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RESUMO

O uso indiscriminado do herbicida atrazina no Brasil e no mundo apresenta diversos efeitos
adversos a salude humana e aos ecossistemas, podendo ser encontrado no solo, nas aguas
subterraneas e superficiais, no ar e também nos seres vivos. A biodegradacao deste composto
pode ocorrer por meio de diferentes condi¢des de oxirreducao, com a participagdo de consorcios
microbianos aerébios e anaerdbios, gerando diferentes intermedidrios metabolitos de
degradacdo. Por meio de revisdo bibliografica e pesquisa experimental realizada com
enriquecimento de microrganismos desnitrificantes, bactérias redutoras de sulfato (BRS) e
arqueias metanogénicas, em reatores anaerdbios em diferentes condi¢Ges de oxirreducao
(desnitrificantes, sulfetogénicas e metanogénicas) o presente trabalho traz uma explanacéo
sobre os processos de biodegradacédo da atrazina, destacando os microrganismos detectados na
literatura com potencial de degradacdo deste composto utilizando a atrazina como fonte de
carbono e/ou nitrogénio, e os seus intermediarios metabdlitos formados durante os processos
bioquimicos de degradacdo. A metodologia utilizada no procedimento experimental consiste
na realizacéo de dois ensaios distintos, sendo o primeiro chamado de reatores puros anaerobios
(RPA) e o segundo de reatores compostos anaerébios (RCA). Os dois ensaios se diferenciam
quanto ao indculo utilizado, e as fontes de carbono disponibilizadas nos reatores. Em cada
ensaio foram construidos 6 reatores para cada diferente condi¢do de oxirreducdo, sendo 3
bidticos, 2 abioticos, e 1 branco (controle). Observou-se neste estudo que a remocdo da atrazina
depende de fatores bioticos e abidticos, podendo ocorrer pelas duas vias, e que fatores fisico-
quimicos como adsorcdo e hidrélise quimica podem ter efeitos significativos neste processo.
Os resultados dos ensaios apontam que ndo houve variacdo de remocao da atrazina entre 0s
diferentes meios de oxirreducéo, 87% (£7%) para a condicao desnitrificantes, 88% (£7%) para
a sulfetogénica e 92% (+£7%) para a metanogénese, nos reatores bidticos tendo a atrazina e o
contetdo organico do solo como Unicas fontes de carbono para as bactérias nos reatores.
Entretanto a variacdo dos resultados encontrados nos RCA suplementados com fontes
complementares de carbono de acetado para os reatores desnitrificantes, lactato para os
sulfetogénicos e acetato e formiato para os metanogénicos, e 0s reatores sem essa
suplementacdo (RPA), indica que a alta remocdo de atrazina (100%) em até 70 dias de anélise
para os reatores com suplementacao deve ser feita em periodos menores de tempo.

Palavras-chave: Herbicidas, Microbiologia, Agricultura, Biorremediagé&o.



ABSTRACT

The indiscriminate use of atrazine herbicide in Brazil and worldwide has several adverse effects
on human health and ecosystems, and can be found in soil, ground and surface water, in the air
and also in living beings. The biodegradation of this compound can occur through different
oxireduction conditions, with the participation of aerobic and anaerobic microbial consortia,
generating different degradation metabolites intermediates. Through literature review and
experimental research performed with enrichment of denitrifying microorganisms, sulfate
reducing bacteria (BRS) and methanogenic arches, in anaerobic reactors under different
oxirreduction conditions (denitrifying, sulfetogenic and methanogenic) the present work
provides an explanation of the biodegradation of atrazine processes, highlighting the
microorganisms detected in the literature with potential degradation of this compound using
atrazine as carbon and / or nitrogen source, and its metabolite intermediates formed during the
biochemical degradation processes. The methodology used in the experimental procedure
consists of two distinct tests, the first called pure anaerobic reactors (RPA) and the second called
anaerobic composite reactors (RCA). The two assays differ in the inoculum used and the carbon
sources available in the reactors. In each trial 6 reactors were constructed for each different
oxeduction condition, 3 biotic, 2 abiotic, and 1 blank (control). It was observed in this study
that the removal of atrazine depends on biotic and abiotic factors, which may occur in both
ways, and that physicochemical factors such as adsorption and chemical hydrolysis may have
significant effects on this process. The results of the tests indicate that there was no variation in
atrazine removal between different oxireduction media, 87% (x 7%) for the denitrifying
condition, 88% (x 7%) for the sulfetogenic and 92% (x 7%). for methanogenesis, in biotic
reactors with atrazine and soil organic content as the only carbon sources for bacteria in the
reactors. However, the variation of the results found in RCA supplemented with complementary
sources of acetate carbon for denitrifying reactors, lactate for sulfetogens and acetate and
formate for methanogens, and reactors without this supplementation (RPA), indicates that high
atrazine removal (100%) within 70 days of analysis for supplemented reactors should be done
in shorter time periods.

Key words: Herbicides, Microbiology, Agriculture, Bioremediation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - FOormula estrutural da Atrazina...........cceeveiereieiieieeieiese e 14
Figura 2 - Via enzimatica mais conhecida de degradacdo da atrazina.............ccccceverervresnennnn 27
Figura 3 - Localizacdo da Bacia Hidrografica do Parana Il...........c.cccceeeiveieiece e, 28
Figura 4 - Pontos de coleta na Sub Bacia Hidrografica Sanga Memodria...........c.ccccccovvvvevvenenne. 32

Figura 5 - Areas de coleta (a) corresponde ao ponto 1 e (b) ao ponto 2. (c) e (d) correspondem
aos respectivos pontos 1 e 2 apds a limpeza do local..........ccccevvevevevene i 33

Figura 6 - Procedimento experimental para a construcdo de todos os reatores anaerobios........ 40

Figura 7 - Reatores em descanso antes das retiradas de amostras..........ccccceevvervenesvieseeseeenenns 42
Figura 8 - Aspecto dos Reatores Puros Desnitrificantes (RPD).........cccoevereiiieienenencneseen 45
Figura 9 - Fracéo clarificada dos RPD (8D&IX0).........cccvriiiriiiiiiic e 46
Figura 10 - Consumo de nitrato nos Reatores Puros Desnitrificantes (RPD)............ccccceevvvennen. 46
Figura 11 - Deteccdo de atrazina nos Reatores Puros Desnitrificantes (RPD)..........cccccevvvennee. 47
Figura 12 - Aspecto dos Reatores Puros SUIfetOgEnICOoS..........c.cvveivveveiieie e 48
Figura 13 - Produgdo de sulfeto nos Reatores Puros Sulfetogénicos (RPS)........cccccvevirerennnne 49
Figura 14 - Consumo de sulfato nos Reatores Puros Sulfetogénicos (RPS)........ccccocvvirerennnne. 49
Figura 15 - Detecc¢do de atrazina nos Reatores Puros Sulfetogénicos (RPS).........ccccccevvevieenen. 50
Figura 16 - Aspecto dos Reatores Puros Metanogénicos (RPM).........ccccvevviieieenecie v, 51
Figura 17 - Produgdo de metano nos Reatores Puros Metanogénicos (RPM)..........cccceeevvivenene. 52
Figura 18 - Deteccéo de atrazina nos Reatores Puros Metanogénicos (RPM)..........ccccccvevenene. 52
Figura 19 - Reatores Compostos Desnitrificantes no final do ensaio (RCD)...........cccccccevvennenne. 57
Figura 20 - Consumo de Nitrato dos Reatores Compostos Desnitrificantes (RCD)................... 58
Figura 21 - Deteccdo de atrazina nos Reatores Compostos Desnitrificantes (RCD).................. 58
Figura 22 - Aspecto dos Reatores Compostos Sulfetogénicos (RCS)........cccevvveiininniiciienenn 59
Figura 23 - Producdo de sulfeto nos Reatores Compostos Sulfetogénicos (RCS).........c.cc......... 60
Figura 24 - Consumo de sulfato nos Reatores Compostos Sulfetogénicos (RCS)..................... 60
Figura 25 - Deteccdo de atrazina nos Reatores Compostos Sulfetogénicos (RCS).................... 61
Figura 26 - Reatores Compostos Metanogénicos (RCM)........ccoviiiieiinininieiene e 62
Figura 27 - Producdo de metano nos Reatores Compostos Metanogénicos (RCM).................. 62

Figura 28 - Deteccdo da atrazina nos Reatores Compostos Metanogénicos (RCM)................... 63



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracteristicas gerais e propriedades fisico-quimicas da atrazina...............cc.ceeuene... 15
Tabela 2 - Resumo funcional de cada gene (Banco de dados uniprot/adaptado)..........c.ccccceeu... 28
Tabela 3 - Solugbes para compor 0s meios utilizados nos reatores desnitrificantes................... 35
Tabela 4 - SolucBes para compor 0s meios utilizados nos reatores sulfetogénicos.................... 36
Tabela 5 - Solugdes para compor os meios utilizados nos reatores metanogénicos.................... 37

Tabela 6 - Composi¢édo dos primeiros reatores anaerobios de volume liquido de 50 ml (Reatores

Tabela 7 - Composic¢éo dos reatores de volume maior (300 ml) feitos com adi¢édo de fonte de

(072 Vg 10 3 T TSR 42
Tabela 8 - Informagdes CromatografiCas...........covrireiriiereere e 44
Tabela 9 - Remocdo da ATZ nos Reatores Puros Anaerébios (RPA).......c.cccevevveveiiiecinenne 53

Tabela 10 - Presenca de deisopropilatrazina (DIA) N0S RPA.........ccooveii i 55



2.1
2.2

3.1

3.2

3.3

3.4
34.1
3.4.2
3421
34.22
3.4.2.3
3.5

3.6

3.7

3.8

4.1
4.2
4.3

iii.
4.4
4.5
4.6
4.7

SUMARIO

INTRODUGAO.........oooieieeeeeeeeeeeeeeeeseeesese e
OBJETIVOS ... .ottt
OBJETIVO GERAL.......ooiitieeiseese e
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......oooveveeereeesiereesreeeses e
REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t
IMPACTOS DA ATRAZINA NA SAUDE HUMANA...........
IMPACTOS AMBIENTAIS DA ATRAZINA......c.ccocoeieiien
COMPORTAMENTO AMBIENTAL DA ATRAZINA...........
BIODEGRADAC}AO DA ATRAZINA. ...,
Biodegradacgdo aerdbia da atrazina ...........cc.cceceevveieicnnienns
Biodegradacdo anaerdbia da atrazina ..............c.ccceeveevenenen,
DeSNIIIfICACAOD. ... .cveiieciece e
SUITELOGENESE. ... et
METANOGENESE. ...ttt
INTERMEDIARIOS METABOLICOS DA ATRAZINA.........
CONSORCIOS MICROBIANOS..........overveeereierssersierienens

ENZIMAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE

BIODEGRADA(}AO DA ATRAZINA. ...
CONSIDERAGCOES GERAIS........c.ooeveeeeeeeereeveerereeereneeene.
METODOLOGIA......c.oo ot
DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO.........coovruniiniineineenens
COLETA DAS AMOSTRAS.......ooo et
MEIOS DE CULTIVO ...t
Procedimento desnitrificantes............ccoovvvvierenennienc e
Procedimento SUlfetogéniCos...........ccceeveveeieevecicieece e
Procedimento metanogeéniCoS. ........c.ooervereriereeieieienie e
INOCULO......cooviiieieseeie e
REATORES ANAEROBIOS E ENRIQUECIMENTO...........
MONITORAMENTO DOS REATORES.........ccccvvivieeiieeen,

DETECCAO DA ATRAZINA POR CROMATOGRAFIA

LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC/UV)....................
RESULTADOS E DISCUSSAO...........cccovmmereeerereeresierienan,

11
13
13
13
14
15
16
17
19
19
21
22
22
23
24
25

26
28
30
30
31
34
35

35
35
39
36
43

43
45



5.1

511
5.1.2
5.1.3
5.14

5.2

5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.2.4

REATORES PUROS ANAEROBIOS (RPA).........cccccvevann.
Reatores Puros Desnitrificantes (RPD).........cccocevviiiviinnne
Reatores Puros Sulfetogénicos (RPS).......cccccceevvvvivevieennnnn,
Reatores Puros Metanogénicos (RPM)........ccccccceevvevieieenne.
Considerac6es Gerais sobre os Reatores Puros Anaeroébios
(Desnitrificantes, Sulfetogénicos e Metanogénicos).............
REATORES COMPOSTOS ANAEROBIOS (RCA)...............
Reatores Compostos Desnitrificantes (RCD)...........ccccueneee.
Reatores Compostos Sulfetogénicos (RCS)........cccccvevvrernen,
Reatores Compostos Metanogénicos (RCM).........cc.ccceeeene.
Considerac6es Gerais sobre os Reatores Compostos
Anaerobios (Desnitrificantes, Sulfetogénicos e
MELANOGENICOS) .. c.veueeeiteiierie sttt
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS...................
CONSIDERACOES FINAIS.......coooveieereeeevesere s
REFERENCIA. ..ot essssseens

45
45
48
51

53
57
57
59
62

63
64
65
66



11

1 INTRODUCAO

O uso de agrotoxicos se justifica na melhoria agricola, sendo a atrazina um herbicida
muito utilizado em diversos paises pelo mundo. Nos Gltimos 50 anos de uso desse defensivo
agricola, este destacou-se por seus resultados eficazes no controle de ervas daninhas na lavoura.
(CAMPANARI, 2017). Entretanto, os defensivos podem apresentar caracteristicas danosas aos
seres Vivos e a0 meio ambiente, como € o caso da atrazina, um herbicida amplamente utilizado
no Brasil desde meados de 1958, que apresenta toxicidade e outros efeitos adversos a saude
humana e aos ecossistemas (MA etal., 2017; VAIL et al., 2014).

Segundo o Boletim Nacional de Comercializacdo de Agrotoxicos feito pelo Ibama no
ano de 2016, de 2014 a 2016 o consumo de atrazina no Brasil dobrou, passando de 13.911,37
toneladas para 28.615,70 toneladas de ingrediente ativo. Com essa grande quantidade de
aplicacdo em cultivos, a atrazina ja foi detectada em &reas degradadas correspondentes a locais
de intensa atividade agricola, nas regides centrais e sul do estado de Goias, Mato Grosso e no
Rio Paraiba do Sul (RJ) proximo a areas de lavoura de cana (DELLAMATRICE; MONTEIRO,
2014). Em 2017, a atrazina ocupou 6° lugar no ranking de ingredientes ativos mais vendidos no
Brasil, com 24730,90 toneladas de ingrediente ativo.

Na Bacia Hidrogréfica do Parané 3, a presenca de atrazina é alvo de preocupagéo social
e 0s impactos deste herbicida na saude humana, por meio da ingestdo de aguas contaminadas,
foi discutido no Plano da Bacia Hidrografica do Parana 3 feito em 2014, quando 250 ébitos
infantis associados a ma& formacdo fetal foram levantados na regido. Embora ndo haja
comprovacao de ligacdo direta entre os casos de 6bito e a contaminacdo da agua local com
atrazina, a presenga deste composto em corpos d’adgua acessiveis a populacdo deve ser tratada
com atencéo.

A presenga deste produto em lengdis freaticos e em outros corpos d’ dgua se justifica
pela sua aplicacdo em altas concentragdes (acima daquelas indicadas para cada tipo de cultivo),
ao regime intenso de chuvas, aos tipos de solos, topografia, declividade do terreno, e suas
propriedades organicas. Desta forma, informac6es sobre a degradacao do herbicida atrazina séo
importantes para lidar com a problematica que envolve este composto (DELLAMATRICE;
MONTEIRO, 2014).

A degradacdo microbiana da atrazina € bem conhecida em condig¢Ges aerobias cuja
degradacdo ocorre sobre a presenca de oxigénio molecular como receptor de elétrons utilizando
a atrazina como doador de elétrons em processos sequenciais de rea¢fes bioquimicas (KABRA
et al., 2014; KOLEKAR; PHUGARE; JADHAV., 2014). Todavia, conforme as caracteristicas
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ambientais da regido em que este poluente esta presente, este composto pode ser lixiviado
atingindo zonas mais profundas do solo e aguas subterraneas, onde o potencial de oxirreducéo
é caracteristico de condi¢Ges anaerobias (TOMASSONI et al., 2014).

Os poucos trabalhos que relatam a degradacdo anaerdbia da atrazina (CECILIA;
MAGGI 2016; DOUGLASS; RADOSEVICH; TUOVINEN 2014; TUOVINEN et al. 2015;)
destacam a dificuldade de microrganismos anaerébios em degradar este composto,
permanecendo assim, uma lacuna no conhecimento necessario para 0 avango no tratamento de
ambientes anaerdbios impactados com este herbicida.

Portanto, devido aos riscos de impactos ambientais e aos danos potenciais a salde,
medidas que visem a eliminag&o, mineraliza¢do ou degradacao da atrazina em subprodutos que
representem impactos insignificantes sdo de extrema importancia nos ambientes contaminados
com este composto (TOMASSONI et al., 2014).

Diante disso, considerando o0 uso da atrazina na agricultura e o seu potencial de
contaminar solos profundos e aguas subterraneas, o presente trabalho teve como objetivo
estudar as principais caracteristicas da atrazina, trazendo informacfes sobre a sua
biodegradacdo em diferentes condi¢bes de oxirreducdo, os intermediarios metabdlicos
produzidos durante a biodegradacdo e 0s genes que expressam enzimas especificas envolvidas
no processo de degradacgéo deste herbicida, por meio de um trabalho integrado composto por

revisdo bibliogréafica e procedimento experimental.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral o estudo da biodegradacdo da atrazina sob

diferentes condi¢cOes de oxirreducdo, com énfase para a desnitrificagdo, sulfetogénese e

metanogénese.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Realizar um levantamento bibliografico sobre os principais fatores que envolvem a

biodegradacdo da atrazina;

Realizar enriquecimento microbiano em reatores anaerobios;

Estudar a atividade microbiana envolvida no processo de degradagédo da atrazina;

Verificar a ocorréncia de degradacdo da atrazina e formacdo de intermediarios

metabdlicos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Atrazina  (2-cloro-4-2-isopropilamino-6-etilamino-striazina) € um  herbicida
amplamente comercializado no Brasil, especialmente em culturas de milho, soja, cana-de-
acucar e também de gramineas e outros cultivos, tanto em pré quanto em pos emergéncia,
atuando no controle de ervas daninhas. A formula estrutural da atrazina é apresentada na Figura
1, e a Tabela 1 caracteriza a atrazina (LA CECILIA; MAGGI, 2016; MA et al., 2017;
TUOVINEN et al., 2015).

Figura 1 - Formula estrutural da Atrazina

Fonte: USEPA, 2007.

A familia S-triazinas, a qual a atrazina se enquadra, pode ser classificada em trés grupos
distintos, clorotriazinas, metoxitriazinas e metiltiotriazinas. Estes herbicidas normalmente séo
solidos brancos cristalinos, fracamente basicos, com baixa solubilidade em agua e alta
solubilidade em solventes organicos. Normalmente séo estaveis na fase sélida e em solucéo
apresentam baixa pressdo de vapor em condi¢fes mesotérmicas (BONFLEUR, 2010).

A atrazina é um composto polar, estavel, em funcdo de seu anel heterociclico, a sua
solubilidade em agua praticamente independe do pH, embora em soluc@es cujo o pH € 2,0 a
solubilidade aumente (JAVARONI; LANDGRAF; REZENDE, 2016). Este composto é
considerado persistente devido a sua solubilidade moderada e ao seu coeficiente de participacdo
de sorcdo do solo ser baixo (Kd = 3,7 L/kg), o que significa que este composto ndo é facilmente
adsorvido pelo solo, sendo considerado mdvel (SENE et al., 2010). Portanto essas
caracteristicas definem seu alto potencial de escoamento, hidrélise lenta e adsor¢do moderada
pela matéria organica e argila (NEIVERTH, 2015; SILVA, 2014).



15

Tabela 1 - Caracteristicas gerais e propriedades fisico-quimicas da atrazina

Caracteristicas Gerais da Atrazina

Ingrediente ativo ou nome comum

Nome quimico

Férmula bruta

Grupo quimico

Classe

Classificagao toxicolégica

Modo de acéo

Massa molecular

Detalhes de formulacéo e aplicagéo

Solubilidade

Solubilidade em solventes organicos

Ponto de ebulicdo
Ponto de Fulgor

Coeficiente de particdo octanol-a4gua a
pH 7, 20°C

Densidade aparente

Constante de dissociacdo pKa (25°C)
Pressdo de vapor mPa (20°C)

indice potencial de lixiviag&o

Atrazina

6-chloro-N2-ethyl-N*-isopropyl-1,3,5-
triazine-2,4-diamineisopropyl-1,3,5-
triazine-2,4-diamine

C8H14C|N5
Triazina
Herbicida
Classe 11

Acdo seletiva, sistémica, com atividade
residual e foliar. Inibe a fotossintese
(fotossistema I1).

215.68 g/mol

Disponivel em uma variedade de
formulagdes, incluindo fluidos secos
fluidos, liquidos fluidos, liquidos,
dispersiveis em agua.

35 mg/L em &gua (20°C)

24000 mg/L (20°C) Acetato de Etilo
28000 mg/L (20°C) Diclorometano
400 mg/L (20°C) Tolueno

110 mg/L (20°c) Hexano
Decompde-se antes de ferver (100°C)
Né&o é altamente inflamavel

P5.01x107

Log P 2,7 (moderado)
1,23 g/mL

1,7

0,039 (Baixa volatilidade)
3,20 (Alta lixiviabilidade)

Fonte: Adaptado de (ANVISA 2016; IUPAC, 2018).

3.1 IMPACTOS DA ATRAZINA NA SAUDE HUMANA

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada, no dia 23 de maio de 2018, atualizou

a base de dados sobre agroquimicos, e destaca como principais efeitos da atrazina a saude

humana o seu potencial carcinogénico, inducdo ao coma, colapso circulatério, sangramento
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gastrico, insuficiéncia renal, perturbacdo no metabolismo da testosterona e problemas
enddcrinos como a inibigcdo androgénica e o efeito estrogénico fraco.

Ja foram detectados efeitos danosos deste herbicida ao ser humano, principalmente nos
sistemas endocrino, nervoso central, imunologico e reprodutivo para concentracdes entre 5 e
10 pg/L no ambiente (DOUGLASS; RADOSEVICH; TUOVINEN, 2014). Atrazina foi
detectada em 4 de 5 pontos de coleta nas aguas do Rio Pardo (variando de: 0,16-0,32 pg/L)
porém em concentracfes abaixo dos limites estabelecidos pela legislacao brasileira (2,0 pg/L),
mas acima dos niveis permitidos pela Unido Europeia (0,1 pg/L). Para o valor encontrado,
riscos de salde associados ao contato priméario foram excluidos, embora os autores enfatizem
que podem haver riscos no caso de ingestdo de aguas contaminadas (MACHADO et al., 2018).

Para a salide humana, a toxicidade da atrazina pode ter efeito mutagénico e o contato da
atrazina pode ser irritante para o nariz, garganta, pele e os olhos e venenoso, se inalado
(CETESB, 2018).

Segundo dados registrados pelo Ministério da Satde no Brasil (2019), uma em cada
quatro cidades do pais apresentam agentes quimicos na agua, em 45 cidades do Sul de Minas a
agua chega as estacdes de tratamento contaminada com algum tipo de agrotdxico, em Campinas
detectou-se atrazina em &gua potavel em 2019. O Ministério da Salde reconhece que a
exposicao aos agrotoxicos € um problema de satde publica e afirma que cada situacdo deve ser
analisada individualmente considerando o histérico de dados de cada regido e dos valores de

referéncia da legislacéo.

3.2 IMPACTOS AMBIENTAIS DA ATRAZINA

Como mencionado anteriormente a atrazina apresenta diversas propriedades
prejudiciais aos ecossistemas e aos seres vivos, pois apresenta toxicidade moderada, efeitos
carcinogénicos, mutagénico, teratogénico, podendo causar alteracbes no desenvolvimento do
feto, problemas reprodutivos, e alteracdo nos nichos ecoldgicos em consequéncia desses efeitos
adversos. E um poluente organico ubiquo, que pode ser encontrado no ar, no solo, e também
em aguas superficiais e subterraneas (KOLEKAR; PHUGARE; JADHAV, 2014; ZHANG et
al., 2015).

Assim como varios outros agrotoxicos este composto € capaz de inibir a fotossintese,

sendo considerado, por muitos autores como um veneno, e como tal, 0 seu uso irrestrito pode
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gerar a morte de individuos, e por consequéncia perda de biodiversidade e do patrimdnio natural
(DOUGLASS; RADOSEVICH; TUOVINEN, 2014; OLIVEIRA, 2015; VAIL et al., 2014).

A atrazina também pode ser incorporada e propagada em cadeias troficas, podendo
alterar uma ampla gama de espécies vegetais e animais, levando o ecossistema ao desequilibrio,
além da geracdo de uma pluma de contaminacgéo, derivada da mobilidade deste composto no
solo e em corpos d’ agua (KANISSERY;; SIMS, 2011; KUMAR; PHILIP, 2004). A toxicidade
da atrazina para ratos por via oral (DL 50) é de 1.750 mg/kg; 3.080 mg/kg por
via cuténea (DL 50): LDLo: 550 mg/kg. Enquanto que para coelhos a via oral de intoxicacdo
(DL 50) é de 750 mg/kg e para a via cutanea (DL 50) é de 7.500 mg/kg enquanto que para
organismos aquéaticos Microcystis aeruginosa o inicio de inibicdo da multiplicacdo celular
ocorre a 0,003 mg/L (CETESB, 2018).

3.3 COMPORTAMENTO AMBIENTAL DA ATRAZINA

As caracteristicas do solo podem afetar a biodegradacao deste pesticida, tal como a sua
persisténcia no ambiente, uma vez que varidveis como pH, e umidade interferem nas ligagdes
quimicas do solo com o pesticida, tal como a sua adsor¢do fisico-quimica. Se a atrazina
encontra-se adsorvida na fase sélida do solo, ela ndo estd realmente disponivel para 0s
microrganismos, que séo capazes de metabolizar substancias apenas na solucdo do solo, o que
aumenta a persisténcia do poluente no meio, ficando sujeito a processos de lixiviagcdo para as
camadas mais profundas do solo sem sofrer os processos de degradacdo bioldgica
(DOUGLASS; RADOSEVICH; TUOVINEN, 2014; LA CECILIA; MAGGI, 2016;
TUOVINEN et al., 2015).

As condi¢des do solo também interferem na movimentagdo deste micropoluente, a
presenca de coldides organicos no solo contribui para a retencdo da atrazina, assim como solos
ricos em motmorilomita, mineral 2:1 com maior capacidade de troca de cations (CTC). Desta
forma, solos pobres em matéria organica e com baixa CTC apresentam maior suscetibilidade a
lixiviagio deste herbicida sollivel (ALMEIDA; GUIMARAES, 2017; SOUZA et al., 2018).
Destaca-se ainda que a presenca de acido hamico é responsavel por cerca de 70% da capacidade
de sor¢éo da atrazina em pH 3,0 (MARTINS et al., 2014).

A atrazina pode persistir nos solos e em aguas subterraneas por décadas, € 0 seu

comportamento no ambiente pode variar conforme o tipo de solo em que ela se encontra, tal
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como as condi¢Oes ambientais, como eventos de precipitacdo, que podem lixiviar este poluente
para as aguas subterraneas e superficiais, temperatura e entre outros parametros ambientais
capazes de influenciar o seu processo de biodegradacdo (FURLAN, RG; MARTINS, JF;
SANTOS, JI; ALVES, 2016; CECILIA; MAGGI, 2016; SWISSA et al., 2015).

Em um argissolo vermelho-amarelo, ap6s 90 dias de aplicacdo de atrazina, este
composto foi encontrado a 50 cm de solo, em que verificou-se adsor¢do em fungdo da matéria
organica disponivel. Todavia os riscos de contaminacdo das aguas do subsolo ndo foram
descartadas (MAURO; CAMPOS; LANGENBACH, 2007).

Em ambientes naturais, a meia-vida da atrazina é varia entre 4 e 385 dias em solos, ou
mais em aquiferos de solos profundos, podendo variar também entre 10 e 105 dias em aguas
superficiais, apresentando, em média, uma meia-vida de 4 dias em condi¢bes aerdbias
(CECILIA; MAGGI, 2016). Outros autores afirmam que a variacdo da meia-vida da atrazina
pode ficar entre dois meses até seis anos, com possiveis variagdes conforme as condi¢des
ambientais e tipo de solo (FURLAN; MARTINS; SANTOS; ALVES, 2016).

A atrazina também possui ampla mobilidade no solo, e devido a sua solubilidade
moderada em agua, concentracfes de até 3 /L ja foram encontradas nas aguas subterraneas,
valor acima das concentrac@es contraindicadas para a satde no Brasil (2 pg/L) (SWISSA et al.,
2015) O que mostra que a meia vida da atrazina estd diretamente associada a pardmetros
ambientais.

Quanto mais profunda a camada de solo em que este herbicida se encontra, mais
complexo é o seu processo de biodegradacao. Todavia, acredita-se que na maioria dos solos a
biodegradacdo seja o principal método de decomposicao da atrazina, pois pode ocorrer de forma
natural (FREEMAN; THANKI, 2017). Outros processos como a desalogenacdo quimica
abiodtica em solos com pH baixo também pode ocorrer, além de adsorcdo por compostos de
afinidade quimica no solo com a atrazina (HUNTER; SHANER, 2009).

Devido aos diversos efeitos adversos a saude e a manuten¢do dos ecossistemas, a Unido
Europeia como medida de cautela, proibiu o uso deste pesticida em 2004. Entretanto, em paises
como China, Australia e Brasil, este herbicida ainda é amplamente comercializado (CECILIA;
MAGGI, 2016). Como no Brasil os 6rgaos regulamentadores estabelecem que o0s niveis de
atrazina em agua doce ndo devem ser superiores a 2,0 pg/L (CONAMA, 2005), isso justifica a
importancia do controle quantitativo deste micropoluente e da sua degradagcdo em compostos

inofensivos a salde e ao meio ambiente (NEIVERTH, 2015).
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3.4 BIODEGRADACAO DA ATRAZINA

Em uma determinada area contaminada, 0s microrganismos nativos podem desenvolver
a capacidade de degradar contaminantes. Entretanto, é possivel que haja a necessidade de
projetos especificos de engenharia para promover condi¢Bes favoraveis aos processos
bioldgicos e obter melhores resultados em um intervalo de tempo menor, uma vez que a
biodegradacao pode ser afetada por processos intrinsecos e extrinsecos de cada microrganismo
de metabolizar substancias (BERTICELLI et al., 2016; GARGOURI et al., 2015; RODR,
2015).

A atrazina pode ser utilizada como fonte de carbono e/ou nitrogénio pelos
microrganismos que apresentam capacidade em degradar este composto (ARIOLE;
ABUBAKAR, 2015). Desta forma o processo de biodegradacao pode ser feito por um consorcio
de microrganismos, tanto aerdbios como anaerdbios (utilizando diferentes receptores de
elétrons) (ADRIAN; SUFLITA, 1990; AHARON; FU, 2000; ALMEIDA; GUIMARAES,
2017).

A biodegradacéo deste herbicida pode variar conforme a sua localidade e as condicGes
de oxirreducdo do meio ao qual esta inserido. Com o aumento da profundidade do solo, ocorre
uma diminuicdo da concentracdo de oxigénio resultando em diferentes potenciais de
oxirreducdo o que que favorece o metabolismo de diferentes grupos de microrganismos
(anaerdébios redutores de nitrato, de ferro, de sulfato e metanogénicos) (KOLEKAR,;
PHUGARE; JADHAYV, 2014; CECILIA; MAGGI, 2016; QUEIROZ; MONTEIRO, 2000;
VAIL et al., 2014).

Sabe-se que a degradacdo aerdbia da atrazina que ocorre nas regiGes mais aeradas do
solo é favorecida, uma vez que com o aumento da profundidade do solo e consequentemente a
formacdo de zonas anaerdbias, essa degradacdo tende a diminuir em funcdo de caracteristicas
cinéticas e termodindmicas dos processos anaerdbios, o que frisa a importancia de estudar a
biodegradacao da atrazina nestas condi¢bes (LA CECILIA; MAGGI, 2016; TUOVINEN et al.,
2015).

3.4.1 Biodegradacao aerobia da atrazina

Os processos aerdbios consistem no uso de um doador de elétrons em que o receptor

final de elétrons é o oxigénio, e o processo se completa com a geracao de dioxido de carbono
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(estado mais oxidado do carbono) e &gua. Nos processos metabolicos durante catabolismo
microbiano ocorre a degradacdo de compostos organicos utilizados como fonte de carbono
(doador de elétrons), e durante o anabolismo ocorre a producéo de biomassa.

Dentre 0os microrganismos aerdbios degradadores de atrazina destacam-se 0s géneros
Azospirillum, Pseudomonas, Alcaligenes, Enterobacter, Proteus, Klebsiella, Serratia, Bacillus,
Arthrobacter, Streptomyces, Nocardia (TOMASSONI et al., 2014).

Os microrganismos nas camadas mais profundas de solo séo menos abundantes do que
nas camadas superficiais, e sdo desfavorecidos pelos pardmetros cinéticos dos processos
anaerobios (VAIL et al., 2014). Entretanto, a atrazina pode estar presente em varias camadas
de solo. Em camadas entre 0-90 cm de solo ja verificou-se a atividade de degradacéo da atrazina
predominante em condicdes aerobias, com degradacdo média de 75% (0-15 cm) sobre 65% nas
camadas profundas (0,75-90 cm) considerando 0,123 pumol de atrazina (TUOVINEN et al.,
2015).

Em estudo com Rhodococcus sp, isolada de solo contaminado com Atrazina, Kolekar et
al., 2014 relataram 75% de degradacdo da Atrazina na concentracdo de 30 mg/L. Ensifer sp.
apresentou eficiéncia média de degradacdo: 54,3% a 25°C, 99,7% a 30°C e 84,7% a 35°C, e ¢
ideal sob condi¢des neutras a &cidas (pH 5, 91,5%; pH 7, 99,7%; pH 9, 91,7%), bem como
baixas velocidades de agitagdo 100 rpm (99,4%) e 180 rpm (99,71%) (MA et al., 2017).
Verificou-se também que a eficiéncia de degradacdo da atrazina com base na temperatura,
sendo a degradacdo da atrazina a 30 °C melhor do que a 25 °C e 35 °C.

A degradacdo da atrazina também ja foi estudada em biofiltros, em que a biodegradacéo
pelo biofilme ligado & um tecido de fibras de vidro e a folha de PET téxtil atingiu 100% em 6
horas, enquanto a biodegradacao pelo biofilme ligado a cinza de carvao chegou a 69 + 4% em
8 horas (SWISSA et al., 2015).

Apds 48h de incubacdo, para 1000 mg/L de atrazina utilizada como fonte de carbono,
foi detectado 80% degradacédo deste composto pela acdo de Rhodococcus sp que foram isolados
a 30°C (FAZLURRAHMAN et al., 2009).

Embora a atrazina apresente alto potencial de degradacdo em condigdes aerdbias, este
composto pode ser facilmente lixiviado para camadas mais profundas de solo, dependendo
assim, da atividade metabolica de microrganismos anaerébios para 0 Seu processo de
biodegradacdo. A seguir abordar-se-a os aspectos envolvidos na biodegradacdo anaerobia da

atrazina.
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3.4.2 Biodegradacdo anaerodbia da atrazina

A biodegradacao anaerobia € um processo que resulta na transformacéao de constituintes
organicos biodegradaveis em moléculas mais simples, como metano (CH,) e dioxido de
carbono (CO,), além de subprodutos em solucdo aquosa, como amonia, sulfetos e fosfatos
(FEIJOO et al., 2018). Este processo € realizado por uma diversidade de microrganismos, em
reacOes bioquimicas sequenciais conhecidas como: hidrélise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese (BATSTONE et al., 2002; BOUALLAGUI et al., 2005; YEN; BRUNE, 2007).

O processo de biodegradagdo anaerodbia da atrazina, apresenta comportamento cinético
inferior ao das condi¢des aerodbias, entretanto, esse processo ndo é impedido nas camadas mais
profundas de solo, e pode ocorrer através do uso de diferentes receptores de elétrons, como o
dioxido de carbono (CO,), nitrato (NO3™ ) e sulfato (SO,*") (DOUGLASS; RADOSEVICH,;
TUOVINEN, 2014; FREEMAN; THANKI, 2017).

A Dbiotransformacdo da atrazina foi afetada pelas condicGes redox de um solo
contaminado, coletado de um riacho préximo a um plantio de cana-de-agucar sob o0 uso de
atrazina nas planicies do rio Mississipi, em que a taxa de biotransformacdo da atrazina foi
extremamente rapida no solo oxidado. A concentracdo de atrazina caiu de aproximadamente 70
ug/g de solo para niveis ndo detectaveis apds duas semanas de incubacdo, enquanto que a
biotransformacdo da atrazina foi consideravelmente mais lenta nos solos mantidos sob
condi¢des anaerdbias, variando de uma concentracdo inicial de atrazina de 70 pg/g de solo para
9 ug/g atrazina apds 99 dias (87% de degradacdo), o que destaca uma degradacdo mais
favoravel em condicGes aerdbias (DELAUNE et al., 1997).

Estudos mais recentes mostram a resisténcia de degradacdo da atrazina em zonas
anaerdbias. Um trabalho realizado por Bertelkamp (2018) nédo verificou a degradacao deste
herbicida em condi¢Ges mais reduzidas (BERTELKAMP et al., 2018). Todavia, a degradacéo
anaerdbia da atrazina (100 mg/L) ja foi verificada a 35° C por Pseudomonas sp. (82,67%)
seguida por Bacillus sp. (75,33%) e Micrococcus sp. (69,33%) ao final de 30 dias com amostras
de &guas loticas contaminadas com o herbicida utilizado como Unica fonte de carbono e
nitrogénio (ARIOLE; ABUBAKAR, 2015).

O uso da atrazina como fonte de nitrogénio ja foi reportado em trabalho realizado na
Nova Zelandia, em que os autores isolaram Arthrobacter nicotinovorans do solo contaminado
com atrazina mantendo as condicGes de cultivo a 25°C, suplementagdo com citrato de sodio
como fonte de carbono e 1000 mg/L de atrazina como fonte de nitrogénio. Os autores

observaram a degradacéo de 45,9% da atrazina em 6 meses (AISLABIE et al., 2018).
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Os microrganismos envolvidos na biodegradagdo da atrazina em condi¢des anaerobias
podem utilizar este composto como fonte de carbono/ doador de elétrons no seu processo de
respiracdo anaerobia, e diferentes compostos inorganicos podem ser utilizados como receptores
de elétrons, dentre os quais destacam-se 0s que serdo discutidos nos proximos tépicos: nitrato,

sulfato e di6xido de carbono.

3.4.2.1 Desnitrificacdo

Sobre condi¢bes de reducdo de nitrato, os microrganismos utilizam o nitrato (NO3")
como receptor de elétrons para a degradacdo da atrazina. Primeiramente o nitrato (NO3™) ¢
reduzido a nitrito (NO"), e o processo se completa com a desnitrificagdo até nitrogénio gasoso
(N,), passando ainda pelas formas de NO e N0, antes de atingir a forma inerte (CHEN et al.,
2016).

O contexto historico de estudos sobre a degradacéo da atrazina em condic6es de reducéo
de nitrato ja observaram fendmenos de desalogenacao hidrolitica da atrazina, sendo convertida
a hidroxilado que é degradado mais facilmente em regides submersas sob atmosfera de N,
(ADRIAN; SUFLITA, 1990). Esses processos sdo mediados por consércios bacterianos, e
podem ser verificados pela liberacdo de N, pelo processo de desnitrificacdo, envolvendo a
formacdo de intermediarios metabdlicos como a hidroxiatrazina (MANDELBAUM;
WACKETT; ALLAN, 1993)

Quanto as condicdes de pH e temperatura em meios de reducdo de nitrato, faixas de pH
entre 5,5 e 8,5 se mostraram favoraveis ao processo de degradacdo, enquanto que temperaturas
abaixo de 7°C limitaram a degradacdo (MANDELBAUM; WACKETT; ALLAN, 1993) e
temperaturas mais elevadas entre 15 - 30°C favorecem a cinética microbiana, em que ja foi
observada a biodegradacéo da atrazina (100 mg/L) por Clostridium michiganese ap6s 4 dias de
incubagcdo (MANDELBAUM; WACKETT; ALLAN, 1993).

3.4.2.2 Sulfetogénese

O enxofre, assim como o nitrogénio é um nutriente essencial a vida, e pode apresentar-
se na natureza através de sulfetos metalicos, gesso (CaSQO,) e depdsitos de enxofre elementar
(DENNIS, 2015; LIN et al., 2017). E responsavel pela mineralizacdo de 50% das moléculas de
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carbono em sedimentos marinhos, atuando como doador de elétrons em processos aerobios ou
como receptor de elétrons em condigdes anaerdbias (BOWLES et al., 2014). Entretanto, poucos
trabalhos abordam sobre a degradacdo da atrazina em condicdes de reducao de sulfato. Todavia
0 sulfato (SO,?"), que é a forma mais oxidada do enxofre, também pode ser utilizado como
receptor de elétrons nos processos anaerdbios, enquanto que na sua forma S?” encontra-se No
seu estado mais reduzido, destacando-se, portanto, como um possivel doador de elétrons (CAO
etal., 2014; QIAN et al., 2017).

A reducéo de sulfato (SO,*") ocorre através da acdo de bactérias redutoras de sulfato
(BRS) que utilizam o SO,> como receptor de elétrons (CAO et al., 2014; DANG; LOVELL,
2016; POUS et al., 2018; QIAN et al., 2017). Ocorrendo o processo de reducéo de sulfato, pode
haver formacéo de sulfetos, que deixam o meio com uma coloracéo escura.

Quando submetida a estas condi¢des, a atrazina pode ser metabolizada pelas BRS como
doadora de elétrons para 0s processos anaerobios que envolvem a reducédo de sulfato, sofrendo
degradacdo até atingir formas menos impactantes aos sistemas naturais, entretanto ndo séo
encontrados trabalhos recentes que avaliem a degradacdo da atrazina sobre estas condi¢des de
oxirreducdo. Deursen (2016) estudou a degradacédo de outros pesticidas sobre essa condicdo de
oxirreducdo e destaca que este € um processo lento, e que sobre estas condi¢des a degradacao
de pesticidas (2,4,D, BAM, MCPP) foi praticamente insignificante. (FREEMAN; THANKI,
2017; HARDISON et al., 2015).

3.4.2.3 Metanogénese

O processo metanogénico € realizado através de um grupo muito especializado de
microrganismos, as arquéias metanogénicas, que apresentam maior sensibilidade a choques
organicos do que as bactérias que participam das etapas anteriores dos processos anaerdbios:
hidrélise, acidogénese e acetogénese (VILCAEZ, 2017; WANG et al., 2015). Esta etapa
consiste na conversdo de acetato e H, em metano (CH,) e didxido de carbono (CO,) (WILKIE
etal., 1986). As arquéias utilizam um namero limitado de substratos: acetato, H,/CO,, formico,
metanol e metilaminas (YAMADA et al., 2014a). E para o equilibrio deste processo é
necessario baixas pressoes de H, (YAMADA et al., 2014b).

Sobre condi¢Bes metanogénicas o processo de biodegradacdo implica na formagéao de

metano (CH,), e os microrganismos envolvidos utilizam diéxido de carbono (CO,) dissolvido
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no liquido como receptor de elétrons para a degradacdo da atrazina. Em condigdes
metanogénicas ja verificou-se maior recalcitrancia da atrazina a biodegradacéo (GU; FAN; GU,
2003). A operacao de reatores anaerobios exige condicBes operacionais e ambientais que
favorecam a atividade metanogénica, tendo em vista que o objetivo principal desse processo é
a degradacdo do herbicida atrazina (BATSTONE; LU; JENSEN, 2015).

Na literatura ndo sdo encontrados trabalhos especificos que retratem o processo de
biodegradacdo da atrazina pela acdo de arqueias metanogénicas, incluindo a sua abordagem
sobre 0 uso da atrazina como fonte de carbono ou nitrogénio, o que frisa a importancia de
pesquisas nesse aspecto, uma vez que ha possibilidade de biodegradacdo da atrazina nessas
condigdes.

3.5 INTERMEDIARIOS METABOLICOS DA ATRAZINA

Melhores resultados nas taxas de degradacéo da atrazina vem sendo estudados com mais
énfase a partir da década de 90, em que estudos sobre a atividade microbiana acerca deste
micropoluente destacam que processos combinados de degradacdo aerdbia e anaerdbia
apresentam maior eficiéncia nos ambientes naturais, considerando a lixiviagdo da atrazina de
uma camada aerdbia para camadas mais profundas, em condicGes anaerébias, sendo submetida
a uma série de processos fisico-quimicos paralelos a degradacao biolégica (BEHKI et al., 1993;
SOUZA et al., 1998).

S&@0 poucos 0s microrganismos capazes de mineralizar completamente a atrazina.
Entretanto, a degradacdo da atrazina ja foi observada pela acdo de Pseudomonas sp. (87% p/
100 mg/L de atz) (CECILIA; MAGGI, 2016; VAIL et al.,, 2014), e de Rhodococcus sp.
utilizando a atrazina como fonte de carbono e energia, com geracao de intermediarios menos
toxicos como o N-isopropylammilide (KOLEKAR; PHUGARE; JADHAYV, 2014).

Outros metabdlitos da degradagéo da atrazina foram identificados por cromatografia em
camada delgada. Foram observados, nas fracdes dessorvidas, hidroxiatrazina (44%),
desisopropilatrazina (3,28%) e atrazina (52,72%) e nas fracbes extraidas, hidroxiatrazina
(16,22%), desisopropilatrazina (2,25%), desetilatrazina (2,24%) e atrazina (79,29%)
(QUEIROZ, B. P. V.; MONTEIRO, 2000). E os mesmos autores frisam que a mineralizacdo da
atrazina foi beneficiada pela alternancia de temperatura (25°C + 5°C) de dias e noites durante o

periodo de 150 dias de incubagéo.
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Usando a levedura C. laurentii a degradacéo da atrazina chegou a 100% em 9 dias sendo
as melhores condigdes de crescimento foram encontradas em pH 7, 30°C e 120 rpm, para 150
mg/L de atrazina (ABIGAIL; LAKSHIMI; DAS, 2012). Por meio de analise por GC-MS Estes
mesmos autores detectaram a formacdo de quatro metabdlitos oriundos da degradacdo da
atrazina por meio de GC-MS: hidroxitrazina, deetilatrazina, deisopropilpirazina e
deetildeisopropilatrazina.

As interacOes entre os elementos bioticos e abidticos do solo com a atrazina formam
intermediarios como hidroxiatrazina, deetilatrazina, deisopropilatrazina, nisopropilammilida,
N-etilaminilida e &cido cianurico. A deisopropilatrazina e a deetilatrazina também ja foram
encontradas apés 1 ano de aplicacdo da atrazina (KOLEKAR; PHUGARE; JADHAYV, 2014).

A formacdo de intermediarios metabdlitos da atrazina pode, portanto, variar pela
influéncia de condi¢Bes ambientais e de grupos microbianos que atuam em sua biodegradacéo,

sendo importante compreender as relacdes microbioldgicas que interferem neste processo.

3.6 CONSORCIOS MICROBIANOS

A mineralizacdo da atrazina ndo ocorre pela acao exclusiva de uma espécie microbiana,
este processo necessita de diversidade biologica, com a participacdo de microrganismos
aerobios e anaerdbios. Os consorcios microbianos de degradacdo da atrazina em ambientes
aerobios e anaerobios foram observados por trabalhos que encontraram organismos do género
Pseudomonas sp., Rhodococus sp., Rhizobium, Escherichia coli., Nocardia sp. (GIARDI;
GIARDINA; FILACCHIONI, 2014; SOUZA et al, 1995, YANZE-KONTCHOU;
GSCHWIND, 1994).

A degradacdo da atrazina por microrganismos anaerdbios de cultura mista também ja
foi confirmada no processo co-metabolico, com concentragdes de atrazina de 15 mg/L
chegando até 95% de degradacdo (KUMAR; PHILIP, 2004). Outros estudos também mostram
que a biodegradagéo da atrazina pode ser promovida em solos insaturados, por meio de técnicas
de bioaumentacdo, favorecidas pelas intera¢fes naturais da diversidade microbiana presente no
solo contaminado (JENKINS, 2015).

Outros trabalhos observam espécies como Acinetobacter spp., Aerobacterium sp.,
Microbacterium sp., Bacillus sp., Micrococcus sp., Deinococcus sp., e Delftia acidovorans,

bem como consorcios de espécies Agrobacterium tumefaciens, Caulobacter crescentus,



26

Pseudomonas putida, Sphingomonas yaniokuyae, Nocardia sp., Rhizobium sp., Flavobacterium
oryzihabitans e Variovorax paradoxos em ambientes contaminados com atrazina (BATSTONE
et al., 2002; BEHKI et al., 1993; BOE et al., 2017; CHEN et al., 2016; JAVARONI;
LANDGRAF; REZENDE, 2016; JENKINS, 2015; KUMAR; PHILIP, 2004; NEIVERTH,
2015; OLIVEIRA, 2013). Estes microrganismos apresentam potencial de degradacdo da
atrazina por meio de seus processos metabdlicos, principalmente Pseudomonas sp., que
atingem valores mais altos de degradacdo, em torno de 80 a 90% (100mg/L de atrazina) em
condicdes mesofilicas, (ARIOLE; ABUBAKAR, 2015).

Em trabalhos abordando diferentes tipos de manejo de solos contaminados com atrazina,
foram encontrados 56 géneros de bactérias e arqueias com potencial para degradacdo do
herbicida atrazina, divididos em 178 espécies e destas, 43 foram comuns a todos os tipos de
manejos e 135 espécies diferentes entre os solos, dentre as quais destacam-se as que foram
citadas no parégrafo anterior (CAMPANARI, 2017).

3.7 ENZIMAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE BIODEGRADAGCAO DA ATRAZINA

A biodegradacéo da atrazina também pode ocorrer pela acdo enzimatica, que baseia-se
na acdo de um catalisador bioldgico sobre o herbicida. As enzimas redox ou oxiredutases
catalisam as reacOes de oxirreducdo, e estdo incluidas nessa classe as hidrogenases, oxidases,
peroxidases e hidroxilases (BALESTERQOS, 2009). Os produtos dos genes atzA, atzB, atzC sao
responsaveis pela remocéo do cloro e dos residuos de isopropilamina e etilamina para produzir
acido cianarico, que € convertido a NH3 e CO, pela acdo das enzimas decodificadas pelos genes
atzD, atzE e atzF (FERNADES, 2014).

A proteina relativa ao gene trzD é um analogo metabolizador considerado mais eficiente
na metabolizacdo da atrazina, por meio de uma rapida conversdo em &cido cianurico
catabolizante na primeira parte da via de degradacédo. Outro gene que participa da degradacao
da atrazina é o gene trzN, que é considerado parte da familia das amidohidrolases atuando na
degradacéo da atrazina, possuindo, entretanto, uma diversidade mais ampla de substratos. Por
esse motivo, estima-se que este gene esta se tornando mais disperso em relacdo ao gene atzA
(ACCEPTS; SOCIETY; RESERVED, 2014; CAMPANARI, 2017). A Figura 2 mostra a via
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mais conhecida de degradagéo da atrazina e 0s genes que expressam enzimas sao sintetizados
na Tabela 2.

Figura 2 - Via enzimética mais conhecida de degradacdo da atrazina

Cl OH OH
N)\N AtzA )\ __AuB )\
| TraN
H3CH,CHN N NHCH(CH3), H3CH,CHN NHCH(CH3), NHCH(CH3),
Atrazina Hidroxiatrazina N Isopropilamelida
o AtzC
)J\ TrzC
AtzE HoN NH,
B AtzE OH
o \ )\
5 AtzD
co, NH, NH, _ AD
Urease )\ /l /L
iz ’oi P i " en HE N/ oH
(o) NH O Biureto Acido Ciantrico
Alofanato

Fonte: (SENE et al., 2010).
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Tabela 2 - Resumo funcional de cada gene (Banco de dados uniprot/adaptado)

Funcdes dos genes que expressam enzimas na biodegradacgdo da atrazina

Gene Proteina Funcao

atzA Atrazina clorohidrolase Desclorinacdo da atrazina para HA

atzB Hidroxidecloroatrazina Catalisador da reacdo de desaminacéo de HA para
etilaminohidrolase N-isopropilamelida

atzC N-isopropilamelida Conversao de N-isopropilamelida para acido
isopropilamidohidrolase ciandrico e isopropilamina

atzk Biureto hidrolase Hidrolisa biureto em alofanato e amonia

atzF Alofanato hidrolase Hidrolisa alofanato em amdnia e gas carbonico

ipuC Glutamato- Envolvida na degradacéo de isopropilamina,
isopropilaminaligase constituinte da atrazina

ipuF Gama-glutamil-L-1- Envolvida na degradagéo de isopropilamina
hidroxiisopropilamida
hidrolase

tchE Metanol:N,N-dimetil-4- Catalisa a oxidacéo de metanol e formacédo de
nitrosoanilina formaldeido
oxidoredutase

triA Melamina deaminase Desloca agrupamentos amina de melamina e

aminoatrazina.

trzD Amidohidrolase de acido Cliva o anel s-triazina e acido ciandrico,
ciandrico produzindo dioxido de carbono e biureto.

gatA Biuretohidrolase e amidase  Mesma funcéo de atzE
(predita)

Fonte: Adaptado: Banco de dados uniprot, 2018.

3.8 CONSIDERACOES GERAIS

A biodegradacdo € uma alternativa eficiente na remocao da atrazina dos ambientes
naturais, que pode utilizar os microrganismos nativos do proprio ambiente contaminado para
realizar este processo, que se da por meio de reacdes bioquimicas sequenciais regidas por
consorcios microbianos. A obtencdo de informacgdes sobre os processos de biodegradagédo da
atrazina em diferentes condi¢fes de oxirreducdo pode ser utilizada para a tomada de decisao
em projetos ambientais que visem a mineralizagdo deste composto, ou, a0 menos a sua
degradacdo em intermediarios metabdlicos menos toxicos, visando a protecdo do solo, das

aguas superficiais e subterraneas, bem como da saude pablica. Além disso, foi possivel verificar
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que a biodegradacdo da atrazina € favorecida em condicGes aerdbias, podendo ocorrer em
anaerobiose, embora com menor eficiéncia.

O conhecimento de dados qualitativos e quantitativos da biodegradacéo da atrazina, que
contempla os processos aerdbios, anaerobios e enzimaticos, pode auxiliar na tomada de
decisdes regulatorias, no aumento da fiscalizacdo do produto agricola cujo uso esta em alta e
na autorizagéo de estudos e pesquisas para registro de alternativas menos impactantes para lidar
com problema. A anélise de dados referentes a estas substancias também permite um maior
embasamento para estudos de contaminagdo nas aguas superficiais e subterraneas e de efeitos
adversos a fauna e a flora (CHIARELLO et al., 2016).

Considerando as propriedades de solubilidade da atrazina e potencial de lixiviagdo para
camadas mais profundas de solo, sdo necessarios estudos que discorram sobre a degradacao
bioldgica da atrazina em ambiente anaerdbio, haja vista a escassez de trabalhos nessas
condigdes, principalmente envolvendo condi¢bes metanogénicas e sulfetogénicas. Em fungéo
da complexidade molecular da atrazina, ela sofre degradacdo bioldgica apenas pela acdo de
consorcios microbianos e uma ampla diversidade enzimatica, que deve ser mais explorada para
a obtencdo de informacdes relevantes para lidar com o problema de areas contaminadas com
atrazina.

E importante que mais estudos sobre as diferentes rotas de degradago da atrazina sejam
realizados, para buscar métodos de tratamento bioldgico, visando manter a qualidade dos solos
e das aguas subterraneas expostos a este herbicida. Desta forma, o procedimento experimental
desenvolvido neste trabalho visa verificar a remocdo de atrazina em condi¢fes anaerdbias
distintas, desnitrificantes, sulfetogénicas e metanogénicas, usando como indculo solo com

historico de aplicacdo de atrazina na regido da Bacia Hidrogréafica do Parana IlI.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

A éarea de estudo corresponde a Bacia Hidrografica Parana 3 — Parana (BP3), e foi
escolhida em funcéo da intensa utilizacdo de pesticidas na regido, com destaque para a atrazina
devido a extensdo do plantio de milho e soja na regido, que apresenta uma taxa de ocupacao
agricola de 80% a 90% (PBHP3,2014).

A BP3 estéa localizada na mesorregido Oeste do Parana, entre as latitudes 24° 01' S e 25°
35' S e as longitudes 53° 26' O e 54° 37' O, com area de aproximadamente 8000 kmz2 englobando
28 municipios, delimitada ao norte pela bacia do rio Piquiri e ao sul pela bacia do rio Iguagu
(PBHP3,2014).

A BP3 presenta intensa atividade agricola, clima subtropical umido, precipitacdo média
anual de 1600 a 2000 mm e as taxas de evapotranspiracdo média anual encontram-se entre 1000
a 1200 mm, Floresta Estacional Semidecidual e geologia formada por rochas basélticas de
origem vulcéanica fissural definidas como formagdo serra geral. As dguas dos basaltos mostram
uma forte tendéncia &cida (pH entre 5,5 e 6,5) e mineralizacdo total inferior a 300 mg/L, sdo
tipicamente calcicas e calcio-magnesianas, sulfatadas ou cloretadas sédicas (PBHP3,2014).

As amostras foram coletadas nas microbacias Esquina Sangas Memoéria | e II,
localizadas na sub-bacia do rio Sdo Francisco, apresentando uma &rea 102,79 e 71,69 ha,
respectivamente (PBHP3,2014).

A microbacia Esquina Meméria | é composta por 50,3% Latossolo Vermelho
Distroférrico tipico e 49,7% Nitossolo Vermelho de Eutroférrico tipico, apresentando uso e
ocupacdo do solo de 95,92% para agricultura, 0,14% de edificacdes, 1,12% por estradas, 0,30%
de pastagem, 0,12% composto por capoeira rala e 2,40% protegido por floresta (PBHP3,2014).

A sanga Esquina Memoria Il possui 82,5% do solo tipo Latossolo Vermelho
Distroférrico tipico e 17,6% Nitossolo Vermelho de Eutroférrico tipico. Com uso e ocupagao
do solo distribuidos em 95,14% para agricultura, 0,57% de estradas, 0,19% de edificacdes,
0,82% de pastagem, 0,51 coberto por capoeira rala e 2,85% de floresta (PBHP3,2014).
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Devido a intensa atividade agricola nessas duas microbacias e a detec¢do de atrazina,

elas se destacam para o estudo da biodegradagédo deste pesticida. A Figura 3 mostra 0 mapa

referente a localizacdo desta bacia hidrogréafica.

Figura 3 — Bacias do estado do Parana

100 Km

Fonte: (PBHP, 2014).

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de solo foram coletadas no dia 14/09/2018, em dois pontos (Figura 4) da

sub Bacia Hidrografica Sanga Memoria em camadas de 1.65, 1.75, 1.85 e 1.95m de

profundidade, armazenadas sobre refrigeracdo (caixa térmica com gelo) e transportadas até o

laboratério da Universidade Federal de Alfenas — (UNIFAL-MG).
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Figura 4 - Pontos de coleta na Sub Bacia Hidrografica Sanga Memdria

Microbacia Esquina
+ Memoria |

‘Pomo 1

— Limite
ca BP3

Ponto 2

Google Earth

Fonte: Adaptado de Itaipu (2016) e Imagem: Google Earth.

As amostras foram coletadas sobre condi¢cdes atmosféricas Umidas, em dia ensolarado,
com temperaturas acima de 20°C. O solo apresentava aspecto argiloso nas camadas logo abaixo
de 20 cm, e nas camadas superiores encontrava-se com aspecto mais seco com pequenos
agregados, com pouca coesao.

Foram feitas perfuracGes no solo por meio de perfurador espiral do tipo parafuso, e a
area foi limpa com o auxilio de inchadas e pas. A Figura 5 mostra as condic¢des do terreno no
dia da coleta, em que pode-se perceber uma ampla cobertura de palha residual. Para a retirada
das amostras essas camadas de palhas secas foram retiradas, para evitar que caissem na cova e

fossem incorporadas as amostras.
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Figura 5 - Areas de coleta (a) corresponde ao ponto 1 e (b) ao ponto 2. (c) e (d) correspondem

aos respectivos pontos 1 e 2 ap6s a limpeza do local

Fonte: Do autor.
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4.3 MEIOS DE CULTIVO

Com a finalidade de compor os meios de cultivo para o crescimento dos microrganismos
especificos em cada condicdo de oxirreducdo, algumas solugdes de macro e micronutrientes
foram preparadas a partir do protocolo de Deursen (2016).

Inicialmente, as vidrarias que foram utilizadas para a montagem das diferentes solucées
foram lavadas com Extran, aclimatadas com agua destilada e colocadas para secar em estufa a
60 °C. A bancada foi esterilizada com alcool 70% e todo o material utilizado foi manipulado
proximo ao bico de bulsen.

Os elementos que compunham cada solucdo foram pesados e diluidos em &gua
anaerobia preparada por aquecimento em chama sob fluxo de N2 (por 20 minutos), ¢ em seguida
foram esterilizados por autoclave (por 20 minutos a 120°C), com excecdo das solugdes de
vitaminas, que foram esterilizadas por filtragdo empregando membranas de 0,22 mm sob
sistema de bombeamento a vacuo.

Para as solucdes que apresentaram problemas de solubilizacdo, utilizou-se um agitador
magnético, e o pH foi corrigido quando necessario, aproximando-o do neutro.

Apo0s a esterilizagdo das solugdes, as mesmas foram guardadas no refrigerador, e as
solucBes de vitaminas revestidas com papel aluminio, para evitar fotodegradacdo. Destaca-se
que todo o material vinculado ao preparo das solucGes de vitaminas foi esterilizado antes de

entrar em contato com essas substancias.

Para a determinagéo da massa a ser medida de cada substéancia utilizou-se a equagéo (1).

P(g) = vol(L).M (ﬁ}; (1)

Em que: P é o peso em gramas que foi aferido na balanca analitica; vol é o volume em

litros, e M a massa molar.

As solucbes estoque de macro e micronutrientes utilizadas para cada condi¢do de

oxirreducdo estdo listadas nas Tabelas 3, 4 e 5.



Tabela 3 - Solugdes para compor 0s meios utilizados nos reatores desnitrificantes

Solucgdes Volume (L) Peso (g)
D1 KH2PO4 0,500 17,418
D2 NazHPOs.2H20 0,250 7,801
D3 Resazurin 0,050 0,025
EDTA 0,063
FeS04.7H20 0,006
MnCI2.6H20 0,006
D4 CoCl2.4H20 0,25 0,002
ZnS0a4 0,028
CuS04.6H20 0,002
Na2Mo0Oa4.2H20 0,001
CaCl2 0,001
pH=6 met KOH

Vit A
Biotin (Vit H) 0,005
p-aminobenzoate (Na-salt) 0,013
D5 Pantothenate (Na-salt) 0,013
Folic acid (Dihydrate) 0,25 0,005
Lipoic acid (thioctic acid) 0,013
Pyridoxine (Vit b6) 0,025
Nicotinamide 0,013

D6 Vit B
Thiamine HCL (Vit B1) 01 0,010

D7 Vit C
Riboflavine (Vit B2) 01 0,005

D8 Vit D
Cyanocobalamine (Vit B12) 01 0,001
D10 NazS.9H20 0,25 0,025
D11 NH4CI 0,25 1,471
D13 MgS0O4.7H20 0,25 0,468
NaNOs3 0,25 8,499

Fonte: Do autor, adaptado do protocolo de Deursen (2016).



Tabela 4 - Solugdes para compor os meios utilizados nos reatores sulfetogénicos

Solucgdes Volume (L) Peso (g)
S1  KH2POs4 0,50 13,610
S3  Resazurin 0,25 7,801
Elementos trago
FeCl2.4H20 0,375
MnCl2.4H20 0,025
CoCl2.6H20 0,030
S4a ZnClz 0,25 0,018
CuCl2 0,004
H3BO3 0,015
NiCl2.6H20 0,006
1ml conc. HCI
Elementos trago
NaOH 0,100
S4b  NazSeOs 0.25 0,005
Na2W04.2H20 0,008
Na2Mo04.2H20 0,063
Vit A
Biotin (Vit H) 0,001
S5 p-aminobenzoate (Na-salt) 0,003
Pantothenate (Na-salt) 0,25 0,003
Pyridoxine (Vit b6) 0,013
Nicotinamide 0,005
S6 Vit B
Thiamine HCL (Vit B1) 0,10 0,060
7 Vit C
Riboflavine (Vit B2) 0,10 0,005
S8 VitD
Cyanocobalamine (Vit B12) 0,10 0,005
CaCl2.2H20 1,103
s11 MgS04.7H20 0,25 1,232
NH4CI 1,204
NaCl 3,068
S13 Na2S04 0,25 10,650

Fonte: Do autor, adaptado do protocolo de Deursen (2016).



Tabela 5 - Solugdes para compor 0s meios utilizados nos reatores metanogénicos

~ Volume
Solugoes Peso (9) WL
M1 KoHPO4 17,418 0,500
M2 NazHPO4.2H20 7,801 0,250
M3 Resazurin 0,025 0,050
EDTA 0,250
FeCl2.4H20 1,000
MnCl2.4H20 0,050
CoCl2.6H20 0,095
M4 ZnCl2 0,035
CuCl2 0,001 0,500
AICI3.6H20 0,005
H3BO3 0,003
NazMo04.2H20 0,018
NiCl2.6H20 0,012
1ml conc. HCI 0,5mL
Vit A
Biotin (Vit H) - GELADEIRA 0,025
p-aminobenzoate (Na-salt) 0,125
vs  Pantothenate (Na-salt) 0,025
Folic acid (Dihydrate) 0,010 0,500
Lipoic acid (thioctic acid) 0,025
Pyridoxine (Vit b6) 0,050
Nicotinamide 0,275
M6 VitB
Thiamine HCL (Vit B1) 0,010 0,100
M7 VitC
Riboflavine (Vit B2) 0,005 0,100
M8 VitD
Cyanocobalamine (Vit B12) 0,005 0,100
M9 NH4HCO3 4,509 0.500
NaHCO3 38,057
M10  NazS.9H20 12,010 0,050
M11 CaCl2.2H20 2,205 0.500
MgCl2.6H20 2,035

Fonte: Do autor, adaptado do protocolo de Deursen (2016).
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As solucdes especificas para cada condicdo de oxirreducdo foram formadas a partir da
combinacédo das solugdes estoque (solucdes indicadas nas Tabelas 3, 4 e 5). O procedimento

para o preparo dessas solucdes esta descrito a seguir (DEURSEN, 2016):

I. Meio para a condig¢ao desnitrificante

MEIO BASAL — 500 ml de agua anaerobia; 39,5 ml de D1; 107,5 ml de D2 e 0,65 ml
de D3.

COLD A — 21,4 ml de agua anaerobia; 1 ml de D4, D5 e D7; 0,5 ml de D6 e 0,1 ml de
D8.

COLD B -49 ml de D13 e 1 ml de D10.

COLD C -25ml de D11.

ii. Meio para a condicéo sulfetogénica

MEIO BASAL - 500 ml de 4gua anaerobia; 8,5 ml de S1 e 0,5 ml de S3.
COLD A — 21,4 ml de 4gua anaerdbia; 1 ml de S4a, S4b, S5 e 0,2 ml de S6, S7 e S8.
COLD C—25ml de S11.

iii. Meio para a condicdo metanogénica

MEIO BASAL - 500 ml de agua anaerdbia, 10,5 ml de M1, 3,5 ml de M2 e 0,5 ml de
M3.

COLD A — 20 ml de agua anaerébia e 1,0 ml de cada uma das seguintes solucGes: M4,
M5, M6, M7 e M8.

COLD B — 1 ml de M10 e 49,0 ml de M9.

COLD C - 25,0 ml de M11.

Para 0 meio basal feito nas 3 condicGes distintas as solug¢fes foram dissolvidas na agua
anaerdbia sob fluxo de nitrogénio, por 20 minutos. Os frascos Duran® com os meios foram
lacrados e esterilizados (20 minutos a 120°C). Ressalta-se ainda que a agua anaerdbia utilizada

para a composicgéo de todas as solucgdes foi preparada no momento da utilizacao, feita a partir
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de 4agua destilada fervida que em seguida foi resfriada, numa bacia de gelo com &gua, sobre
fluxo de nitrogénio durante 20 minutos.

Para a constru¢do dos COLD’s A, B e C foram utilizados frascos de antibidticos de 120
ml, que foram fechados com tampas de butila e selados com lacres de aluminio. Os reatores
metanogénicos passaram por uma troca de atmosfera de 10 ciclos (N2, CO2; 80%, 20%),
enquanto que os reatores das demais condicOes tiveram o seu headspace preenchido por 100%
de N2 (10 ciclos).

Ap0s a primeira troca de atmosfera, a fim de eliminar o oxigénio dos meios, os frascos
foram esterilizados. Apds o a esterilizacdo, o meio completo foi preparado a partir da adicdo
dos colds, nas suas respectivas proporgdes, com seringas e agulhas esterilizadas.

Com as solucdes ja prontas, uma nova lavagem pelo distribuidor de gases foi realizada,
com 10 ciclos nas mesmas condicGes de atmosferas descritas anteriormente.

Os COLDs foram embalados com papel aluminio e armazenados sob refrigeracéo (4°C).

4.4 INOCULO

O in6culo utilizado nos reatores foi composto por uma mistura homogénea dos solos
nos diferentes pontos coletados (item 4.2). Esta mistura foi realizada em frasco Duran® (1L)
sob fluxo de nitrogénio gasoso aplicado sobre o solo em processo de mistura, a fim de manter
a anaerobiose. O frasco foi fechado, embalado com papel aluminio e armazenado sob

refrigeracdo. Todo material empregado no preparo do in6culo foi previamente esterilizado.

4.5 REATORES ANAEROBIOS E ENRIQUECIMENTO

Para cada uma das 3 condi¢cBes de oxirreducdo (desnitrificantes, sulfetogénicos e
metanogénicos) foram feitos 7 reatores: 3 bidticos, sendo a atrazina e o contetdo orgéanico do
solo as Unicas fontes de carbono dos reatores; 2 abidticos, com adi¢do de azida 1M (NaNs) e

cloreto de mercurio 1M (HgClz) para inativagdo microbiana, ¢ 1 “branco”, sem adi¢do de
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atrazina. A Figura 6 mostra o arranjo experimental dos reatores anaerdbios, que foram divididos
em Reatores Puros Anaerobios (RPA) e Reatores Compostos Anaerdbios (RCA).

Figura 6 - Procedimento experimental para a construcdo de todos os reatores anaerébios
Arranjo Experimental do Enriquecimento dos Reatores Anaerdbios
Desnitrificantes ~ Sulfetogénicos Metanogénicos

Inéculo:
]‘Bi()ticos Reatores Puros: Atz e o solo como
|

20% (viv) R
D unicas possiveis fontes de carbono.
Mix Solo ‘ 1 ’ N

]‘ Abidticos Vol. Lig: 50 mL
Reatores biodticos

]» Brancos
de 300 mL ¢/

adicio de fonte
de carbono

Desnitrificantes  Sulfetogénicos Metanogénicos

gn:;g;(;c-:ldos por A ]‘Bi(’)ticos Reatores _Compoyros: Atz +
o suplementagdo de fonte de carbono
B ]— Abidticos especifica para cada meio.
. Indculo: 10% (v/v) ah )
‘ ‘ [ —1 Vol. Lig. 50 mL
]— Brancos

Fonte: Do autor.

Os reatores bioticos foram preparados para avaliar a atividade microbiana (crescimento
e degradacdo da atrazina), os abidticos para verificar a degradacdo da atrazina sem a
participagdo microbiana, € o “branco” para observar se os microrganismos envolvidos no
processo de degradacgéo da atrazina estdo se desenvolvendo (ou ndo) a partir de outras fontes
de carbono (o que foi adicionado nos reatores de 300 mL, ou contedo organico do solo). A
composicdo de substancias em cada reator € mostrada nas Tabelas 6 e 7, com atrazina na
concentracdo de 1 mg/L.

Sabe-se que 0s processos anaerobios sdo mais lentos na partida de reatores do que 0s
processos aerobios, desta forma, foram feitos os 3 reatores bioticos de enriquecimento nas
diferentes condicOes testadas, contendo Atrazina (1,0 mg/L) de volume maior (300mL), com

as suas respectivas fontes de carbono, para serem utilizados como indculo para os RCA.
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Os RCA, foram replicados, em volume liquido de 50 mL, utilizando como in6culo (10%
v/v) 0 volume liquido dos reatores de 300 mL, com 45 dias de enriquecimento.

Os RCA diferem-se dos RPA, pela suplementacdo com fonte de carbono (acetato de
sodio p/ os desnitrificantes, lactato de sodio para os sulfetogénicos e acetato de sodio +
formiato para os metanogénicos a 3,6 mM) e pelo uso do indculo j& enriquecido dos reatores
bioldgicos maiores.

O objetivo deste ensaio com os RCA é verificar a degradacdo da atrazina sobre um
potencial microbiano enriquecido e com outras fontes de carbono (as mesmas utilizadas nos
reatores de 300 mL).

Tabela 6 - Composicdo dos primeiros reatores anaerdbios de volume liquido de 50 ml (Reatores Puros)

Desnit. Composicao Vc()rl:lr)ne Sulfet. Composi¢éo V(()rlrl:Ir)ne Met.  Composicéo Vc(JrI:]JIr)ne
Meio Basal 44,50 Meio Basal 43,40 Meio Basal 44,50

Cold A 1,25 Cold A 1,20 Cold A 1,25

Cold B 2,50 S13 3,60 Cold B 2,50

Bidtico Cold C 1,25 Bidtico Cold C 1,20 Bidtico Cold C 1,25
123 Atz 0,50 123 Atz 0,50 123 Atz 0,50
In6eulo 12,67 In6culo 12,67 In6culo 12,67

olume 62,67 Volume total 62,57 Volume 62,67

Meio Basal 42,50 Meio Basal 40,90 Meio Basal 42,50

Cold A 1,18 Cold A 1,14 Cold A 1,18

Cold B 2,36 S13 3,40 Cold B 2,36

Cold C 1,18 Cold C 1,14 Cold C 1,18

Abidtico Atz 0,50 Abiotico Atz 0,50 Abidtico Atz 0,50
12 In6culo 12,70 12 In6culo 12,67 12 In6culo 12,70
NaN; 1,00 NaN; 1,00 NaN; 1,00

HgCl, 1,00 HgCl, 1,00 HgCl, 1,00

otume 62,42 Volume total 61,75 Volume 62,42

Meio Basal 45,00 Meio Basal 43,90 Meio Basal 45,00

Cold A 1,25 Cold A 1,22 Cold A 1,25

Cold B 2,50 S13 3,66 Cold B 2,50

Branco  colq 1,25 Branco coiqc 1,22 Branco coiqc 1,25
Inéculo 12,70 In6culo 12,67 In6culo 12,70

X)‘;fme 62,70 Volume total 62,67 ;é‘t’;fme 62,70

Fonte: Do autor. Valores calculados a partir do protocolo de Deursen (2016).
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Tabela 7. Composicdo dos reatores de volume maior (300 ml) feitos com adigéo de fonte de carbono.

Desnitrificante Sulfetogénico Metanogénico

Composicéo Composicéo Composicéo

Meio Basal 270,00 ml Meio Basal 270,00 ml Meio Basal 270,00 ml

Cold A 7,50 ml Cold A 7,50 ml Cold A 7,50 ml
Cold B 15,00 ml S13 22,50 mil Cold B 15,00 ml
Cold C 7,50 ml Cold C 7,50 ml Cold C 7,50 ml
Atz 1 mg/L Atz 1 mg/L Atz 1 mg/L
Inéculo 20,00 % Inéculo 20 % Inéculo 20 %
Volume lig. 300,00 ml Volume lig. 300,00 ml Volume lig. 300,00 ml
Acetato de 36 ml
Acetato de Lactato de sédio 1M '
g 3,60 mi L 3,6 mi .
sédio1 M Sodio 1 M Formiato
M 3,53 ml

Fonte: Do autor.

Os reatores foram mantidos sobre agitagdo120 rpm, a 30°C. E para a coleta de amostras
para deteccdo de atrazina e seus intermediarios metabdlicos, os reatores foram colocados em

repouso, sob inclinacdo, para evitar a retirada de biomassa (Figura 7).

Figura 7 - Reatores em descanso antes das retiradas de amostras

Fonte: Do autor.
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4.6 MONITORAMENTO DOS REATORES

Para 0 monitoramento dos reatores desnitrificantes foi avaliado o consumo de nitrato
(NOs"), segundo a metodologia de Cataldo (1975). Foi retirado 0,2 mL de amostra de cada
reator e diluidas em baldo volumétrico de 10 mL (diluicdo 1:50). A leitura em
espectrofotdmetro (410 nm), os resultados foram registrados e calculados conforme a curva de
calibracéo.

O monitoramento dos reatores sulfetogénicos consiste nas andalises de sulfato e sulfeto.
As quantificagOes de sulfato seguiram o método 4500-SO+>" E (turbidimétrico) e a determinag&o
de sulfeto (S*7) o método colorimétrico em espectrofotdmetro por meio do kit hach utilizado
para esse tipo de analise.

Os reatores metanogénicos foram mantidos em processo de enriquecimento, e ao final
do periodo de anélise avaliou-se a degradacdo da atrazina e a atividade microbiana dos reatores.
O monitoramento destes reatores ocorreu por meio da quantificagdo da producao de metano no
ultimo ensaio, utilizando o equipamento Cromatografo Gasoso Shimadzu GC-2014 com
Detector de Condutividade Técnica (TCD) e coluna HP-PLOT/Q (30 m x 0,53 mm x 40 um de
espessura de filme).

4.7 DETECCAO DA ATRAZINA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (HPLC/UV)

Para a andlise de deteccdo de atrazina e para os intermediarios metabdlicos,
desisopropilatrazina (DIA) e adesetilatrazina (DEA), foi utilizada cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC/UV), conforme o método cromatografico expresso na Tabela 8.

Os limites de deteccdo da atrazina foram de 0,05 a 1,0 mg/L e para 0S seus
intermediarios metabolicos DIA e DEA foram de 0,025 a 1,0 mg/L. As equacdes utilizadas para

acurva de ATZ, DIA e DEA, sdo representadas pelas equaces (2), (3) e (4), respectivamente.
y = 3,446x — 0,0043; R2 = 0,9999 2
y = 2,655x — 0,0037; R2 = 0,9996 3

y = 2,617x — 0,0089; R2 = R2 = 0,9998 (4)



Tabela 8 - Informagdes cromatograficas

Informacdes cromatogréficas

HPLC Thermo Ultimate 3000
Fase movel ACN:H20 60:40
Modo eluicdo isocratico
Tempo de corrida 8 min
DIA 3,03
Tempo de retencdo DEA 3,38
ATZ5,38
Detecc¢éo DAD
Comprimento de onda 220 nm

Fonte: ITAIPU BINACIONAL (2019).

44



45

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo discutir-se-a sobre os resultados encontrados nos estudos sobre os
Reatores Puros (RPA) e Compostos (RCA).

5.1 REATORES PUROS ANAEROBIOS (RPA)

5.1.1 Reatores Puros Desnitrificantes (RPD)

Os RPD estdo demonstrados na Figura 8. Em condicdes de agitagdo a coloracdo dos
reatores bioldgicos manteve-se similar num tom de laranja conforme a cor natural do solo
argiloso utilizado como indculo (20%). Entretanto, ap6s 24h de decantacdo os reatores
desnitrificantes eram os Unicos que apresentavam a fracdo clarificada num tom de laranja
(Figura 9).

Este fendmeno ocorreu apenas nos reatores desnitrificantes, e pode estar associado as
caracteristicas especificas deste meio ou a subprodutos liberados pelo metabolismo microbiano
(SCHLEDER, 2016).

Figura 8 - Aspecto dos Reatores Puros Desnitrificantes (RPD)

=)

B (A.dads):

oo ]

Bioticos Abioticas Branco

Fonte: Do autor.
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Figura 9 - Fragdo clarificada dos RPD (abaixo)

Biotico 1 Desnitrificante
Biotico 2 Desnitrificante
Biotico 3 Desnitrificante
Abidtico 1 Desnitrificante
Abiodtico 2 Desnitrificante
Branco Desnitrificante
Biotico 300 mL Desnitrificante
Biodtico 1 Metanogénico
Biotico 2 Metanogénico
~ Bidtico 3 Metanogénico
Abidtico 1 Metanogénico
Abidtico 2 Metanogénico

Branco Metanogénico

N IS S S I

Biodtico 300 mL Metanogénico

Fonte: Do autor.

Pode-se perceber que as duas Unicas amostras abidticas apresentam coloracdo menos
intensa do que as amostras dos reatores biologicos. O escurecimento da fragdo clarificada dos
reatores bioldgicos, retiradas para amostras para detec¢do de atrazina, pode estar associada a
acao microbiana nestes reatores que ao consumir a matéria organica presente nos reatores
deixam 0s meios com coloracdo compativel ao conteido mineralégico do solo (DUARTE,
2018).

A atividade dos reatores desnitrificantes foi monitorada por meio da analise da reducéo
de nitrato, e estdo expressos na Figura 10. A presenca da atrazina (ATZ) nos reatores ao longo

da operagéo estad demonstrada na Figura 11.

Figura 10 - Consumo de nitrato nos Reatores Puros Desnitrificantes (RPD).

— Bjdtico 1
— Bjdtico 2
~— Bjdtico 3

—e— Abiotico 1
Abidtico 2

o— Branco

Fonte: Do autor.
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Figura 11 - Detec¢éo de atrazina nos Reatores Puros Desnitrificantes (RPD).

«— Bjdtico 1

— Bjotico 2

o
(o3}
o
(@)

—e—Bijdtico 3

mg/L ATZ

—e— Abiobtico 1
o— Abidtico 2

o Branco

Fonte: Do autor.

Neste estudo, observou-se ao longo de 130 dias de operacao, consumo médio de nitrato
(61£2%) nos reatores bidticos, maior que nos reatores abioticos (25+9%), pode-se perceber,
portanto, que houve atividade microbiana nos reatores biol6gicos.

O consumo de nitrato nos reatores abioticos pode ocorrer por fatores fisico-quimicos,
como “stripping” de amonia em pH elevado, troca i6nica, adsorgdo, osmose reversa, 0xidagdo
com cloro, dialise elétrica e precipitacdio quimica (DUARTE, 2018). Estudos mais
aprofundados sobre a degradacdo da atrazina em condicGes abidticas podem promover uma
explanagdo mais completa sobre o assunto.

No branco, que difere-se dos demais reatores bioticos apenas pelo fato de néo ter sido
adicionada atrazina neste reator, 0 consumo de nitrato foi maior (81%), o que pode ser um
indicador de que a auséncia de atrazina neste reator bioldgico foi favoravel ao desenvolvimento
dos microrganismos desnitrificantes.

Pode-se observar que ndo foi possivel detectar atrazina até o trigésimo quinto dia,
entretanto apds 71 dias houve deteccdo apenas nos reatores abidticos e no branco, pois as trés
amostras referentes aos reatores bioldgicos 1, 2 e 3 foram comprometidas durante o processo
de analise. Estas trés amostras chegaram no laboratorio abertas, com volume reduzido,

impossibilitando a quantificacdo de atrazina pelo método de deteccéo.
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5.1.2 Reatores Puros Sulfetogénicos (RPS)

Quanto ao aspecto colorimétrico dos RPS, ndo houve variacdo notavel entre os reatores
durante o ensaio (Figura 12). Permanecendo a cor dominante do solo em todos os reatores.
Apos decantacdo, foi possivel retirar amostras totalmente clarificadas para as analises. A
producéo de sulfetos deixa os meios mais escuro (CALLADO; DAMIANOVIC; FORESTI,
2016). Entretanto, ndo houve escurecimento notavel nos reatores, pois a coloracdo do solo foi

dominante em todos os reatores.

Figura 12 - Aspecto dos Reatores Puros Sulfetogénicos

Bioticos Abioticas Branco

Fonte: Do autor.

Por meio das analises de producdo de sulfeto e consumo de sulfato péde-se avaliar a
atividade microbiana nos reatores sulfetogénicos. As Figuras 13 e 14 mostram a producéo de
sulfeto e o consumo de sulfato nos RPS, enquanto que a presenca da atrazina estd demonstrada

na Figura 15.



Figura 13 - Producéo de sulfeto nos Reatores Puros Sulfetogénicos (RPS)

o— Bidtico 1

— Bi6tico 2
—e—Bi(tico 3
—e— Abiotico 1

o— Abi6tico 2

— Branco

Fonte: Do autor.

Figura 14 - Consumo de sulfato nos Reatores Puros Sulfetogénicos (RPS)
3000,00

2500,00

5 2000,00 — Biotico 1
. ~— Bjotico 2

1500,00 "
—e— Bj0tico 3

1000,00 - —e— Abiotico 1
o Abiodtico 2

500,00
~— Branco

0,00

Fonte: Do autor.
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Figura 15 - Deteccdo de atrazina nos Reatores Puros Sulfetogénicos (RPS)

«— Bjotico 1
«— Bjotico 2

—e—Bijotico 3

—— Abibtico 1
o— Abiobtico 2

o— Branco

Fonte: Do autor.

Por meio da analise da producao de sulfeto (0,110+0,016 mg/L) e do consumo de sulfato
(61+1%) nos reatores bioticos, pdde-se inferir a ocorréncia de atividade microbiana
sulfetogénica, uma vez que nos reatores abioticos estes valores foram muito inferiores tanto
para a producéo de sulfeto (0,015 +0,002 mg/L) como para o consumo de sulfato (12+3%).

O reator branco apresentou 0os mesmos valores dos reatores bidticos, 0 que mostra que
a atividade microbiana nos reatores bioticos ndo foi comprometida com a presenca de 1,0 mg/L
de atrazina. O oposto foi observado nos RPD, maior consumo de nitrato no reator branco. Este
resultado sugere que as bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo menos sensiveis a atrazina do
que as desnitrificantes. Bactérias desnitrificantes e sulfetogénicas podem ser mais ou menos
sensiveis a certas substancias, podendo haver um dominio de uma populacdo sobre a outra,
conforme as condi¢des ambientais em que sdo submetidas (BARBOSA, 2017).

Analisando o grafico de deteccdo da atrazina durante 140 dias de analise, pode-se
observar que sé ocorreu deteccao do herbicida apds 72 dias nos reatores bidticos 1 e 3 (0,103 e
0,123 mg/L, respectivamente). Todavia, apos este periodo, foi detectado um aumento sutil de
atrazina em todo os reatores bioticos, enquanto que no reator branco nada foi observado, o que
era esperado, uma vez que ndo foi adicionada atrazina neste reator. Nos reatores abidticos ndo

detectou-se atrazina.
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5.1.3 Reatores Puros Metanogénicos (RPM)

Como pode ser observado na Figura 16, os reatores metanogénicos apresentaram
coloracdo proxima do natural do solo e entre si, embora os reatores biologicos tenham
demonstrado coloragdo mais escura do que o tom de solo original (alaranjado). Os reatores
abioticos mantiveram com coloragdo proxima a do solo, sem sofrer varia¢fes durante o ensaio.
A variacao na coloracdo dos meios pode estar relacionada a atividade bioldgica, uma vez que
apenas os reatores biologicos sofreram variacédo colorimétrica. A atividade metanogénica pode
alterar a coloracdo dos meios pelo consumo do contetido organico dos reatores, liberagdo de
monomeros ou pela formacéo de biomassa (ALTMANN et al., 2016; BILLEMONT; COASNE;
DE WEIRELD, 2014).

Figura 16 - Aspecto dos Reatores Puros Metanogénicos (RPM)

Bidticos Abidticas Branco

Fonte: Do autor.

A producdo de metano nos RPM ¢é evidenciada na Figura 17, em que pode-se perceber
aumento apenas nos reatores bidticos. A producdo média destes reatores foi de 1+0,16 umol ao
final do ensaio, 0 que indica a atividade metanogénica nestes reatores. O reator utilizado como

branco, devido perda de gas durante a anélise, ndo foi quantificado.
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Figura 17 - Producéo de metano nos Reatores Puros Metanogénicos (RPM)

o Bijdtico 1

o
o)

«— Biotico 2

CH.4 (umol)
o
o

—e—Bijdtico 3
—e— Abiotico 1
o— Abiodtico 2

o
~

o
[N

Fonte: Do autor.

A deteccdo de atrazina nos RPM estd expressa na Figura 18. Observa-se um rapido
decaimento na concentracdo de atrazina em todas as condi¢des logo no inicio do ensaio com
excecdo do branco. Assim como observado nas condicGes anteriores (desnitrificante e
sulfetogénica), nos RPM, observou-se a deteccdo de atrazina ap6s 71 dias de operacéo, e 0 sua
dindmica no gréafico sugere que apds ser detectada, a atrazina sofreu poucas variacbes em sua
concentracdo, podendo estar relacionadas a processos simultaneos de degradacao, adsorcao e
dessorcdo (MAURO; CAMPOS; LANGENBACH, 2007; YUE et al., 2016).

Figura 18 - Deteccdo de atrazina nos Reatores Puros Metanogénicos (RPM)

o— Bjotico 1
o— Bjotico 2

—e—Bijdtico 3

—e— Abiotico 1
o— Abiodtico 2

»— Branco

Fonte: Do autor.
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5.1.4 Consideracfes Gerais sobre os Reatores Puros Anaerobios (Desnitrificantes,
Sulfetogénicos e Metanogénicos)

Inicialmente abordar-se-a sobre a remocdo de atrazina nos diferentes meios de

oxirreducao aqui estudados, expressos na Tabela 9.

Tabela 9 - Remoc¢do da ATZ nos Reatores Puros Anaerobios (RPA)

Condicdo Reator Remogdo ATZ (%)
. .
RPD Bioticos 87 7
Abiodticos 100 % 7
1011 0,
RPS Blo.tlc.os 88 7 4
Abiodticos 100 % 7
10t 0,
RPM Blo.tlc.os 92 7
Abiobticos 100 % 7

Fonte: Do autor.

Quanto a concentracdo inicial de atrazina (1 mg/L) adicionada aos RPA pdde-se
observar alta remocdo de atrazina nos reatores bioticos, e total remocao nos reatores abioticos.
Entretanto, em todos 0os RPA, pbde-se observar detec¢do da atrazina somente apds 70 dias.
Provavelmente, a atrazina aplicada nos reatores foi inicialmente adsorvida no solo, sofreu
hidrélise quimica ou outros tipos de reacdes quimicas ou volatilizagdo réapida.

Correia et al. (2007) observou que a adsorcdo da atrazina em solo argiloso aumentou em
funcdo do tempo de contato em solos de plantio direto e mata nativa, e também destaca que a
qualidade da matéria organica presente no solo pode aumentar a capacidade de adsorcédo do
herbicida no solo. Os mesmos autores calcularam um coeficiente de adsor¢édo da atrazina no
solo argiloso testado, chegando no valor de Kf = 11,28, sendo um valor considerado alto pelo
IBAMA, o que indica um maior potencial de adsor¢do do micropoluente nesse tipo de solo.
Outros autores buscando avaliar a adsor¢do da atrazina em solos argilosos e ricos em matéria
organica verificaram adsorcéo de atrazina de 22,8% em 24 horas (YUE et al., 2016)

O fato da atrazina ser detectada apds um longo periodo nos reatores anaerdbios testados
pode sinalizar a permanéncia deste composto no solo, levando mais tempo para ser carregada a
solucdo do solo, onde ela estaria de fato suscetivel aos processos de biodegradacéo. Neste
sentido, em funcdo das caracteristicas do solo, temperatura, pH, agitacéo, e propriedades fisico-

quimicas da atrazina pode-se esperar que a mobilidade da atrazina nos reatores (adsorgéo e
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dessor¢do) tenham influenciado na presenca de atrazina na fracdo liquida coletada para as
analises.

Outro fato importante a ser destacado € sobre a producdo de biossurfactantes, que séo
compostos produzidos por microrganismos extracelularmente ou como parte da membrana das
células. Esses subprodutos sdo capazes de melhorar a solubilidade e biodegradacdo de
contaminantes, como € o caso da atrazina (COLLA, 2015).

O fato da deteccgéo da atrazina ter sido mais notavel nos reatores bidticos pode ter relacao
com a producéo de biossurfactantes. Os microrganismos apos um longo tempo de exposicéo,
podem ter desenvolvido a capacidade de produzir estas substancias para levar a atrazina até a
solucdo do solo, local ao qual o micropoluente organico estaria de fato suscetivel aos processos
de biodegradacéo.

Esta linha de raciocinio é coerente e ja foi estudada por outros autores (ABBASI, 2018;
JADEJA; MOHARIR; KAPLEY, 2018; MAURO; CAMPOS; LANGENBACH, 2007). Apds
a atrazina ter sido dessorvida do solo pela acdo de biossurfactantes, dificilmente ela seria
novamente adsorvida, fendmeno que nao foi observado nos reatores abioticos, em que a atrazina
parece sofrer ciclos de adsorcdo e dessorcdo, o que fortalece a teoria de producdo de
biossurfactantes nos reatores bioldgicos.

Embora a atrazina apresente baixa presséo de vapor, o que lhe atribui um baixo potencial
volatil, este potencial ndo é exclusivamente avaliado pelas propriedades intrinsecas do
composto, pois também depende das condi¢des ambientais ao qual o0 composto esta inserido,
como temperatura e pressdo. Neste sentido a atrazina pode sofrer volatilizacdo. (PARENTE,
2018). A atmosfera dos reatores pressurizados com nitrogénio gasoso e submetidos a agitacao
e temperaturas mais elevadas podem ter promovido fenémenos de difusdo e mistura liquido-
gas, e considerando que apenas a fracdo liquida dos reatores foi analisada, a fracdo gasosa
também pode conter atrazina.

Em condicBes abidticas a atrazina também pode sofrer hidrolise quimica, que ocorre
pela desclorinacdo da molécula e substituicdo por uma hidroxila, podendo dar origem a
deisopropilatrazina (DIA). A hidrolise quimica é acelerada em baixos valores de pH, pela
presenca de substancias himicas, e temperaturas acima de 30°C (OLIVEIRA, 2015). Os
reatores foram operados a 30°C, e o Unico intermediario metabolico encontrado nos RPA foi a
deisopropilatrazina (DIA). Estes resultados podem indicar a ocorréncia de hidrolise quimica
nestes reatores, o que justificaria a formacdo deste intermediario metabodlico nos reatores

abioticos. A Tabela 10 mostra os resultados de deteccdo deste intermediario metabolico.
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Tabela 10 - Presenca de deisopropilatrazina (DIA) nos RPA

Reatores DIA (mg/L) nos RPD % 3%
Bidtico 1 n.d. n.d. n.d. 0,065 0,053
Bidtico 2 n.d. n.d. n.d. 0,045 0,044
Bidtico 3 n.d. n.d. n.d. 0,076 0,038
Abiético 1 n.d. n.d. 0,038 0,030 0,024
Abidtico 2 n.d. n.d. 0,061 0,059 0,038
Branco n.d. n.d. 0,025 0,052 0,057
Tempo
(Diaf) 3 35 71 100 130
Reatores DIA (mg/L) nos RPS + 3%
Bidtico 1 n.d. n.d. n.d. 0,053 n.d.
Bidtico 2 n.d. n.d. n.d. 0,046 n.d.
Bidtico 3 n.d. n.d. 0,027 0,050 n.d.
Abidtico 1 n.d. n.d. n.d. 0,033 n.d.
Abibtico 2 n.d. n.d. 0,033 0,032 n.d.
Branco n.d. n.d. 0,026 0,044 n.d.
Tempo
(Dias) 3 37 70 100 132
Reatores DIA (mg/L) nos RPM % 3%
Bidtico 1 n.d. n.d. n.d. 0,038 0,030
Bidtico 2 n.d. n.d. 0,063 0,062 0,049
Bidtico 3 n.d. n.d. 0,095 0,045 0,073
Abidtico 1 n.d. n.d. 0,068 0,055 n.d.
Abidtico 2 n.d. n.d. 0,055 0,046 n.d.
Branco n.d. n.d. n.d. 0,074 n.d.
(TS{‘;E)O 3 35 71 100 130
Legenda n.d. Abaixo da curva analitica (<0,025 mg/L)

Fonte: Do autor.

O fato de ter detectado DIA nos reatores abidticos ndo era esperado, uma vez que a
atividade microbiana nestes reatores era inexistente. Todavia, sabe-se que fenémenos fisico-
qguimicos como a hidrélise quimica podem ocorrer, promovendo a degradacdo do composto
(GOMES; SANTOS; SILVA, 2004). Além disso, como ja apresentado na revisao bibliografica
do presente trabalho, a meia vida da atrazina € variavel, e depende de fatores como: agitacéo,
temperatura, pH, teor e qualidade de matéria organica no solo, tipo de solo, e outras
caracteristicas mais especificas ainda, como o tipo de coldides organicos e inorganicos
presentes no solo.

Este conjunto de fatores pode provocar alteragdes no processo de degradagdo da
atrazina, o que abre uma lacuna para que novos estudos visando analisar o comportamento da

atrazina em diferentes tipos de solos e condicdes abioticas distintas sejam feitos.
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Desta forma, ndo foi possivel observar a biodegradagio da atrazina nos RPA. E possivel
que a atrazina tenha sido adsorvida pelo solo, uma vez que o solo utilizado como indculo é
argiloso e com potencial de alta capacidade de troca de cations (CTC), caracteristicas tipicas
dos latossolos e nitossolos vermelhos encontrados na regido da coleta de amostras. Todavia a
formagéo de DIA sugere a ocorréncia de processos de degradacdo da atrazina, uma vez que este
intermediério metabolico destaca-se entre os mais conhecidos subprodutos organoclorados da
atrazina, juntamente com a desetilatrazina (DEA) (COELHO; BARNARDO, 2017).

Outro fator importante a ser destacado é que o tempo para a degradacdo da atrazina nas
condigdes estudadas foi pequeno, havendo, portanto, necessidade de mais tempo para avaliar a
ocorréncia de degradacdo. Os resultados observados nos reatores biéticos indicam, que em
condic¢des sem suplementacdo de outras fontes de carbono e indculo enriquecido, é necessario

mais tempo para que a biodegradacao da atrazina possa ocorrer.
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5.2 REATORES COMPOSTOS ANAEROBIOS (RCA)

5.2.1 Reatores Compostos Desnitrificantes (RCD)

Os RCD apresentaram diferenca visual ao longo da operagédo (Figura 19). Os reatores
bioldgicos ficaram mais escuros do que os reatores abidticos, que mantiveram a sua coloracdo
inicial. Ap6s periodo de decantacdo (24h), a fracdo liquida clarificada dos reatores biol6gicos

era mais escura comparada aos reatores abioticos.

Figura 19 - Reatores Compostos Desnitrificantes no final do ensaio (RCD)

Bioticos Abioticas Branco

Fonte: Do autor.

As Figuras 20 e 21, demonstram o consumo de nitrato ao longo da operacdo nos RCD,
bem como a remocdo de atrazina, respectivamente.

Observou-se apos trés dias de operacdo aumento médio de 12+1% (161 mg/L) no nitrato
presente em todos os RCD (Figura 20). Este aumento se deu pela fonte de indculo empregada,
que foi a partir do reator composto (300 mL) operado por 45 dias, este ainda apresentava 48%
(620 mg/L) do nitrato total adicionado nos reatores.

Considerando esse aumento do nitrato, observou-se consumo medio de nitrato de
68+2% (923,3 mg/L) para os reatores bioticos, 24+6% (328 mg/L) para os abio6ticos e 80%
(1088 mg/L) para o branco, ao final de 68 dias de operacdo. Esta discrepancia nos resultados
das diferentes condigdes de operagdo indica a ocorréncia de atividade biolégica nos reatores
bioticos em detrimento dos abidticos.

O reator branco apresentou remoc¢éo de nitrato superior aos reatores bidticos (22% a
mais), o que pode indicar que a comunidade microbiana se desenvolveu melhor na auséncia de

atrazina, uma vez que sabe-se que este herbicida pode ser utilizado pelos microrganismos apds
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periodos especificos de exposicdo, havendo portanto, necessidade de adaptacdo microbiana ao
composto (SCHLEDER, 2016).

Figura 20 - Consumo de Nitrato dos Reatores Compostos Desnitrificantes (RCD)

«— Bjotico 1

o— Bjotico 2

-
w
o
Z
&
=

—e—Bijdtico 3
—e— Abiodtico 1
o— Abiodtico 2

»— Branco

Fonte: Do autor.

Figura 21 - Deteccéo de atrazina nos Reatores Compostos Desnitrificantes (RCD)

— Bidtico 1
— Bidtico 2

—e—Bjdtico 3

—e— Abiotico 1

o— Abiodtico 2

~— Branco

Fonte: Do autor.

Quanto a deteccdo de atrazina, observou-se uma remocao de 100% de atrazina, tanto

nos reatores bidticos quanto nos abidticos. Apds 71 dias de analise ndo detectou-se mais a

atrazina, o que sugere que em condigdes suplementadas a degradacao bioldgica da atrazina é
mais rapida.
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Para os RCD, diferentemente dos RPA, que utilizaram solo como indculo, o fenbmeno
de adsorcdo ndo pode ser utilizado como justificativa para a remocao de atrazina nos reatores
abioticos. Entretanto, a possibilidade de volatilizacdo e hidrélise quimica da atrazina sdo

cabiveis nesta situacdo, da mesma forma como ja foi discutida no item 5.1.4.

5.2.2. Reatores Compostos Sulfetogénicos (RCS)

A Figura 22 mostra o aspecto dos RCS no inicio do periodo experimental (primeiro dia)
pois foi o periodo em que pode-se identificar maior variagdo na coloragéo dos reatores. Apos
este periodo os reatores bioldgicos passaram a apresentar as mesmas caracteristicas visuais, isto
é, coloracdo mais escura, associada a producéo de sulfetos, enquanto que os reatores abioticos
mantiveram o tom acinzentado inicial. Apds 24h de decantacdo a fracdo liquida dos reatores

apresentavam pouca coloracédo, sendo quase totalmente transparentes.

Figura 22 - Aspecto dos Reatores Compostos Sulfetogénicos (RCS)

Bidticos Abidticas Branco

Fonte: Do autor.

Por meio das analises de producdo de sulfeto (Figura 23) e consumo de sulfato (Figura
24) pbde-se observar atividade microbiana nos reatores bioldgicos. A deteccéo de atrazina nos
RCS esta demonstrada na Figura 25.

Observou-se producdo média de sulfeto de 0,05+0,01 mg/L nos reatores bidticos
enguanto que nos abioticos nao foi detectado producéo de sulfeto, sendo encontrado 0,01+0,00
mg/L de sulfeto apds 3 dias, que se manteve até o final do ensaio. O valor encontrado provém
do residual de sulfeto do in6culo utilizado. O reator branco apresentou produgéo de 0,03 mg/L
de sulfeto, menor do que a dos reatores bioticos.
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Figura 23. Producdo de sulfeto nos Reatores Compostos Sulfetogénicos (RCS)

— Bidtico 1

— Bidtico 2
—e—Bi0tico 3
—e— AbiGtico 1

o— Abiotico 2

»— Branco

Fonte: Do autor.

Quanto ao consumo médio de sulfato, pode-se perceber nos reatores bidticos valores
mais elevados, 72+2% (1580+40 mg/L) comparados aos reatores abioticos, 10+3% (268+54
mg/L) e o branco (62%) ao longo dos 70 dias de operagéo.

Os resultados encontrados, tanto para a producgéo de sulfeto quanto para o consumo de
sulfato, evidenciam acentuada atividade microbiana nos reatores bidticos. Este fendmeno foi
favorecido pelo enriquecimento prévio e adaptacdo das bactérias nos reatores (300 mL) com 1
mg/L de atrazina. Como esperado, o branco apresentou valores inferiores comparado com 0s
reatores bidticos com atrazina. Provavelmente pelo fato das BRS precisarem de um tempo
maior de adaptacdo a uma nova condicao, em gque nao ha mais um dos recursos gue elas estavam
adaptadas no seu crescimento (DURRUTY; GONZALEZ, 2015).

Figura 24 - Consumo de sulfato nos Reatores Compostos Sulfetogénicos (RCS)
2500,00

2000,00
«— Biotico 1
‘ 1500,00 - Bijdtico 2
100000 —e— Bijdtico 3
—e— Abittico 1

500,00 o— Abiotico 2

o— Branco

0,00
0

Fonte: Do autor.
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Apos 70 dias de andlise foi observada uma remocédo de 100% de atrazina em todos 0s
RCS, exceto no branco que em nenhum momento foi detectada atrazina. Observou-se que ap6s
37 dias havia uma remoc¢do média de 89+7% de atrazina nos reatores bidticos para 53+3% de
remocao de atrazina nos abidticos. Destaca-se ainda que a remocao de atrazina nos reatores
biodticos apos 3 dias foi de 59+6% para 53+3% nos reatores abidticos no mesmo periodo, ou
seja, do terceiro dia até o trigésimo sétimo dia, ndo houve remocédo de atrazina nos reatores
abioticos.

Figura 25 - Deteccdo de atrazina nos Reatores Compostos Sulfetogénicos (RCS)

«— Bjotico 1
o— Bjotico 2

—e—Bijdtico 3

mg/L de ATZ

—e— Abiodtico 1
o— Abiodtico 1

o Branco

Fonte: Do autor.

Se as bactérias redutoras de sulfato (BRS) estavam adaptadas aos reatores bidticos
maiores (de 300 mL) com atrazina e lactato de sddio como fonte suplementar de carbono, ao
serem inoculadas em reatores nas mesmas condicdes, variando apenas pelo volume dos reatores
(50 mL) e pela auséncia de solo, era esperado que as BRS tivessem um bom crescimento, como
de fato foi verificado pelo monitoramento destes reatores. Ao serem inoculadas em um
ambiente sem atrazina (reator branco) foram verificados valores de producdo de sulfeto e
consumo de sulfato menores do que os reatores bidticos, o que também era esperado, uma vez
que faltava um recurso ao qual as bactérias ja estavam adaptadas a metabolizar.

O processo de remogéo de atrazina nos RCS mostra que a atividade microbiana dos
reatores bidticos foi mais significativa em um espaco de tempo menor (37 dias) do que os

processos ndo bioldgicos que podem ter ocorrido nos reatores abiéticos.
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5.2.3 Reatores Compostos Metanogénicos (RCM)

Comparado com o0s ensaios anteriores, nos RCM ndo foi observada alteracdo de
coloracdo durante o periodo de operagdo. Estes reatores mantiveram o seu aspecto visual
semelhante durante todo periodo experimental (Figura 26). Além disso, pode-se verificar na

Figura 28 o monitoramento da atrazina no periodo amostral.

Figura 26 - Reatores Compostos Metanogénicos (RCM)

Bioticos Abioticas Branco

Fonte: Do autor.

A Figura 27 mostra a producao de metano destes reatores, em que pode-se perceber uma
producdo média total de 3,9+0,2 umol de metano apenas nos reatores bioticos. Estes resultados
mostram que houve atividade metanogénica nos reatores bidticos, enquanto que nos reatores
abioticos esta atividade ndo foi verificada. O reator branco ndo foi quantificado devido as perdas

de gas no headspace.

Figura 27 - Producdo de metano nos Reatores Compostos Metanogénicos (RCM)

o— Bjotico 1
~— Bjbtico 2

—e—Bijdtico 3

CH4 (numol)

—e— AbioOtico 1
o— Abidtico 2

Fonte: Do autor
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Figura 28 - Detecgdo da atrazina nos Reatores Compostos Metanogénicos (RCM)

«— Bjotico 1
«— Bjotico 2

—e—Bijotico 3

—— Abibtico 1
o— Abiobtico 2

o— Branco

Fonte: Do autor.

Nos RCM observou-se répida remocéo de atrazina ap0s trés dias de operagdo (100%).
Este resultado sugere que, para condicdo metanogénica, € necessario monitoramento da

remocao deste composto em intervalos de tempo menores.

5.2.4 Consideracgdes Gerais sobre os Reatores Compostos Anaerdbios (Desnitrificantes,

Sulfetogénicos e Metanogénicos)

Em todos os RCA pbde-se perceber rapida remocdo de atrazina (RCM>RCD>RCS).
Estes resultados revelam que estudos envolvendo a degradacéo desse composto em condigdes
com bactérias enriquecidas/adaptadas e inoculadas em reatores suplementados com outras
fontes de carbono deve ser estudado em intervalo de tempo menor do que o estudo de reatores
sem enriquecimento prévio e suplementacdo. Uma vez que, no primeiro caso a concentracao
celular é muito superior e, provavelmente, o metabolismo mais acelerado.

Além disso, os resultados encontrados nos reatores abioticos mostram a necessidade de
estudos mais especificos sobre 0s processos fisico-quimicos que podem acontecer dentro destes
reatores. Outro fato importante a ser destacado é que ndo houve detec¢do de intermediarios
metabolicos da atrazina em nenhum dos RCA estudados, o0 que pode ser mais um indicador de
que os processos de degradagdo foram tdo rapidos que nem a deteccdo de intermediarios

metabolicos foi possivel.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Tendo em vista os resultados encontrados nesta pesquisa, pode-se destacar a importancia

do desenvolvimento de alguns trabalhos especificos no ramo, dentre eles, destacam-se:

a. Analises mais aprofundadas nos reatores abioticos, como a variacdo do contedo
organico do solo e possiveis reacdes fisico-quimicas nestes reatores.

b. Avaliacdo da adsorcdo do herbicida estudado no solo, tal como a avaliacdo da fracédo
gasosa dos reatores, além da fracédo liquida.

c. Variagdo de parametros operacionais dos reatores, como temperatura, fonte de carbono
e rotacéo.

d. Variacdo na concentracdo de atrazina utilizada nos reatores e/ou do volume liquido total.

e. Reducéo do intervalo de monitoramento dos reatores.

Estas sdo algumas das principais sugestdes que podem trazer esclarecimentos sobre os

processos de degradacéo da atrazina.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa mostra que a atrazina € um composto que pode sofrer diferentes tipos de
processos de degradacao, e que estes processos dependem de condi¢Ges ambientais especificas,
como acdo microbiana e condi¢des fisico-quimicas do ambiente, além de caracteristicas
intrinsecas deste herbicida.

O presente estudo também mostrou que para os RPA a remocéo de atrazina foi mais
lenta, 0 que pode estar relacionada a processos de adsorcéo e lenta atividade bioldgica, uma vez
que ndo houve enriquecimento prévio das popula¢es microbianas presentes nestes reatores. Ja
para 0s RCA, observou-se que o processo de remocdo de atrazina foi mais rapido, o que
demanda menor intervalo de tempo para a realizacdo do monitoramento da degradacdo do
composto nessa condicao operacional.

Tanto para os RPA quanto para 0s RCA ndo houve variacdo considerada relevante na
remocao de atrazina, o que coloca os diferentes meios de oxirredugédo estudados em um patamar
bem proximo.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, sugere-se maior aprofundamento em
pesquisas envolvendo reatores abidticos, contemplando andlises da fracdo sedimentar, assim
como da fracdo gasosa dos RPA bem como dos RCA, a fim de detectar atrazina nestas matrizes,
uma vez que a atrazina € movel e pode ser encontrada tanto na fracdo liquida, como também na
fracdo sélida e/ou gasosa.

Estes resultados podem contribuir para analise mais completa sobre o comportamento
deste composto no meio ambiente, assim como as principais variaveis que implicam no seu
deslocamento e degradacdo. Desta forma, o presente trabalho abre luz sobre a amplitude de
pesquisas que podem ser desenvolvidas nessa area, e ressalta a importancia destas informacdes
para a tomada de decisdo pelos 6rgdos publicos e para projetos de biorremediacdo de areas

contaminadas com atrazina.
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APENDICE A - Reatores de 300 mL utilizados como inéculo; monitoramento de

nitrato, sulfeto, sulfato

Nitrato

Sulfeto

Sulfato
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