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Resumo

O bagago de cana-de-acticar é substrato biossorvente reconhecido pela capacidade de remover efetivamente metais pesados,
compostos organicos volateis, sendo adequado para o tratamento de agua. Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar
se 0 bagaco de cana-de-acucar, associado a terra, pode reduzir a disponibilidade do 2,4-D no solo e minimizar possiveis danos
mutagénicos, além de altera¢des na biomassa de minhocas (Eisenia andrei). Para isso, E. andrei foram expostas durante 14 dias
a duas concentragdes do herbicida (4 e 12 pg/L de 2,4-D) em solos com diferentes propor¢des de bagaco de cana (0, 25, 75 ¢
100%). Em geral, os resultados ndo indicaram diferengas significativas na biomassa nem na frequéncia de microntcleos entre
as concentragdes de 2,4-D em rela¢do ao controle. O que indica uma relagdo com o fato das concentragdes testadas serem
consideradas ambientalmente relevantes. Portanto, mais estudos sdo encorajados, especialmente com concentragdes mais
elevadas e a aplicagdo de outros biomarcadores para complementar as analises.
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Abstract

2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is the second most widely used herbicide in Brazil and this chemical compound has
been shown to have ecotoxicological potential. However, there are no studies evaluating the efficiency of sugarcane bagasse as
a reducer of the potential impact of the herbicide 2,4-D on soil organisms, especially earthworms. Therefore, the aim of this
study was to assess whether sugarcane bagasse, associated with soil, can reduce the availability of 2,4-D in the soil and minimize
possible mutagenic damage, as well as changes in the biomass of earthworms ( Eisenia andrei). To this end, Eisenia andrei were
exposed for 14 days to two concentrations of the herbicide (4 and 12 pg/L of 2,4-D) in soils with different proportions of
sugarcane bagasse (0, 25, 75 and 100%). In general, the results showed no significant differences in biomass or micronucleus
frequency between the concentrations of 2,4-D and the control. This suggests that the tested concentrations are environmentally
relevant. Therefore, further studies are recommended, especially with higher doses and the use of additional biomarkers to
complement the analyses.
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Introducao

Os pesticidas sdo amplamente utilizados na
agricultura comercial e tém contribuido
significativamente  para o aumento da
produtividade das colheitas ao controlar pragas e
doengas, garantindo a seguranca alimentar
(LAMMERTYN et al.,, 2024). No entanto, a
aplicagdo indiscriminada de agroquimicos para
melhorar a produtividade impacta negativamente o
meio ambiente (VULLO et al., 2023). O 24-
Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), por exemplo,
¢ um herbicida utilizado mundialmente devido ao
seu baixo custo, alta seletividade e eficiéncia no
controle de ervas daninhas, sendo bastante
empregado em dareas agricolas e urbanas
(DEHNERT et al., 2018). De acordo com o
IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente),
0 2,4-D foi classificado como o segundo herbicida
e o terceiro pesticida mais vendido no Brasil em
2023 (atras do Glifosato e do Mancozebe), com
51.872,24 toneladas comercializadas (IBAMA,
2024). Vale a pena ressaltar que, uma vez aplicado
diretamente no solo ou pulverizado nas lavouras, o
2,4-D pode atingir facilmente corpos d'agua por
meio do escoamento superficial, infiltracao e
lixiviagdo, tornando-se um problema ambiental
(KEARNS et al., 2014). Assim, varios estudos ja
registraram em solo ou agua (MORGAN et al.,
2008; ISLAM et al.,2018; ENGELBRECHT et al.,
2025). No Brasil, de acordo com a resolugao n°
357/2005 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), ¢ permitida uma
concentracdo maxima de 4,0 pg/L de 2,4-D
soluvel em agua doce.

Anelideos sdo invertebrados essenciais
para o ecossistema do solo. Devido a pele sensivel
e a possibilidade de absorver contaminantes pela
boca, sdo amplamente usados em testes de
toxicidade (MANERIKAR et al., 2008; NNEJI et
al., 2016; BOUGHATTAS et al., 2019; GAN et
al., 2021). Eles sdo usados como bioindicadores
em estudos laboratoriais e de campo sobre a
contamina¢do do solo por pesticidas (VULLO et
al., 2023; LAMMERTYN et al., 2024), metais
toxicos (SILVA et al., 2023; HATTAB et al.,
2023) e poluentes emergentes (LIWARSKA-
BIZUKOIJC et al., 2023; ANTONIO et al., 2025).
Entretanto, nenhum estudo utilizando a
concentragdo maxima permitida do herbicida foi
realizado para avaliar efeitos mutagénicos (teste de
micronicleo) em minhocas. Paralelamente,
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ressalta-se que o Brasil ¢ o maior produtor mundial
de cana-de-agucar, com aproximadamente 8,59
milhdes de hectares de 4rea cultivada. De acordo
com a ultima andlise mensal de produtividade
realizada pela Agéncia Nacional de Abastecimento
(CONAB) em abril de 2020, o estado de Goias era
o segundo maior produtor de cana-de-agucar do
pais, dados da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria também corroboram com este
nimero (EMBRAPA, 2020).

Nesse contexto, destaca-se o subproduto da
lavoura sucroalcooleira, o bagaco da cana-de-
agucar, e seu potencial uso como biossorvente de
baixo custo para a remog¢do de contaminantes
presentes na agua (DOS SANTOS et al., 2011;
SARKER et al., 2017; MILANI et al., 2018;
FIDELES et al., 2018; SOLIMAN et al., 2024). O
bagaco ¢ economicamente viavel, abundante e
caracterizado por sua estrutura porosa, o que O
torna adequado para o tratamento de agua
(THORAT et al., 2025). Assim, considerando que
0 2,4-D ¢ o segundo herbicida mais utilizado no
Brasil e j4 foi demonstrado que esse composto
quimico tem o potencial ecotoxicologico. No
entanto, ndo ha estudos que avaliem a eficiéncia do
bagaco de cana-de-agicar como redutor do
potencial impacto do herbicida 2,4-D sobre
organismos do solo, especialmente as minhocas.
Diante do exposto, levantou-se a hipdtese que o
bagaco da cana-de-actcar, associado ao solo, atue
como absorvente do herbicida 2,4-D presente no
ambiente, reduzindo sua toxicidade para os
organismos que habitam esse ecossistema, em
especial a minhoca Eisenia andrei. Para avaliar
esse efeito, o teste do microniucleo é um
biomarcador globalmente aceito, simples e
sensivel para detectar danos mutagénicos
resultantes da exposicdo a xenobidticos (SILVA et
al., 2023; CALISI et al., 2024).

Material e Métodos

Coleta do solo e substrato

O solo foi coletado no Jardim Botanico do
Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde,
Goias. Apos a coleta o solo foi peneirado (malha:
35 mm x 6 mm) a fim de obter maior
homogeneidade para uso no experimento. Ja o
bagaco de cana (BC) foi obtido na Usina de Etanol
no municipio de Parauna, Goids, Brasil. O BC foi
lavado com 4gua de torneira e seco em estufa a
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70°C por 12h, a fim de retirar impurezas e
umidade.

Obtencdo dos anelideos

As minhocas adultas entre 300 mg a 600
mg e com clitelo bem desenvolvido foram obtidas
em casa de pesca. Durante todo o experimento as
minhocas foram alimentadas com a matéria
organica presente na terra ou do bagaco de cana.

Delineamento experimental

O 2,4-D foi adquirido com produtores
rurais de Rio Verde, Goias. Para avaliarmos o
efeito do bagago de cana-de-aglicar na biossorcao
do 2,4-D, o experimento ex situ foi executado em
terrarios com capacidade de 4L utilizando dois
fatores (concentragdo do herbicida em relacao
bagaco da cana versus terra) em 12 tratamentos
com trés réplicas cada, totalizando 36 unidades
experimentais (Figura 1). Duas concentragdes do
herbicida foram utilizadas para a exposicao, sendo
uma o valor permitido pelo CONAMA (4ug/L) e a
outra trés vezes mais elevada (12pug/L) de modo a
simular o efeito de uma possivel bioacumulacao
dessa substancia no ambiente, devido seu uso na
rotatividade das culturas anuais (Bula 2,4 D
Nortox), bem quanto uma provavel superdosagem
nas lavouras. Também vale sublinhar que 12ug/L
ja foram detectado em aguas superficiais e
sedimentos urbanos (Islam et al., 2018). Para cada
tratamento foram utilizados trinta animais, sendo
10 em cada réplica.

Os tratamentos visaram avaliar as
concentracoes ¢ a efetividade do BC como
potencial biossorvente desse contaminante. Para
tanto, além dos tratamentos apresentados, também
foram avaliados os grupos sem exposi¢do ao
contaminante, grupos controles, os quais foram
expostos ao herbicida 2,4-D e outro sem o bagaco
de cana-de-agticar. Cada unidade experimental
com capacidade para 2L contendo diferentes
porcentagens (%) de bagaco de cana (BC) em
relacdo a quantidade de terra (T) 25%BC75%T,
50%BC50%T, 75%BC25%T e 100%BC100%T.
A exposicdo das minhocas ao 2,4D em diferentes
concentragdes (4pg/L e 12ug/L) ocorreu nesta
propor¢ao de BC e T através da admissdo do
herbicida em solucdo aquosa misturada ao solo
(300 mL). Para o grupo controle foi utilizada
apenas agua. Apos o preparo do solo seguido a
Organizacao para a Cooperagao e
Desenvolvimento Econdémico (OCDE, 1984), as
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minhocas foram expostas por 14 dias e coletadas
para a determinacdo dos parametros biométricos,
bem como a frequéncia de microntucleo.

Figura 1. Delineamento experimental da
exposicao do 2,4D a minhocas durante 14 dias. A
porcentagem indica a quantidade de terra utilizada
ou de bagago de cana-de-agucar. T) Terra e BC)
bagago de cana-de-agucar.
Controle
100% T

s i  cibm  ciam

4 ug/L de 2,4-D
100% T

diEms  cims  ciimp  chum

12 pg/L de 2,4-D
100% T

i o o

Analise da biomassa

Para as analises da massa corporal, um
grupo de dez animais de cada réplica, foi pesado
em balanga analitica de precisao (0,1g) no inicio e
ao final dos experimentos, para cada unidade
experimental.

Trés réplicas por tratamento

Teste do micronticleo

As minhocas foram lavadas em agua de
torneira declorada e deixadas para expurgar o
excesso de residuos intestinais por 3h
(HENDRIKSEN et al., 1991). Os animais foram
mortos em resfriamento em gelo. Em seguida,
foram coletadas amostras de celomocitos com
seringas heparinizadas. Dois esfregacos de
celomocitos foram realizados em laminas de vidro
limpas para cada animal, fixados com metanol por
10 min e depois corados com Kit panoético rapido
por 10 segundos. Um total de 1000 células foram
analisadas de cada 1amina sob um microscopio de
Leipzig equipado com uma camera de 38 MP, com
uma amplia¢do de 100x.

Analise estatistica

Os dados foram apresentados por meio da
média e desvio padrio. A normalidade e a
homocedasticidade dos dados foram verificadas
pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene,
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respectivamente. O teste t de Student foi realizado
para comparar a biomassa das minhocas. J& o
Kruskal-Wallis (H) seguido por Dunn foi
executado entre os tratamentos do teste de
micronicleo. Um p<0,05 foi considerado
significativo.

Resultados

A mortalidade total de minhocas (F.
andrei) em 14 dias foi <10% o que esta de acordo
com os critérios de validade do protocolo de teste
da OCDE. Ao final da exposi¢ao de 14 dias havia
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duas mortes no controle, uma na exposicao de
4ng/L e oito para 12pg/L. Ao final do experimento
morreram 11 minhocas (controle =2, 4ug/l.=1¢
12png/L = 8). Nao houve diferenga significativa
entre a massa corporal inicial e final das minhocas,
exceto em 25%-75% (p = 0,016) (Tabela 1).

Para o teste de micronicleo ndo foi
observada diferenca significativa entre os
tratamentos (H = 0,2727; p = 1,00) em relagdo ao
controle, bem como para células binucleadas nos
tratamentos com bagaco de cana (H =9,335; GL =
8; p =0,315) e sem bagaco da cana (H= 2,0156;
GL=2; p=0,365).

Tabela 1 - Médiat+desvio padrao da massa corporal de anelideos expostos a 2,4-D com bagaga de cana-

de-acucar.
Tratamentos BC Terra Massa Corporal (X£SD) Estatistica
Inicio Final (14 p-valor
dias)

Controle 0% 100% 2,76£1,59  2,84+0,26 t=0,679; p=0,534
75% 25% 2,78+0,36  3,42+0,99 t=-1,046; p=0,355
50% 50% 3,50+0,47  4,22+0,45 t=-1,936; p=0,125
25% 75% 3,14£0,41  3,44+0,31 t=-0,995; p=0,375

4 ng/L 2,4-D 0% 100% 2,97+1,26  3,13+0,42 t=0,679; p=0,534
75% 25% 3,27£0,54  3,30+1,30 t=-2,275; p=0,085
50% 50% 3,03+0,44  3,08+1,00 t=-2,274; p=0,085
25% 75% 3,34+0,49  3,84+1,08%* t=-3,951;p=0,016

12 ug/L 2,4-D 0% 100% 3,11£0,47  3,43+0,32 t=-0,988; p=0,378
75% 25% 2,89+0,44  2,47+1,47 t=0,467,p=0,331
50% 50% 2,69+0,25  2,23+0,49 t=1,443;p=0,222
25% 75% 2,98+0,34  2,89+0,25 t=0,369; p=0,730

Os dados consideram o inicio e final da exposi¢do com 14 dias. O asterisco indica uma diferenga

significativa.

Tabela 2 - Médiat+desvio padrao da frequéncia de micronucleo e células binucleadas de celomocitos de
anelideos expostos a 2,4-D com bagaga de cana-de-agucar.

Tratamentos Biomarcador (X+SD)
Terra BC Concentracdo (ug/L)  Micronucleo  Binucleada
75% 25% 0 0,00 0,00

4 0,00 0,00

12 0,00 0.33+0,71
50% 50% 0 0,00 0,00

4 0,00 0,18+0,40

12 0,11+0,33 1,11£1,05
25% 75% 0 0,00 0,00

4 0,00 0,00

12 0,00 0,40+1,26
100% 0% 0 0,00 0,40+0,70

4 0,00 0,20+0,42

12 0,00 0,90+1,10
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Discussao

Concentragdes ambientalmente relevantes
de 2,4-D (4 e 12 ng/L) associadas ao bagaco de
cana-de-acicar com o solo ndo provocam
mutagenicidade em anelideos de E. andrei, além de
perda de peso da biomassa. E sabido que o
crescimento de minhocas pode ser inibido apos a
exposicao a produtos quimicos toxicos, sendo a
diminui¢do do peso uma resposta comum ao
estresse (WU et al.,, 2011; YE et al, 2016;
YADAV et al., 2023). Dito isto, foi observado que
o peso das minhocas apresentou uma leve
tendéncia (6,96%) de queda na dose mais baixa (4
pg/L de 2,4-D) para 25% de bagaco de cana-de-
acucar. Ye et al. (2016) defendem que a perda de
peso pode estar associada a redugao de glicogénio,
lipidios e proteinas apds a exposicao a substancias
toxicas. Por outro lado, Givaudan et al. (2014)
relatam que os mecanismos de desintoxicagdo das
minhocas envolvem a remog¢do de poluentes
exogenos por meio do metabolismo energético.

Entretanto, as concentracdes testadas nao
resultaram em diferencas significativas no peso
nicial e final das minhocas, ou mesmo no teste de
micronucleo. Este resultado pode estar relacionado
as baixas concentragdes utilizadas em comparagao
com outros estudos sobre o efeito do 2,4-D em
anelideos. Boughattas et al. (2022), por exemplo,
avaliaram o impacto do 2,4-D (7 mg/kg) no solo
em combinagdo com microplasticos, observando
um aumento na frequéncia de micronucleos apenas
na interacdo entre os xenobioticos. Em estudo
realizado com FEutyphoeus waltoni exposto a
diferentes concentragdes de 2,4-D (200, 300, 400,
450 mg/kg), observou-se um efeito toxico-
dependente entre tempo de exposi¢do e dose
(SINGH; SINGH, 2015).

Apesar de ser um dos biomarcadores mais
utilizados no  monitoramento ambiental
(SFORZINI et al., 2012), o teste de micronucleo
ndo demonstrou efeitos nas varidveis analisadas
neste estudo. Além disso, a baixa concentragao de
herbicida utilizada no presente estudo, o uso de um
biomarcador mais sensivel, como o ensaio cometa,
pode ser relevante para futuras investigagdes. E
importante ressaltar que a maioria dos estudos
sobre satde ambiental e danos no DNA sdo
realizados com espécies aquaticas (ABDEL et al.,
2018), enquanto  as  pesquisas  sobre
genotoxicidade e outros biomarcadores utilizam-
se de organismos terrestres (DA SILVA JUNIOR
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et al, 2009). Considerando a importancia
ecoldgica desses organismos na manutencdo da
qualidade e sustentabilidade do solo, a
contaminagdo por herbicidas pode representar um
fator critico para a integridade do ecossistema
terrestre.

Por fim, ¢ importante destacar que os
efeitos toxicos do 2,4-D ndo se restringem aos
organismos do solo. O acimulo desse herbicida
pode comprometer a qualidade dos alimentos
cultivados em dareas contaminadas, expondo
também os seres humanos a potenciais riscos a
saude (ISLAM et al., 2018; MOHAMMADNIA et
al., 2020). Neste contexto, os resultados obtidos
demonstram que os dados foram insuficientes para
demonstrar se a bagaco de cana-de-acUcar seria
uma estratégia eficiente para a remog¢do ou
atenuagdo do 2,4-D no solo, indicando a
necessidade de investigar concentragdes mais
elevadas do herbicida, bem como, uso de outros
biomarcadores e validagdo com outros pesticidas.

Conclusao

Os resultados obtidos indicam que as
concentragdes testadas de 2,4-D, associadas ou
ndo ao bagaco de cana-de-agucar, ndo foram
suficientes para induzir efeitos adversos
significativos em Eisenia andrei durante o periodo
experimental de 14 dias. A mortalidade observada
manteve-se dentro dos limites aceitaveis, enquanto
a variagdo da massa corporal s6 foi
estatisticamente significativa em um Unico
tratamento (25% BC e 75 T, na menor
concentracdo testada), sugerindo uma resposta
isolada, mas ndo consistente. Da mesma forma, os
biomarcadores de genotoxicidade avaliados pelo
teste de microntcleo e a frequéncia de células
binucleadas ndo demonstraram  diferencas
significativas entre os grupos experimentais. Esses
achados sugerem que, nas condigdes e
concentragdes aplicadas, o 2,4-D ndo promoveu
efeitos toxicos relevantes sobre os parametros
avaliados, o que inviabiliza detectar diferenga na
resposta do bagaco da cana. No futuro, sera
importante testar concentragdes mais elevadas ou
com a utilizagdo de biomarcadores mais sensiveis,
de modo a formular dados mais robustos sobre os
potenciais impactos do 2,4-D em organismos
edaficos e na qualidade ambiental do solo.
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