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1 INTRODUCAO

Dentre 0s processos biolégicos que determinam a persisténcia dos herbicidas no solo, a
degradacao microbiana constitui o de maior importancia. Entretanto, a complexa interagédo entre
microrganismos, substratos e os constituintes do solo influenciam e determinam a magnitude da
biodegradacéo dessas moléculas (SOUZA et al., 1999).

O Glifosato, herbicida pos-emergente, é muito utilizado na agricultura e em areas nado-cultivadas,
visando o controle de ervas daninhas anuais e perenes (RUEPPEL et al., 1977). Segundo LIU et al.
(1991), a principal via de biodegradacao do Glifosato envolve a clivagem da molécula, produzindo o
acido aminometilfosfénico (AMPA) e em seguida &gua, didxido de carbono e fosfato (FORLANI et al.,
1999).

SOUZA et al. (1999) estudaram a biodegradacéo de Glifosato e de Imazapir em dois solos com
diferentes texturas e submetidos a diferentes doses dos herbicidas. Observaram que a respiracéo
microbiana aumentou na presenca dos herbicidas e afirmaram que a microbiota foi capaz de utilizar o
Glifosato e o Imazapir como fontes de carbono para seu crescimento.

O Glifosato apresenta persisténcia variavel no ambiente, embora seja degradado pelos
microrganismos (NEWTON et al., 1994). Os fatores que influenciam a persisténcia do Glifosato estao
relacionados com sua adsorc¢éo ao solo e disponibilidade para biodegradacdo (SOUZA et al., 1999).
Em estudo sobre biodegradacéo de Glifosato (fase adsorvida e fase ndo-adsorvida), EBERBACH (1998)
observou que houve rapida degradacéo no primeiro dia, seguida de diminuicéo até o quadragésimo dia.
Segundo o referido autor, a influéncia da adsorgédo restringiu a disponibilidade do Glifosato para
biodegradacéo ao longo do tempo. Assim, a meia-vida da molécula depende das fases, sendo a da
parte ndo-adsorvida de 6 a 9 dias e da parte adsorvida de 222 a 835 dias. Os herbicidas quando
aplicados repetidamente no solo por varios anos podem ter sua taxa de degradagdo aumentada em
relacdo aos solos sem a aplicacéo do produto, pois 0s microrganismos presentes podem estar mais
adaptados a presenca do composto e apresentar enzimas especificas para metaboliza-lo. ROBERTSON
e ALEXANDER (1994) conduziram estudo para avaliar a ocorréncia de degradacéo acelerada de alguns
herbicidas e observaram que o Glifosato foi rapidamente mineralizado apds a segunda aplicagao no
solo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a biodegradacao de Glifosato em amostras de dois solos
brasileiros, com e sem histérico de aplicacao prévia do herbicida em campo.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 SOLOS

Amostras de Argissolo Vermelho-Amarelo, textura média, foram coletadas em area cultivada
com péssego, na Fazenda Experimental da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ/
USP), situada no municipio de Piracicaba/SP. Retiraram-se amostras de subarea com historico de
seis anos de aplicacdes anuais de Glifosato (ArV6) e outra sem histérico de aplicagao (ArV0). Amostras
de Latossolo Vermelho, textura argilosa, da Fazenda Experimental do Instituto Agronémico do Parana
(IAPAR), foram coletadas no municipio de Londrina/PR. Uma amostra foi retirada de subarea sem
histérico de aplicacéo (LV0), cultivada com banana, e outra com historico de 11 anos de aplica¢des
anuais de Glifosato (LV11), cultivado com soja no sistema de plantio direto. A composi¢éo fisico-
guimica das amostras de solos utilizadas no experimento constam da Tabela 1.
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TABELA 1- CARACTERISTICAS FISICAS E QUIMICAS DAS AMOSTRAS DOS SOLOS
ARGISSOLO VERMELHO-AMARELO (ARV) E LATOSSOLO VERMELHO (LV)

Solos Aplica 2o Caracter sticas
de Glifosato
(anos)
Areia  Silte Argila pH Mat@ria CTC*
(%) (%) (%) Org nica (g/kg) (Mmolc/kg)
Arvo 0 41 13 46 5,7 23 88
ArvVe 6 49 9 42 5,9 23 92
LVO 0 03 11 86 5,6 26 118
LV11 11 01 08 91 5,2 20 92

* CTC = Capacidade de troca catibnica.

Em cada subarea foram coletadas, com auxilio de uma pa, subamostras de solo (inteiramente
ao acaso) em 15 pontos na profundidade de 0-10 cm do perfil, formando amostras compostas. As
amostras de solo foram peneiradas em malhas de 2 mm com posterior determinacdo da umidade
presente e da capacidade de campo (COSTA, 1983). As amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos, fechados frouxamente com barbante e papel e mantidos a temperatura de 4°C (1 semana)
para analises posteriores.

2.2 BIODEGRADAGAO DE GLIFOSATO NO SOLO

Os experimentos foram conduzidos no Laborato6rio de Ecotoxicologia, do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura (CENA/USP). Usou-se a metodologia de quantificacdo do diéxido de carbono
desprendido pela respiracao microbiana do solo (BARTHA e PRAMER, 1965). O Glifosato (99% de
pureza) foi aplicado na dosagem de 2,16 mg.kg* de solo e distribuido, uniformemente, em sacos
plasticos. Foram utilizados 75 g (peso seco) de cada amostra de solo, colocadas em frascos Erlenmeyer
de 250 mL, conectado a tubo lateral de 50 mL contendo KOH 0,2 mol.L* recém-preparado.

Os frascos Erlenmeyer foram incubados a temperatura de 25° C (+ 2° C), no escuro e em sala
climatizada. O di6xido de carbono liberado e coletado no alcali (KOH) foi amostrado aos 2, 4, 8 16, 24
e 32 dias apos o inicio da incubagéo do solo, trocando-se 0s 10 mL de KOH contido no tubo lateral do
frasco Erlenmeyer por solucdo recém-preparada. Os 10 mL de KOH retirados foram colocados em
frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 1,0 mL de BaCl. 1 mol.L* para precipitar o CO, e 3 gotas de
solucéo de fenolftaleina como indicador. A solucgéo foi titulada com HCI 0,1 mol.L* até a viragem,
anotando-se o volume gasto. O mesmo procedimento descrito acima foi utilizado para os frascos sem
adicéo de solo (branco). A quantificacdo do CO, desprendido foi calculada pela seguinte formula
(IBAMA, 1990):

Hg C-CO, =[(mL HCI__ branco) - (mL HCI___ tratamento)] x M, ., x 22

2.3 QUANTIFICACAO DO GLIFOSATO E METABOLITO

Para analise de residuos de Glifosato e seu metabdlito acido aminometil fosfénico (AMPA)
foram utilizadas amostras dos mesmos solos, incubadas nas mesmas condi¢des, em quatro frascos
Erlenmeyer adicionais para cada solo. As anélises foram efetuadas aos 0, 8, 16 e 32 dias apds a
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aplicacao do herbicida. Amostras de 10 g de solo, em trés repeti¢cdes, foram colocadas em tubos de
centrifuga de 75 mL, juntamente com solu¢cédo de NH4sOH 0,25 mol.L* + KH.PO, 0,1 mol.L? (40 mL).
Em seguida, foram agitadas por 90 minutos em agitador horizontal (120 rpm) e centrifugadas a
2000 rpm, por 20 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de centrifuga, o pH ajustado
para 2,0 com HCI 5 mol.L? e centrifugado novamente a 2500 rpm por 10 minutos. Filtrou-se o
sobrenadante em papel filtro GF/A e o filtrado foi transferido para bal&do volumétrico de fundo redondo
de 300 mL. Repetiu-se o procedimento descrito acima com o residuo sélido restante no tubo de
centrifuga inicial. O volume do filtrado combinado das duas extrac8es foi reduzido para, aproximadamente,
5 mL em concentrador rotatério a vdcuo a temperatura de 60°C. O extrato de solo foi transferido para
tubo de centrifuga e o pH ajustado entre 1,8 e 2,0 com NH,OH concentrado, sendo centrifugado
novamente a 4000 rpm por 10 minutos.

O extrato do solo foi transferido para coluna contendo resina de troca catidénica (Dowex 50W-
X8), com taxa de fluxo regulada de 2,5 mL.mint. Em seguida, foram feitas lavagens seqiienciais com
por¢cBes de 5 mL de HCI 0,01mol.L* até volume total de 20 mL, descartando-se o eluido. Glifosato e
AMPA foram eluidos da coluna, usando-se HCI 0,1 mol.L* (5 x 20 mL) e coletados em baldo de 500
mL. O extrato limpo foi evaporado até secura em evaporador rotatorio a vacuo. O residuo foi redissolvido
com 5 mL de fase mével (KH2PO4 0,005 mol.L?, 4% metanol, pH 2,1, ajustado com &cido fosforico) e
colocado em bal&@o volumétrico de 5 mL. O extrato final foi filtrado em seringa provida de membrana
Millipore de 0,45 um e armazenado em frascos de vidro de 5 mL (-20°C). As amostras foram enviadas
para analise de Glifosato e AMPA por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (COWELL et al.,
1986) ao Laboratorio de Residuos de Pesticidas da EMBRAPA-Meio Ambiente.

As andlises foram efetuadas em equipamento Shimadzu (modelo LC 10AD), provido de coluna
analitica de troca anibnica de sulfonato de estireno divinil-benzeno (5 pm, 300 mm x 4,6 mm de
diametro interno), em temperatura constante de 50°C. O fluxo da fase mével foi mantido a
0,5 mL.min? e o volume de amostra injetada foi de 100 pL.

A determinacéo de Glifosato e AMPA envolveu, primeiramente, a oxida¢do da amina primaria da
estrutura molecular de Glifosato em reator pés-coluna a 38°C, seguida de derivatizacdo com o-ftalaldeido
e 2-mercaptoetanol (OPA-MERC) em espiral de aco inoxidavel (2 m x 0,2 mm de diametro interno).
Duas bombas foram usadas para obter fluxos de 0,3 mL.min? para o reagente oxidante e o OPA-
MERC. Usou-se detector de fluorescéncia, com comprimento de onda de excitacdo de 350 nm e
emissdo de 440 nm, e integrador. Os tempos de retencao para Glifosato e AMPA foram 22 e 44
minutos, respectivamente.

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com oito tratamentos e trés repeticbes
como segue: 1 - amostra ArV0, com aplicacdo de Glifosato no laboratério; 2 - amostra ArV0, sem
aplicacdo de Glifosato no laboratério (controle); 3 - amostra ArV6, com aplicacao de Glifosato no
laboratdrio; 4 - amostra ArV6, sem aplicacdo de Glifosato no laboratério (controle); 5 - amostra LVO,
com aplicag&o de Glifosato no laboratorio; 6 - amostra LVO, sem aplicacdo de Glifosato no laboratério
(controle); 7 - amostra LV11, com aplicacdo de Glifosato no laboratério; 8 - amostra LV11, sem aplicagdo
de Glifosato no laboratério (controle). Para comparacéo de médias foi utilizado o teste de Tukey, ao
nivel de 5%, de acordo com PIMENTEL-GOMES e GARCIA (2002).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da biodegradacéo de Glifosato, obtidos por meio do desprendimento de CO: (ho
periodo de 32 dias) sao apresentados na Figura 1a e 1b. Observou-se que, nas amostras dos solos em
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que foi aplicado Glifosato no laboratério a quantidade de CO: aos 32 dias foi de 0,49 e 0,42 pg.g* para
os solos ArvV6 e ArVo, e de 0,49 e 0,46 ug.g* para os solos LV11 e LVO, respectivamente. Nas
amostras dos solos em que nédo foi aplicado Glifosato no laboratério (controles), a quantidade de CO:
aos 32 dias foi de 0,39 e 0,32 pg.g* para os solos ArV6 e ArVO0, e de 0,40 e 0,38 pg.g? para os solos
LV11 e LVO, respectivamente. As diferengas encontradas entre as amostras tratadas e seus respectivos
controles apresentaram significado estatistico. Esses resultados sugerem que a microbiota do solo
utilizou Glifosato como fonte de carbono para 0 seu metabolismo, proporcionando aumento na respiracao
microbiana. A maior producéo de CO. apresentada por solos com aplica¢éo imediata de Glifosato esta
relacionada com a degradacéo do herbicida pelos microrganismos (WARDLE e PARKINSON, 1990).

Os resultados mostraram ainda que ocorreu aumento no desprendimento de CO- a partir do
oitavo dia de incubacéo, o qual prosseguiu até os 32 dias. Tais resultados diferem dos encontrados por
SPRANKLE et. al. (1975) que observaram aumento acentuado na biodegradacéo de Glifosato na
primeira semana de incubacéo, seguida pela sua diminuicdo. Verificaram que a adsor¢cdo do composto
as particulas do solo dificultava a utiliza¢éo posterior do herbicida pelos microrganismos. De acordo
com NOMURA e HILTON (1977) e SOUZA (1994) os microrganismos utilizam a fracdo que esta
prontamente biodisponivel e que, devido a forte adsorcdo do Glifosato, a sua degradacao € mais
acentuada logo apés a aplicacao no solo.

A comparacao entre 0s solos, com e sem histérico de aplicacéo prévia de Glifosato, revelou que
as amostras ArV6 e LV11 (com historico de aplicagao) apresentaram produgéo de CO, em torno de
10% a 15% superiores as observadas para as amostras ArV0 e LVO (sem histérico), respectivamente.
O aumento na liberac@o de CO2 em solos com histérico de aplicacdo mostra que 0s microrganismos
presentes nesses solos estdo mais adaptados a presenca do composto e apresentam capacidade de
biodegradacao mais acentuada.

FIGURA 1- QUANTIDADE DE CO2 ACUMULADO NAS AMOSTRAS DE SOLO ArV6 EArvo (a) E
DAS AMOSTRAS DE SOLO LV11 E LVO (b), DURANTE O PERIODO DE INCUBAGAO
DE 32 DIAS (25°C, NO ESCURO)*
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Os resultados obtidos nas analises de residuos de Glifosato e AMPA das amostras de solos
aos 0, 8, 16 e 32 dias de incubacado sdo apresentados nas Figuras 2 e 3. Verificou-se diminui¢éo
gradativa na quantidade de Glifosato e o aparecimento do metabélito AMPA, que € o primeiro composto
formado na degradac&o microbiana do Glifosato (RUEPPEL et al., 1977). Tais resultados estdo de
acordo com VEIGA et al. (2001) que avaliaram a dindmica de Glifosato e AMPA em solo de floresta.
Observaram que a concentracao do herbicida decresceu enquanto a do seu metabdlito aumentou nas
primeiras semanas de experimento. Apos esse periodo inicial, a concentracdo do AMPA decresceu,
devido a sua degradacao. Neste experimento, a concentragdo do AMPA provavelmente diminuiria
caso fosse monitorada por periodo superior aos 32 dias, pois a taxa de dissipa¢do do AMPA é menor
quando comparada com a do seu precussor Glifosato (NEWTON et al., 1994).

FIGURA 2 - CONCENTRACOES DE GLIFOSATO E AMPA DETECTADAS NOS SOLOS ArV6 (a) E
ArVO0 (a) DURANTE PERIODO DE INCUBACAO DE 32 DIAS (25°C, NO ESCURO)*
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A partir das curvas de degradacdo apresentadas nas Figuras 2 e 3 foram obtidas as equacgfes
gue definiram a meia-vida do Glifosato (Figura 2) nos solos avaliados. A meia-vida do Glifosato foi de 8
dias para a amostra de solo ArV6 (com historico de aplicagéo) e de 9 dias para a amostra de solo
ArVO (sem histérico de aplicagdo). J& nas amostras do solo LV (Figura 3), a meia-vida do Glifosato foi
de 11 dias para a amostra de solo LVO (sem histérico de aplicacao) e de 22 dias para a amostra de
solo LV11 (com histérico de aplicagdo). A meia-vida menor encontrada nas amostras do solo ArV
(Figura 2) pode ter sido consequiéncia da maior disponibilidade do Glifosato para biodegradacéo. Nesses
solos, a quantidade de argila encontrada foi menor (Tabela 1), diminuindo conseqiientemente a adsorcéo
do herbicida as particulas de argila. Por outro lado, nas amostras do solo LV que apresentaram
maiores quantidades de argila, o Glifosato poderia estar mais adsorvido a essas particulas,
impossibilitando maior ataque microbiano e aumentando sua meia-vida nesse solo. Segundo CARLISLE
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e TREVORS (1988), a meia-vida do Glifosato no ambiente pode variar entre pouco menos de uma
semana até anos, dependendo do tipo de solo e sua atividade microbiana.

FIGURA 3- CONCENTRAGCOES DE GLIFOSATO E AMPA DETECTADAS NOS SOLOS LVO (a) E
LV11 (b) DURANTE PERIODO DE INCUBACAO DE 32 DIAS (25°C, NO ESCURO)*
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Na amostra de solo LVO (sem histérico de aplicacdo), o Glifosato apresentou meia-vida menor
(Figura 3) que na amostra de solo LV11 (com historico de aplicagdo). Entretanto, conforme a Figura
1b, a quantidade de CO, produzida pela amostra de solo LV11 mostrou-se ligeiramente maior. A
guantidade de nutrientes, principalmente o fésforo (VEIGA et al., 2001), disponiveis para os
microrganismos na amostra de solo LVO pode ter estimulado a degradacgao mais rapida do Glifosato
nesse solo, que apresentou meia-vida menor em relacéo ao solo LV11.

4 CONCLUSAO

A respirac@o microbiana foi maior nas amostras dos solos que receberam aplicacao de Glifosato
no inicio da incubacdo, mostrando que 0s microrganismos sd0 0s principais responsaveis pela
biodegradacéo do herbicida no solo. A meia-vida do Glifosato foi menor nas amostras de Argissolo do
que de Latossolo.
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ABSTRACT

BIODEGRADATION OF GLYPHOSATE IN TWO BRAZILIAN SOILS

It was evaluated the Glyphosate biodegradation in two Brazilian soil samples, both with and without report of previous
herbicide application. Samples of 75 g of each soil type (3 replicates) were used and Glyphosate was applied in the
recommended dose for field condition (2.16 kg a.i./ha). The assessment of biodegradation was done using the CO:2
evolution during a 32 days period. During this period the Glyphosate residues, and its main metabolite were quantified,
after extraction and analysis by high performance liquid chromatography. The results showed that Glyphosate was
degraded by the soil microorganisms, with formation of its metabolite, the aminomethylphosphonic acid (AMPA). The
degradation was faster in the Hapludult than in Hapludox soil.

KEY-WORDS: HERBICIDE-BIODEGRADATION; HPLC; GLYPHOSATE, SOILS.
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