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RESUMO

A atrazina e um dos principais herbicidas utilizados na pratica agricola. Seu uso indiscriminado
representa problematica crescente, com potenciais riscos aos ecossistemas e a salde humana.
A microbiota desempenha fungdes essenciais para dindmica da matéria organica e dos
nutrientes nos solos, sendo que sua capacidade degradadora é empregada na biorremediacao de
xenobidticos como a atrazina. Neste sentido, foram investigados os efeitos da atrazina sobre a
microbiota do solo, bem como a atenuacéo deste herbicida. Solo sem historico de contaminacao
por atrazina foi usado para preparar microcosmos controle (T1) e microcosmos contaminados
com atrazina (T2, 7,39 mg kg, dose recomendada e T3, 36,94 mg kg, cinco vezes a dose
recomendada). Os microcosmos foram incubados por 67 dias, com avalia¢Ges periodicas de
indicadores microbianos e da atenuacdo da atrazina. A respiracdo do solo, indicativa da
atividade microbiana, apresentou maiores taxas no inicio das incubacgdes (dias 1-4), e nos solos
contaminados, porém no decorrer dos experimentos, as taxas respiratdrias foram similares ao
controle. A respiragcdo cumulativa final foi superior em T3, e similar entre T1 e T2. O carbono
da biomassa microbiana nao foi afetado pela atrazina em T2 quando comparado ao T1; ja em
T3 a biomassa foi inferior a T1 aos 31 dias, recuperando-se para valores similares a T1 ap06s 67
dias. O quociente metabolico, indicador do estresse microbiano, foi superior em T3 no 1° dia
de incubacdo; subsequentemente, os valores foram similares entre tratamentos. Efeitos
transitorios também foram observados sobre a hidrélise de diacetato de fluoresceina (que
mensura a atividade hidrolitica total do solo), sobre a atividade de desidrogenase (que avalia a
capacidade oxidativa da microbiota), e sobre a contagem de bactérias heterotréficas cultivaveis
do solo. Mesmo que os indicadores microbianos usados tenham retornado a valores de controle,
as variacdes observadas, particularmente em T3, podem indicar efeitos sobre a diversidade
microbiana, que devem ser investigados. A dissipa¢do da atrazina atingiu 80% e 59% em T2 e
T3, respectivamente, ap6s 67 dias. Em termos absolutos, mais atrazina foi dissipada em T3,
mas também mais atrazina persistiu neste tratamento, o que pode representar potencial risco a
qualidade do solo e da agua. A incubagdo dos solos em meio liquido contendo atrazina (5 mg
L1) resultou, apos 7 dias, em dissipagGes de 35% e maior que >99% para solos oriundos dos
microcosmos T2 e T3, respectivamente. Tal comportamento indica a existéncia de
microrganismos com a habilidade de degradar a atrazina no solo investigado, que podem ter
atuado na dissipacdo do herbicida. Investigacdes acerca de microrganismos degradadores
ganham relevancia no contexto da aplicabilidade na biorremediacédo de solos contaminados por
atrazina.

Palavras-chave: Agrotdxico. Contaminacdo. Microrganismos. Atividade microbiana.

Dissipacao.



ABSTRACT

Atrazine is one of the main herbicides used in agricultural practice. Its indiscriminate use
represents a growing problem, with potential risks to ecosystems and human health. The
microbiota performs essential functions related to the dynamics of organic matter and nutrients
in soils, and its degrading capacity is used in the bioremediation of xenobiotics such as atrazine.
In this sense, the effects of atrazine towards soil microbiota were investigated, as well as the
attenuation of this herbicide. Soil without a history of atrazine contamination was used to
prepare control microcosms (T1) and microcosms contaminated with atrazine (T2, 7.39 mg kg
! recommended dose; T3, 36.94 mg kg, five-times the recommended dose). Microcosms were
incubated for 67 days, with periodic evaluations of microbial indicators and atrazine
attenuation. Soil respiration, indicative of microbial activity, showed increased rates at the
beginning of incubations (days 1-4), particularly higher in contaminated soils; in the course of
the experiments, respiratory rates were similar to control. The final cumulative respiration was
higher at T3, and similar between T1 and T2. The microbial biomass carbon was not affected
by atrazine in T2 when compared to T1; in T3, biomass was lower than T1 at day 31, recovering
to values similar to T1 after 67 days. The metabolic quotient, an indicator of microbial stress,
was higher in T3 at day 1; subsequently, values were similar between treatments. Transient
effects have also been observed for fluorescein diacetate hydrolysis (which measures the total
soil hydrolytic activity), dehydrogenase activity (which assesses the oxidative capacity of the
microbiota), and enumeration cultivable heterotrophic soil bacteria. Even though the microbial
indicators used have returned to control values, the observed variations, particularly in T3, may
indicate effects on microbial diversity, which should be investigated. Atrazine dissipation
reached 80% and 59% in T2 and T3, respectively, after 67 days. In absolute values, more
atrazine was dissipated in T3, but also more atrazine persisted in this treatment, which may
represent a potential risk to soil and water quality. Incubation of soils in liquid medium
containing atrazine (5 mg L) resulted, after 7 days, in dissipations of 35% and >99% for soils
from microcosms T2 and T3, respectively. This suggests the existence of atrazine-degrading
microorganisms in the investigated soil, which may have acted in herbicide dissipation.
Investigations regarding degrading microorganisms gain relevance in the context of their
applicability in the bioremediation of atrazine-contaminated soils.

Keywords: Pesticide. Contamination. Microorganisms. Microbial activity. Dissipation.
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1 INTRODUCAO

A expansao populacional e 0 aumento no consumo de alimentos, vem estimulando
sérios impactos ambientais, originados pelo uso intensivo de agroquimicos, destinados ao
controle de pragas e doencas, ou como fertilizantes no solo (BENEVIDES; MARINHO,2015).

Desde 2009, o Brasil ocupa uma das primeiras colocacgdes em relagdo ao uso mundial
de agrotoxicos, condicdo essa que expde a saude da populacdo, através da contaminacéo do
meio ambiente, agua e dos alimentos ingeridos, e principalmente das atividades de contato
direto com estes produtos quimicos (ARAUJO; OLIVEIRA, 2017). Nos solos, 0 uso excessivo
de agrotdxicos também causa crescente preocupacdo devido aos efeitos sobre organismos ndo-
alvo, o que pode afetar negativamente a biodiversidade (SINGH; SINGH,2016).

A atrazina é um dos herbicidas mais usados na producao agricola, devido a sua ampla
eficiéncia a campo e baixo custo. Sua aplicacao esta voltada para o controle de ervas daninhas
de folhas largas, principalmente nas culturas de milho, cana-de-agucar, sorgo e em pastagens
(ROMAN, 2007). A toxicidade da atrazina aos humanos e outros seres vivos, associada ao
aumento das taxas de aplicacdo agricola e a sua estabilidade quimica, ameacam o
funcionamento dos ecossistemas e tornam este herbicida um dos principais problemas globais
de poluicédo dos solos e da agua (GAO et al., 2018; LIN et al., 2018).

Os microrganismos desempenham importantes funcdes relacionadas aos fluxos de
carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre nos solos, provendo uma série de servicos
ecossistémicos, como a ciclagem de carbono e nutrientes e a disponibilizacdo de nutrientes
nestas matrizes ambientais (HUANG et al., 2020).

A microbiota dos solos, representada por bactérias e fungos, também atua como a
principal degradadora de contaminantes ambientais (ANDRIGHETT]I, 2011). A capacidade de
microrganismos em degradar contaminantes serve de alicerce para 0s processos tecnoldgicos
de biorremediacdo ambiental. Dentre estes processos esta a biorremediacdo in situ, onde o
tratamento da matriz contaminada é realizado no proprio local, sendo classificada como
atenuacéo natural, bioestimulagdo e bioaumentagédo (EPA, 2006).

Na atenuacdo natural, ou atenuag&o intrinseca, os microrganismos nativos do local séo
encarregados de degradar os contaminantes organicos sem a intervencdo humana no processo,
valendo-se da ambientacdo natural da microbiota do solo a presenca do composto xenobiotico
(PERELO, 2010). Logo, ha a obvia dependéncia da presenga de microrganismos

metabolicamente competentes a degradacdo do contaminante. Ainda, fatores abioticos,
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relacionados ao contaminante e & matriz ambiental, afetam a disponibilidade das moléculas a

serem biodegradadas e a atividade microbiana (ODUKKATHIL; VASUDEVAN, 2013).
Assim, buscou-se analisar os efeitos de diferentes concentracfes de atrazina, aplicadas

em amostras de solo sem historico de contaminacdo, sobre indicadores microbianos durante

experimentos de atenuacgdo natural monitorada.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de duas concentracdes de atrazina sobre indicadores microbioldgicos
e a atenuacdo deste herbicida em amostras de um Latossolo Vermelho sem historico de

contaminagéo.

1.1.2 Objetivos especificos

e Mensurar a respiracdo do solo com e sem a aplicacdo de atrazina,

e Enumerar a populagdo microbiana heterotréfica cultivavel total do solo em condicfes

de aplicacdo e sem aplicacao de atrazina;

e Avaliar o efeito da atrazina sobre o carbono da biomassa microbiana e 0 quociente

metabdlico;

e Determinar a atividade hidrolitica total e a atividade de desidrogenase em solos com e
sem a aplicacdo de atrazina;

e Mensurar a atenuacdo da atrazina nos solos contaminados;

¢ Investigar o potencial de degradacdo da atrazina pela microbiota do solo em meio

mineral liquido.

1.2 JUSTIFICATIVA

Considerando a expansao na producdo de alimentos e o fato da atrazina ser eficaz no
controle de plantas daninhas em grandes culturas, tem-se constatado uma intensa utilizagéo
deste herbicida a cada ano, indicando assim a primordialidade do conhecimento em relacdo a

sua dinamica.
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Tratando-se de consciéncia ambiental, os fatores avaliados envolvem o risco que o
herbicida causa ao ambiente, juntamente com seus residuos e acumulag¢do na agua e no solo
(HANG et al., 2007). Tipicamente, o tempo necessario para que 50% do herbicida disposto seja
dissipado é conceituado de cerca de 60 dias, mas varia amplamente de acordo com as
caracteristicas do solo (KRUTZ et al., 2010).

Estudos demonstram que a atrazina ha pouco tempo aplicada é a mais acessivel a
degradacdo microbiana; porém o herbicida ndo é integralmente mineralizado, permanecendo
adsorvido ao solo. Esta observacdo indica que a cinética de biotransformacéo da atrazina €
complexa, iniciando com uma taxa de degradacdo mais acelerada, mas decrescente ao longo do
tempo (JABLONOWSKI et al., 2010).

Assim, quando empregada continuamente a longo prazo, solos agricolas possivelmente
retém a atrazina e seus residuos, o que pode acarretar em lixiviacao deste produto e consequente
contaminacdo de aguas subterraneas (JABLONOWSKI et al., 2009). Levando em consideracdo
as notaveis quantidades empregadas anualmente, investigaces demonstram a elevada
persisténcia da atrazina nos solos, refletindo em um grande potencial de ameaca ao ambiente e
a saude dos seres humanos (JABLONOWSKI et al., 2011).

Considerando o potencial danoso dos agrotéxicos e a relevante participacdo de
microrganismos como agentes de biodegradacdo, investigacdes nesta tematica apresentam-se
potencialmente relevantes buscando melhor compreender os efeitos de agrotdxicos sobre a
microbiota dos solos e a atenuacdo de xenobidticos (ANDRIGHETTI, 2011).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 AGROTOXICOS

No Brasil os agrotoxicos séo definidos pela Lei Federal n° 7.802, de 11 de julho de 1989,
regulamentada pelo Decreto n° 4.074/2002:

Agrotoxicos e afins — produtos e agentes de processos fisico, quimico ou biolégico,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou plantacdes, de
outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicéo da flora e da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres
vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento(BRASIL, 2002).

A formulacdo comercial de um agrotoxico envolve a obtencdo de um ou mais
ingrediente ativo, seguido de diluentes e aditivos. O ingrediente ativo € o responsavel pelo
combate a praga ou doenca que se deseja reprimir, ou seja, condiz aos produtos quimicos
utilizados, tanto na forma sélida quanto liquida. Sua concentracdo é expressa em gramas por
litro do produto comercial, em porcentagem, ou partes por milhdo em peso unitéario. O diluente
é empregado na formulacdo para melhorar a eficiéncia do ingrediente ativo sobre o alvo a ser
tratado, uma vez que sua fungdo é manter a separacao e suspensdao do mesmo, aumentando a
seguranca na manipulacéo do produto. Os aditivos sdo substancias surfactantes que modificam
as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas dos agrotéxicos proporcionando uma maior
eficacia do produto (SANTOS, 2000).

Cerca de 400 ingredientes ativos agrotoxicos possuem registro para uso agricola no
Brasil, com aproximadamente 3.500 produtos formulados a partir desses ingredientes liberados
para comercializagdo no pais (AENDA, 2020). De acordo com a vigente legislacédo, é dever do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) exercer a analise do ideal
desempenho agronémico, ao Ministério da Salude avaliar e realizar a classificagdo toxicoldgica
e ao Ministério do Meio Ambiente verificar sua periculosidade ambiental (PERES; MOREIRA,
2003).

A classificacdo dos agrotoxicos envolve multiplas categorias, podendo variar, de acordo
com sua classe quimica, danos causados a salde humana e ao meio ambiente e, principalmente,
a sua aplicabilidade (BRASIL, 2011; RODRIGUES, 2012). Ao referir-se a classificacdo
quimica, leva-se em consideracdo o ingrediente ativo do produto, e 0 modo que age sobre o

alvo desejado. Ja associado a sua finalidade, destacam-se as trés principais classes mais
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comercializadas mundialmente, os fungicidas, herbicidas e os inseticidas, utilizados na
agricultura para o controle de fungos, plantas daninhas ou invasoras, e insetos, respectivamente
(SOUZA, 2016). Quanto aos danos causados a saude humana, esses produtos sdo agrupados de
acordo com a sua toxicidade, categorizados de extremamente toxicos a até improvaveis de
causar dano agudo (ANVISA, 2019). No que se refere a potencial de periculosidade ambiental,
0s agrotoxicos sdo classificados desde produto altamente perigoso a até pouco perigoso para o
meio ambiente (IBAMA, 2020).

A utilizacdo dos agrotoxicos no Brasil teve seu inicio com a chamada Revolugéo Verde,
que intensificou o uso de produtos quimicos para melhorar as praticas agricolas,
consequentemente aumentando sua producdo (RIBAS; MATSUMURA, 2009). Nas ultimas
décadas, o Brasil expandiu significativamente o uso desses produtos. Em niimeros absolutos de
uso, o incremento do uso de pesticidas pode ser parcialmente explicado por modificacdes
relevantes na dimensao da producéo agricola e da extensdo das areas cultivadas. No entanto, ha
tendéncia crescente no uso de agrotoxicos quando sdo consideradas tanto as quantidades
aplicadas por area cultivada, quanto as quantidades de pesticidas aplicadas por habitante
(MORAES, 2019).

Em 2018, 549 mil ton de agrotoxicos e afins foram comercializados no Brasil. Dentre
as regides brasileiras responsaveis pelo maior uso de agrotdxicos no ano de 2018 estdo a regido
Centro-Oeste (32,3%), Sul (24,3%) e Sudeste (23,1%). As informacdes disponiveis ddo conta
de que o estado do Rio Grande do Sul é o terceiro colocado nas vendas de agrotdxicos,
totalizando 64 mil toneladas (11,6%), apenas atras dos estados de Mato Grosso (17,9%) e Séo
Paulo (14,8%). A nivel nacional, dentre os principios ativos comercializados, destacam-se 0
glifosato e seus sais, em 1° lugar (217.592 ton), seguido do 2,4-D (52.426 ton), enquanto a
atrazina aparece em 5° lugar (23.429 ton) (IBAMA, 2018).

2.2 O HERBICIDA ATRAZINA

Herbicidas s&o agentes quimicos ou bioldgicos com a habilidade de eliminar ou suprimir
0 crescimento de espécies vegetais especificas, especialmente plantas daninhas e plantas
invasoras que se desenvolvam em areas cultivadas com culturas agricolas (ROMAN et al.,
2007). Os principios ativos desta categoria de agrotoxicos frequentemente agem impedindo a
atividade de enzimas ou proteinas nas células vegetais, estimulando inimeras alteragdes que,

na maioria das vezes culminam com a morte da planta (OLIVEIRA JR et al., 2011)). No Brasil,
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0s herbicidas sdo os agrotoxicos mais consumidos e, dentre estes, esta a atrazina (IBAMA,
2018).

A atrazina (Fig. 1), cuja denominacdo quimica e 2-cloro-4-etilamino-6-isoproprilamino-
1,3,5-triazina, € um herbicida pertencente ao grupo das triazinas. Vem sendo amplamente
utilizada no Brasil, essencialmente no controle de ervas daninhas em cultivos de milho, sorgo
e cana-de-actcar (BLANCO et al., 2013).

Figura 1 - Formula estrutural da atrazina.

Cl N NHCH_CH
ﬁ|/ \\r 2 3
N__N

pi

NHCH(CH,),

Fonte: ANVISA, 2019.

Nas plantas suscetiveis, a atrazina atua bloqueando a fotossintese. Mais
especificamente, interrompe o transporte de elétrons do fotossistema Il para o fotossistema | na
membrana dos tilacoides dos cloroplastos, ocasionando a interrupcéo da producéo de ATP e
NADPH_, fundamentais a fixacdo de CO.. Ainda, com a interrupcao do transporte de elétrons,
o0 elevado estado energético das clorofilas conduz a formacéo de radicais livres que, por sua
vez, iniciam processos de peroxidacdo lipidica. Estes processos acarretam a destruicdo de
membranas lipidicas, levando a necrose celular e tecidual (OLIVEIRA JR., 2011).

Em geral, a atrazina é aplicada tanto na pré-emergéncia quanto na pos-emergéncia das
plantas a serem controladas. Na primeira condi¢do, sua a¢do ocorre depois da germinacdo das
sementes e emergéncia das plantas, ou seja, com o inicio dos processos fotossintéticos; na
segunda situacdo, a atrazina é posta em contato direto com as folhas da planta a ser controlada,
atingindo os cloroplastos (MARCHI et al., 2008).

2.2.1 A atrazina no ambiente e seus efeitos

De acordo com a Resolucdo 001/86 do CONAMA (BRASIL, 1986), impacto ambiental
“é qualquer transformacéo das propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do meio ambiente,

decorrente de qualquer acédo de atividades humanas que possam afetar a saude, a seguranca e o
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bem-estar da populacéo; as atividades sociais e econdmicas; a biota; as condi¢des estéticas e
sanitarias do meio ambiente e a qualidade dos recursos ambientais”.

Os agrotoxicos podem atingir 0s recursos naturais e ndo s6 0s organismos-alvo,
contaminando a fauna e a flora local. Estimativas indicam que menos de 1% dos agrotdxicos
aplicados atuem, de fato, sobre os organismos-alvo, ou seja, mais de 99% destes principios
ativos atingem o ambiente, podendo contaminar o solo e a agua, afetando de forma adversa
organismos benéficos e a saide humana (CARNEIRO et al., 2015). Apos a aplicacdo, os
agrotoxicos sdo submetidos a diversos processos fisicos, quimicos e biologicos nos solos. Em
conjunto com as caracteristicas do pesticida, tais processos determinam sua dissipacdo e
persisténcia (ODUKKATHIL; VASUDEVAN, 2013).

A atrazina é considerada um herbicida de baixa toxicidade e de periculosidade ambiental
moderada (CARMO et al., 2013). Os produtos formulados contendo atrazina como unico
principio ativo, usados na agricultura, estdo especialmente categorizados como “pouco toxicos”
ou “improvaveis de causar dano agudo” no contexto toxicoldgico, € como “perigosos” ou
“muito perigosos” ao meio ambiente (AGROFIT, 2020).

O tempo de meia-vida da atrazina no solo € de cerca de 60 dias (KRUTZ et al., 2010).
Contudo, o tempo de meia-vida depende dos fatores abioticos e bidticos do meio, sendo
comumente reportado como variando entre 41 e 231 dias. A estabilidade quimica e as baixas
taxas de degradacdo da atrazina, somadas ao incremento da aplicacdo agricola, indicam a
persisténcia deste herbicida como agente de poluicdo dos solos (MERINI et al., 2009; SINGH
etal., 2018).

No ambiente terrestre, a atrazina pode afetar negativamente plantas ndo-alvo, sejam
culturas agricolas, pelo efeito residual do herbicida anteriormente aplicado na mesma area, mas
também a vegetacdo natural circundante (VIEGAS et al., 2012). Efeitos toxicos da atrazina vém
sendo descritos para representantes da fauna edéafica, como anelideos e colémbolos (JANSCH
et al., 2006; FRAMPTON et al., 2006). A atrazina pode também ocasionar impactos negativos
sobre a microbiota dos solos. Considerando que a atividade microbiana é fundamental a
dindmica da matéria organica e a ciclagem de nutrientes nos solos, tais efeitos podem ameacar
a sustentabilidade dos solos (SINGH et al., 2018; HUANG et al., 2020).

Além disso, a atrazina pode ser carreada por escoamento superficial até corpos hidricos.
Este herbicida, devido a sua elevada mobilidade, ainda é capaz de migrar do solo superficial até
camadas mais profundas, contaminando assim as aguas subterraneas (CHEREMISINOFF;

ROSENFELD, 2011). Neste sentido, xenobio6ticos com tempos de meia-vida mais longos no
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solo usualmente apresentam potencial superior para contaminar lengoéis fredticos (REBELO;
CALDAS, 2014).

A Portaria de Consolidacdo N° 5 do Ministério da Saude estabelece, como padrédo de
potabilidade da agua, o valor maximo permitido para atrazina de 2 pg L™ (BRASIL, 2017). No
Brasil, conforme a Resolugdo CONAMA 357/05, a concentragdo maxima de atrazina em aguas
doces ¢ de 2 pg L™t (BRASIL, 2005). Para aguas subterraneas, os limites de atrazina sio
estabelecidos pela Resolucdo CONAMA 396/08 conforme o uso preponderante, quais sejam,
consumo humano (2 pg L), dessedentacdo de animais (5 pg L) e irrigagdo (10 pg L),
respectivamente (BRASIL, 2008).

A atrazina vem sendo encontrada em &guas superficiais e subterraneas no Brasil
(CALDAS et al., 2019), incluindo concentracdes acima daquelas permitidas pela legislacéo
(DIAS et al., 2018). Por exemplo, investigacdo em areas urbanas e rurais de duas cidades do
Mato Grosso, indicou que a concentragio de atrazina variou da niio detec¢do a até 9,3 pg L
para 4guas superficiais, e da ndo deteccio a até 18,9 pg L' para dguas subterraneas
(NOGUEIRA et al., 2012).

Em outros paises, a atrazina € um dos principais poluentes encontrados em aguas
superficiais e subterraneas, incluindo a 4gua usada para consumo humano (LOOS et al., 2010;
GALINDO-MIRANDA et al., 2019; SOUZA et al., 2020; WANG et al., 2020). Cabe destacar
que, mesmo em baixas concentracBes, a presenca de pesticidas indica que o ambiente esta
exposto, e isso pode acarretar em efeitos sobre a biota (CALDAS et al., 2019).

Os efeitos toxicos da atrazina vém sendo investigados em ambientes aquaticos.
Considerando o mecanismo de acdo da atrazina, organismos que realizam fotossintese (algas e
plantas aquaticas) podem ser diretamente afetados (DELORENZO et al., 2001;
RAMAKRISHNAN et al., 2010). Efeitos nocivos também sdo descritos para invertebrados
aquaticos (SINGH et al., 2018). Em revisao da literatura, Solomon et al. (1996) indicaram que
representantes do fitoplancton estdo entre 0s organismos mais sensiveis a atrazina, seguidos de
plantas aquéticas, invertebrados bénticos, zooplancton e peixes.

Particularmente, em peixes e anfibios de dgua doce, embora ndo tenha sido encontrada
relacdo direta com a mortalidade, a exposi¢do a atrazina reduziu taxas de crescimento, a
imunidade e comportamentos anti-predacdo, bem como afetou a morfologia e a funcéo das
gbnadas, incluindo modifica¢Ges na producdo de hormonios sexuais (ROHR; MCCOY, 2010).

A presenca da atrazina em ecossistemas aquaticos impacta a reproducédo de sua fauna e
flora, interferindo na estrutura das comunidades. Tais alteragcdes afetam, consequentemente, as

cadeias alimentares destes ambientes. A atuacdo frente a organismos fotossintetizantes pode
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alterar indiretamente, por exemplo, a sobrevivéncia, crescimento e/ou reproducao de herbivoros
e predadores (ALBUQUERQUE et al., 2020).

Estudos realizados no Brasil indicam que a maior incidéncia de intoxicacdo aguda por
agrotoxicos ocorre em trabalhadores rurais, devido a exposicdo ocupacional (LOPES;
ALBUQUERQUE, 2018). Quanto as intoxicac¢des cronicas, ndo ha, aparentemente, associagcdo
causal entre atrazina e cancer em humanos (BOFFETTA et al., 2013). Os efeitos cronicos da
atrazina em humanos sdo controversos. Embora a exposicdo através do consumo de agua,
alimentos e outras exposi¢es ndo ocupacionais seja considerada de menor importancia, a coleta
de dados mais apurados da exposicdo da populacdo a atrazina é necessaria. Por exemplo,
investigadores encontraram relacdo positiva entre o consumo de &gua contendo atrazina e
nascimentos prematuros (RINSKY et al., 2012).

Investigacdes com modelos animais indicam o potencial da atrazina em atuar como
disruptor enddcrino, ou seja, em interferir no sistema hormonal, especialmente no sistema
reprodutivo. Neste sentido, estudos epidemioldgicos com diferentes populacbes humanas
indicam tal possibilidade (WIRBISKY; FREEMAN, 2015).

2.3 BIODEGRADACAO E BIORREMEDIACAO DA ATRAZINA

A contaminacdo ambiental pela atrazina, devido ao seu extenso uso e toxicidade, coloca
em risco 0s ecossistemas. Logo, a busca de solugdes para reparar a contaminacao dos solos
torna-se relevante (GAO et al., 2018). Ap6s a aplicacdo no solo, os agrotdxicos podem ser
convertidos em formas mais simples ou serem completamente mineralizados por meio de
processos fisicos, quimicos e biologicos. A degradacdo da atrazina em solos ocorre,
majoritariamente, através da atuacdo de microrganismos (SENE et al., 2010).

Diversos microrganismos, individualmente ou em consorcios, apresentam a capacidade
de degradar a atrazina, onde as moléculas do herbicida sdo utilizadas especialmente como fontes
de nitrogénio. A completa biodegradacédo da atrazina envolve processos catalisados por enzimas
microbianas, que atuam na desclorinacdo e desalquilacdo, seguidas da ruptura do anel
heterociclico, resultando em CO, e amonia (SENE et al., 2010).

Neste sentido, a biorremediacdo representa uma importante abordagem que vem
recebendo crescente atencdo (SINGH; SINGH, 2016). A biorremediacdo € um conjunto de
tecnologias que utiliza organismos vivos e/ou seus componentes a fim de degradar ou

transformar contaminantes em substancias inertes, como dioxido de carbono, &gua e sais



22

inorganicos, ou em outros subprodutos que podem ser menos tdxicos do que os contaminantes
originais (EPA, 2006; ROSA; FRACETO; MOSCHINI-CARLOS, 2012).

Pelo fato de utilizar apenas a capacidade fisioldgica de alguns organismos para degradar
compostos potencialmente nocivos, a biorremediacao € considerada uma tecnologia limpa e de
baixo custo (DEON et al., 2012). As técnicas de biorremediacdo podem ser classificadas de
acordo com o local onde acontece a biodegradacdo. Quando a técnica é realizada no proprio
local denomina-se in situ, e € denominada ex situ quando o compartimento contaminado é
removido para ser remediado fora do local de contaminacdo (BERTICELLI et al., 2016).

Outra forma de classificar os processos de biorremediacdo é em fungdo do tipo de
modificacdo que é realizada no ambiente contaminado, podendo haver somente o
monitoramento da contaminacdo ao longo do tempo (atenuacédo natural), a adi¢do de nutrientes
inorganicos e/ou organicos (bioestimulacdo) e de microrganismos biodegradadores
(bioaumentacdo) (BERTICELLI et al., 2016).

Independentemente da abordagem, estratégias de biorremediacdo se valem da elevada
biodiversidade microbiana, que é traduzida em uma enorme capacidade fisiologica e
metabolica, para a degradacédo de contaminantes (SINGH; SINGH, 2016). As caracteristicas do
solo sdo determinantes para a eficiéncia da eliminacdo destes contaminantes. A umidade,
temperatura, aeracao, pH e quantidade de matéria organica, dentre outros, determinam de forma
direta o crescimento e atividade dos microrganismos, além da disponibilidade do xenobi6tico a
degradacdo (CARMO et al., 2013).

Embora alguns microrganismos possam degradar herbicidas, estes principios ativos
podem apresentar efeitos deletérios sobre a microbiota (FLOCH et al., 2011). Particularmente,
Huang et al. (2020) demonstraram que a contaminacao do solo com atrazina inibiu a atividade
dos microrganismos e diminuiu a diversidade microbiana. Deste modo, a avaliacdo das
respostas dos microrganismos frente a contaminacgdes pode auxiliar na compreensao, predicao
e monitoramento do destino destes xenobidticos (SINGH; SINGH, 2016).
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3 METODOLOGIA

3.1 COLETA, CARACTERIZACAO E PREPARO DAS AMOSTRAS DE SOLO

Foram coletadas amostras de solos, na profundidade de 0 a 10 cm (Horizonte A), de
uma area sem historico recente de aplicacio de agrotoxicos, localizada na Area Experimental
da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), municipio de Cerro Largo/RS. O solo é
classificado pelo Sistema Brasileiro de Classificacdo dos Solos como Latossolo Vermelho, com
classe textural argilosa (EMBRAPA, 2006).

O solo foi submetido a secagem (22 £ 5 °C por 2 dias) e peneirado utilizando peneira
com malha de 2 mm (COLLA et al., 2014). Ap6s homogeneizag&o, este solo foi utilizado para
a montagem de microcosmos.

Uma amostra do solo foi encaminhada para caracterizacdo fisica e quimica no
Departamento de Solos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Campus Santa Maria.
Outra amostra foi encaminhada para analises de granulometria e de capacidade de campo no
Laboratorio de Fisica do Solo da Universidade Federal da Fronteira Sul - Campus Cerro Largo.

Os resultados destas analises sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas do solo utilizado nos experimentos.

Atributo Profundidade (0-20 cm)
Matéria Organica (%) 2,80
Argila (%) 56,28
Areia Fina (%) 4,12
Areia Grossa (%) 6,29
Silte (%) 33,31
P disponivel (mg dm?) 14,20
K disponivel (mg dm?) 312,00
CTC? efetiva (cmolc dm?®) 8,90
CTC pH7 (cmolcdm?) 14,30
Al (cmolc dm?) 0,10
Mg (cmolc dm?®) 1,50
Ca (cmolc dmd) 6,50
H + Al (cmolc dm?3) 5,50
pH (em &gua, 1:1) 5,20
indice SMP® 5,80
CC®(g de agua g de solo) 0,31

2 CTC: Capacidade de Troca de Céations; ® SMP: Método Shoemaker, Mac Lean e Pratt; ¢ CC: Capacidade de
Campo.
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3.2 PREPARO DO CONTAMINANTE

O agrotoxico comercial Primoleo® (Syngenta), contendo atrazina como Unico
ingrediente ativo (i.a.) herbicida (400 g L), foi gentilmente cedido por um produtor rural, na
quantidade suficiente para os experimentos. Para o célculo da dose de atrazina a ser utilizada,
foi considerada a dose méaxima indicada na bula do produto comercial (6 L ha®). A partir disso,
procedeu-se os calculos referentes a dose recomendada (7,39 mg i.a. kg™ de solo) e cinco vezes

a dose recomendada (36,94 mg i.a kg de solo).

3.3 MONTAGEM E INCUBACAO DOS MICROCOSMOS

Os microcosmos foram montados utilizando frascos de vidro com tampa de fechamento
hermético e capacidade de 3,5 L. Foram adicionados 1.000 g de solo em cada frasco, com a
umidade previamente ajustada para 60% da capacidade de campo (TEDESCO et al., 1995),
através da adicao de agua destilada esteril.

Ao solo acondicionado nos frascos foi adicionado a quantidade do produto comercial
para atingir as doses de atrazina referentes a dose recomendada e cinco vezes este valor. O solo
foi revolvido com espatula estéril para a homogeneizagdo. Para cada contaminacdo foram
mantidos microcosmos em quadruplicata, microcosmos sem a adicdo do herbicida (em
quadruplicata). E trés frascos sem solo (brancos), totalizando 15 microcosmos, assim
distribuidos:

T1 - Controle (sem contaminacao);

T2 — Dose Recomendada do Produto Comercial,

T3 — Cinco Vezes a Dose Recomendada do Produto Comercial.

As incubacGes foram realizadas por 67 dias em temperatura ambiente, sem incidéncia
de luz. Esse tempo foi determinado pois, embora a meia-vida da atrazina no solo seja
relativamente longa (41 a 231 dias), tempos de meia-vida usualmente menores s&o estimados
em microcosmos.

A umidade gravimétrica foi monitorada ao longo do periodo de incubacéo do solo a
partir de pesagens dos microcosmos. Havendo necessidade, &gua destilada estéril foi adicionada
aos microcosmos. Durante a incubagdo foram realizados revolvimentos periddicos, em

ambiente estéril, para a homogeneizacdo e aeragcdo dos microcosmos.
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3.4 ATIVIDADE RESPIRATORIA

A atividade respiratoria microbiana nos microcosmos foi avaliada com base na liberagdo
de C-CO, (ALEF, 1995). Os microcosmos foram equipados com um sistema para a captacao
do CO, liberado, constituido de um recipiente pléastico contendo 20 mL de NaOH (0,5 mol L™).
Trés frascos sem solo, contendo recipiente com NaOH, foram utilizados como brancos.

Os microcosmos foram mantidos hermeticamente fechados, sendo somente abertos
periodicamente para a retirada dos recipientes contendo NaOH e CO, o capturado, bem como
para a imediata substituicdo por novo recipiente contendo NaOH.

Aos recipientes retirados foi adicionado 2 mL de solugio de BaCl, (30%, m v'!) e duas
gotas de fenolftaleina 1%. Apés o NaOH residual foi titulado com HCI (0,5 mol L™'). Amostras
de solo dos microcosmos foram utilizadas para determinacdo da massa seca. A quantidade de
CO, liberado foi determinada pela seguinte equacdo (STOTZKY, 1965; COLLA et al., 2014):

C-CO, (mg kg solo seco) = [(B —T) x eq x MHCI x Fc] / Mc

onde:

B = volume (mL) de HCI 0,5 mol L 'usado na titulacdo da prova em branco;

T = volume (mL) de HCI 0,5 mol L™ usado na titulagdo do tratamento (microcosmos);
eq = equivalente-grama do carbono (igual a 6);

MHCI = concentragdo molar da solugéo padronizada de HCI;

Fc = fator de correcdo da molaridade de acido/base (mol L™! HCI/mol L' NaOH);
Mc = massa de solo seco (em kg) no microcosmo.
A respiracdo foi avaliada diariamente nos primeiros 8 dias do experimento e,

posteriormente, a cada trés dias.
3.5 ENUMERACAO DE BACTERIAS HETEROTROFICAS TOTAIS

Amostras compostas de solo (1 g), frequentemente coletadas de forma asseptica a partir
dos microcosmos, passaram por dilui¢cbes decimais seriadas, de 10" a2 10"°, em salina estéril

(8,5 g L' NaCl). Posteriormente, 20 pL destas diluicdes foram inoculadas, em triplicata, em
180 uL de Caldo Soja Tripticaseina (TSB) estéril, contidos em pogos de placas de poliestireno

de 96 pogos estéreis. As placas foram incubadas por 5 dias a 30 °C, envoltas em papel aluminio
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para proteger da luz. AvaliagBes foram realizadas através da verificagdo da turbidez do meio,
indicando crescimento microbiano. O Numero Mais Provavel (NMP) de microrganismos
heterotréficos das amostras foi obtido a partir de tabela de referéncia (BLODGETT, 2010). A
quantificacdo de microrganismos foi expressa como Log NMP g'! solo seco, considerando o

volume de amostra e o fator de diluicéo.
3.6 CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA DO SOLO

Nos dias 0, 31 e 67 do experimento foi mensurado o carbono da biomassa microbiana
(CBM) no solo dos microcosmos pelo método modificado de fumigacao-extracdo (VANCE et
al., 1987). A fumigacdo foi realizada através da adi¢cdo de cloroférmio isento de etanol
diretamente a amostras de solo (BROOKES et al., 1982; WITT et al. 2000). O cloroférmio,
além de matar os microrganismos, rompe as células microbianas, liberando constituintes
microbianos citoplasmaticos para o solo, permitindo assim uma fécil extracdo, sendo
empregado principalmente também pois ndo altera a composicdo organica da amostra
(JENKINSON; POWLSON, 1976).

As tecnicas empregadas a seguir foram realizados em capela de exaustdo. Amostras de
solo (20 g), em triplicata, foram adicionadas 1 mL de cloroférmio isento de etanol em frascos
gue foram mantidos hermeticamente fechados. Apos incubacdo no escuro, por 24 h, os frascos
foram abertos para evaporacdo do cloroférmio. Procedeu-se, entdo, a extracdo do carbono
organico com 50 mL de solucdo aquosa de sulfato de potéssio (0,5 mol L™'). Amostras de solo
ndo submetidas a fumigacdo foram, logo apds a pesagem, adicionadas da solucdo extratora.
Apbs, o sobrenadante foi filtrado atraves de papel filtro (25 pum).

Seguindo-se a extracdo, o carbono dissolvido no extrato foi submetido a oxidacao por
via Umida, utilizando uma mistura de dicromato de potassio (2 mL), &cido sulfurico (10 mL) e
acido ortofosforico (5 mL) concentrados, com aguecimento na chapa a 300 °C. Apés o
resfriamento foram adicionadas 70 mL de agua destilada e quatro gotas de difenilamina (1%,
m v, em acido sulfirico). O excesso de dicromato foi entdo titulado com sulfato ferroso
amoniacal (BROOKES; JOERGENSEN, 2005).

Com a finalidade de padronizacdo da molaridade exata da solugdo de sulfato ferroso

amoniacal, utilizou-se a seguinte equacao:

Ml = [(Mz XVZ) X 6] /Vl
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onde:

M, = molaridade exata padronizada do sulfato ferroso amoniacal;

M, = molaridade exata do dicromato de potassio (0,066 mol L™);

6 = razdo estequiométrica (K,Cr,0-);

V; = volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulagédo da amostra controle (branco);
V, = volume da aliquota de dicromato de potassio utilizada.

A proporcédo de C nos extratos de solo foi calculado pela seguinte equacéo:
C(mgC kg'lsolo) =[(Vb - Va) x M x 0,003 x V1 x 10° ]/ (Ps x V2)

onde:

C = carbono extraido do solo;

VDb (mL) = volume do sulfato ferroso amoniacal utilizado para a titulagdo da solugédo controle
(branco);

Va (mL) = volume do sulfato ferroso amoniacal utilizado para a titulacdo da amostra;

M = molaridade exata do sulfato ferroso amoniacal,

V1 = volume do extrator (K2S0O4) utilizado;

V2 = aliquota do extrato utilizada para a titulacéo;

Ps (g) = massa de solo seco.

O CMB do solo foi calculado pela seguinte formula:
CBM (mg C microbiano kg'1 solo seco) = FC x kc'1

onde:

FC = diferenca entre a quantidade de C (mg kg'1 solo) recuperada no extrato da amostra
fumigada e aquela recuperada no extrato da amostra ndo fumigada;
k.= fator de correcéo, igual a 0,33 (SPARLING; WEST, 1988).

3.6.1 Quociente metabdlico

O quociente metabdlico (qCO,) foi calculado pela razdo entre respiracédo e o carbono da
biomassa microbiana (ANDERSON; DOMSCH, 1993). Os valores encontrados foram

expressos em mg C-CO, mg C mic'dia™, conforme a formula:
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qC0O, =C-CO, (mg C-CO, kg'1 solo seco dia'l) / CBM (mg C microbiano kg'1 solo seco)

3.7 ATIVIDADE DE DESIDROGENASE

A mesma foi estimada nos tempos 0, 8, 16, 31, 52 e 67 dias, durante a incubacdo dos
microcosmos, pelo restrigimento de 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC). 5 gramas de solo
foram acondicionados em tubos do tipo Falcon de 50 mL e, na sequéncia, foram adicionados 5
mL de tampédo Tris-HCI (100 mmol Lt pH 8,0) contendo TTC (1%, m v'!), em triplicata.
Foram realizados controles com solo e tampéo, mas sem a adicéo de TTC.

As amostras foram incubadas a 30 °C por 24 h. O produto da acdo da desidrogenase
(2,3,5-trifenilformazan) foi extraido com a adicdo de 20 mL acetona. Para tanto, apos a adicéo
da acetona, os tubos foram mantidos no escuro por 2 h e agitados manualmente a cada 20 min.
Logo apds, os tubos foram centrifugados a 5.000 rpm por 10 min e, por fim, foram mensuradas
as absorbancias dos sobrenadantes a 485 nm e 546 nm. Os resultados foram expressos como
atividade relativa (%), referente ao tempo de incubacdo dos microcosmos onde foi observada

maxima absorbancia (100%).
3.8 ATIVIDADE HIDROLITICA MICROBIANA DO SOLO

Amostras compostas de cada tratamento (2 g) foram coletadas dos microcosmos, de
forma asséptica, e acondicionadas em frascos Erlenmeyer (125 mL). Em seguida, foram
adicionados 15 mL de tamp&o fosfato (60 mmol L™!; pH 7,6) e 0,2 mL de solucdo de diacetato
de fluoresceina (FDA; 1000 ug mL™', preparada em acetona), em triplicata. Os frascos foram
fechados, agitados manualmente e entdo incubados em agitador orbital (30 °C; 100 rpm) por
20 min. A reacdo foi finalizada com a adicdo de 15 mL de solugéo de cloroférmio/metanol (2:1,
v v'!) e os frascos agitados vigorosamente.

Em seguida, o contetdo foi destinado a tubos de centrifuga (50 mL) e centrifugado por
10 min a5.000 rpm. O sobrenadante foi coletado, filtrado utilizando papel filtro, e a absorbancia
do filtrado foi avaliada em espectrofotometro a 490 nm. Foram realizados controles contendo
solo e tamp&o, mas sem FDA. Tampdo fosfato (60 mmol L™'; pH 7,6), foi utilizado como “zero”
para a avaliacdo da absorbancia. A quantidade de fluoresceina liberada (ug fluoresceina g 'solo
seco) foi determinada através de curva padrdo de fluoresceina (ADAM; DUNCAN, 2001).
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3.9 DISSIPACAO DA ATRAZINA

3.9.1 Otimizagdo do método QUEChERS modificado para extracdo do herbicida em

amostras de solo

A investigacao de agrotdxicos em solos exige um preparo de amostra que, suprima o
maximo de interferentes e permita a deteccdo de concentracdes em baixos niveis. O método
utilizado, denominado QUEChERS acetato, teve seu protocolo baseado nos procedimentos
propostos por Silva et al. (2009) e Gebrehiwot et al. (2019), os quais eliminaram a etapa de
clean-up, substituindo por diluicdo do extrato na fase movel.

Os ensaios foram realizados em triplicata de cada tratamento, nos tempos 0, 8, 16, 31,
52 e 67 dias, com as amostras compostas, retiradas dos microcosmos no mesmo dia da analise.

Inicialmente, 5 g de solo foram acondicionadas em tubos do tipo Falcon de 50 mL. Em
seguida, foram adicionados 5 mL de &gua ultrapura e, 10 mL de acetonitrila acidificada com
acido acético 1%, seguida de agitacdo manual. Apds, 3 g de sulfato de magnésio (MgSO,) e,
1,5 g de acetato de s6dio (CH;COONa) foram incorporados, agitando-se manualmente e em
Vortex por 1 minuto. A mistura foi entdo centrifugada a 5000 rpm durante 5 min.
Posteriormente, 1 mL do sobrenadante foi retirado e, diluido a 10 mL em uma solucédo
constituida por dgua ultrapura e metanol (70:30, v/v) em tubos do tipo Falcon de 15 mL, seguida
de agitacdo manual. O composto final é retirado com o auxilio de uma seringa de plastico e,

filtrado em filtro de seringa de 0,22 pum e, injetado no sistema cromatografico.

3.9.2 Preparo das solucdes

Solucdo estoque do padrdao comercial do agrotdxico atrazina foi preparado em uma
solugdo na concentracdo de 400.000 mg L. Posteriormente, realizou-se uma diluicio em agua
deionizada e preparou-se 10 mL de uma solugio de 1.000 mg L *(obtida da solucéo de 400.000
mg L1). Essas solugBes estoque foram armazenadas em frascos &mbar, ao abrigo da luz e sob
refrigeracdo a temperatura de —20 °C em freezer.

A partir da solugédo estoque foram preparadas as solucdes de trabalho, por diluicdo em
agua deionizada, na concentracgéo de 1 mg L't. Essa mistura foi preparada em baldo volumétrico
calibrado de 25 mL, sendo entdo transferido para frasco ambar e armazenado a temperatura de

—20 °C em freezer.
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A partir da diluicdo desta solucdo de trabalho foram preparadas as solucdes para
construcio das curvas analiticas, em diferentes concentra¢des variando de 0,25 a 1.000 pg L,

selecionando-se no minimo cinco concentragdes para construcéo da curva.
3.9.3 Validacao do método cromatogréafico

O método desenvolvido, foi validado empregando figuras de mérito como, seletividade,
linearidade e faixa de trabalho, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e quantificacao.
Pardmetros estes, sugeridos para validagdo de métodos analiticos pelo INMETRO (Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia), DOQ-CGCRE-008, de 2020.

A seletividade foi determinada com a injecdo do solvente e de &gua ultra pura,
verificando que ndo havia outro sinal no mesmo tempo de retencdo da atrazina. A linearidade
do método foi realizada verificando as curvas de calibracdo e os coeficientes de determinacéo
(r2) e correlacéo (r) obtidos foram superiores a 0,9. Para exatiddo e precisdo intermediéria foram
avaliados dois niveis de concentracdo (18,9 e 37,8 mgkg™?) em triplicatas em dois dias
diferentes (Tabela 1). As concentracdes escolhidas foram em funcdo da previsdo de niveis
esperados no experimento. Os valores foram obtidos como percentual de recuperacdo de um
nivel fortificado, conforme equacéo a seguir:

R= 172 409
G
onde:
R = recuperacdo do analito (%);
C,= concentracdo determinada na amostra fortificada;
C, = concentracdo determinada na amostra nao fortificada;
C; = concentragdo do padréo do agrotdxico;
A precisdo intermediaria como desvio padréo relativo (RSD) foi dado pela formula a

seguir, considerando as réplicas obtidas no mesmo dia (n=3) em dias diferentes (n=6).

Dy
DPR= x100
Cwmp

onde:
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DPR = desvio padréo relativo (%);
D,= desvio padréo (ug L'*);
Cup = concentragdo média determinada (ug L1);

As recuperacdes foram em torno de 85% com RSD menores que 12%. E recomendado
para validacdo de métodos que os valores estejam entre 70-120% de recuperacdo com RSD
menores que 20% (INMETRO, 2020).

Tabela 2 - Valores da exatidao (Rec) e precisdo intermediaria (RSD) do método.

Dial Dia 2
18,9 mg kg 37,8 mg kg 18,9 mg kg 37,8 mg kg
Rec (%) | RSD (%) | Rec (%) | RSD (%) | Rec (%) | RSD (%) | Rec (%) | RSD (%)
84,8 4 87,2 12,4 84,9 8,21 88,9 1,2

Para determinacéo do limite de quantificagdo do método (LQ) foi testado 0 menor nivel

de concentracdo com Rec % entre 70-120 e RSD % menor que 20. Assim o LQ foi definido

como 0,189 mg kg™
3.9.4 Condigdes cromatogréficas

A separacao cromatografica foi realizada em uma coluna analitica Athena com C;g (50
mm X 2,1 mm d.i x 3,0 um). A temperatura do forno da coluna foi estabilizada em 30 °C e a
fase maével foi composta por uma mistura binaria de adgua ultrapura (A) e metanol (B), ambos
com &cido férmico grau HPLC 0,1% e formiato de amonia 5 mmol L™'. O modo de eluicdo da
fase maével foi isocratico numa propor¢do 70:30 (metanol:dgua ultrapura) a uma vazéo de 0,2
mL min™, volume de injecdo de 10 uL. O tempo de retencéo da atrazina foi de 2,4 minutos.
Tempo total da corrida 3,8 minutos. Razdo massa carga (m/z) de 216 no modo de ionizagdo

positiva.

3.10 DISSIPACAO DE ATRAZINA EM MEIO LIQUIDO, USANDO SOLO DOS
MICROCOSMOS

O teste de degradacdo em meio liquido foi realizado a partir da metodologia descrita por

Wang et al. (2016). Apds os 67 dias de incubacdo, o solo dos microcosmos foi coletado, e
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amostras compostas (10 g), em triplicata, foram acondicionadas em frascos Erlenmeyer,
contendo 100 mL de solugdo mineral (em mmol L: K,P0,, 7,01; KH,P0O,, 2,94; MgS0,, 0,81;
CaCl,, 0,18; NaCl, 1,71) e 5 mg L™ de atrazina (adicionada na forma de produto comercial). Os
frascos foram incubados a 30 °C, com agitacédo orbital (180 rpm).

Ap0s 0, 3 e 7 dias de incubacdo, procedeu-se a coleta das culturas liquidas, transferindo
0 meio para tubos do tipo Falcon e, em seguida, realizou-se a centrifugacao (5000 rpm; 5 min).
Os sobrenadantes foram retirados com o auxilio de uma seringa de plastico e, apos filtracao
(0,22 um), os filtrados foram injetados no sistema cromatografico.

A dissipacgéo da atrazina foi calculada como porcentagem da concentragéo inicial do
herbicida (tempo 0). Ressalta-se que, além da atrazina adicionada (5 mg L), os solos dos

tratamentos T2 e T3 também possuiam a atrazina residual dos experimentos em microcosmaos.

3.11 DESTINO DOS RESIDUOS GERADOS

Todos os residuos gerados ao longo deste trabalho foram acondicionados em recipientes
fechados, devidamente rotulados e mantidos em locais apropriados, até a coleta para o

tratamento correto por empresa contratada pela UFFS.

3.12 ANALISE DOS DADOS

Os célculos referentes as formulas descritas foram realizados utilizando o software
Microsoft Excel 2013 (Microsoft, EUA). Os resultados sdo expressos como médias + desvio
padrdo. O teste de Tukey foi empregado para comparacdes entre médias, considerando nivel de
significancia de 95% (p < 0.05), utilizando o software SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ATIVIDADE RESPIRATORIA

A respiracdo do solo, mensurada através da liberacéo de dioxido de carbono, é um dos
pardmetros mais empregados para quantificar a atividade microbiana dos solos, e pode ser
usado como um indicador de alteracdes na dindmica do solo e das comunidades microbianas
(DADALTO etal., 2015). No presente estudo, a atividade respiratoria foi avaliada como forma
de determinar o impacto da contaminacédo por atrazina na microbiota do solo.

A Figura 2 apresenta os dados referentes a respiracao diaria do solo ao longo de 67 dias
de incubagdo dos microcosmaos referentes aos trés tratamentos. Observa-se que a maior taxa de

liberacdo de C-CO> ocorreu nos estagios iniciais do experimento (dias 1-4).

Figura 2 — Producdo de CO, por experimento respirométrico nos trés tratamentos ao longo de

67 dias de incubacao.
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A aplicagdo de atrazina na dose recomendada (T2) resultou em taxas superiores de
respiracdo (p < 0,05) em relagdo aos controles (T1) nos 2 primeiros dias de incubagéo; apos
este periodo, as taxas foram similares a T1 na maior parte dos pontos avaliados. As taxas
respiratorias mais elevadas ocorreram nos tratamentos com cinco vezes a dose recomendada

(T3), mensuradas entre os dias 1 e 4, com diferenca (p < 0,05) em relacdo ao T1 (Fig. 2).
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Nota-se que, ao longo do tempo de incubacdo, os resultados de evolugéo diaria de CO>
em todos os tratamentos tenderam a estabilizacdo, com valores similares entre controles e
tratamentos com atrazina, indicando menor atividade microbiana em relacéo aos tempos iniciais
de incubacdo. Picos de atividade respiratoria ocorreram em T2 e T3 aos 25 e 28 dias de
incubac&o, o que n&o foi observado em T1 (Fig. 2).

A Figura 3 ilustra a respiracdo cumulativa do solo durante o periodo de incubacéo. Nao
houve diferencas (p > 0,05) entre T1 e T2 neste parametro. Contudo, o total acumulado de C-
CO2 no T3 foi superior (p < 0,05) quando comparado com aqueles de T1 e T2 (Fig. 3).
Especificamente, 190,32 mg C-CO; kg solo™* foram liberados a partir de T1, 205,62 mg C-CO,
kg solo! a partir de T2, e 253,40 mg C-CO; kg solo™ a partir de T3 ao final do experimento.

Figura 3 - Producdo cumulativa de C-COz por experimento respirométrico nos trés tratamentos

ao longo de 67 dias de incubagéo.
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Em estudo anterior, a aplicacéo de atrazina (1 mg kg™) a solo com histdrico de uso deste
herbicida, ndo afetou a respiracdo cumulativa do solo (AGUILERA et al., 2009). Ngigi et al.
(2013) observaram que a liberagdo cumulativa de CO> (periodo de 60 dias) ndo foi alterada pela
adicdo de atrazina (25 mg kg™). Contudo, Bastos e Magan (2009) observaram que em solo
contaminado com atrazina (0,5 mg kg?) houve maior taxa de respiragido do que o solo sem

contaminagéo.
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Em avaliagéo, realizada por CHEN et al., 2014, utilizando atrazina nas doses de 2 e 10
mg kg, a respiragdo do solo foi superior em relacdo aos solos ndo contaminados (CHEN et al.,
2014). Incrementos na liberagdo acumulada de C-CO, foram observados apos 64 dias de
incubacdo de solos expostos a atrazina (5 mg kg™?) (MAHIA et al., 2008). A respiracio
cumulativa do solo também foi superior em tratamentos com a aplicacdo de atrazina (1, 2 e 3
mg kg?), em relagdo ao solo controle (BRICENO et al., 2010). Estes autores reportaram, de
modo similar ao presente estudo, que a atrazina resultou em efeito temporario sobre a respiracéo
do solo.

Radivojevi¢ et al. (2008) observaram que a atrazina (8 e 40 mg kg™?) resultou em
tendéncia de maiores taxas de respiracao do solo, avaliadas durante 30 dias, quando comparadas
aquelas dos solos controle; contudo, aos 60 dias de incubacédo, os tratamentos com atrazina
tenderam a diminuir a respiracao do solo, ressaltando que tais efeitos foram transitérios. Efeitos
transientes da atrazina (20 mg kg*) foram observados por Accinelli et al. (2002); contudo, ndo
houve efeito quando da aplicacéo de atrazina em dose inferior (2 mg kg1), concluindo que este
herbicida ndo provoca efeitos negativos sobre a atividade microbiana.

Uma maior respiracdo, indicando atividade microbiana mais intensa, pode sugerir que
microrganismos foram capazes de utilizar a atrazina como substrato para suas necessidades
fisioldgicas e metabolicas (MORENO et al., 2007). A adigdo de herbicidas como a atrazina
pode também estimular a mineralizagdo da matéria orgénica nativa do solo (HANEY et al.,
2002; MAHIA et al., 2008). No entanto, elevacdes na respiracdo do solo podem resultar da
potencial toxicidade da atrazina aos microrganismos. Por este mecanismo, a microbiota ndo
suscetivel aos efeitos toxicos poderia atuar na mineralizacdo da biomassa microbiana morta
pelo efeito direto do herbicida (BONFLEUR et al., 2015).

4.2 CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA (CBM)

A Figura 4 apresenta os resultados referentes ao carbono da biomassa microbiana
(CBM), avaliados ap6s 1, 31 e 67 dias de incubagdo dos microcosmos. A biomassa microbiana
é responsavel pelas transformac@es bioquimicas que ocorrem nos solos, atuando diretamente
na ciclagem de nutrientes e regulagdo das transformacgdes da matéria organica, sendo utilizada
como indicadora da qualidade dos solos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Além disso, &
usualmente sensivel a perturbacdes no solo e, por isso, empregada na deteccdo de potenciais
disturbios provocados pela aplicacdo de compostos quimicos, como os herbicidas (PERTILE
et al., 2020).
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Inicialmente (dia 1), a biomassa microbiana se mostrou semelhante (p > 0,05),
independente do tratamento. Apo6s 31 dias de incubacdo, em todos os tratamentos ocorreu
incremento do CBM. Nesta avaliacdo, T1 e T2 apresentaram-se similares, enquanto que no T3
houve diferenca, com reducdo em relacdo ao T1. Ao final dos 67 dias de incubacdo, 0 CBM em
T1 e T2 permaneceu constante em relacdo a mensuracdo realizada aos 31 dias. Em
contrapartida, houve acréscimo acentuado do CBM em T3 (Fig. 4). Embora com valores médios
maiores, 0 CBM em T3 ap06s 67 dias foi similar (p > 0,05) em relacdoa T1 e T2.

Figura 4 - Carbono da biomassa microbiana nos trés tratamentos, avaliado no 1°, 31° e 67° dia

de incubacao.
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Um dia ap6s a aplicacdo, Radivojevic et al. (2008) ndo observaram efeito da atrazina (8
e 40 mg kg™) sobre o CBM do solo, com tendéncia de efeitos positivos sobre este parametro
durante maiores tempos de incubagdo. Considerando a potencial toxicidade da atrazina,
decréscimos no CBM seriam esperados imediatamente apds a aplicacdo do herbicida.
Incrementos posteriores no CBM poderiam resultar da adaptacdo dos microrganismos a
presenca da atrazina (RADIVOJEVIC et al., 2008).

Gao et al. (2018) ndo observaram efeito da atrazina (10 mg kg?) sobre o CBM.

Avaliacdo do CBM aos 62 dias apos aplicacdo de atrazina (25 mg kg™) também resultou em
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valores similares aos controles (NGIGI et al., 2013). Auséncia de efeito sobre o CBM foi
reportado em solos com a aplicagdo de atrazina de até 200 mg kg™ (ACCINELLI et al., 2002).

Sam et al. (2017) demonstraram efeitos positivos da atrazina sobre o0 CBM, sugerindo
que a atrazina foi utilizada como fonte de carbono e nitrogénio por parte da microbiota do solo.
Contudo, em investigacdo de parametros microbianos ap6s a aplicagdo de atrazina ao solo (2,25
mg kg™l), Bonfleur et al. (2015) detectaram decréscimo significativo do CBM, avaliado aos 21
e 62 dias, indicando efeitos nocivos sobre a comunidade microbiana e a ineficiéncia na
adaptacdo metabolica a presenca do contaminante.

A aplicacdo de atrazina (10-40 mg kg™) resultou em ampla variagcdo no CBM durante
95 dias de incubagdo, sendo que os valores foram usualmente maiores do que aqueles
detectados no solo controle (WANG et al., 2015). Considerando a ampla variacao (de até 196%
em relacdo ao solo controle), estes autores indicaram que a atrazina causou severos danos a
estabilidade da biomassa microbiana do solo.

Efeitos positivos ou negativos da atrazina (5 mg kg™) foram observados sobre 0 CBM
(MAHIA et al., 2008). Segundo estes autores, o fato de os valores mensurados estarem na
mesma ordem de magnitude em relacdo aos solos ndo contaminados indica que a biomassa
microbiana ndo foi modificada de modo substancial pela atrazina.

Mesmo que o CBM indique a auséncia de efeito da atrazina (T2), ou a gradual
recuperacdo da biomassa microbiana (T3), o herbicida pode ter atuado de forma distinta sobre
grupos microbianos. Enquanto que alguns grupos podem ter sofrido com efeitos toxicos, outros
representantes da microbiota capazes de utilizar a atrazina podem ter sido selecionados e
estimulados a multiplicacdo. Logo, embora 0 CBM seja um indicador sensivel das condi¢bes
do solo, apresenta limitagbes visto que ndo permite avaliar variagdes na estrutura da
comunidade microbiana (MARTIN-LAURENT et al., 2003; MORENO et al., 2007).

4.3 QUOCIENTE METABOLICO

A razdo entre a respiracdo do solo e 0 CBM, conhecida como qCO, reflete o estado
fisiolégico da microbiota e vem sendo usado como indicador do estresse da comunidade
microbiana, inclusive visando representar a magnitude da resposta frente a pesticidas. Por esta
avaliacdo, valores mais elevados de qCO: indicam maior estresse da microbiota frente a
distarbios (ISLAM; WEIL, 2000; MAHIA et al., 2008).

A Figura 5 apresenta os valores do qCO, nos trés tratamentos, avaliados durante a

incubacdo dos microcosmos (dias 1, 31 e 67). Os tratamentos, T1, T2 e T3 apresentaram
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incialmente (dia 1) valores mais elevados de quociente metabdlico, sendo o T3 superior (p <
0,05) em relacdo aos controles (T1); no entanto T2 e T1 apresentaram qCO2 similares entre si.

Em contrapartida, os valores de qCO. decresceram evidentemente aos 31 dias de
incubacdo, com valores similares entre solos com e sem contaminacgdo. Auséncia de diferencas

entre T1 e tratamentos com atrazina também foi evidenciada ao final da incubagdo (Fig. 5).

Figura 5 - Quociente metabolico nos trés tratamentos ao longo de 67 dias de incubacéo.
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Efeitos variados da atrazina foram detectados por Mahia et al., 2008, dependendo do
solo e, para um mesmo solo, do tempo de avaliagdo (MAHIA et al., 2008). Para Moreno et al.,
2007, doses de atrazina de até 50 mg kg, os valores de qCO foram similares ao solo sem
contaminacdo. Tanto no solo controle quanto nos solos contaminados, os maiores valores de
qCO; foram observados no inicio dos experimentos, diminuindo subsequentemente até 45 dias
de incubacdo (MORENO et al., 2007). Ja Sam et al. (2017) reportaram menores valores de
gCO2 em solo com aplicagdo de atrazina do que no solo controle. Por outro lado, a atrazina
(2,25 mg kg™) resultou em maiores valores de qCO>, avaliados 21 e 63 dias ap6s aplicacdo
(BONFLEUR et al., 2015).

O maior qCOg, identificado especialmente no T3 logo apds a contaminagédo, sugere
efeito negativo inicial sobre a microbiota. Nesta situacdo, 0s microrganismos necessitam

utilizar maior parte de seus recursos energeticos para sobrevivéncia e manutencao em resposta
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ao possivel estresse causado pela atrazina, do que para a sintese de biomassa (MORENO et al.,
2007; BONFLEUR et al., 2015).

A diminuicdo do qCO; para valores similares ao controle, sugere a auséncia de efeito
significativo da atrazina, indicando a adaptacdo dos microrganismos as condi¢cbes do meio
(PERTILE et al., 2020), que pode estar relacionada a maior eficiéncia na utilizacdo de
substratos, incluindo a atrazina (MAHIA et al., 2008; SAM et al., 2017).

4.4 ATIVIDADE HIDROLITICA MICROBIANA DO SOLO

A Figura 6 apresenta os resultados referentes a hidrélise de diacetato de fluoresceina
(FDA), comumente empregada como um indicador da atividade hidrolitica total da microbiota
dos solos. O FDA ¢ hidrolisado por diversas enzimas extracelulares, como esterases, lipases e
proteases (ADAM; DUNCAN, 2001), sendo usado no monitoramento da qualidade biol6gica
do solo (OLIVEIRA, 2014).

Foi possivel observar que a atividade hidrolitica total do solo se manteve no mesmo
nivel em todos os tratamentos entre os dias 0 e 16. O solo controle (T1) apresentou maior
atividade hidrolitica mensurada no dia 31, quando comparado aos tratamentos com herbicida
(p < 0,05). Contudo, ap6s 52 dias de incubacdo, o tratamento com maior concentracdo do
herbicida (T3) apresentou a maior atividade hidrolitica (p < 0,05). Ao final dos experimentos,

a atividade hidrolitica apresentou-se similar entre os tratamentos (p > 0,05) (Fig. 6).

Figura 6 - Atividade hidrolitica total do solo nos trés tratamentos ao longo de 67 dias de

incubacéo.
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Similarmente ao presente estudo, efeitos transientes da atrazina (2 e 20 mg kg) foram
reportados sobre a atividade hidrolitica do solo (ZELLES et al., 1985). Aguilera et al. (2009)
também observaram variac@es na hidrdlise de FDA durante a incubagdo de solos com ou sem
contaminagado por atrazina (1 mg kg™); contudo, na comparago entre presenca e auséncia do
herbicida, ndo foram observadas diferencas significativas (AGUILERA et al., 2009).

Floch et al. (2011) observaram efeitos significativos da atrazina (100 mg kg™) e outros
pesticidas sobre a atividade hidrolitica do solo; no entanto, pelas flutuacbes observadas em
relacdo ao solo controle, ndo foi possivel estabelecer relacdo entre os pesticidas e a atividade

hidrolitica, possivelmente pela ampla gama de enzimas capazes de hidrolisar o FDA.

4.5 ATIVIDADE DE DESIDROGENASE

A atividade de desidrogenase reflete a atividade oxidativa total da microbiota do solo.
Estas enzimas, presentes em microrganismos ativos, sao intracelulares e atuam na oxidagéo de
compostos organicos (MORENO et al., 2007). A mensuragdo desta atividade é considerada
como um parametro sensivel para a avaliagdo da toxicidade em solos (HUANG et al, 2009).

A atividade da desidrogenase nos trés tratamentos ao longo de 67 dias de incubacdo é
apresentada na Figura 7. No tempo zero, a atividade de desidrogenase foi similar entre
tratamentos. Diferencas entre T1 e T2 ndo foram significativas ao longo de 67 dias. Avalia¢oes
realizadas no 7° dias de incubacgéo revelaram elevagao da atividade em T3. A partir do 16° dia,

ndo houve diferencgas entre os tratamentos (p > 0,05) (Fig. 7).
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Huang et al. (2009), em experimentos de oito semanas, utilizando solo sem aplicacéo e
com aplicaco de atrazina (5 e 50 mg kg™), reportaram tendéncia de decréscimo da atividade
de desidrogenase no solo tratado em relacdo ao controle sem atrazina. Tortella et al. (2013), em
estudo com biomistura (turfa:solo:palha; 1:1:2), considerada como uma estratégia de
degradacdo de agrotoxicos, observaram que a atividade de desidrogenase foi menor com a
aplicacdo de atrazina (40 mg kg) do que na biomistura sem atrazina. Radivojevic et al. (2008)
reportaram que a aplicacdo de atrazina ao solo (8 e 40 mg kg-1) diminuiu a atividade de
desidrogenase durante 30 dias de incubac&o; contudo, a atividade mensurada foi similar aquela
dos controles apds 60 dias.

Moorman et al. (2001) indicaram néo haver efeito significativo da atrazina (200 mg kg
1) sobre a atividade de desidrogenase do solo. Accinelli et al. (2002) observaram que os efeitos
da atrazina sobre a atividade de desidrogenase do solo dependeram da dose aplicada. Auséncia
de efeito foi detectada na menor dose (2 mg kg?), estimulagdo na dose intermediaria (20 mg
kg™), e depresséo da atividade na maior concentragdo (200 mg kg™).

Figura 7 - Atividade relativa de desidrogenase nos trés tratamentos ao longo de 67 dias de

incubacéo.

120

[EEN

o

o
1

[}
o
1

—--T1 —®T2 —4T3

N
o

N
o
1

Atividade relativa de desidrogenase (%)
(o]
o

o

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo de incubacao (dias)

A auséncia de efeito, ou estimulagdo da atividade de desidrogenase do solo devido a
aplicacdo de atrazina (0,2-1000 mg kg™), indicou que este parametro foi sensivel em resposta
a aplicacdo de atrazina no estudo de Moreno et al. (2007). No entanto, a falta de efeito
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consistente da atrazina sobre a atividade de desidrogenase indica a dificuldade de estabelecer
uma relacdo de causa e efeito entre contaminantes organicos e atividades enziméticas (HUANG
et al, 2009). No presente estudo (Fig. 7), a aplicacdo de atrazina nas doses testadas ndo afetou

negativamente, de forma aparente, a vitalidade da microbiota do solo.

4.6 ENUMERACAO DE BACTERIAS HETEROTROFICAS TOTAIS

A técnica do NMP foi utilizada para estimar o tamanho das popula¢es bacterianas
cultivaveis, visando monitorar seu crescimento ou reducdo em resposta a aplicagdo de atrazina.
A Figura 8 demonstra os resultados da contagem de bactérias heterotréficas totais nos trés
tratamentos ao longo dos 67 dias de incubacéo.

Logo apds a contaminagao (tempo “zero’), a contagem em T3 foi inferior a T1 e T2.
Esta tendéncia foi mantida na avaliagéo realizada aos sete dias de incubacdo, mas aos 16 dias
ndo foram detectadas diferencas entre os tratamentos. Subsequentemente, diferenca
significativa foi observada na contagem realizada aos 31 dias de incubacdo, sendo que 0s
valores nos tratamentos com atrazina foram superiores aqueles em T1. Aos 52 dias, tal diferenca
foi mantida apenas para T2, sendo que T1 e T3 apresentaram contagens similares. Finalmente,
ao final do experimento (67 dias), as contagens foram similares entre tratamentos, com

tendéncia de valores superiores para T2 (Fig. 8).

Figura 8 - Contagem de bactérias heterotroficas totais nos trés tratamentos, ao longo de 67 dias

de incubacdo.
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Contagens bacterianas inferiores ao solo controle foram reportadas apés a aplicacdo de
atrazina na dose recomendada, em avaliacdes realizadas por até oito semanas (STANLEY et
al., 2013). Resultados similares foram encontrados em outras investigacdes (AYANSINA;
0SO, 2006; SEBIOMO et al., 2011). Gao et al. (2018) demonstraram que a atrazina (10 mg
kg') ndo afetou contagens bacterianas até os 28 dias de incubagdo; entretanto, contagens
inferiores ao solo controle foram detectadas entre os dias 42 e 70.

A aplicacéo de atrazina (200 mg kg) resultou em aumento das contagens de bactérias
aos 63 dias de incubacdo, mas tal efeito ndo foi observado apds 189 dias (MOORMAN et al.,
2001). Em estudo de longa duracéo (5 anos), a aplicacdo de atrazina em doses recomendadas
elevou as contagens de bactérias no solo avaliado (OLADELE; AYODELE, 2017). Ros et al.
(2006) indicaram que a atrazina, em doses de 1 e 10 mg kg, ndo afetou as contagens
bacterianas dos solos em experimentos realizados por 45 dias; contudo, doses maiores (100 e
1000 mg kg™) causaram incrementos nas contagens.

O comportamento das contagens realizadas aos 0 e 7 dias de incubacéo (Fig. 8) sugere
gue, na maior concentracdo testada (T3), a atrazina apresentou efeito inibitério sobre bactérias
do solo (GAO et al., 2018). O aumento das contagens aos 31 dias (T2 e T3) indica a potencial
utilizacdo da atrazina como fonte nutricional pelos microrganismos (ROS et al., 2006). Em T3,
a queda nas contagens realizadas nos dias 52-67, quando comparadas aquela realizada no dia
31 (Fig. 8), pode indicar a suscetibilidade das bactérias cultivaveis ao acimulo de metabolitos
potencialmente toxicos (GAO et al., 2018).

E necessario ressaltar que, por esta técnica de avaliagio, o comportamento observado
(Fig. 8) se refere somente a contagem de bactérias cultivaveis. Isso implica na impossibilidade
de inferir sobre efeitos sobre bactérias ndo cultivaveis e, do mesmo modo que para o carbono
da biomassa microbiana (Fig. 4), ndo explicita efeitos sobre o comportamento de grupos
microbianos especificos. Por exemplo, o incremento das contagens em T2 indica efeito positivo
da atrazina (Fig. 8). No entanto, mesmo nestes casos, a estrutura da comunidade microbiana
dos solos, sua funcionalidade e diversidade, podem ser reduzidas (ROS et al., 2006; GAO et
al., 2018; HUANG et al., 2020).

4.7 DISSIPACAO DA ATRAZINA

Nos diferentes tratamentos, a atrazina residual foi extraida das amostras de solo durante

a incubacgéo dos microcosmos. O método foi padronizado em todas as extragcdes, na tentativa
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de minimizar e/ou uniformizar possiveis perdas durante o processo. Os dados referentes a
degradacdo sdo apresentados na forma de percentuais ao longo do tempo. A massa extraida no
tempo zero foi considerada como 100% do contaminante, a partir do qual as extracdes
posteriores foram calculadas.

O percentual de herbicida extraido do solo de cada tratamento foi sempre inferior em
cada amostragem sucessiva, indicando sua dissipacdo, conforme apresentado na Figura 9. O
maior percentual de reducéo de massa foi verificado no tratamento com menor concentracao de
atrazina (T2), onde ocorreu uma dissipacdo de 49% apds 18 dias e de 80% ao final dos
experimentos. No tratamento com maior concentracdo de atrazina (T3), a dissipagéo atingiu
23% ap0s 18 dias e 59% apds 67 dias.

Figura 9 - Dissipacao da atrazina (%) extraida dos dois tratamentos contaminados, ao longo de
67 dias de incubagéo.
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Nos solos, a atrazina apresenta longos tempos de meia-vida (41-231 dias) (SINGH et
al., 2018). O tempo de meia-vida reportado para a atrazina (1 mg kg™), em solos nunca expostos
a este herbicida, foi de cerca de 32-36 dias (KRUTZ et al., 2008). A partir de gréaficos
semilogaritmicos da porcentagem de atrazina residual versus tempo de incubacdo (ndo
mostrados), o tempo de meia-vida da atrazina em T2 foi de 35 dias (R? = 0,90) e em T3 de 64
dias (R? = 0,86).



45

Em solo contaminado com atrazina (1 mg kg™?), a dissipagdo foi de 40% apds 21 dias
(MERINI et al., 2009). No estudo de Bricefio et al. (2010), a dissipacao de atrazina atingiu 20%
apos 10 dias, 80% apos 60 dias, e a atrazina ndo foi detectada aos 80 dias de incubacéo,
independentemente da dose (1 e 2 mg kg). Ja para Wang et al. (2015), a aplicacéo de atrazina
ao solo (10-40 mg kg™) resultou em dissipagdes inferiores a 15% apds 95 dias.

Contudo, outros estudos indicam taxas de dissipa¢do mais rapidas. Apos a aplicacédo de
atrazina (5 mg kg?), a dissipagdo aos 28 dias foi de 20%, alcangando 91% aos 56 dias (HUANG
et al., 2020). Em avaliac&o realizada por 28 dias, a dissipacio da atrazina (10 mg kg?) atingiu
~57% (LIN et al., 2018), similarmente ao reportado por Gao et al. (2018). Estes ultimos autores
indicaram 82% de dissipacao ap6s 56 dias. Para Aguilera et al. (2009), a dissipacdo do herbicida
(1 mg kg?) foi > 95%, conforme avaliado 30 dias apds a aplicac&o.

Embora inferior em porcentagem, a Fig. 9 indica que, em valores absolutos, a dissipacéo
da atrazina em T3 foi superior aquela em T2, como também reportado por Moreno et al. (2007)
e Gan et al. (1996). Na dose de 2 mg kg, a dissipagdo da atrazina em solo com histérico de
aplicacdo deste herbicida foi inferior (~83%), quando comparada aos ~94% de dissipacédo da
atrazina aplicada na dose de 10 mg kg, apds 28 dias (CHEN et al., 2014). Segundo Moreno et
al. (2007), maiores doses iniciais de atrazina podem influenciar a taxa de biodegradacéo por
microrganismos capazes de utilizar o herbicida como fontes de carbono e nitrogénio.

A partir destes resultados (Fig. 9), a participacdo microbiana na dissipacao da atrazina
ndo é possivel de ser afirmada com completa certeza. No entanto, 0s microrganismos
usualmente desempenham papel essencial neste processo, embora a dissipacdo da atrazina
também ocorra de forma abiotica (LIN et al., 2018; HUANG et al., 2020). Destaca-se, também,
que potenciais metabodlitos originados da dissipacdo da atrazina, como deetilatrazina (DEA),
deisopropilatrazina (DIA) e hidroxiatrazina (HA) (BRICENO et al., 2010) ndo foram possiveis
de serem mensurados. Ainda, a atrazina residual determinada foi aquela extraivel do solo;
contudo, a atrazina e/ou seus metabolitos podem associar-se a fracdo solida do solo,
permanecendo como moléculas ndo-extraiveis (BONFLEUR et al., 2015).

Destaca-se que, também em valores absolutos, a quantidade remanescente de atrazina
foi superior em T3 do que em T2 (Fig. 9). Na perspectiva ambiental, tal persisténcia é motivo
de preocupacdes, tanto relacionadas a contaminacéo e sustentabilidade dos solos, mas também
a potencial contaminacdo das aguas (WANG et al., 2015; SINGH et al., 2018). O solo
empregado na presente investigacao ndo apresentava historico de aplicagdes prévias de atrazina.
Contudo, taxas de dissipagdo mais elevadas sdo normalmente relatadas em solos com sucessivas

aplicacdes deste herbicida, devido a adaptacdo da microbiota dos solos a utilizacdo da atrazina,
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0 que pode ser ambientalmente benéfico, mas causar impacto negativo na perspectiva
agrondmica de controle de plantas daninhas (LEAL et al., 2019).

Ao avaliar solo sem histérico de contaminacdo por atrazina, Sagarkar et al. (2013)
demonstraram que a atenuacdo natural (intrinseca) foi mais lenta do que em solos com histérico
de contaminacédo. No caso de solos sem este historico, onde se enquadra a presente investigacao,
a atenuacdo intrinseca é usualmente lenta e pouco eficiente (LIN et al., 2018). Embora a
atenuacdo natural possa ser empregada como estratégia de biorremediacdo em solos com
histérico de contaminacdo, tal abordagem depende de avaliacBes acerca da microbiota
efetivamente capaz de degradar a atrazina (SAGARKAR et al., 2013).

Ademais, estratégias de bioestimulagdo e bioaumentacdo parecem ser mais apropriadas
para a descontaminacdo de solos (com ou sem historico de aplicacdes), visto que costumam
acelerar as taxas de degradacdo da atrazina (SAGARKAR et al., 2013, 2014). Contudo,
diferentes abordagens de bioestimulacdo/bioaumentacdo dependem de avaliagdes prévias. Por
exemplo, Huang et al. (2020), realizaram estudo comparativo de biorremediacao de atrazina no
solo usando aditivos organicos (bioestimulacao) e ndo usando (atenuacédo natural). Estes autores
avaliaram que a atenuacéo natural apresentou os melhores resultados de degradacédo de atrazina,
justificado pela atuagdo da atrazina como principal nutriente para a microbiota. No caso da
adicdo de compostos organicos, estes podem ter atuado tanto na adsor¢éo da atrazina, tornando-
a menos acessivel aos microrganismos, quanto como fontes preferenciais de nutrientes a

microbiota, o que retardou a degradacdo do herbicida.

4.8 DISSIPACAO DA ATRAZINA EM MEIO LIQUIDO, USANDO O SOLO
REMANESCENTE DOS MICROCOSMOS

O solo remanescente dos microcosmos (T2 e T3; 67 dias) foi utilizado neste ensaio. A
atrazina, como produto formulado comercial, foi adicionada (5 mg L) a estes solos em meio
mineral. O herbicida residual foi entdo extraido dos meios de cultivo liquidos aos 0, 3 e 7 dias
de incubacéo. Os resultados referentes a dissipacdo sao apresentados na forma de percentuais,

referentes ao tempo “zero” (100%), durante as incubacgoes (Fig. 10).

Figura 10 - Atrazina residual (%) extraida durante cultivos em meio liquido (0, 3 e 7 dias) que

usaram como inoculos os solos (T2 e T3) ao final dos experimentos em microcosmos.
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Nos experimentos realizados com o solo dos microcosmos com dose recomendada do
herbicida (T2), o percentual residual de atrazina extraida dos meios liquidos foi de 18% ap6s 3
dias de incubacéo, atingindo 35% de dissipacdo apds 7 dias. No entanto, as maiores taxas de
dissipacdo foram observadas para os ensaios em meio liquido usando solo de T3, onde somente
3% do conteddo inicial de atrazina restaram ap6s 3 dias de incubacdo, com dissipagdo >99%
aos 7 dias (Fig. 10).

Pelo curto periodo de incubacdo empregado nestes experimentos, indica-se a
participacdo de processos microbianos na dissipacdo da atrazina, ou seja, o solo utilizado
alberga, possivelmente, microrganismos com potencial para a degradacdo da atrazina. As taxas
mais elevadas de dissipa¢do com o uso do solo T3 sugerem que 0s microrganismos nestes solos
podem estar mais adaptados a contaminacao e, com isso, levar a uma atenuagdo mais rapida do
herbicida (DUTTA; SINGH, 2013).

Especificamente, Ngigi et al. (2012) indicaram diferentes atenuacdes da atrazina em
solos distintos, com maiores potenciais de dissipacdo naqueles solos com historico de
contaminacdo. Estes autores isolaram bactérias a partir dos solos, sendo que diversos isolados
bacterianos demonstraram a capacidade de degradar a atrazina. De fato, a capacidade de
diferentes bactérias e consdrcios microbianos em degradar a atrazina adquire especial
relevancia considerando a problematica da contaminacdo ambiental por este herbicida e, com
isso, a necessidade de remediacdo (DEHGHANI et al., 2013; WANG et al., 2016; GONGORA-
ECHEVERRIA et al., 2020).
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5 CONCLUSAO

A atrazina, aplicada ao solo na dose recomendada ou em dose cinco vezes maior,
provocou efeitos transitorios (positivos/negativos) sobre os parametros microbianos avaliados
durante 67 dias de incubacdo em microcosmos. Maiores desvios, em relacdo ao solo controle,
ocorreram especialmente no solo tratado com dose cinco vezes superior a recomendada.

O caréter transiente dos efeitos da atrazina, demonstrado sobre a biomassa, contagem e
atividade dos microrganismos e enzimas do solo, indica que efeitos deletérios da atrazina sobre
a microbiota ndo sdo esperados no curto prazo. Contudo, impactos sobre a diversidade e
estabilidade da comunidade microbiana do solo devem ser avaliados.

No solo investigado, sem histérico de uso de atrazina, os resultados apontam para uma
atenuacdo intrinseca mais efetiva deste herbicida quando aplicado na dose recomendada.
Indica-se uma persisténcia ambiental superior da atrazina na maior dose empregada, fato este
que deve ser analisado na perspectiva dos riscos a salde e qualidade do solo, bem como da
potencial contaminacdo das aguas.

A dissipagéo da atrazina durante a incubagdo dos microcosmos, somada especialmente
a rapida atenuacdo do herbicida em meio liquido, observada para os solos previamente
contaminados, sugere a existéncia de microrganismos com habilidade de degradar a atrazina.
Tal observacao revela-se pertinente, pois demonstra que parte da microbiota autoctone foi capaz
de adaptar-se a presenca do herbicida, participando de processos de descontaminagao.

Ao final desta investigacao, surgem como perspectivas, especialmente (i) o isolamento
de bactérias degradadoras de atrazina a partir do solo; (ii) avaliacGes dos efeitos de repetidas
aplicacdes de atrazina sobre indicadores microbianos; (iii) determinacdo de efeitos sobre a
diversidade microbiana; e (iv) investigagdes acerca da atenuagdo da atrazina utilizando

estratégias de bioaumentacao e/ou bioestimulacao (in)organica.
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