final de células (nimeros mL"1);

t = a duracdo da experiéncia (4 h);
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Foram realizados também testes de germinacdo com E. sativa seguindo a mesma
metodologia no topico anterior. Todavia, os testes foram realizados em filtro de algodéo e
umedecidos com 1 mL do elutriato gerado a partir do solo do microcosmos (ABNT, 2014).

As caracteristicas fisicas e quimicas das amostras do elutriato foram medidas,

conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros fisico-quimicos a serem analisados para caracterizagao do elutriato

PARAMETRO METODO REFERENCIA
pH Potenciémetro Micronal B374 -
Oxigénio dissolvido (OD) Oximetro YSI -
Condutividade Condutivimetro Orion 145A -

Dureza Titulagio (Clesceri; G;zegnBt;aerg; Eaton,
Turbidez Turbidimetro Hach DR/2000 (APHA, 1995)

Sélidos dissolvidos totais (SDT) Medidor de condutividade -
Salinidade Medidor de condutividade -

Fonte: Autor (2023)
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5.6. Analises quimicas dos agrotdxicos

As concentracfes das solucbes-estoque de 2,4-D e fipronil foram confirmadas por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS). Cada
solucgéo foi medida em triplicata (n = 3) no mesmo dia da preparagéo e aplicacdo nas unidades
experimentais. Houve a quantificacdo dos agrotoxicos nas amostras de solo e de &gua
(elutriato) utilizadas para os testes de toxicidade, seguindo 0 mesmo método analitico. Todo o
procedimento de analise foi baseado em Goulart et al. (2020).

As matrizes geradas nesse experimento foram destinadas ao Laboratorio de Quimica
Ambiental, da Universidade Estadual de Campinas (LQA — Unicamp, sob a supervisdo da
Dra. Cassiana Carolina Montagner), para a quantificacdo dos residuos de agrotoxicos
presentes nas amostras. As amostras de agua foram filtradas diretamente em vial de vidro
ambar de 2,0 mL, utilizando filtro de seringa de PTFE hidrofébico com porosidade de
0,22 pum. Como j4 citado a analise dos compostos foi realizada através da utilizacéo da técnica
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS). Para
isso, foi utilizado um cromatégrafo Agilent modelo 1200, equipado com bomba binaria,
injetor automatico e compartimento de coluna termostatizado. A separacdo cromatografica foi
realizada em uma coluna Zorbax SB-C18 (2,1 x 30 mm, tamanho de particula de 3,5 pum) a 30
°C. A fase mdvel constituida de agua ultrapura (A) e metanol (B), previamente filtrados em
membranas com 0,2 um de porosidade, contendo 0,01% (v/v) de NH4OH, aditivo utilizado
para favorecer a formacao de ions no modo negativo. A separacdo cromatografica realizada

em composicao gradiente esta descrito na tabela 2, na vazao de 0,3 mL min-1.

Tabela 4. Composicéo da fase movel aquosa (A) e organica (B) do método cromatogréafico para o modo de
ionizacéo negativo.

Tempo (min) A (%) B (%)
0,00 70 30
5,00 20 80
6,00 20 80
11,00 70 30
16,00 70 30

Fonte: Montagner (2021)

Os compostos foram ionizados em uma fonte de electrospray no modo negativo e

monitorados pelo modo MRM (Multiple Reaction Monitoring), de acordo com os parametros
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descritos na Tabela 5. As curvas analiticas foram construidas de acordo com a area obtida

para cada composto em fungédo de sua concentragao.

Tabela 5. Parametros da espectrometria de massas para os compostos analisados

e O oy SE S
2,4-D 220'31'82,38'9 i 163 - 161 - 125 70-70-70 12-14-18
Fipronil 434'%1;94,34'9 T 330-250-183  100-100-100 10— 15-30

Fipronil sulfide ~ 419-419-419 %29 51397 135135135 520 -28
Fipronil sulfona 451 — 451 - 451 414'92;32181’9 T 100-100-100 10— 28-40

Fonte: Montagner (2021)

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) instrumentais foram obtidos pela
relacdo sinal/ruido do equipamento. Para o LD foi utilizado uma razdo sinal/ruido igual a 3 e
para o LQ uma razdo sinal/ruido igual a 10. O coeficiente de determinacéo (R?) foi obtido a

partir das curvas analiticas. Esses parametros estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 6. Limite de detec¢do (LD), limite de quantificacdo (LQ) e coeficiente de determinacdo (R2) para 0s

analitos
Analito LD (ugLY) LQ(uglL? R?
2,4-D 1,0 5,0 0,9984
Fipronil 0,05 0,1 0,9977
Fipronil sulfide 0,1 0,5 0,9984
Fipronil sulfona 0,05 0,1 0,9992

Fonte: Montagner (2021)

5.7. Andlise estatistica

Todos os resultados dos testes realizados foram analisados utilizando ANOVA de duas
vias para analisar os efeitos dos agrotoxicos na presenca e auséncia do biochar e a interacédo
entre eles. Por conseguinte, foi realizado teste de comparacdo multipla, por meio de teste pos-
hoc de Tukey usando o pacote “Desc Tools” desenvolvido por Signorell et al., 2022. Os
requisitos de homogeneidade de variancia e normalidade dos residuos foram avaliados por
teste de Levene e Shapiro-Wilk, usando o pacote “Car” desenvolvido por Fox and Weisberg.,
2019, no software R (R CORE TEAM, 2018) usando a aplicacdo do R Studio. Todas as

comparagOes foram feitas em um intervalo de confianca de 95%, considerando p < 0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Caracterizacdo do biochar

Toda a discusséo e caracterizacdo acerca das caracteristicas do biochar utilizados na
presente pesquisa foi conduzida e reportada nos artigos de Soares et al. (2022a) e Soares et al.
(2022b). A fim de analisar a morfologia do biochar da palha da cana-de-acucar, foi utilizada
a microscopia eletronica de varredura que permite a formacdo de uma imagem a partir do
resultado de uma interacdo de feixe de elétrons incidente sobre o material observado. A
imagem 7A) mostra a captacdo de imagem do biochar na escala de 500 pm e a imagem 7B)
registra o biochar na escala de 100 um. De acordo com Soares et al. (2022), a temperatura de
pirolise de 550°C influenciou na decomposicdo da matéria-prima utilizada (palha da cana-de-
acucar), uma vez que, ao aumentar a temperatura, houve a exposicao das camadas subjacentes
do biochar e, por consequéncia, uma melhor estrutura de poros. Conz (2015) também explica
que a temperatura de pir6lise € um importante parametro ao analisar morfologicamente a
estrutura do biochar, uma vez que ocorre o derretimento, fusdo e quebra do material,

modificando sua estrutura conforme aumento da temperatura.

Figura 7. Microscopia eletronica de varredura para avaliar a morfologia do biochar.

Fonte: Soares et al. (2021)

E possivel observar, em relacéo a estrutura de poros do biochar, uma semelhanca com
a forma de favo de mel. Soares et al. (2022) explicam que tal analogia pode estar relacionada
ao esqueleto carbonaceo da estrutura capilar biologica da palha da cana-de-aglcar. A
resisténcia das estruturas da biomassa da matéria prima, como as paredes celulares e 0s vasos

condutores séo razdes para que haja semelhancgas estruturais nos poros do biochar, quando
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analisado de forma microscopica. Conz (2015), ao observar a superficie do biochar feito da
palha da cana-de-aglcar, também encontrou semelhangas morfoldgicas (e.g., estdmatos,
tricomas, vasos e parede celular) decorrentes da temperatura de pirdlise.

Verifica-se, na Figura 8, a variacdo das ondas de absorbancia da radiacdo
infravermelho do biochar produzido. Soares et al. (2022) explicaram que esses grupos
funcionais permitem analisar a interacdo do biochar com o meio, bem como sua capacidade
de sorcdo, uma vez que alguns grupos como C—0O ou C—O—H se ligam aos contaminantes
podendo reduzir sua mobilidade ou biodisponibilidade para a biota vegetal e animal. Nesse
caso, a temperatura ndo so alterou a composicdo e estrutura do biochar, mas também diminuiu
0s grupos funcionais organicos presentes em sua superficie conforme aumento da
temperatura. Os espectros FTIR (infravermelho por transformada de Fourier ou Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) indicaram picos de absor¢éo claros em 3400, 1630, 1415 e
1072 cm™,

Figura 8. Grupos organicos funcionais obtidos por FTIR
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Fonte: Adaptado de Soares et al. (2021)

A capacidade do biochar sorver contaminantes depende da matéria prima e da
temperatura final de pirolise. Soares et al. (2022) verificaram que 0 aumento da temperatura
de pirdlise para producdo de biochar de palha de cana-de-acUcar resulta em biomaterial com
menor diversidade de grupos funcionais de superficie. Na presente pesquisa, verificou-se a
presenca de pico de absorcdo em 3400 cm™ relacionado a vibragdo de estiramento O-H
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associada aos grupos hidroxila resultantes da perda de hidratacdo quando comparado ao
biochar de menor temperatura. Os picos presentes no intervalo de 1800-1600 cm™
diminuiram a medida que a temperatura de pirdlise aumentou (>350 °C). Os picos presentes
no intervalo de 1600-1800 cm™ representam o alongamento C=O presente em grupos
carboxila, cetona conjugada e/ou quinona. Além dos picos presentes no intervalo de 1800-
1600 cm™, a reducdo nos picos de absorcdo em 1100 e 1070 cm™ representam,
respectivamente, a possivel perda de grupos C-O atribuidos aos grupos fendlicos e/ou
carboxilicos e grupos C-O-C presentes em polissacarideos. De maneira geral, a perda dos
grupos funcionais devido ao aumento da temperatura foi resultado da despolimerizagéo,
volatilizagdo e reorganizacdo estrutural. A perda desses grupos funcionais devido a
temperatura de pirolise pode indicar uma limitacdo do biochar em sorver contaminantes por
meio de eletroestatica.

A caracterizagdo geral feita do biochar produzido a uma temperatura de 550°C
(BC550) esta apresentada na Tabela 7, considerando a média de quatro repeticdes adotadas

para cada parametro.

Tabela 7. Caracterizagdo geral do biochar

. N C Umidade  Material ~ Cinza C fixo COD 2
Biochar (%) (%) C/N (%) Volatil (%) (%) (%) pH (mg/L) ASE m?/g)
0,77 526 687 2,34 46,0 10,2 41,2 93 1,79 2234
BC550 * * * * * * * * * *
0,01 047 130 0,02 0,14 0,24 0,22 0,06 0,03 22,99

N: Nitrogénio; C: Carbono, COD: Carbono Organico Dissolvido; ASE: Area Superficial Especifica

Fonte: Adaptado de Soares et al. (2021)

O biochar possuiu teor de Carbono (C) e Nitrogénio (N) de 52,6% e 0,77%,
respectivamente, sendo a relacdo entre eles no valor de 68,7. Na matéria prima (palha da
cana-de-agucar) os valores encontrados foram de 36% de C e 0,4% de N. Ao analisar
diferentes temperaturas de pir6lise em seu estudo com biochar, Soares et al. (2022)
concluiram que a temperatura de 550°C foi suficiente para aumentar os teores de N em 17%
em relacdo aos biochars produzidos em temperaturas de 350 e 750°C. Os autores explicaram
que os valores de C e N encontrados no biochar (BC550) também foram maiores do que as
concentragOes na palha da cana-de-acUcar. Esses valores de C podem ser explicados devido a

remocdo de compostos organicos volateis e de baixa resisténcia térmica, por meio da
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temperatura alta e lenta, do qual fizeram permanecer apenas a fase sdlida do biochar,
aumentando, assim, a concentracdo de C (Veiga et al., 2021). Mesmo acima do valor
encontrado na matéria prima, o N encontrado no biochar ndo foi alto (0,77%), quando
comparado com outros biochars produzidos da mesma matéria prima como 1,8% (CONZ,
2015), 3% (BUENO, 2017) e 7,8% para bagaco da cana-de-agUcar (LOPES, 2022). Em
temperatura de pirdlise de 550°C, esperava-se que o teor de N fosse maior, conforme os
estudos supracitados. Todavia, o resultado encontrado pode ser explicado em funcdo das
possiveis perdas de N durante o processamento e queima do biochar, uma vez que tais agdes
favorecem a liberacdo de N2> e CO, das estruturas organicas presentes no biochar. O N
presente na palha da cana-de-agtcar também pode estar associado a compostos organicos de
baixa resisténcia a temperaturas, 0 que promoveria a volatilizacdo do mesmo (VEIGA et al.,
2021).

Os valores de material volatil, teor de cinza e Carbono fixo foram de 46%, 10,2% e
41,2%, respectivamente. De acordo com Conz (2015), o material volatil é liberado com o
aumento da temperatura. O teor de cinzas pode ser entendido como a parcela inorganica dos
metais presente no biochar proveniente da matéria prima. Com o aumento da temperatura,
ocorre perdas de grupos funcionais (N, H e O) nos materiais volateis, mas o C é parcialmente
liberado, uma vez que uma parte dele fica retido no biochar na forma de Carbono fixo. A
temperatura de pirélise ocorre em trés fases, sendo elas (1) perda de umidade do material em
temperatura (~200°C), (2) combustdo primaria do material e perda do material volatil com
rapida decomposicdo de hemicelulose e celuloses (200 — 500°C) e (3) combustdo do carbono
fixo, degradagéo da lignina e de demais compostos organicos que possuem fortes ligacoes
quimicas (LOPES, 2022 e SOARES, et al., 2021). Conz (2015) obteve resultados semelhantes
ao produzir o biochar com a palha da cana-de-acUcar, uma vez que houve decréscimo do
material volatil (de 90,61% na biomassa para 44,03% a 550°C), um teor de cinzas de 17% a
550°C e valores de carbono fixo de 35% a 550°C. Soares et al. (2022) também comprovaram
que a temperatura é capaz de alterar substancialmente tais pardmetros, uma vez que o teor de
cinzas aumentou em 132% e 106% em temperaturas de 750 e 550°C, respectivamente, em
relagdo ao biochar produzido sob temperatura de 350°C. Para o C fixo, os valores
aumentaram em 65% e 24% nas temperaturas de 750 e 550°C, respectivamente, sob as
mesmas comparagdes. GUPTA et al. (2020) explicam que o teor de cinzas se justifica devido
a conversdo dos compostos organicos presente na biomassa em compostos inorganicos na

forma de cinzas. O aumento do Carbono fixo em altas temperaturas esta relacionado com a
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preservacdo de compostos formados por estruturas de carbonos aromaticos. Estruturas
aromaticas sdo mais resistentes a degradacao térmica, uma vez que o aumento da temperatura
produz maior grau de polimerizacdo, resultando em um biochar com estrutura condensada de
carbono (GUPTA et al., 2020)

O valor de pH do biochar utilizado neste estudo foi de 9,3, o que pode estar associado
a presenca de carbonatos e outros sais. Além disso, as altas temperaturas resultam na
formacdo de grupos oxigenados provenientes da transformacdo térmica da celulose,
ocasionando altos valores de pH (CONZ, 2015). O pH é um parametro importante ao avaliar a
ecotoxicidade dos solos contaminados para organismos terrestres, pois influencia diretamente
0s organismos e pode afetar a disponibilidade, o transporte e o tempo de meia vida dos
contaminantes (MORRO, 2021).

Em relacdo ao Carbono Organico Dissolvido (COD), o biochar apresentou um valor
de 1,79 mg/L. Sabe-se que o COD no solo é uma importante propriedade em relagdo ao
transporte de nutrientes e poluentes, bem como funcionamento do ciclo biogeoquimico do
carbono, nitrogénio e fosforo. Uma vez aplicado, o0 COD do biochar pode ser liberado em solo
e em agua desempenhando um papel importante quanto a mobilidade, persisténcia, transporte
e destino de contaminantes (LIN et al., 2012 e BUENO, 2017). Soares et al. (2022)
mencionam que o resultado obtido pode ser explicado devido a degradacdo térmica dos
compostos de carbono de baixo peso molecular.

De acordo com Bueno (2017), a area superficial especifica (ASE) é uma propriedade
fisica dos biocarvBes que corresponde a medida da area da superficie por unidade de peso, a
qual é expressa em metros quadrados por grama (m?/g). De maneira geral, quanto maior a
ASE, maior sera a capacidade de sor¢do do biochar. A ASE € um parametro importante que
influencia de forma substancial a interacdo com o ambiente, atuando diretamente em
processos como adsorcdo, atividade microbiana, capacidade de retencdo de &gua e outros
(NOVOTNY et al., 2017). A ASE do bichar utilizado foi de 223,4 m?/g. Esse valor pode ser
considerado baixo ao comparar, por exemplo, a area superficial especifica do carvao ativado,
que varia de 800 a 1500 m?/g, chegando em alguns casos a 4000 m?/g (PEGO, 2016;
BUENO, 2017). Os valores de ASE de biochars encontrados na literatura variam, uma vez
que varidveis como temperatura e tempo de pirdlise influenciam diretamente a ASE do
biochar (JOSEPH, 2009). Os valores encontrados de ASE para biochars produzidos com
residuos da cana-de-aguticar foram de 129 m?/g (SOARES, et al., 2022 ¢ MIELKE et al.,
2022), 22,2 m?/g (PUGA et al., 2020), 197,48 m?g (HUNG et al., 2018) e 469 m?/g
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(BUENO, 2017). Ao comparar diferentes temperaturas de pirolise, Soares et al. (2022)
perceberam que, ao aumentar o calor de pirélise, houve aumento na ASE em 658% e 1211%
nas temperaturas de 550° e 750°C, respectivamente, quando comparados a 350°C. Esse
aumento pode estar relacionado com as altas temperaturas, as quais alteram a estrutura do
carbono, favorecendo a formagdo de estruturas semelhantes ao grafeno e resultando em uma
maior ASE, devido a liberagdo de constituintes volateis presentes na biomassa original.

Os dados da caracterizacdo quimica do biochar utilizado estdo descritos na Tabela 7.
Né&o foram detectados os elementos Arsénio (As), Boro (B), Bario (Ba), Mercurio (Hg), Sodio
(Na) e Chumbo (Pb) pela ICP-OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry). Houve deteccdo dos elementos: 11,2 g/Kg de Aluminio (Al), 8,3 g/Kg de
Célcio (Ca), 0,8 mg/Kg de Cadmo (Cd), 96,3 mg/Kg de Cromo (Cr), 20,3 mg/Kg de Cobre
(Cu), 6,1 g/Kg de Ferro (Fe), 5,1 g/Kg de Potassio (K), 4,1 g/Kg de Magnésio (Mg), 200
mg/Kg de Manganés (Mn), 40,5 mg/Kg de Niquel (Ni), 1,8 g/Kg de Foésforo (P), 0,5 g/Kg de
Enxofre (S), 0,5 g/Kg de Titanio (Ti) e 35,3 mg/Kg de Zinco (Zn).

Tabela 8. Caracterizagdo quimica do biochar utilizado

Variaveis Al (g/kg) As (mg/kg) B (mg/kg) Ba (mg/kg) Ca (g/kg)
Média 11,2 <LD <LD <LD 8,3
Variaveis Cd (mg/kg) Cr (mg/kg) Cu (mg/kg) Fe (g/kg) Hg (mg kg)
Meédia 0,8 96,3 20,3 6,1 <LD
Variaveis K (g/kg) Mg (g9/kg) Mn (mg/kg) Na (mg kg) Ni (mg kg)
Média 51 4,1 200,8 <LD 40,5
Variaveis P (g/kg) Pb (mg/kg) S (g/kg) Ti (g/kg) Zn (mg/kg)
Meédia 1.8 <LD 0,52 0,50 35,3

Fonte: Adaptado de Soares et al. (2021)

Soares et al. (2022) explicaram que o oxigénio diminui conforme o aumento da
temperatura de pirdlise, o que explica os valores de fdsforo, calcio e potassio, que ficam
aderidos na superficie do biocarvao, a medida que o oxigénio diminui. O biochar pode servir
como uma importante fonte de nutrientes para o solo e aos organismos, uma vez que 0S
elementos quimicos e nutrientes se concentram na superficie do biochar. Os autores
encontraram altas concentragdes de fosforo no biochar da palha da cana-de-agucar pirolisado
em 750°C, mostrando que temperaturas altas de pirolise podem se tornar uma ferramenta util
para quem pretende utilizar o biochar devido as altas concentra¢fes de fosforo. De maneira

geral, os autores concluiram que o biochar pode ser considerado um bom aditivo para
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melhoria das propriedades do solo, mas a presenga de P, juntamente com a baixa
disponibilidade de oxigénio no biochar produzidos em altas temperaturas, pode ser um fator
limitante quando aplicado para retencdo de As. Tal fato acontece devido a competicdo
especifica por sitios de sor¢do na superficie de hidroxidos de Al e Fe. Os principais elementos

quimicos na superficie do biochar foram mapeados e estdo apresentados na Figura 9.

Figura 9. Imagens do mapeamento dos principais elementos quimicos presentes na superficie do biochar

Fonte: Adaptado de Soares et al. (2021)
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O solo utilizado na presente pesquisa foi caracterizado em estudos anteriores (Ogura et

al., 2023), conforme a metodologia estabelecida no topico 5.2. Os resultados das analises de

caracterizag&o estdo descritos na Tabela 9, a seguir.

Tabela 9. Caracterizagdo do solo coletado na area do CRHEA/EESC/USP.

Granulometria

Argila [< 0,002 mm] (%) 31,9 Areia fina [0,06 — 0,2 mm] (%) 24.8
Silte [0,002 — 0,06 mm] (%) 21,7 Areia média [0,2 — 0,6 mm] (%) 20,2
Acreia [0,06 — 2,0 mm] (%) 46,4 Areia grossa [0,6 — 2,0 mm] (%) 1,4
Parametros fisicos e quimicos
pH (H20) 5,2 pH (KCI) 4,8
Potencial de oxirreducéo [Eh] (mV) 228,8 Condutividade elétrica (US cm™) 50,1
Densidade (g cm?) 1,48 indice de vazios 1,05
Umidade média (%) 14,6 Porosidade (%) 55
Massa especifica aparente (g cm®) 1,28 Massa especifica real (g cm®) 2,83
Grau de saturacgéo (%) 31 CTC (cmolc kgt) 3,47
Matéria organica e substancias humicas
Matéria organica (%) 11,4 Acido htimico (% m/m) 0,452
Extrato himico total (% m/m) 1,366 Acido falvico (% m/m) 0,914
Metais
Céadmio (mg L) <0,1 Ferro (mg L™?) 26,06
Chumbo (mg L) 0,037 Manganés (mg L) 5,705
Cromo (mg L) 12,33 Niquel (mg L) <0,1
Cobre (mg L?) <0,1 Zinco (mg LY) <0,1

Fonte: Adaptado de Ogura et al. (2023)

O solo de estudo é predominantemente constituido por areia (46,4%), seguido por uma
parcela de argila (31,9%), silte (21,7%) e areia fina (24,8%), média (20,2%) e grossa (1,4%).

De acordo com suas caracteristicas, o solo pode ser considerado como argiloso, devido a

parcela de argila (>30% de argila), quantidade alta de matéria orgénica e teor de ferro. De

acordo com Steffen et al. (2011) e Arsego (2009), as caracteristicas de um solo, como teor de

argila, pH, matéria organica e CTC, podem influenciar diretamente sua interacdo com 0s

poluentes, como os agrotdxicos, afetando, portanto, os processos de transporte, sorcao,

biodisponibilidade e degradacéo.
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A fragéo de argila e silte no solo correspondem a quase 50% da sua constituicao total,
e isso favorece a retencdo de nutrientes e de agrotoxicos por meio da sor¢do. Silva et al.
(2022) explicaram que tal retencdo em solos argilosos acontece devido as condices de
superficies hidrofilicas, causadas pela presenca de grupos hidroxilas e cations livres trocaveis.
Além disso, os autores pontuam que 0s pequenos tamanhos das particulas, presenca de cargas
negativas dos minerais argilosos e grande superficie de contato por unidade de massa séo

fatores que contribuem para a retencdo dos pesticidas no solo.

Silva et al. (2022) ainda explicam que a quantidade de matéria organica (MO) é um
fator importante a se analisar no solo, visto que estd intimamente associada com a capacidade
de sor¢do de agrotoxicos. Arsego (2009) explica que a MO deve ser levada em consideracao
em decorréncia da grande superficie especifica e da alta CTC. O solo utilizado na presente
pesquisa possui elevado indice de matéria organica (11,4%) quando comparado com o
trabalho de Junior (2022), que encontrou um valor de 0,66% em solo argiloso. O autor
também reafirma que solos com maiores teores de MO sdo mais propensos a sorver

agrotoxicos.

O valore de pH encontrado foi de 5,2 podendo ser classificado como um solo acido (<
7). O pH do solo estd intimamente relacionado a diversos fatores importantes, como
sobrevivéncia dos microrganismos no solo, disponibilidade de nutrientes disponiveis,
condicBes Otimas para cultivo. Silva et al. (2022) concluiram que o pH pode interferir na
biodisponibilidade de agrotéxicos, uma vez que houve menor sor¢do do agrotoxico estudado
(indaziflam) ao aumentar o pH do solo. Porém, os autores ressaltam que avaliar o pH dos
agrotoxicos também se faz necessario, visto que sua acidez ou alcalinidade pode alterar a

sor¢éo pelo solo.
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6.3. Quantificacdo quimica dos agrotdxicos

As concentracfes dos agrotdxicos adotadas foram baseadas nas doses recomendadas
dos produtos formulados para a cultura da cana-de-agucar (900 g/ha para o 2,4-D e 192 g/ha
para fipronil). Sendo assim, as concentracbes nominais adotadas para a solugdo-estogue foram
2,0 mg/L para o inseticida fipronil e 11,25 mg/L para o herbicida 2,4-D, conforme
apresentado na metodologia. Por meio da Tabela 10, € possivel analisar os valores reais
quantificados na solugdo-estoque preparada para a contaminacdo do microcosmo. Houve uma
perda de 5,3% do herbicida 2,4-D e 62,5% de fipronil, visto que as concentragdes reais
quantificadas foram 10,5 mg/L para o 2,4-D e 0,75 mg/L para o fipronil.

Perdas podem ser justificadas pela fotodegradacdo e baixa solubilidade dos
agrotoxicos 2,4-D e fipronil, respectivamente. Além disso, os metabolitos do fipronil (i.e.,
fipronil sulfeto e fipronil sulfona) também foram quantificados na presente pesquisa, tanto nas
amostras da solugdo-estoque de contaminagdo, quanto no solo ao final do experimento. Os
meios de degradacdo do fipronil no meio ambiente abrangem fotdlise, reducdo, oxidacdo e
hidrolise, gerando os metabdlitos fipronil desulfinil, fipronil sulfeto, fipronil sulfona e fipronil
amido, respectivamente (CHAGURI, 2016). Por meio da tabela 10, a seguir, é possivel

analisar os valores dos agrotoxicos quantificados.

Tabela 10. Quantificagdo quimica das concentracfes obtidas nas amostras das solu¢fes-estoque em mg/L

24-D  Fipronil Fipronil  Fipronil Mistura Mistura  Mistura Fipronil Mistura Fipronil
' P Sulfeto  Sulfona 2,4-D Fipronil Sulfeto Sulfona

10,66 0,75 0,04 0,09 12,72 1,11 0,05 0,11

10,34 0,75 0,04 0,09 10,66 0,01 0,04 0,07

Fonte: Autor (2023)

Prado e Bonfa (2019) explicam que a producéo de metabolitos é uma caracteristica de
compostos fluorados, podendo ser mais toxicos quando comparados ao produto inicial. O
fipronil possui baixa tolerancia a luz, tornando-o um agente fotolabil, sendo a biodegradagéo
responsavel pelos processos de reducédo e oxidagdo, que produzem o fipronil sulfeto e sulfona,
respectivamente (Figura 10). Chaguri (2016) explica que alguns metabélitos do fipronil, como
o fipronil desulfinil, podem ser até 10 vezes mais toxicos para mamiferos em comparagédo
com o composto parental. O fipronil sulfona, por sua vez, também se mostra mais toxico para

insetos, mamiferos, aves e peixes. De acordo com o autor, diversos estudos relataram que a
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via metabdlica predominante do fipronil é a oxida¢do em sulfona, sendo que esse metabdlito
tem uma afinidade 6 vezes maior em bloquear os receptores GABA (&cido gama-
aminobutirico) no cérebro e uma capacidade 20 vezes maior em bloquear 0s canais de cloreto

ativados pelo GABA em mamiferos quando comparado a insetos.

Figura 10. Metabolitos do fipronil
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Fonte: Prado e Bonfa (2019)

Apds a contaminacdo do solo com os agrotoxicos presentes na solugcdo-estoque, foram
quantificadas ao final do experimento as concentra¢des residuais no solo (Figura 11), a fim de
analisar a parcela dos agrotoxicos que ficou retida. Os valores da quantificacdo do 2,4-D nos
tratamentos utilizando o herbicida foram 55,4 pg/kg com a auséncia de biochar e 74,4 pg/kg
com biochar. Quando comparado aos valores quantificados na solucdo-estogue (10,6 mg/L),
percebe-se valores baixos no solo para ambos 0s casos (com e sem biochar). Esses valores
podem ser explicados devido aos fatores de degradacdo do 2,4-D no solo, pelo seu tempo de
meia vida de 4 a 17 dias em solo e devido ao pH &cido do solo (5,2), que favorece a ndo
sor¢do do 2,4-D (PUBCHEM, 2022, USEPA, 2020). Todavia, quando comparados os valores
entre si, percebe-se que o valor de 2,4-D é mais alto no tratamento com o biochar, o que pode
ser explicado pela presenca do proprio biocarvao no tratamento, uma vez que ele possui
propriedades na sua estrutura que facilitam a sor¢do dos agrotéxicos, como sua ASE de 223,4
m?/g.
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Figura 11. Quantificacdo quimica das concentracBes de 2,4-D e fipronil obtidas nas amostras de solo analisadas
em pg kg?l. Asterisco (*) indica diferenga significativa no mesmo tratamento com e sem biochar. Letras
correspondem a diferencas entre os tratamentos na auséncia (letra mindscula) e presenca de biochar (letra
maiuscula). “B” indica diferenga significativa em relagdo ao tratamento 2,4-D com biochar e “c” indica diferencga
significativa em relaco ao tratamento fipronil sem biochar.
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Fonte: Autor (2023)

Ao observar a quantificagdo do 2,4-D no tratamento de mistura, encontrou-se 66,7
pg/kg na mistura sem o biochar e 157,7 pg/kg na mistura com o biochar. Os valores podem
ser explicados pela presenca do biochar, sendo significativamente maior quando comparado
ao tratamento isolado do 2,4-D com biochar. Os valores encontrados de 2,4-D na mistura com
a auséncia e presenca do biochar sao significativamente diferentes (p < 0,05), mostrando que
o biochar influencia a degradacdo e sorcdo dos agrotoxicos quando em conjunto com o
fipronil. Todavia, é necessario lembrar o fipronil também estava presente no tratamento de
mistura, sugerindo uma possivel interacdo de sinergismo entre eles. Alguns autores como
Brito et al. (2020), Cuba et al. (2018), Silva (2015) e Azevedo (2016) também observaram
sorcao de agrotoxicos no solo ao utilizar biochar oriundo da cana-de-agucar.

Nos tratamentos de fipronil com e sem biochar, foram encontradas concentragdes de
3232,1 pg/kg e 931 pg/kg, respectivamente. Quando comparado com as concentracdes da
solugéo-estoque utilizada na contaminacéo, percebe-se que os valores sdo maiores em relagéo
a solucdo-estoque. Tais concentracfes acima da concentracdo-estoque podem ser explicadas
devido a um possivel acimulo de agrotoxicos na superficie dos microcosmos, visto as
amostras de quantificacdo terem sido geradas do solo superficial. Nesse tratamento, as
concentragdes estavam mais altas no tratamento sem a presenca de biochar, indicando uma

possivel ineficiéncia na sor¢do do inseticida no solo. Isso pode ser explicado possivelmente
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pelo agrotoxico ter ficado retido apenas na superficie do solo, uma vez que, devido ao seu
valor de Ko de 825 a 6863, espera-se que o fipronil tenha baixa ou nenhuma mobilidade no
solo (PUBCHEM, 2022).

No tratamento mistura os valores de fipronil foram mais altos, com 4387,5 pg/kg na
mistura sem o biochar e 1192,3 pg/kg para a mistura com o biochar. Houve diferenca
significativa quando comparados o tratamento de mistura com o fipronil (ambos sem biochar)
(p < 0,05), evidenciando que os valores de fipronil, quando em contato com o 2,4-D, sdo de
fato maiores que o do tratamento fipronil isolado. Esse resultado sugere que a interacédo entre
0s agrotoxicos 2,4-D e fipronil pode favorecer o aumento do outro em solo. Autores como
Pinto et a., 2021 e Silva et al, 2020 ja encontraram efeitos diferentes na mistura quando
comparado efeitos dos agrotoxicos isolados na matriz aquéatica. Entretanto é necessario mais
estudo com tais agrotoxicos para avaliar e caracterizar esta interacdo na matriz terrestre.
Quando comparados 0 mesmo tratamento (mistura) com a auséncia e presenca de biochar, os
valores séo significativamente diferentes (p < 0,05), indicando que o biochar influencia as

concentracgdes do fipronil em misturas com o 2,4-D.

Figura 12. Quantificacdo quimica das concentracdes dos subprodutos do fipronil obtidas nas amostras de solo
em pg kg™. Asterisco (*) indica diferenca significativa no mesmo tratamento com e sem biochar.
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Em relagéo ao fipronil sulfeto, os valores no tratamento com fipronil isolado foram
maiores sem a presenca de biochar (104,5 pg/kg sem o biochar e 26,7 pug/kg com o biochar)
(p < 0,05). Os valores encontrados no tratamento de mistura correspondem a 36,1 pg/kg e

20,9 pg/kg na auséncia e presenca do biochar, respectivamente. Ao analisar a presenca e
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auséncia do biochar no metabdlito fipronil sulfeto, percebe-se que os valores sao
significativamente diferentes, indicados pelo simbolo (*) asterisco. Os valores para o fipronil
sulfona no tratamento com fipronil isolado também foram estatisticamente diferentes (p <
0,05), quando comparados a presenca (310,3 pg/kg) e auséncia de biochar e (75,3 pg/kg) com
0 biochar. Os valores encontrados na mistura foram 158,2 pg/kg e 62,6 pg/kg na auséncia e
presenca do biochar, respectivamente. Pode-se afirmar ent&o, que, o biochar influenciou na

retencdo dos metabdlitos fipronil sulfeto e sulfona.

6.4.Testes multiespécie em microcosmo

A sobrevivéncia e reproducdo da espécie E. crypticus estdo apresentadas na Figura 13,

nos cenarios com os agrotoxicos 2,4-D e fipronil, isolados e em mistura.

Figura 13. Resultados do teste de sobrevivéncia e reproducdo da espécie Enchytraeus crypticus nos
microcosmos. Asterisco (*) indica diferenca significativa no mesmo tratamento com e sem biochar. Letras
correspondem a diferencas entre os tratamentos na auséncia (letra mindscula) e presenca de biochar (letra
maiuscula). “a” indica diferenga significativa em relacdo ao controle sem biochar. “b” indica diferenca
significativa em relacdo ao tratamento 2,4-D sem biochar.
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Os ensaios com a espécie E. crypticus estdo dentro dos critérios de validagdo
estabelecidos pela OECD 220 (OECD, 2004), uma vez que a mortalidade dos adultos foi
<20% com a presenca de mais de 30 juvenis por réplica do controle e o coeficiente de
variacdo no controle foi inferior a 50%. Mesmo sem significancia estatistica em relacdo a
presenca e auséncia do biochar (p > 0,05), a sobrevivéncia dos organismos foi mais alta em
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todos os tratamentos com a presencga do biocarvéo, exceto no controle, que foi exatamente
igual na presenga e auséncia do biochar. Os tratamentos fipronil e mistura (sem biochar)
tiveram diferenca significativa quando comparado ao controle (indicado pela letra #) e 2,4-D
(indicado pela letra ®), ambos sem biochar. O fipronil isolado e a mistura dos agrotoxicos
afetaram de forma significativa a sobrevivéncia da espécie do enquitreideo E. crypticus
quando comparado ao grupo controle (p < 0,05). O fipronil se mostrou mais téxico que o 2,4-
D (ambos sem biochar) e o herbicida se apresentou mais toxico quando combinado com o
fipronil (no tratamento de mistura). Triques et al. (2021) explicaram que é esperado que 0
fipronil afete de forma mais significativa a sobrevivéncia dos organismos em relagcdo ao
herbicida 2,4-D, visto o0 modo de ac¢do dos inseticidas, que tem como finalidade atingir o
sistema nervoso central dos organismos. O corpo flexivel e pele permeavel dos enquitreideos
facilitam a entrada dos agrotoxicos, por meio do contato superficial com o solo contaminado.
O fato do tratamento mistura ser mais toxico quando comparado ao 2,4-D isolado sugere que
houve um possivel sinergismo entre os agrotoxicos, potencializando seus efeitos quando
comparado, por exemplo, com o herbicida 2,4-D isolado. Entretanto, para constatar tal
hipdtese seria necessario mensurar a soma dos efeitos dos agrotdxicos isolados e depois
compara-los com os efeitos da mistura, o que ndo foi realizado no presente estudo. Porém,
diversos estudos reportados na literatura mostraram sinergismo entre o herbicida 2,4-D e o
inseticida fipronil, baseado em testes com doses recomendadas e ambientalmente relevantes
dos agrotdxicos (Pinto et al., 2021; Silva et al., 2020; Moreira et al., 2020). Portanto, o 2,4-D
isolado ndo se mostrou significativamente toxico para a sobrevivéncia dos enquitreideos, mas
houve efeitos adversos significativos na sobrevivéncia dos organismos expostos ao fipronil.
Em relacdo a reproducdo de E. crypticus, foi possivel perceber que houve variacéo
significativa na reproducdo dos organismos no tratamento controle, quando analisado a
auséncia e presenca do biochar (p < 0,05). A reproducdo dos organismos no controle com
biochar (219 juvenis) foi menor quando comparado ao controle sem biochar (300 juvenis),
indicando uma possivel toxicidade do biochar na inibicdo da reproducdo dos organismos.
Godlewska et al. (2021) explicaram que o biochar pode ser toxico para organismos terrestres,
sendo que os efeitos dependem principalmente da presenca de metais potencialmente toxicos,
da matéria prima utilizada, do pH e do tempo de pirolise. Conti et al. (2018), ao avaliarem a
toxicidade de diversos biochars para o colémbolo Folsomia candida, concluiram que o
biochar feito a partir do bagaco de uva ocasiona efeitos toxicos na sobrevivéncia, na

reproducdo dos organismos e na eclosdo dos ovos. Os autores atribuiram tais resultados aos
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valores de pH, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e metais potencialmente toxicos
presentes no biocarvdo. Alguns autores encontraram resultados semelhantes ao utilizar
bioindicadores na avaliacdo do potencial uso do biochar em diminuir a biodisponibilidade de
agrotoxicos no solo. Bielska et al. (2018) tiveram resultados satisfatorios ao diminuir a
biodisponibilidade de agrotoxicos no solo, mas houve reducéo entre 27 e 38% da reproducao
de F. candida quando testadas as doses de 10% de biochar no solo. Entretanto, a reproducgéo
de E. crypticus depende de forma substancial das propriedades do solo, como o pH
(TRIQUES et al., 2021). Jansch et al. (2005) explicam que, para essa espécie, as condi¢des de
pH Gtimas para sobrevivéncia e reproducéo de juvenis variam de 5,9 a 6,5. O pH do solo com
0 biochar medidos no presente experimento foi de 7,4 o que sugere uma condi¢cdo ndo
satisfatoria para a reproducdo dos organismos no controle com o biochar.

Houve diferenca estatistica significativa na quantidade de juvenis produzidos dos
tratamentos 2,4-D (238 juvenis), fipronil (171 juvenis) e mistura (181 juvenis) sem biochar
quando comparados com o controle (300 juvenis) sem biochar (p < 0,05). Os agrotdxicos
isolados e em mistura (sem biochar) foram significativamente toxicos para a reproducdo da
espécie, em comparacdo com o controle. Os tratamentos com o fipronil e mistura (sem
biochar) também foram significativamente mais toxicos quando comparados com o herbicida
2,4-D (ambos sem biochar) (p < 0,05), sendo, portanto, os tratamentos mais toxicos para a
reproducdo da espécie. Diversos autores reportaram toxicidade dos agrotéxicos 2,4-D e
fipronil para espécie de E. crypticus. Triques et al. (2021) observaram toxicidade do 2,4-D
sobre a espécie na exposicdo de 37,6 mg i.a./kg, enquanto Zortéa et al. (2018) perceberam
reducdo na sobrevivéncia e reproducdo dos enquitreideos em exposi¢es de 10 mg i.a./kg de
fipronil. Portanto, os agrotdxicos isolados e em mistura foram tdxicos para a espécie E.
crypticus.

A reproducdo da espécie foi maior no cenario com a presenca do biochar (p < 0,05).
Houve reproducdo de 171 juvenis no tratamento com fipronil sem o biochar e de 246
organismos na presenca do biochar, o que sugere que o biochar foi capaz de diminuir a
toxicidade dos agrotoxicos para essa espécie. Os dados da quantificagdo indicaram que 0
biochar sorveu grande parte do fipronil do solo, o que pode ter reduzido a biodisponibilidade
para 0s enquitreideos. Outros autores também ja obtiveram resultados promissores em relacao
a eficiéncia de sor¢do do biochar feito a partir da cana-de-agucar (HUANG et al., 2018;
CUBA et al., 2018; SILVA, 2015; AZEVEDO, 2016; RAMIREZ, 2018; BRITO et al., 2020).

Em relacdo ao experimento para analise dos efeitos do agrotoxico sobre a alimentacéo,
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usando as Bait laminas, verificou-se que todo o alimento foi consumido pelos organismos,

ndo existindo, portanto, diferenca estatistica entre os tratamentos (p > 0,05).

crescimento, biomassa fresca e seca (Figura 14).

Os endpoints observados para E. sativa no teste multiespécie foram germinacéo,

Figura 14. Resultados do teste de germinacdo, crescimento, massa fresca e seca da espécie de E. sativa nos
microcosmos. Asterisco (*) indica diferenca significativa no mesmo tratamento com e sem biochar. Letras
correspondem a diferencas entre os tratamentos na auséncia (letra mindscula) e presenca de biochar (letra
maiuscula). “A” indica diferenca significativa em relacdo ao controle com biochar. “a” indica diferenga
significativa em relag@o ao controle sem biochar. “B” indica diferenca significativa em rela¢do ao tratamento
2,4-D com biochar. “b” indica diferenca significativa em relagdo ao tratamento 2,4-D sem biochar. “C” indica
diferenca significativa em relacéo ao tratamento fipronil com biochar e “c” indica diferenca significativa em
relagdo ao tratamento fipronil sem biochar.
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De acordo com os resultados de germinacdo da espécie Eruca sativa, é possivel

observar que ndo houve diferenca estatistica no tratamento controle com a presenca e auséncia
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de biochar. Entretanto, ao comparar o controle sem biochar com os tratamentos com 2,4-D e
mistura também sem biochar, percebe-se que ha diferencas significativas (p < 0,05). Os
valores de germinacdo no tratamento com 2,4-D e mistura foram de 25% e 15%,
respectivamente, enquanto no controle foi de 70%. Resultados significativamente diferentes
no tratamento mistura sem biochar (12%) ocorreram quando comparados ao tratamento com
fipronil também na auséncia do bichar (45,8%) (p < 0,05). Diversos trabalhos reportados na
literatura mostram que o herbicida 2,4-D é nocivo para espécies de plantas ndo-alvo. Triques
et al. (2021) mostraram em seu trabalho que metade da dose recomendada do herbicida foi
capaz de causar severos efeitos para as espécies Raphanus sativus e Allium cepa, reduzindo os
valores de germinagdo em 95% e 90%, respectivamente. Os autores Cassanego et al. (2010)
explicam que, quando expostas em baixas concentracoes (0,32 — 4,8 ml/L), o crescimento das
células vegetais pode ser estimulado quebrando a dorméncia das sementes, considerando a
interacdo do herbicida com os hormdénios end6genos como acido abscisico, auxinas, &cido
giberélico e etileno. Entretanto, quando em altas concentragdes, 0s herbicidas sdo capazes de
inibir ou retardar a germinacédo de dicotileddnias e monocotiled6neas, afetando assim a sua
germinacdo. A mistura de agrotoxicos também vem sendo estudada a fim de avaliar se os
efeitos de agrotéxicos combinados sdo maiores ou menores de quando analisados de forma
isolada. E possivel perceber que o inseticida fipronil ndo causou efeito estatisticamente
relevante na germinacdo das plantas quando comparado ao controle, percebido que o
inseticida é designado para agir no sistema nervosos de insetos. Todavia, o tratamento mistura
apresentou resultados estatisticamente relevantes. Moreira et al. (2020), Pinto et al. (2021) e
Silva et al. (2020), ja evidenciaram resultados mais severos nos cenarios de exposicao
utilizando a mistura do 2,4-D e fipronil, assumindo que seus efeitos podem ser
potencializados quando em conjunto.

E possivel perceber também que, quando comparado ao controle com biochar, os
tratamentos 2,4-D e mistura mostraram valores significativamente diferentes (p < 0,05).
Enquanto obteve-se um valor de germinacdo de 70% no controle com biochar, foram obtidos
valores dede 25% e 27% nos tratamentos 2,4-D e mistura, com efeitos significativos na
germinacdo mesmo na presenca do biochar (p < 0,05). O tratamento com fipronil e com
biochar também foi significativo ao compara-lo com o tratamento 2,4-D na presenca do
biochar (p < 0,05). Em rela¢do ao tratamento fipronil, na auséncia do biochar, houve uma
germinacao de 45,8% das sementes, enquanto obteve-se um valor de 79,2% de germinacgdo na

presenca do biocarvdo. Tais resultados podem ser explicados devido as propriedades do
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biochar, que proporcionam melhores condigGes para plantas terrestres. De acordo com Ogura
et al. (2021), as propriedades do biochar (e.g., estrutura de poros, ASE, alto pH e alta CTC)
melhoram a qualidade do solo, promovem aumento de nutrientes e capacidade de retencédo
hidrica, além de auxiliar a imobilizacdo dos agrotdxicos no solo e 0 aumento da fertilidade e
aeracdo. Alguns parametros fisico-quimicos do biochar favorecem o estabelecimento de
plantas no solo, como o teor de carbono (52,6) e os nutrientes P (1,8 kg/kg) e K (5,1 g/kg).
Outros autores utilizaram o biochar para melhorar o estabelecimento de culturas. Major et al.
(2010, por exemplo, aumentaram a produtividade de milho utilizando doses de 0,8 e 20
mg/ha, enquanto Islami et al. (2011) ampliaram a producdo de mandioca em 32% usando
doses de 15 mg/ha.

Quanto ao crescimento da parte aérea de E. sativa, percebeu-se que todos 0s
tratamentos sem biochar tiveram diferenca significativa quando comparados com o controle
na auséncia do biochar (p < 0,05), com excecdo do tratamento com fipronil. Enquanto no
controle (sem biochar) houve um crescimento total de 4,3 cm, obteve-se comprimentos de 1,1
cm no tratamento com 2,4-D, de 3,9 cm no tratamento com fipronil e de 0,9 cm no tratamento
com a mistura dos agrotoxicos. O crescimento no tratamento fipronil sem biochar (3,9 cm) foi
maior quando comparado com o 2,4-D, com um crescimento de 1,1 cm. Ao comparar 0
tratamento da mistura dos agrotdxicos sem biochar (0,9 cm), percebeu-se uma diferenca
significativa quando comparado ao fipronil também sem biochar (3,9 cm) (p < 0,05). Esses
resultados sdo semelhantes ao que é reportado na literatura referente ao 2,4-D e a mistura dos
agrotoxicos serem mais toxicos para espécies de plantas terrestres, notado o modo de acao de
cada agrotoxico (TRIQUES et al., 2021). Ogura et al. (2022) também ndo encontraram
toxicidade significativa ao expor a espécie Eruca sativa a concentracdes de fipronil (até 42,5
pg/L). Entretanto o herbicida 2,4-D causou alta toxicidade mesmo nas menores concentragoes
testadas (0,2 pg/L).

Nos ecossistemas ou em modelos ecossistémicos mais complexos (representados por
estudos em mesocosmos), outros organismos ndo-alvo podem estar expostos, devido a grande
biodiversidade de fauna e flora. Portanto, se faz necessaria uma andlise sistémica dos
resultados, diante da diversidade e complexibilidade das condicdes reais. Ogura et al. (2022),
por exemplo, ndo evidenciaram resultados significativos do fipronil para espécie E. sativa.

Entretanto, no mesmo estudo em mesocosmos, Pinto et al. (2021) e Silva et al. (2021)
reportaram que, nas mesmas condicGes e concentragbes, o fipronil se mostrou altamente

toxico para as espécies Ceriodaphnia silvestrii e Hyalella meinerti. Em relacdo as
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comparagOes feitas nos tratamentos com biochar, percebeu-se que o crescimento da parte
aérea do tratamento 2,4-D com biochar (2,2 cm) foi significativamente menor quando
comparado ao controle com biochar (4,3 m) (p < 0,05). J& no tratamento do fipronil com o
biochar (4,8 cm) houve um crescimento elevado quando comparado ao tratamento 2,4-D com
biochar (2,2 cm). Ao comparar a mistura na presenca do biochar com o tratamento fipronil
(com biochar) as diferencas foram de 1,2 cm e 4,8 cm, respectivamente. Esses dados sugerem
que o biochar foi benéfico para o crescimento da parte aérea da espécie E. sativa, observado
as médias terem sido mais altas em todos os tratamentos com a presenca do biocarvado. Além
disso, o biochar mostrou resultados significativamente satisfatorios no tratamento com
fipronil, uma vez que houve crescimento de 4,8 cm com o biochar e 3,8 cm sem o biochar.
Milla et al. (2013) também observaram aumento na biomassa, largura das folhas, raiz e haste
ao utilizar biocarvéo de casa de arroz em solo cultivado com espinafre.

Em relacdo a biomassa fresca de E. sativa, os tratamentos 2,4-D (0,14 g) e mistura
(0,11 g) sem biochar foram significativamente menores quando comparado com o controle,
também sem biochar (0,54 g) (p < 0,05). Triques et al. (2021) também demostraram
fitotoxicidade do agrotoxico 2,4-D e mistura (2,4-D + fipronil) na biomassa seca das espécies
R. sativus (CEso: 1,84 mg/kg) e A. cepa (CEso: 3,11 mg/kg). Grossmann (2010) corrobora
com essa comparacdo de resultados, explicando que os agrotoxicos ou agentes estressores
prejudicam os estdbmatos das plantas, que tem como consequéncia o desequilibrio na atividade
de transpiracdo, diminuindo, assim, seu contetdo de agua. O autor ainda menciona que esse
processo de desregulamentacdo do crescimento das plantas expostas a herbicidas auxinicos
(mimetizam a auxina) esta relacionado a um fendmeno conhecido como overdose de auxina
nos tecidos vegetais. Esse processo pode levar a uma interagdo com diversos hormoénios no
tecido da planta, bem como um desequilibrio na homeostase da auxina. Quando analisado os
tratamentos na presenca do biochar, em relacdo ao controle com biochar (0,6 g), todos os
tratamentos foram significativamente diferentes (p < 0,05), sendo 2,4-D (0,16 g), fipronil
(1,00 g) e mistura (0,10 g). A biomassa fresca no tratamento fipronil (1,00 g), na presenca do
biochar, foi significativamente maior quando comparado ao tratamento 2,4-D também na
presenca do biochar (0,16 g) (p < 0,05). Outra comparacdo a ser destacada é a diferenca do
tratamento mistura com o tratamento fipronil, ambos com biochar (p < 0,05). Ao comparar 0s
valores da biomassa fresca no tratamento fipronil na auséncia e presenca do biochar, houve
diferenga significativa (p < 0,05), com valores de 0,4 g e 1,0 g na auséncia e presenca do

biochar, respectivamente. Silva et al. (2019) também obtiveram resultados analogos ao
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utilizar o biochar como condicionante do solo, para melhoria de pardmetros da espécie de
alface Lactuca sativa L. Os autores concluiram que 5% de biochar foram suficientes para
aumentar os niveis de biomassa fresca da parte aérea das plantulas de alface. Os autores
atribuiram tais resultados a presenca do biochar, o qual promove uma maior absorcdo dos
nutrientes pelas plantas, e as fungdes da superficie reativa nas extremidades dos poros do
biochar.

Para a biomassa seca de E. sativa houve diferencas significativas quando comparados
os tratamentos fipronil (0,12 g) e 2,4-D (0,02 g), ambos com biochar (p < 0,05). Os valores
encontrados na mistura (0,03 g) também s&o significativamente menores quando comparados
com o tratamento do fipronil isolado (0,12 g), ambos com biochar (p < 0,05). Além disso,
houve diferenca significativa quando comparado a auséncia e presenca de fipronil, indicado
pelo asterisco (7). Portanto, ndo houve influéncia significativa dos agrotoxicos (sem biochar)
na biomassa seco da espécie E. sativa, mesmo diante de valores mais baixos nos tratamentos
com 2,4-D e mistura. Entretanto, trabalhos como o de Triques et al. (2021) mostram que ¥4 da
dose recomendada do herbicida 2,4-D (1,117 mg/L) foi capaz de inferir efeitos negativos na
biomassa seca da espécie R. sativus. Entdo, a adicdo do bichar no solo foi positiva em relacdo
aos tratamentos sem biochar, em especial no tratamento com fipronil. Silva et al. (2019)
explicam que o biochar exerce efeitos diretos e indiretos para espécies de plantas terrestres,
como liberacdo de nutrientes e melhoras no pH, respectivamente. Portanto, sempre sera
necessario se atentar as caracteristicas do biochar e do solo, ao estimar os efeitos positivos do

biocarvdo, uma vez que, em uso demasiado, 0 mesmo pode ser toxicos para as plantas.

71



G

/

6.5.Teste de ecotoxicidade solo

Os graficos da Figura 15, mostram os resultados dos testes com a espécie E. sativa.

Figura 15. Resultados dos testes de germinacéo e crescimento da espécie E. sativa com solo dos microcosmos.
Asterisco (*) indica diferenca significativa no mesmo tratamento com e sem biochar. Letras correspondem a
diferengas entre os tratamentos na auséncia (letra minuscula) e presenca de biochar (letra maitscula). “a” indica
diferenca significativa em relagdo ao controle sem biochar e “b” indica diferenca significativa em relagdo ao
tratamento 2,4-D sem biochar.
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Quando comparado ao controle sem biochar (90%), o tratamento com 2,4-D (60%)
teve seus resultados significativamente diferentes (p < 0,05). Os tratamentos fipronil (85%) e
mistura (82%) (ambos com a auséncia do biochar) também possuem valores de germinacéo
significativamente diferentes quando comparados ao 2,4-D, sem o biochar (60%) (p < 0,05).
Em relagdo a germinacéo de E. sativa com solo, com os resultados do teste em microcosmo
foram similares em relagcéo ao herbicida (p > 0,05). Ambos os testes mostram que o 2,4-D foi
significativamente toxico para a germinacdo da espécie em relagdo ao fipronil e ao controle
(ambos sem biochar). Ao comparar o0s testes, foi possivel perceber que os efeitos do fipronil e
da mistura dos agrotoxicos sao maiores nos testes em microcosmos. Autores como Daam et
al. (2011), ressaltaram que estudos e ensaios laboratoriais de bancada sdo muito Gteis na
avaliacdo dos efeitos de substancias xenobidticas sobre os organismos, sendo caracterizados
por sua maior praticidade e agilidade e menores custos e varidveis em sua execu¢do. Todavia,
sabe-se que o compartimento ambiental esta exposto a diversas varidveis e interferéncias

externas (e.g., clima, umidade, chuva) e internas (e.g., relacdes entre espécies) e, por isso,
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ensaios em micro e mesocosmos sdo aconselhados para uma visdo mais sistémica e realistica
dos resultados, tanto para extrapolagdo ou comparacdo com o0s ensaios laboratoriais
(MOREIRA, 2021). No tratamento com 2,4-D, houve diferencas significativas (p < 0,05) na
germinacdo, sendo de 60% sem o biochar e 93% com o biochar. Portanto, a presenga do
biochar influenciou a germinagdo da espécie no teste com solo para o tratamento 2,4-D,
diferentemente do teste em microcosmo, do qual ndo houve diferenca significativa na
germinacdo na presenca ou auséncia de biochar. Essa diferenca pode ser atribuida devido as
condicdes diferentes adotadas para cada teste, uma vez que o teste em microcosmos teve
duracdo de 28 dias na presenga de luz em fotoperiodo de 12L:12E, enquanto o teste de
germinacao, apenas com o solo, teve duragdo de 5 dias na auséncia de luz.

Em relacdo as andlises de parte area e raiz, ndo houve diferenca estatistica dos dados
(p > 0,05), mesmo diante dos valores iguais ou superiores encontrados em todos 0s
tratamentos com a presenca do biochar. Como ressaltado por Daam et al. (2011), aconselha-se
entdo que sejam realizados testes em micro e mesocosmos para uma maior realidade e
confiabilidade dos resultados, visto todas as interacBes e fatores internos e externos da

natureza.

6.6.Teste de ecotoxicidade com amostras de elutriato

O elutriato produzido a partir do solo do microcosmo foi utilizado para simular 0s
efeitos dos agrotdxicos para os organismos do ambiente aquatico. Os parametros fisicos e

quimicos analisados referentes ao elutriato estdo dispostos na Tabela 11.

Tabela 11. Parametros fisico-quimicos do elutriato

Tratamento dissocl)\j(igf?li“zg L) pH eclzéc;?i%;ti(ﬁig/iﬁ) Turbidez (FTU)
Branco 6,4 7,6 208,5 0,0
Controle 6,3 7,8 177,6 1453
2,4-D 6,1 7,8 185,6 322,8
Fipronil 6,2 7,6 180,4 141,0
Mistura 6,3 7,6 185,6 262,3
Controle + biochar 7,4 6,8 163,0 366,5
2,4-D + biochar 7,2 6,1 172,1 286,0
Fipronil + biochar 7,2 74 161,6 274,8
Mistura + biochar 7,0 7,4 177,2 286,8

Fonte: Autor (2023)
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Os resultados referentes ao teste de germinacdo e crescimento da espécie E. sativa
com o elutriato estéo dispostos na Figura 16.

Figura 16. Resultados testes de germinacdo e crescimento da espécie E. sativa com elutriato dos microcosmaos.
Asterisco (*) indica diferenca significativa no mesmo tratamento com e sem biochar. Letras correspondem a
diferencas entre os tratamentos na auséncia (letra minascula) e presenga de biochar (letra maiuscula). “a” indica
diferenca significativa em relacdo ao controle sem biochar e “b” indica diferenca significativa em relacdo ao
tratamento 2,4-D sem biochar.
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Os testes de germinacdo feitos em filtro de papel regados com o elutriato tiveram
resultados significativos nos mesmos tratamentos do teste realizado com solo. Resultados
significativos foram observados com o tratamento 2,4-D (70,8%) quando comparados com 0
controle (93,3%) (sem biochar) (p < 0,05). Os tratamentos fipronil (93,3%) e mistura (96,7%),
ambos sem biochar, possuem valores estatisticamente diferentes quando comparado ao
tratamento 2,4-D sem biochar (70,8%). Houve uma taxa de germinacdo de 70,8% sem o
biochar e 95% com o biocarvao no tratamento 2,4-D (p < 0,05). Desse modo, o tratamento
com 2,4-D se mostrou 0 mais toxico dentre todos os cenarios de exposi¢do. O biochar, por sua
vez, também se apresenta como uma possivel alternativa de diminui¢do da toxicidade do
herbicida 2,4-D para a espécie E. sativa.

Em relacdo ao crescimento da parte aérea e raiz dessa espécie, houve reducdes
significativas no comprimento da parte aérea no tratamento 2,4-D (1,1 cm) e da raiz no
tratamento mistura (1,4 cm), quando comparados ao controle (1,5 cm de parte aérea e 1,9 cm
de raiz), ambos sem biochar (p < 0,05). Diferencas significativas também foram identificadas
na parte aérea das plantas, quando comparados a auséncia e presenca do biochar nos

tratamentos 2,4-D e fipronil (p < 0,05). Para o tratamento 2,4-D, houve crescimento de 1,1 e
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1,6 cm na auséncia e presenca do biochar, respectivamente. Ja no tratamento com fipronil,
houve um crescimento de 1,2 cm sem o biochar e 1,6 cm com o biochar. Os resultados aqui
indicam mais uma vez um possivel desequilibro na homeostase da auxina das plantas
provocadas pelo herbicida 2,4-D isolado e em mistura, favorecendo a reducdo do corpo
vegetal dos espécimes (GROSSMANN, 2010). E possivel inferir também, a partir dos
resultados, que o biochar influenciou de forma positiva o crescimento da parte aérea das
espeécies, nos tratamentos 2,4-D e fipronil. Freitas et al. (2022) também encontraram efeitos
toxicos do 2,4-D sob a espécie E. sativa, mesmo em concentracdes baixas, como em 10,3 e
16,0 pg/L. Os autores discutiram também que, mesmo em baixa concentragdo, o herbicida
tem potencial de gerar efeitos fitotdxicos, genotdxicos, mutagénicos e letais em plantas
terrestres.

O resultado referente aos testes de toxicidade aguda e pds-exposicédo realizados com a
espécie aquatica D. similis estdo dispostos na Figura 17. O primeiro gréafico da figura 17
representa a mortalidade dos organismos e 0 segundo a taxa de alimentacdo mediante teste

pOs-exposicao, nos respectivos cenarios de exposicao propostos.

Figura 17. Resultados dos testes realizado com espécie aquética Daphnia similis. Asterisco (*) indica diferenca
significativa no mesmo tratamento com e sem biochar. Letras correspondem a diferencas entre 0s tratamentos na
auséncia (letra mindscula) e presenca de biochar (letra maidscula).
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O tratamento estatistico (Two-Way ANOVA) simples e com intera¢do, mostraram que
ha diferencas significativa nos tratamentos em relagdo a presenca e auséncia dos agrotoxicos,
desconsiderando a presenca do biochar (P<0,05 para ambos os modelos). Todavia, ao aplicar
o teste de comparacBes multiplas (pos-hoc) de Tukey, modelo com interacBes, é possivel
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perceber que ndo ha diferencas estatisticas entre os tratamentos ao analisar a presenca e
auséncia do biochar. Isso significa que os valores de mortalidade diferem estatisticamente
entre si nos tratamentos sem a presenca do biochar, ou seja, no controle, 2,4-D, fipronil e
mistura. Todavia o teste pds-hoc de Tukey mostrou que os resultados ndo séo
significativamente diferentes quando analisada a presenca ou auséncia do biochar. Portanto,
foi realizado um teste pds-exposicao a fim de avaliar possiveis interferéncias dos agrotoxicos
na presenca e auséncia do biochar na taxa de alimentacdo dos organismos. Ambos 0s testes
ndo apresentaram resultados significativos, sugerindo que tanto os agrotdxicos quanto o
biochar, nas concentragdes estudadas, ndo influenciaram a taxa de alimentagéo de D. similis.
Esses resultados podem ser explicados uma vez que os analitos 2,4-D e fipronil estiveram
abaixo do limite de quantificacdo instrumental de 0,5 pug L™ para o fipronil, fipronil sulfeto e
fipronil sulfona e de 1,0 pug L™ para o 2,4-D.

Entretanto, € importante ressaltar que outros autores ja& comprovaram toxicidade dos
agrotoxicos 2,4-D e fipronil para cladéceros e ao contrapor tais dados citados a seguir,
percebe-se que os valores limites das concentragdes quantificadas no presente trabalho sao
inferiores aquelas que causariam efeitos crénicos, por esse motivo optou-se pelo teste pos-
exposicdo. Silva et al. (2020) encontraram valores de CEso-48h para C. silvestrii de 169 + 18
mg i.a/L e 3,9 £ 0,5 pg i.a./L para 2,4-D e fipronil, respectivamente. Nesse mesmo estudo,
foram encontrados nos testes cronicos de reproducdo, valores de CEso-8d de 55 mg i.a./L para
02,4-De 1,6 pgi.a./L para o fipronil. Os autores concluiram que as concentragdes mais altas
de 2,4-D foram capazes de inibir totalmente a reproducdo da espécie, e que o fipronil se
mostrou 43x mais toxico que o herbicida. Outros valores de CLso para espécies de claddceros
foram reportadas na literatura. Para 0 2,4-D, LCsp-48h no valor de 135 mg/L foram
encontrados para espécie D. magna (EFSA, 2014), LCse-48h de 36 mg/L mg/L para espécie
C. dubia (ALEXANDER et al., 1985) e LCs0-48h 20 mg/L para espécie D. lumholtzi
(GEORGE et al., 1982). Para o fipronil, os valores de CLsg s&o menores, diante do modo de
acao do inseticida. Silva et al. (2020) fizeram uma média dos valores reportados na literatura,
sendo LCsp-48h de 132 pg/L para espécie D. magna, LCso-48h no valor de 28 pg/L e 17 pg/L
para espécie C. dubia. Ja para a espécie de C. reticulata e M. macrocopa as médias calculadas
foram de 9 e 29 pg/L, respectivamente.

Moreira et al. (2014) explicam que diferentes resultados encontrados utilizando os
mesmos compostos e organismos sdo comuns uma vez que as condigfes dos testes em

laboratorio séo distintas, como a mudanca de temperatura, tempo de exposi¢do, parametros da
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agua reconstituida de cultura (e.g., pH, dureza, condutividade elétrica) e fotoperiodo.
Portanto, para maior compreensao dos resultados dos testes com a espécie D. similis, sugere-
se que testes mais representativos sejam realizados nas mesmas condicGes dos testes adotados

para essa pesquisa, para fins de comparacao.
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7. CONCLUSOES

O biochar produzido a partir da palha da cana-de-agucar possuiu capacidade de
diminuir a ecotoxicidade de solos contaminados com os agrotoxicos 2,4-D e fipronil de forma
isolada e em mistura. Houve diminuigcdo da ecotoxicidade para as espécies de organismos
terrestres ndo-alvos E. sativa e E. crypticus. Entretanto, como os residuos dos agrotdxicos ndo
foram detectados nas amostras de elutriato, ndo foi possivel inferir sobre a influéncia do
biochar na reducéo de toxicidade para D. similis.

Para E. crypticus, o fipronil, isolado e em mistura, foi capaz de gerar efeitos adversos
na sobrevivéncia e na reprodugcdo. O 2,4-D isolado e em mistura se mostrou
significativamente toxico para a espécie E. sativa, resultado ja esperado devido ao modo de
acao do agrotoxico. Entretanto, o biochar foi capaz de reduzir a toxicidade aos organismos
bioindicadores em microcosmos e com as amostras de solo, reduzindo a letalidade e
aumentando a reproducdo de E. crypticus e promovendo crescimento da parte aérea, da raiz,
além da biomassa fresca e seca de E. sativa. Destaca-se que os dados em microcosmo foram
mais significativos quando comparados aos resultados dos testes com solo e elutriato, uma
vez que consistem em testes mais realisticos e representativos.

A hipotese geral do trabalho (o biochar feito a partir da palha da cana-de-agUcar possui
capacidade de diminuir a ecotoxicidade dos solos contaminados com os agrotéxicos Regent®
800 WG (i.a. fipronil) e DMA® 806 BR (i.a. 2,4-D), isolados e em mistura) foi aceita, uma
vez que o biochar mostrou, através dos bioindicadores e analises quimicas, a diminuicdo dos
agrotoxicos no solo e reducdo da ecotoxicidade.

A primeira hipotese especifica (os agrotoxicos Regent® 800 WG e DMA® 806 BR,
isolados e em mistura, podem exercer efeitos toxicos sob as espécies ndo-alvos de organismos
Enchytraeus crypticus e Eruca sativa e Daphnia similis) foi aceita parcialmente. Isso em
virtude dos efeitos comprovados dos agrotdxicos na sobrevivéncia, reproducdo da espécie E.
crypticus e crescimento e germinacdo da espécie E. sativa e a ndo detecgdo dos efeitos na
espécie aquatica D. similis.

A segunda hip6tese da pesquisa (0 biochar produzido a partir da palha da cana-de-
acucar possui capacidade de diminuir a ecotoxicidade de solos contaminamos com 0s
agrotoxicos Regent® 800 WG e DMA® 806 BR) foi aceita, ja que o biochar apresentou, na

maioria dos casos, resultados estaticamente positivos para as espécies bioindicadoras.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

No decorrer do trabalho, diversas limitacfes e sugestbes foram percebidas, sendo
assim, propde-se para as proximas pesquisas que englobem a avaliacdo do biochar utilizando
bioindicadores, que:

(1) sejam avaliadas diferentes temperaturas (>550°C) no processo de pir6lise para uma
mesma matéria prima na producdo do biochar, a fim de avaliar e correlacionar as diferencas
de temperaturas com os endpoints analisados;

(2) o perfil do solo seja avaliado (diferentes profundidades), mediante & forma de
contaminacdo do experimento e ao comportamento ambiental dos contaminantes, uma vez
gue os agrotoxicos com baixa mobilidade podem ficar predominantemente na superficie do
solo;

(3) seja realizado testes com os metabolitos dos agrotoxico fipronil, uma vez que,
mesmo sabendo da sua toxidade, poucos sdo os conhecimentos em relagcdo aos efeitos sobre as
espécies aquaticas e terrestres;

(4) se considere a realizacdo de testes em mesocosmos, em funcdo da maior

complexibilidade dos sistemas ambientais e das varidveis externas atuantes nos processos.
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