UNIOESTE — UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ENGENHARIA AGRICOLA

LIXIVIACAO, FORMAGAO DE RESIDUOS LIGADOS E BIORREMEDIACAO DE
ATRAZINA EM SOLO SUBTROPICAL SUBMETIDO A APLICACAO DE AGUA

RESIDUARIA DA SUINOCULTURA

MORGANA SUSZEK GONCALVES

CASCAVEL - Parana - Brasil

Marco - 2010



MORGANA SUSZEK GONCALVES

LIXIVIACAO, FORMACAO DE RESIDUOS LIGADOS E BIORREMEDIACAO DE
ATRAZINA EM SOLO SUBTROPICAL SUBMETIDO A APLICACAO DE AGUA

RESIDUARIA DA SUINOCULTURA

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduagao
em Engenharia Agricola em cumprimento parcial
aos requisitos para obtencao do titulo de Doutor em
Engenharia Agricola, area de concentragdo em
Recursos Hidricos e Saneamento Ambiental.

Orientador: Prof. Dr. Silvio C. Sampaio
Co-Orientadora: Prof2. Dr. Luciane Sene

CASCAVEL - Parana - Brasil
Marco — 2010



MORGANA SUSZEK GONCALVES

LIXIVIACAO, FORMACAO DE RESIDUOS LIGADOS E BIORREMEDIACAO DE
ATRAZINA EM SOLO SUBTROPICAL SUBMETIDO A APLICACAO DE AGUA

RESIDUARIA DA SUINOCULTURA

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia Agricola em
cumprimento parcial aos requisitos para obtencdo do titulo de Doutor em Engenharia
Agricola, area de concentragcdo em Recursos Hidricos e Saneamento Ambiental, aprovada
pela seguinte banca examinadora:

Orientador: Prof. Dr. Silvio César Sampaio

Centro de Ciéncias Exatas e Tecnolégicas, UNIOESTE - Cascavel

Profé. Dr2. Simone Damasceno Gomes
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, UNIOESTE - Cascavel

Prof2. Dr2. Ménica Sarolli Silva de Mendonga Costa
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, UNIOESTE - Cascavel

Prof. Dr. Marcus Metri Correa
Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE - Recife

Prof2. Dr2. Claudia Eugénia Castro Bravo
Universidade Tecnolodgica Federal do Parana, UTFPR — Francisco Beltrao

Cascavel, 11 de margo de 2010.



BIOGRAFIA

Morgana Suszek Gongalves nasceu em 1980 na cidade de Cascavel, Parana.
Possui graduagcao em Engenharia Quimica pela Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE — Campus Toledo), com conclusdo do curso em 2003, e mestrado em
Engenharia Agricola, area de concentragdo em Engenharia de Recursos Hidricos e Meio
Ambiente, pela mesma Universidade, com conclusédo no ano de 2005.

Ministrou aulas como professora temporaria na disciplina de Hidraulica nos cursos
de Engenharia Agricola e Engenharia Civil, na UNIOESTE - Campus Cascavel — no ano de
2007. Ainda no mesmo ano foi professora substituta na Universidade Tecnolégica Federal
do Parana (UTFPR — Campus Campo Mour&o), no curso de Tecnologia em Gerenciamento
Ambiental, ministrando as disciplinas de Gerenciamento e Tratamento de Residuos Sdélidos,
Gerenciamento e Tratamento de Aguas de Abastecimento, Gerenciamento e Tratamento de
Emissdes Atmosféricas e Tratamento de Residuos Liquidos.

Atualmente é Professora de Ensino Basico, Técnico e Tecnologico da UTFPR —
Campus Francisco Beltrdao — lotada na Coordenagdo de Engenharia Ambiental, onde
ministra aulas na area de Saneamento Ambiental e participa como pesquisadora no Grupo
de Pesquisa Meio Ambiente e Tecnologia (GMATEC). Atua também como colaboradora em
projetos de pesquisa vinculados ao Programa de Pdés-Graduagdo em Engenharia Agricola
da UNIOESTE.



“Cada um de ndés compde a sua histdria
E cada ser em si carrega o dom de ser capaz
De ser feliz ...”

Almir Sater e Renato Teixeira



Ao meu esposo Marcos e meu filho
Tiago, por estarem ao meu lado em

todos os momentos dessa jornada...

DEDICO E OFERECO



AGRADECIMENTOS

A Deus, primeiramente, pela vida, saude e forga nos momentos dificeis;

A Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus de Cascavel, e ao
Programa de Pé6s-Graduacdao em Engenharia Agricola, pela oportunidade de realizacdo do
Curso;

A Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e ao
Conselho Nacional Cientifico e Tecnolégico (CNPq) pela concessao de bolsas de estudos
de doutorado e iniciagao cientifica, respectivamente;

A Fundagao Araucéria de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do
Parana e ao CNPq pelo financiamento dos projetos, e a Fundacdo Osvaldo Cruz pela
identificacao dos fungos;

Ao professor Silvio César Sampaio pela orientacdo, oportunidade, confianca e
amizade todos esses anos desde o mestrado;

A professora Luciane Sene pela co-orientagdo desse trabalho, amizade, auxilio e
disponibilizagdo do Laboratério de Tecnologia das Fermentagbes para a realizagdo dos
testes microbiolégicos;

As professoras Silvia Renata Machado Coelho e Simone Damasceno Gomes, pelo
apoio, amizade e colaboragao nas analises cromatograficas;

As alunas do curso de Farméacia da UNIOESTE: Adriana Damasio, Juliana Contini e
Bruna Tavares, e a Isamara Godoi, pela ajuda nas andlises microbiolégicas e
cromatograficas;

Ao grupo RHESA (Recursos Hidricos e Saneamento Ambiental), principalmente as
amigas Larissa S. Mallmann e Dilcemara Zenatti, pelo companherismo e ajuda;

As amigas Adriana Smanhotto, Tatiane Cristina Dal Bosco, Maritane Prior e Grazieli
Suszek pela amizade, ajuda e forca nos momentos que precisei, € pelos momentos de
distracao;

Aos amigos e colegas de trabalho da UTFPR, Campus Francisco Beltrdo, pelo
apoio e incentivo;

Aos meus pais Floriano Suszek e Neli de Fatima G. Suszek e irmao Marcelo
Suszek por todo o amor e estimulo para continuar em frente. Em especial ao meu irmao
Floriano Luiz Suszek, pela disposicao, contribuicdo e colaboragdo em todo o experimento;

Ao Marcos Leandro Gongalves e ao meu filho Tiago Suszek Gongalves pelo amor,
compreensao, participacao e incentivo durante esse periodo da minha vida;

Aos que, embora nao citados, contribuiram de alguma forma para a realizagao
deste trabalho.



vi
LIXIVIACAO, FORMACAO DE RESIDUOS LIGADOS E BIORREMEDIACAO DE
ATRAZINA EM SOLO SUBTROPICAL SUBMETIDO A APLICACAO DE AGUA

RESIDUARIA DA SUINOCULTURA

RESUMO

A atrazina é um herbicida triazinico, empregado largamente na agricultura para o controle de
plantas daninhas nas culturas de milho e cana-de-agicar. Entretanto, a atrazina é
considerada um pesticida moderadamente persistente no ambiente e a aplicagdo de aguas
residuarias ao solo pode afetar seu comportamento ambiental. Neste estudo, os efeitos da
aplicacao de agua residuaria da suinocultura (ARS) na lixiviagao, dissipacao e formacéao de
residuos ligados de atrazina em solo subtropical argiloso foram avaliados. Também, neste
trabalho, realizou-se o isolamento e identificacdo de micro-organismos presentes na ARS,
resistentes a atrazina e com possibilidade de utilizacdo em biorremediacdo de solos
contaminados. Para os testes de lixiviagdo utilizou-se colunas de solo preenchidas com
amostras de um Latossolo Vermelho Distroférrico, que receberam a aplicagao de atrazina na
dose de 5L ha™, e foram incubadas durante 7 dias de acordo com os seguintes tratamentos:
T1 (Solo estéril + ARS); T2 (Solo estéril + agua destilada); T3 (Solo nao estéril + ARS) e T4
(Solo nao estéril + agua destilada). Nos tratamentos T1 e T3 a quantidade de ARS aplicada
foi correspondente a cinco vezes a dose de nitrogénio recomendada para a cultura do milho.
Para o estudo da dissipacdo e formacdo de residuos ligados de atrazina, conduziu-se
experimento em laboratério, sob condigbes controladas, onde amostras do mesmo
Latossolo receberam a aplicagéo de 168,61 mg kg™ de atrazina e foram incubadas durante
60 dias de acordo com os mesmos tratamentos considerados nos ensaios de lixiviagdo. Os
residuos extraiveis de atrazina e residuos ligados foram extraidos e analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. No isolamento e identificagdo dos micro-organismos,
cultivou-se os mesmos, em condigdes controladas, em meio liquido contendo 0,01 e 0,1 g L
' de atrazina e repicados em meio sélido contendo 10 mg L de atrazina, para observacéo
do crescimento. Os resultados demonstraram que a aplicagdo de ARS ao solo, acima da
dosagem recomendada agronomicamente, proporcionou o aumento da lixiviagdo de atrazina
no perfil do solo e, consequentemente, o risco de contaminacado de aguas subterraneas.
Nao houve efeito da aplicagdo de agua residuaria da suinocultura na dissipagao de atrazina.
Entretanto, a adicdo de ARS ao solo favoreceu o aumentou da formagdo de residuos
ligados, 0 que pode aumentar a persisténcia da atrazina no ambiente e diminuir sua
biodisponibilidade. Foram isoladas trés bactérias do género Corynebacterium spp e trés
fungos das espécies Cladosporium cladosporioide, Rhizopus stolonifer e Penicillium
purpurogenum, presentes na ARS e com resisténcia ao herbicida. O crescimento das
bactérias e fungos em meio enriquecido com atrazina, indicou a possibilidade de utilizagao
desses micro-organismos na biorremediag&o de solos contaminados com atrazina.

Palavras-chave: herbicida, suino, transporte, sorgao, biodegradacao.



Vii
LEACHING, BOUND RESIDUES FORMATION AND BIOREMEDIATION OF THE
ATRAZINE IN SUBTROPICAL SOIL SUBMITTED OF SWINE WASTEWATER

APPLICATION

ABSTRACT

Atrazine is a triazine herbicide, widely used in agriculture to control weeds in corn and cane
sugar farming. However, atrazine is considered a pesticide moderately persistent in the
environment and the application of wastewater to the soil can affect its environmental
performance. In this study, the effects of wastewater from swine (ARS) in leaching,
dissipation, and bound residue formation of atrazine in a subtropical clay soil were evaluated.
Also, this work was carried out to isolate and identify micro-organisms present in the ARS,
resistant to atrazine and possible use in bioremediation of contaminated soils. For the
leaching test soil columns filled with samples of a distroferric Red Latossol were used, which
received the application of atrazine at a dose of 5 L ha”, and were incubated for 7 days
according to the following treatments: T1 (Sterile soil + ARS), T2 (Sterile soil + distilled
water), T3 (Non sterile soil + ARS) and T4 (Non sterile soil + distilled water). In T1 and T3 the
amount of ARS was applied corresponding to five times the recommended dose of nitrogen
for the corn crop. To study the formation and dissipation of atrazine bound residues, we
conducted experiments in the laboratory under controlled conditions, where samples of the
same Latossol received the application of 168.61 mg kg” of atrazine and incubated for 60
days according with the same treatments considered in the leaching tests. The extractable
residues of atrazine and bound residues were extracted and analyzed by high performance
liquid chromatography. The isolation and identification of micro-organisms, they were
cultivated under controlled conditions in liquid medium containing 0.01 and 0.1 g L™ atrazine
and peaked on solid medium containing 10 mg L™ for atrazine, for observation of growth. The
results showed that the application of ARS to the ground, above the agronomically
recommended dosage, the higher the leaching of atrazine in the soil profile, and
consequently the risk of contamination of groundwater. There was no effect of wastewater
from swine in the dissipation of atrazine. However, the addition of ARS the soil favored the
increased formation of bound residues, which can increase the persistence of atrazine in the
environment and reduce its bioavailability. We isolated three bacteria of the genus
Corynebacterium spp and three fungi of the species Cladosporium cladosporioide, Rhizopus
stolonifer and Penicillium purpurogenum present in the ARS and herbicide resistance. The
growth of bacteria and fungi in medium supplemented with atrazine indicated the possibility
of using these micro-organisms in the bioremediation of soils contaminated with atrazine.

Key-words: herbicide, swine, transport, sorption, biodegradation.
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LIXIVIACAO DE ATRAZINA EM SOLO SUBTROPICAL SUBMETIDO A APLICAGCAO DE
AGUA RESIDUARIA DA SUINOCULTURA

RESUMO: A atrazina é um herbicida extensivamente utilizado nas culturas do milho e cana-
de-acucar, e é considerado moderadamente persistente no ambiente. A aplicacdo de aguas
residudrias ao solo pode afetar o comportamento ambiental da atrazina. Neste estudo, os
efeitos da aplicagdo de agua residuaria da suinocultura (ARS) na lixiviacdo de atrazina
foram avaliados. Colunas de solo, preenchidas com amostras de um Latossolo Vermelho
distroférrico, receberam a aplicacdo de atrazina na dose de 5 L ha' e foram incubadas
durante 7 dias de acordo com os seguintes tratamentos: T1 (Solo estéril + ARS); T2 (Solo
estéril + agua destilada); T3 (Solo nao estéril + ARS) e T4 (Solo nao estéril + agua
destilada). Nos tratamentos T1 e T3 a quantidade de ARS aplicada foi correspondente a
cinco vezes a dose de nitrogénio recomendada para a cultura do milho. Foram conduzidos
ensaios de lixiviacdo da atrazina para cada tratamento e os resultados demonstraram que a
aplicacao de ARS ao solo, acima da dosagem recomendada agronomicamente,
proporcionou 0 aumento da lixiviacao de atrazina no perfil do solo e, consequentemente, o
risco de contaminacao de aguas subterraneas.

PALAVRAS-CHAVE: herbicida, suino, transporte, matéria organica.

INTRODUCAO

A lixiviagao é o transporte de solutos para camadas subsuperficiais e é responsavel
pelo transporte de pesticidas e outros elementos das areas agricolas. Portanto, é um
processo fundamental no solo, através do qual os constituintes (elementos sollveis ou
particulas suspensas) sao transportados no perfil pela agdo da agua de percolagao.

A atrazina e o alaclor sdo os agrotéxicos frequentemente mais detectados em
aguas subterraneas, principalmente nos Estados Unidos. A atrazina pode ser encontrada
nos EUA em niveis tdo elevados como 21,0 pg L™ na 4gua subterranea e 42,0 pg L™ em
aguas superficiais, sendo que o padréo de potabilidade para atrazina no pais é de 3,0 ug L
(HAMILTON & MILLER, 2002). No Brasil, o padrdo de potabilidade para atrazina € de 2,0 ug
L™ (BRASIL, 2004).

Nos Ultimos anos, com a atengao publica voltada para os riscos de contaminagéao
dos recursos hidricos, trabalhos tém sido realizados visando avaliar a sor¢ao e o transporte
de atrazina no perfil do solo. Correia & Langenbach (2006) avaliaram a dindmica da
distribuicdo de atrazina em Argissolo Vermelho-Amarelo sob condi¢cdes de clima tropical
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Umido, e verificaram, em experimento de campo, que atrazina foi encontrada a 50 cm de
profundidade apds 90 dias de experimento, podendo ter alcangado maiores profundidades
nao estudadas no trabalho.

O reuso de aguas residuarias tratadas na fertirrigacdo de culturas é uma pratica
muito difundida em todo o mundo. Entretanto, surgem preocupag¢des ambientais quanto aos
efeitos da aplicacdo de aguas residuarias sobre o transporte de pesticidas no solo.
Caracteristicas do solo e agua residuaria que podem afetar o movimento de pesticidas
incluem pH, composicao eletrolitica e presenca de matéria organica dissolvida (SEOL &
LEE, 2001; ARIAS-ESTEVEZ et al., 2008; WILDE et al., 2009).

Tradicionalmente, o transporte de pesticidas tem sido visto como um simples
processo de duas fases, em que a fase dissolvida é transportada por lixiviacdo, e a fase
sorvida atua como um processo de retardamento. As interagdes sortivas entre a matéria
organica e a fase estacionaria removem o contaminante da solugdo do solo, podendo até
formar residuos nao-extraiveis ou ligados, retardando, assim, seu movimento. Entretanto,
um alto grau de interacdo entre o carbono organico dissolvido e o contaminante orgénico
pode acelerar o processo de transporte facilitado (SILVA & FAY, 2004). Nesse contexto, 0
potencial para formagédo de complexos de pesticidas com a matéria organica dissolvida pode
aumentar a mobilidade dos pesticidas em solos irrigados com aguas residuarias (PRATA &
LAVORENTI, 2000; SEOL & LEE, 2001; MULLER et al., 2007).

Considerando que existem poucos trabalhos na literatura que estudaram a
movimentagédo de pesticidas devido a adicao de residuos organicos em solos subtropicais,
este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos da aplicagdo de agua residudria da
suinocultura (ARS) na lixiviagdo de atrazina em amostras de Latossolo Vermelho
distroférrico.

MATERIAL E METODOS

Amostras de um Latossolo Vermelho distroférrico (EMBRAPA, 2006) de textura
argilosa, foram coletadas na cidade de Ubirata, PR, em local sem histérico de aplicacao de
atrazina e com cobertura vegetal composta por gramineas, sendo amostradas a uma
profundidade de 0-30 cm. O solo teve restos de raizes removidas manualmente, foi seco ao
ar, destorroado e passado em peneira de 2 mm de abertura de malha (TFSA). Realizou-se a
caracterizagao fisico-quimica do solo (Tabela 1), de acordo com metodologias descritas por
EMBRAPA (1997) e TEDESCO et al (1995).



Tabela 1. Caracterizagao fisico-quimica do solo utilizado no experimento.

Par&metro Valor
Areia (g kg™) 150,00
Silte (g kg™) 250,00
Argila (g kg™) 600,00
pH 5,70
N (mgkg™) 3,09
C(gkg™) 13,26
CTC (cmols kg™ 11,11
Matéria organica (g kg™) 22,81
Densidade de particulas (kg m®) 2554,00
Densidade aparente (kg m°) 1056,00

A agua residuaria da suinocultura foi coletada em uma propriedade rural localizada
na cidade de Toledo, PR, tratada em biossistema integrado constituido por biodigestor,
tanque de sedimentagéo, duas lagoas de estabilizacao, tanque de algas e tanque de peixes.
A amostra foi coletada na saida da segunda lagoa de estabilizacdo e caracterizada
conforme analises fisico-quimicas apresentadas na Tabela 2, de acordo com metodologia
descrita por APHA, AWWA & WEF (1998).

Tabela 2. Caracterizacao da agua residuaria da suinocultura.

Parametro Valor
DBO (mg L) 1.333,30
DQO (mg L) 2.500,00
DQO filtrada (mg L") 1.595,93
NTK (mg L) 1.052,80
Sélidos totais (mg L™ 2.649,50
Sélidos fixos (mg L™ 1.573,00
Sélidos volateis (mg L) 1.076,50
oH 7,60

DBO: demanda bioguimica de oxigénio; DQO: demanda quimica de oxigénio; NTK: nitrogénio total Kjeldahl

Para a avaliagdo do deslocamento miscivel de atrazina no solo tratado com ARS,
foram realizados ensaios em colunas de solo deformado. As colunas eram constituidas em
tubos de acrilico, com 5,5 cm de diametro e 30 cm de comprimento. O solo colocado nas
colunas foi compactado visando formar uma coluna com densidade proxima a densidade de
campo, dificultando a formacao de caminhos preferenciais.

Foram considerados quatro tratamentos do solo acondicionado nas colunas,
conforme descritos a seguir:

T1: Solo estéril + ARS
T2: Solo estéril + agua destilada
T3: Solo ndo estéril + ARS

T4: Solo nao estéril + agua destilada



4

Nos tratamentos T1 e T3 foram adicionados 100 ml de ARS, correspondente a
cinco vezes a dose de nitrogénio recomendada para a cultura do milho (80 kg ha-1). Nos
tratamentos T2 e T4, foram adicionados 100 ml de agua destilada. Nos tratamentos T1 e T2,
o solo passou por esterilizacdo em autoclave e em todos os tratamentos foi aplicada a
massa de atrazina recomendada para a cultura do milho, equivalente a 2,5 kg por hectare.
As colunas foram incubadas verticalmente a temperatura de 23°C por um periodo de sete
dias.

Ap6s transcorrido o periodo de incubacdo, as colunas foram fixadas por
bracadeiras metdlicas, verticalmente, em um suporte universal. Objetivando expulsar o ar
contido nos microporos do solo, realizou-se a saturacdo das colunas a partir da passagem
de um baixo fluxo de solugdo 0,01 mol L-1 de CaCl2, a partir da base da coluna, com a
finalidade de evitar eventual desestabilizagdo estrutural do solo (CORREA et al., 1999).

Saturadas as colunas € comprovada a condicao de fluxo constante de 5 mL min-1,
mantido com o uso de uma bomba peristaltica, foi iniciada a passagem de agua em fluxo
descendente. Experimentos em colunas em que, apds a contaminacao do solo, é aplicada
uma taxa de fluxo constante de agua, podem simular melhor as condi¢des reais de campo
de chuvas e irrigacao (ZHAO et al., 2009).

O monitoramento do percolado das colunas se iniciou com a primeira gota lixiviada
em sua extremidade inferior, sendo coletados 20 ml a cada 4 minutos de ensaio, perfazendo
um total de quatro volumes de poros. As amostras foram coletadas com o auxilio de um
coletor de fragbes em tubos de ensaio de 25 ml e acondicionadas em frascos plasticos com
numeragao sequenciada, sendo armazenados em congelador para posterior determinagéo
da atrazina no lixiviado. Apds os ensaios de lixiviacdo, o solo das colunas foi armazenado
para determinacao de residuos extraiveis de atrazina.

A concentragcdo de atrazina nas amostras de lixiviado foi determinada a partir de
técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Primeiramente as amostras
foram filtradas em unidade filtrante com membrana de 0,45 um de poro e entdo injetadas no
cromatografo nas seguintes condigdes: coluna C-18 (150 x 4,6 mm), fase movel
metanol:agua (50:50, v/v), detector UV — 230 nm, fluxo continuo de 1 ml min-1, temperatura
do forno de 35°C, corrida de 15 minutos e volume de injecao de 20 L.

De posse dos valores de concentragao de atrazina nos lixiviados, foram construidas
as curvas de eluigdo do pesticida.

Para a extracdo dos residuos extraiveis de atrazina do solo apds os ensaios de
lixiviagao, utilizou-se métodos adaptados de PEIXOTO et al (2000) e LUDOVICE (2003).
Amostras de 25 g de solo, em triplicata, foram secas ao ar, peneiradas em malha de 2 mm
de abertura e colocadas em erlenmeyers de 250 mL juntamente com 25 mL de metanol.
Apéds passarem 5 minutos em banho ultrassom, as amostras foram agitadas por 1 hora a
220 rpm e centrifugadas por 30 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi reservado € o
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procedimento repetido por mais duas vezes. Agrupou-se 0s sobrenadantes e foram
evaporados 10 mL a 40°C em evaporador rotativo até volume final de 1 mL, para a
determinagao de atrazina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Realizou-se o
mesmo procedimento de extracdo, em triplicata, para uma amostra de solo fortficada com 50
mg L-1 de atrazina, para determinagdo da porcentagem de recuperagdo do método. A
porcentagem de recuperacéo foi de 97,26%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 sdo apresentadas as curvas de elui¢cdo da atrazina (breakthrough curve
e acumulativa) para os tratamentos considerados, utilizando-se agua como solugao

percoladora.
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Figura 1. Curvas de eluicdo para a atrazina. Breakthrough curve (A) e acumulativa (B). Gy é
a concentracao inicial de atrazina aplicada; C é a concentragao de atrazina no lixiviado; AD
€ agua destilada.



A atrazina foi liberada constantemente desde o inicio da lixiviacdo e o breakpoint
ocorreu ao mesmo tempo em todos os tratamentos. Entretanto, as curvas breakthrough
curve para os tratamentos T1, T3 e T2 possuem um pico de concentragdo de atrazina mais
elevado quando comparadas a curva do tratamento T4 (Figura 1A). A concentragao total de
atrazina (C/C,) aumentou de 0,231 no tratamento T4 para 0,404, 0,423 e 0,531 nos
tratamentos T1, T2 e T3, respectivamente (Figura 1B), indicando aumento da lixiviacao de
atrazina nestes tratamentos.

Nos tratamentos sem adicdo de ARS (T2 e T4), o solo nao estéril (T4) apresentou
maior retencao de atrazina, onde possivelmente houve interacdo do herbicida com a matéria
organica do solo e as particulas de argila, diminuindo, assim, sua lixiviagao (Figura 2B).
Segundo Fay & Silva (2004), o processo de adsorcio inclui tanto a sor¢gdo na interface
sélido-liquido (superficie do mineral de argila), quanto a sor¢do no interior de uma matriz
sorbente (dentro da matéria organica), reduzindo a mobilidade de moléculas organicas no
solo.

No tratamento T2, com o solo estéril e adicao de agua destilada, o deslocamento da
atrazina foi mais elevado em relagdo ao tratamento T4 (sem esterilizagdo), aproximando-se
ao comportamento observado nos solos que receberam ARS. Este fato possivelmente
ocorreu devido ao processo de esterilizagdo em autoclave, pelo qual passou o solo do
tratamento T2. Nakagawa & Andréa (1997) citam que uma das formas de promover a
liberacao de residuos ligados de herbicidas no solo é pelo calor imido, devido ao efeito da
temperatura sobre a estrutura da matéria organica. Os autores citam Schnitzer & Khan
(1972), que verificaram que o material himico que compde o solo forma uma estrutura
polimérica com pontes de hidrogénio de diferentes dimensdes moleculares, dando origem a
uma peneira molecular capaz de aprisionar moléculas organicas, como é o caso dos
herbicidas. Assim, a temperatura elevada pode enfraquecer a estrutura da matéria organica
presente no solo, permitindo uma maior lixiviagao da atrazina.

Os tratamentos T1 e T3, com adicao de ARS, apresentaram valores mais elevados
de concentragdo de atrazina nos lixiviados. Estudos revelaram que a adicdo de matéria
organica dissolvida aos solos pode facilitar a lixiviagdo de pesticidas (SEOL & LEE, 2001;
SONG et al., 2008; THEVENOT et al., 2008). De fato, a ARS aplicada as colunas de solo
neste trabalho, possuia matéria organica dissolvida (representada pela DQO filtrada, na
Tabela 2), o que pode ter influenciado na maior movimentacéo de atrazina. A competicéo
entre o pesticida e a matéria organica dissolvida por sitios sortivos do solo pode contribuir
para o acréscimo da lixiviagao (LI et al., 2005; COX et al., 2007). Portanto, com o aumento
na concentragdo de matéria organica dissolvida, a taxa de dessorgdo também aumenta,
resultando em elevada lixiviagdo (SONG et al., 2008). Drori et al. (2005) avaliaram a
influéncia da matéria orgénica dissolvida no comportamento da atrazina no solo e

observaram menor sor¢do do herbicida e maior dessorgcdo em solos irrigados com aguas
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residudrias. Os autores concluiram que a matéria organica dissolvida adicionada ao solo via
agua residuaria modificou os sitios de sorcao disponiveis para a atrazina.

A ordem de apresentacdo dos residuos extraiveis de atrazina remanescentes no
solo apds o ensaio de lixiviagdo foi a seguinte: T1>T2>T4>T3 (Figura 2), indicando que a
presenca de matéria organica dissolvida na ARS aumentou a mobilidade de atrazina no solo
natural em estudo (T3).

50 A

Concentragdo de atrazina (mg kgl)
o

T1 T2 T3 T4

Tratamento

Figura 2. Concentracdo de atrazina nos residuos extraiveis apés o experimento de
lixiviacdo (médias de trés repeticoes).

No tratamento T4, apesar de ter ocorrido menor mobilidade de atrazina, foi
encontrada uma baixa quantidade de residuos extraiveis de atrazina no solo apés o ensaio
de lixiviacdo, sugerindo que houve uma possivel degradacdo durante o periodo de
incubacdo e/ou a formagdo de residuos ligados com a matéria organica do solo,
corroborando com resultados encontrados por outros autores (NAKAGAWA & ANDREA,
2000; QUEIROZ & MONTEIRO, 2000; PRZYBULEWSKA & SIENICKA, 2008).

CONCLUSOES

A aplicagéo de agua residudria da suinocultura em Latossolo Vermelho distroférrico,
acima da dosagem recomendada agronomicamente, proporcionou o aumento da lixiviacao
de atrazina no perfil do solo e, consequentemente, o risco de contaminacdo de aguas

subterraneas.
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DISSIPACAO E FORMACAO DE RESIDUOS LIGADOS DE ATRAZINA EM SOLO
SUBTROPICAL SOB APLICAGCAO DE AGUA RESIDUARIA DA SUINOCULTURA

RESUMO: Os efeitos da aplicacdo de agua residuaria da suinocultura (ARS) na dissipacao
de atrazina e formagao de residuos ligados em solo subtropical argiloso foram investigados
neste trabalho. O experimento foi conduzido em laboratério, sob condi¢cdes controladas,
onde amostras de um Latossolo Vermelho distroférrico receberam a aplicagéo de 168,61 mg
kg" de atrazina e foram incubadas durante 60 dias de acordo com os seguintes tratamentos:
T1 (Solo estéril + ARS); T2 (Solo estéril + agua destilada); T3 (Solo nao estéril + ARS) e T4
(Solo nao estéril + agua destilada). Os residuos extraiveis de atrazina e residuos ligados
foram extraidos e analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os resultados
mostraram que nao houve efeito da aplicacido de agua residuaria da suinocultura na
dissipagdo de atrazina. Entretanto, a adicdo de ARS ao solo favoreceu o aumento da
formacao de residuos ligados, o que pode aumentar a persisténcia da atrazina no ambiente
e diminuir sua biodisponibilidade.

PALAVRAS-CHAVE: herbicida, suino, degradacao, sor¢do, matéria organica.

INTRODUCAO

A atrazina € um herbicida triazinico utilizado para o controle de plantas daninhas de
folhas largas na cultura do milho. Sua estrutura quimica é representada por um anel
triazinico substituido com cloro, etilamina e isopropilamina, que a torna recalcitrante para
degradacao biolégica no ambiente (SCHOTTLER et al., 1994; COLLA et al., 2008; LIMA et
al., 2009). E o herbicida mais frequentemente detectado em daguas superficiais e
subterrdneas como resultado da lixiviagdo, escoamento superficial e drenagem de areas
agricolas (KLADIVKO et al., 1999; KIM, 2004; FAVA et al., 2007).

Em uma granja de suinos, a quantidade diaria de agua residuaria produzida
depende, dentre outros fatores, do niumero e da idade dos animais, da quantidade de agua
desperdicada na higienizacdo das baias e bebedouros, dejetos, residuos de ragéo, pélos,
poeira e outros materiais decorrentes do processo criatorio (OLIVEIRA et al., 2000; MATOS,
2005). Esses fatores associados determinam a concentracdo de sélidos, carga organica,
metais pesados, nutrientes e micro-organismos na agua residuaria, que definem, portanto, o
tipo de tratamento e armazenamento necessario para que a agua residuaria da suinocultura

(ARS) nao cause poluigdo ambiental.
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O uso de aguas residuarias no solo € uma pratica comum na agricultura e
proporciona melhorias nas propriedades fisico-quimicas e biol6gicas do solo, quando
aplicadas adequadamente. Na regido sul do Brasil é significativo o uso da ARS, apés
tratamento biologico, para a fertirrigacao de culturas agricolas como o milho, aproveitando-
se a agua para irrigagao e os nutrientes nela contidos. Entretanto, a aplicagdo de residuos
organicos no solo pode modificar o destino de pesticidas no ambiente devido ao teor e a
qualidade da matéria organica presente e a diversidade de micro-organismos (HUANG &
LEE, 2001; MULLER et al., 2007; KADIAN et al., 2008; WANG et al., 2009; AGUILERA et
al., 2009; OSMAN et al., 2009).

Estudos sobre os efeitos da aplicagdo de materiais organicos ao solo, na
degradacgao de atrazina, tém sido relatados por alguns pesquisadores (TOPP et al., 1996;
HOUOT et al., 1998; BIGWANEZA et al., 2003; TSUI & ROY, 2007; KADIAN et al., 2008;
AGUILERA et al., 2009). De forma geral, a degradacao da atrazina é favorecida pela adicao
de micro-organismos e nutrientes. Entretanto, quando qualquer tipo de material organico é
adicionado a um solo em que posteriormente é aplicado um herbicida, este material pode
influenciar no aumento da sorgdo devido a formagéo de residuos ligados com a matéria
organica adicional, diminuindo a biodisponibilidade e retardando a degradacao biologica
(ALVEY & CROWLEY, 1995; MASAPHY & MANDELBAUM, 1997; PRATA & LAVORENTI,
2000; WANG et al., 2009). Além disso, a aplicacdo de aguas residuarias ao solo pode
reprimir a acdo de micro-organismos degradadores de atrazina, seja pela incorporacao
adicional de nitrogénio inorganico ou pela competicdo entre as espécies de bactérias e
fungos (ALVEY & CROWLEY, 1995; SHAPIR et al., 2000; GHOSH & PHILIP, 2006).

Em ecossistemas subtropicais brasileiros, as pesquisas sobre os efeitos da adicao
de residuos orgéanicos no destino dos pesticidas no solo ainda sdo escassas. Desse modo, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a dissipacdo de atrazina e formagao de residuos nao-
extraives (residuos ligados), em solo subtropical argiloso ao qual foi adicionada agua

residuaria da suinocultura.

MATERIAL E METODOS

O solo utilizado no experimento, de textura argilosa e classificado como Latossolo
Vermelho distroférrico (EMBRAPA, 2006), foi coletado na cidade de Ubirata, PR, em area
sem histérico de aplicagdo de atrazina e com cobertura vegetal composta por gramineas,
sendo amostrado a uma profundidade de 0-20 cm. O solo teve restos de raizes removidas
manualmente, foi seco ao ar, destorroado e passado em peneira de 2 mm de abertura de
malha. Realizou-se a determinagcdo das caracteristicas fisico-quimicas do solo (Tabela 1),
de acordo com metodologia descrita por EMBRAPA (1997) e Tedesco et al. (1995).
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Tabela 1. Caracterizagéo do solo utilizado no experimento.

Areia Silte Argila CTC C M.O.
H (CaCl - - -
pH (CaCl) (kg (cmol; kg) (kg
5,20 150,00 250,00 600,00 11,77 17.81 30,63

A agua residudria da suinocultura (ARS) foi coletada em uma propriedade rural
localizada na cidade de Toledo, PR, tratada em biossistema integrado constituido por
biodigestor, tanque de sedimentacdo, duas lagoas de estabilizacdo, tanque de algas e
tanque de peixes. A amostra foi coletada em frasco estéril na saida da segunda lagoa de
estabilizacdo e caracterizada conforme analises fisico-quimicas apresentadas na Tabela 2,
de acordo com metodologia descrita por APHA, AWWA & WEF (1998).

Tabela 2. Caracterizagdo da agua residuaria da suinocultura.

DBO DQO coT NTK

pH (mg L")

7,22 627,70 1.965,00 377,00 710,00

DBO: demanda bioquimica de oxigénio; DQO: demanda quimica de oxigénio; COT: carbono orgénico total; NTK:
nitrogénio total Kjeldahl

Porcbes de 100 g de solo foram transferidas para frascos erlenmeyers de 250 mL.
As amostras foram umedecidas com um volume adequado de agua destilada estéril ou agua
residudria de suinocultura, de acordo com o tratamento, até elevacdo da umidade a 60% da
capacidade de campo. A capacidade de campo do solo foi determinada pela técnica do
torrao separado pela frente de molhamento (TSFM), conforme metodologia descrita por
Costa (1983). A incubacao foi conduzida no escuro, a temperatura de 23°C e agitagdo de
100 rpm, durante 60 dias.

Os tratamentos foram estabelecidos em esquema fatorial 2 x 2 em delineamento
inteiramente casualizado, com 5 repeticdes, totalizando 20 parcelas experimentais. Foram

considerados os seguintes tratamentos:

T1: Solo estéril + ARS

T2: Solo estéril + agua destilada

T3: Solo néo estéril + ARS

T4: Solo nao estéril + agua destilada

Nos tratamentos T1 e T2 o solo passou por esterilizacdo em autoclave, e em todos
os tratamentos foram aplicados 168,61 mg kg' de atrazina comercial. Durante o periodo de
incubacédo, a umidade do solo foi preservada em 60% da capacidade de campo pela adicao
de agua destilada estéril, conforme a pesagem dos frascos.
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Transcorridos os 60 dias de incubacao, realizou-se a extragdo dos residuos
extraiveis de atrazina do solo de acordo com métodos adaptados de Peixoto et al. (2000) e
Ludovice (2003). Amostras de 25 g de solo foram secas ao ar, peneiradas em malha de 2
mm de abertura e colocadas em erlenmeyers de 250 mL juntamente com 25 mL de metanol.
Apéds passarem 5 minutos em banho ultrassom, as amostras foram agitadas por 1 hora a
220 rpm e centrifugadas por 30 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi reservado e o
procedimento repetido por mais duas vezes. Agrupou-se 0s sobrenadantes e foram
evaporados 10 mL a 40°C em evaporador rotativo até volume final de 1 mL, para a
determinagao de atrazina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O solo foi
reservado para posterior extragdo dos residuos ligados.

Realizou-se 0 mesmo procedimento de extracdo descrito, em triplicata, para uma
amostra de solo fortificada com 50 mg L de atrazina, para determinacéo da porcentagem
de recuperacao do método. A porcentagem de recuperacao foi de 97,26%.

As amostras de solo, ap6s passarem pela extracdo de residuos extraiveis, foram
autoclavadas a 120°C e 9,8x10* Pa de pressdo, por 30 minutos, durante trés dias
consecutivos para liberacdo dos residuos ligados (NAKAGAWA & ANDREA, 1997).
Posteriormente, as amostras passaram pelo mesmo processo de extracdo com metanol,
como ja descrito.

A concentragdo de atrazina nos extratos foi determinada a partir de técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As amostras foram filtradas em unidade
filtrante com membrana de 0,45 um de poro e entdo injetadas no cromatégrafo nas
seguintes condigdes: coluna C-18 (150 x 4,6 mm), fase mével metanol:agua (50:50, v/v),
detector UV — 230 nm, fluxo continuo de 1 mL min™, temperatura do forno de 35°C, corrida
de 15 minutos e volume de inje¢ao de 20 pL.

A quantidade de atrazina dissipada foi calculada a partir da diferenga entre a
concentragao inicial de atrazina aplicada e a soma das concentragdes de residuos extraiveis
e residuos ligados apds o periodo de incubacao.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e teste de comparacao
entre médias, utilizando-se o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve interacdo entre os fatores em estudo para nenhum dos parametros
analisados, sendo que apenas a concentracdo média de residuos ligados apresentou
diferencga significativa entre os tratamentos.

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores médios para os residuos extraiveis,
residuos ligados e atrazina dissipada apés 60 dias de incubagédo. Os resultados para os
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residuos extraiveis corresponderam, nos tratamentos T1, T2, T3 e T4, a 43,3%, 54,3%,
45,4% e 37,1% da atrazina inicialmente aplicada ao solo, respectivamente. A quantidade de
residuos extraiveis remanescentes apds o periodo de incubacdo é um indicativo de
biodegradacao da atrazina e formacao de residuos ligados. O tratamento T4, em que o solo
nao passou pelo processo de esterilizagdo, apresentou 0 menor valor médio para residuos
extraiveis, indicando que houve degradacao biol6égica de atrazina. Esse resultado corrobora
com Munier-Lamy et al. (2002), que também observaram que a presenga da microbiota
natural do solo resultou na diminuicdo da quantidade de residuos extraiveis de atrazina apos
120 dias de incubagéo.

Tabela 3. Concentragdo média de residuo extraivel, residuo ligado e atrazina dissipada no
solo (em mg kg™") ap6s 60 dias de incubagao.

Residuo . . ) Atrazina
Tratamento o Residuo ligado L 3
extraivel dissipada
T1 73,24 ° 20,60 ° 74,78 °
T2 91,512 10,77 2 66,33 %
T3 76,59 2 23,92° 68,10 2
T4 62,622 13,60 ° 92,39°

As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, néo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo Teste
de Scott-Knott. 'CV: 22,55%; °CV: 22,67%; *CV: 23,58%.

De acordo com a Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), residuo
ligado € o nome dado as espécies quimicas originadas de pesticidas, que somente sao
passiveis de extracdo por métodos que alterem significativamente a natureza da molécula
e/ou da matriz, incluindo solo, plantas e animais (BARRACLOUGH et al., 2005).

A aplicagédo da agua residuaria da suinocultura ao solo influenciou a formacéo de
residuos ligados (Tabela 3). A matéria organica presente no solo, juntamente com a matéria
organica da ARS adicionada, promoveram o aumento na formacgao de residuos ligados de
atrazina. De acordo com Khan (1991), a matéria organica é o principal sitio de formacéao de
residuos ligados. O herbicida e seus produtos de degradagédo sao fortemente retidos pelas
fracbes humicas, provavelmente por um processo que envolve sor¢cdo as superficies
externas e penetragdo dos vazios internos das ligacdes entre as moléculas com arranjo
estrutural tipo peneira.

Estudos tém demonstrado aumento na formacéao de residuos ligados de herbicidas
em solos que receberam materiais organicos. Houot et al. (1998) relataram que a adigcao de
composto de residuos soélidos urbanos e residuos de palha compostada ao solo,
aumentaram a formagao de residuos nao-extraiveis de atrazina. Damin (2005) observou
maior formagao de residuos ligados de diuron em amostras de Latossolo Vermelho distréfico
de textura argilosa, adicionados com lodo de esgoto.
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Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos para a atrazina dissipada,
observando-se que o solo com a microbiota natural e sem a adicao de ARS (tratamento T4)
apresentou maior valor médio de dissipacdo de atrazina, além do menor valor médio de
residuo extraivel, evidenciando a degradacao biol6gica durante o periodo de incubacao. Em
experimento realizado por Nakagawa & Andréa (2000), a biomineralizacdo de atrazina foi
detectada apenas em solo com a microbiota natural, quando comparada ao solo esterilizado
e contaminado com cultura pura de Pseudomonas putida.

Nos solos que receberam ARS, a dissipacdo da atrazina foi menor quando
comparada ao solo natural (tratamento T4). A adicdo de materiais organicos ao solo pode
influenciar na taxa de degradacdo de atrazina, seja pelo provimento de nutrientes que
estimulam ou que reprimem 0s micro-organismos degradadores, ou pela redugdo da
biodisponibilidade da atrazina, devido ao aumento da sor¢ao de residuos de atrazina na
matéria organica adicional.

Observou-se que a formacao de residuos ligados foi maior nos tratamentos que
receberam ARS (T1 e T3), diminuindo a biodisponibilidade da atrazina no solo e dificultando
a mineralizacdo. Segundo Burauel & Flhr (2000), a formagédo de residuos ligados é de
grande importancia em estudos de destino dos pesticidas no ambiente, pois quando esses
residuos sdo formados, a biodisponibilidade é reduzida e, como consequéncia, reduz-se
também a sua dissipacao por via biol6gica. Autores tém reportado que a aplicacéo de ARS e
esgoto tratado ao solo, ndo apresentou efeito significativo na dissipacao de atrazina, em que
a adsorgao foi positivamente correlacionada com a quantidade de matéria orgénica nos
solos fertirrigados (MASAPHY & MANDELBAUM, 1997; BIGWANEZA et al., 2003).

Considerando os solos que receberam aplicacao de ARS, o solo estéril (T1)
apresentou maior valor de atrazina dissipada em relacdo ao solo nao estéril (T3), podendo
ter ocorrido competicao entre as espécies de micro-organismos envolvidas. A degradagao
de atrazina pode ser reforcada pelo sinergismo entre as espécies presentes na ARS e a
microbiota do solo, mas, por outro lado, a atividade de degradagao pode ser negativamente
influenciada por micro-organismos antagénicos do solo. O antagonismo nao esta ligado a
um Unico mecanismo de acao e sim com associacdées de mecanismos como antibiose,
competicdo por nutrientes, interagcdo direta com as espécies, predacdo ou inducao de
resisténcia (MENDEZ & MONDINO, 1999). Shapir et al. (2000) observaram que a adi¢cao de
lodo de esgoto ao solo juntamente com a fertirrigacdo com esgoto tratado, visando a
mineralizacao de atrazina, aumentaram a concorréncia entre as populacdes nativas do solo
e as bactérias adicionadas. Portanto, os micro-organismos do solo, mais adaptados ao meio
podem reprimir a atividade e talvez, até mesmo, a capacidade de sobreviver dos micro-
organismos adicionados via ARS.

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que houve dissipagédo de
atrazina também no solo estéril com apenas adicdo de agua destilada. Atividades abibticas,
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como reagdes quimicas de oxidacao, reducao e hidrolise, também podem contribuir para a
transformagdo e dissipacdo da atrazina no solo, além da degradagdo microbioldgica.
Segundo Prata (2002), o principal mecanismo de reagdo quimica na transformacdo de
pesticidas no solo é a hidrélise, que ¢é influenciada pelo valor do pH, temperatura e sorcao
do pesticida. Neste caso, no tratamento T2, a transformagéo da atrazina pode ter ocorrido
por processos quimicos como observado por outros autores (BLUMHROST & WEBER,1994;
ANDREA et al., 1997; HOUOT et al., 1998; NAKAGAWA & ANDREA, 2000).

CONCLUSOES

Os resultados deste estudo mostraram que nao houve efeito da aplicagao de agua
residudaria da suinocultura (ARS) na dissipacdo de atrazina em Latossolo Vermelho
distroférrico argiloso. A adicao de ARS ao solo favoreceu o aumentou da formacgado de
residuos ligados, o que pode aumentar a persisténcia da atrazina no ambiente e diminuir
sua disponibilidade as plantas e a degradacgao biolégica.

AGRADECIMENTOS

A Fundagao Araucéria de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do
Parana pelo financiamento do projeto, e a Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES) e ao Conselho Nacional Cientifico e Tecnologico (CNPq) por
concessao de bolsa de estudos.

REFERENCIAS

AGUILERA, P.; BRICENO, G.; CANDIA, M.; MORA, M.; DEMANET, R.; PALMA, G. Effect of
dairy manure rate and the stabilization time of amended soils on atrazine degradation.
Chemosphere, Kidlington, v.77, n.6, p.785-790, 2009.

ALVEY, S.; CROWLEY, D.E. Influence of organic amendments on biodegradation of atrazine
as nitrogen source. Journal of Environmental Quality, Madison, v.24, p.1156-1162, 1995.

ANDREA, M.; MATALLO, M.; TOMITA, R.; LUCHINI, L. Effect of the temperature on
dissipation of [14Clatrazine in a Brazilian soil. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia,
v.32, n.1, p.95-100, 1997.



18

APHA/AWWA/WEF. AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION. Standard methods
forthe examination of water and wastewater. 20th ed. Washington, 1998. 1.193 p.

BARRACLOUGH, D.; KEARNEY, T.; CROXFORD, A. Bound residues: environmental
solution or future problem? Environmental Pollution, Madison, v.133, p.85-90, 2005.

BIGWANEZA, P.; FORTIN, J.; ANTOUN, H.; NDAYEGAMIYE, A. Effect of long-term liquid
pig manure application on atrazine mineralization in a soil cultivated with maize. Biology and
Fertility of Soils, Heidelberg, v. 38, n.4, p.191-199, 2003.

BLUMHORST, M.; WEBER, J. Chemical versus microbial degradation of cyanazine and
atrazine in soils. Pesticide Science, Chichester, v.42, n.2, p.79-84, 1994.

BURAUEL, P.; FUHR, F. Formation and long-term fate of non-extractable residues in
outdoor lysimeter studies. Environmental Pollution, Oxford, v.108, n.1, p.45-52, 2000.

COLLA, L.; PRIMAZ, A.; LIMA, M.; BERTOLIN, T.; COSTA, J. Isolamento e selecdo de
fungos para biorremediacdo a partir de solo contaminado com herbicidas triazinicos.
Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v.32, n.3, p.809-813, 2008.

COSTA, M.P. Efeito da matéria organica em alguns atributos do solo. 1983. 137 f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) - Universidade de Sao Paulo, Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queroz”, Piracicaba, 1983.

DAMIN, V. Biodegrdacdo, sorcdo e dessorcdo do herbicida '*CDiuron em dois
latossolos tratados com lodo de esgoto. 2005. 83 f. Dissertagdo (Mestrado em
Agronomia) - Universidade de S&o Paulo, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queroz’,
Piracicaba, 2005.

EMBRAPA. EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA. Centro Nacional de
Pesquisas de Solos. Manual de métodos de analise de solo. 2.ed. Rio de Janeiro, 1997.
221 p.

EMBRAPA. EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA. Centro Nacional de
Pesquisas de Solos. Sistema brasileiro de classificacdo de solos. 2.ed. Rio de Janeiro,
2006. 306 p.



19

FAVA, L.; ORRU, M.; SCARDALA, S.; FUNARI, E. Leaching potential of carbamates and
their metabolites and comparison with triazines. Microchemical Journal, New York, v.86,
n.2, p.204—-208, 2007.

GHOSH, P.; PHILIP, L. Environmental significance of atrazine in aqueous systems and its
removal by biological processes: an overview. Global NEST Journal, Greece, v.8, n.2,
p.159-178, 2006.

HOUOT, S.; BARRIUSO, E.; BERGHEAUD, V. Modification to atrazine degradation
pathways in loamy soil after addition of organic amendments. Soil Biology and
Biochemistry, Oxford, v.30, n.4, p.2147-2157, 1998.

HUANG, X.; LEE, L. Effects of dissolved organic matter from animal waste effluent on
chlorpyrifos sorption by soils. Journal of Environmental Quality, Madison, v.30, p.1258—
1265, 2001.

KADIAN, N.; GUPTA, A.; SATYA, S.; MEHTA, R.; MALIK, A. Biodegradation of herbicide
(atrazine) in contaminated soil using various bioprocessed materials. Bioresource
Technology, Oxon, v.99, n.11, p.4642-4647, 2008.

KHAN, S.U. Bound (nonextractable) pesticide degradation products in soils. In:
SOMASSUNDARAM, L.; COATS, J.R. Pesticide transformation products: fate and
significance in the environment. Washington: ACS, 1991. p.108-121.

KIM, Y. Adsorption, desorption and movement of napropamide in soils. KSCE Journal of
Civil Engineering, Korea, v.8, n.6, p.619-623, 2004.

KLADIVKO, E.; GROCHULSKA, J.; TURCO, R.; VAN SCOYOC, G.; EIGEL, J. Pesticide and
nitrate transport into subsurface tile drains of different spacing. Journal of Environmental
Quality, Madison, v.28, p.997—-1004, 1999.

LIMA, D.; VIANA, P.; ANDRE, S.; CHELINHO, S.; COSTA, C.; RIBEIRO, R.; SOUSA, J;
FIALHO, A.; VIEGAS, C. Evaluating a bioremediation tool for atrazine contaminated soils in
open soil microcosms: the effectiveness of bioaugmentation and biostimulation approaches.
Chemosphere, Kidlington, v.74, n.2, p.187-192, 2009.

LUDOVICE, M.T.F. Influéncia de faixa filtro de Brachiaria decumbens na retencao de
atrazina, nutrientes e sedimentos em escoamento superficial. 2003. 163 f. Tese



20

(Doutorado em Engenharia Agricola) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Engenharia Agricola, Campinas, 2003.

MASAPHY, S.; MANDELBAUM, R. Atrazine mineralization in slurries from soils irrigated with
treated wastewater. Applied Soil Ecology, Amsterdan, v.6, n.3, p.283-291, 1997.

MATOS, A.T. Tratamento de residuos agroindustriais. Vigosa: Fundacdo Estadual do
Meio Ambiente. 2005. 34 p.

MENDEZ, S.; MONDINO, P. Control biologico postcosecha en Uruguay. Horticultura
Internacional, v.7, p.29-36, 1999.

MULLER, K.; MAGESAN, G.: BOLAN, N. A critical review of the influence of effluent
irrigation on the fate of pesticides in soil. Agriculture, Ecosystems and Environment,
Amsterdan, v.120, n.2-4, p.93-116, 2007.

MUNIER-LAMY, C.; FEUVRIER, M.P.; CHONE, T. Degradation of 14C-Atrazine bound
residues in brown soil and rendzina fractions. Journal of Environmental Quality, Madison,
v.31, p.241-247, 2002.

NAKAGAWA, L.; ANDREA, M. Liberacéo de residuos ligados de atrazina de solos por meio
de esterilizagdo por autoclavagem e radiagcdo gama. Revista Brasileira de Ciéncia do
Solo, Vigosa, v.21, p.707-710, 1997.

NAKAGAWA, L.; ANDREA, M. Degradacdo e formagdo de residuos nao-extraiveis ou
ligados do herbicida atrazina em solo. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 35,
n.8, p.1509-1515, 2000.

OLIVEIRA, R.; CAMPELO, P.; MATOS, A.; MARTINEZ, M.; CECON, P. Influéncia da
aplicacdo de aguas residuarias de suinocultura na capacidade de infiltracdo de um solo
podzoélico vermelho-amarelo. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental,
Campina Grande, v.4, n.2, p.263-267, 2000.

OSMAN, K.; AL-REHIAYANI, S.; AL-DEGHAIRI, M.; SALAMA, A. Bioremediation of oxamyl
in sandy soil using animal manures. International Biodeterioration & Biodegradation,
Birmingham, v.63, n.3, p.341-346, 2009.



21
PEIXOTO, M., LAVORENTI, A., REGITANO, J., TORNISIELO, V. Degradagéo e formagéao

de residuos ligados de "C-atrazina em Latossolo Vermelho Escuro e Glei Himico. Scientia
Agricola, Piracicaba, v.57, n.1, p.147-151, 2000.

PRATA, F. Comportamento do glifosato no solo e deslocamento miscivel de atrazina.
2002. 161 f. Tese (Doutorado em Agronomia) - Universidade de Sao Paulo, Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queroz”, Piracicaba, 2002.

PRATA, F.; LAVORENTI, A. Comportamento de herbicidas no solo: influéncia da matéria
organica. Biociéncias, Taubaté, v.6, n.2, p.17-22, 2000.

SCHOTTLER, S.; EISENREICH, S.; CAPEL, P. Atrazine, alachlor, and cyanazine in a large
agricultural river system. Environmental Science and Technology, Missouri, v.28, p.1079-
1089, 1994.

SHAPIR, N.; MANDELBAUM, R.; FINE, P. Atrazine mineralization by indigenous and
introduced Pseudomonas sp. strain ADP in sand irrigated with municipal wastewater and
amended with composted sludge. Soil Biology and Biochemistry, Oxford, v.32, n.7 p.887-
897, 2000.

TEDESCO, M.J.; GIANELLO, C.; BISSANI, C.A.; BOHNEN, H.; VOLKWEISS, S.J. Analises
de solo, plantas e outros materiais. 2 ed. Porto Alegre: Departamento de Solos, UFRGS,
1995. 174 p.

TOPP, E., TESSIER, L., GREGORICH, E. Dairy manure incorporation stimulates rapid
atrazine mineralization in an agricultural soil. Canadian Journal of Soil Science, Ottawa,
v.76, p.403-409, 1996.

TSUI, L.; ROY, W. Effect of compost age and composition on the atrazine removal from
solution. Journal of Hazardous Materials, Amsterdan, v.139, n.1, p.79-85, 2007.

WANG, H.; LI, Y.; LU, Y.; HUANG, C.; ZHANG, M.; WANG, X. Influence of bovine manure
on dissipation of hexazinone in soil. Ecotoxicology and Environmental Safety, New York,
v.72, n.1, p.93-98, 2009.



22

ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DE MICRO-ORGANISMOS DE AGUA RESIDUARIA
DA SUINOCULTURA VISANDO BIORREMEDIAGCAO DE SOLOS CONTAMINADOS COM
ATRAZINA

RESUMO

A atrazina é um herbicida triazinico, empregado largamente na agricultura para o controle de
plantas daninhas nas culturas de milho e cana-de-acucar. Entretanto, gracas ao seu alto
potencial de escoamento e elevada persisténcia nos solos, a atrazina é considerada um
contaminante ambiental. Técnicas de biorremediagdo, com a utilizagdo de micro-organismos
degradadores, vém sendo estudadas para o auxilio na descontaminag¢éo de solos agricolas.
Neste trabalho foram isolados e identificados micro-organismos presentes na é&gua
residudria da suinocultura (ARS), resistentes e com capacidade de crescimento em meio
contendo atrazina. Os micro-organismos foram cultivados, em condi¢cdes controladas, em
meio liquido contendo 0,01 e 0,1 g L de atrazina e repicados em meio sélido contendo 10
mg L' de atrazina. Foram isoladas trés bactérias do género Corynebacterium spp e trés
fungos das espécies Cladosporium cladosporioide, Rhizopus stolonifer e Penicillium
purpurogenum com resisténcia ao herbicida. O crescimento das bactérias e fungos em meio
enriguecido com atrazina, indicou a possibilidade de utilizagdo desses micro-organismos na

biorremediacao de solos contaminados com atrazina.
Palavras-chave: herbicida, suino, biodegradacao, bactérias, fungos.
INTRODUCAO

A atrazina & um herbicida triazinico utilizado para o controle pré e p6s-emergente
de gramineas e folhas largas nas culturas do milho, sorgo e cana-de-acucar (CORREIA &
LANGENBACH, 2006). Os pesticidas tém sido usados na agricultura com o objetivo de se
obter maior produtividade das culturas. Entretanto, apenas uma pequena quantidade do
agroquimico langado ao campo atinge o alvo especifico, enquanto o restante da aplicacao
tem potencial para se movimentar no solo, podendo atingir aguas superficiais e
subterraneas. Os resultados de alguns trabalhos tém revelado a presenga de niveis
alarmantes de atrazina e seus produtos de degradacdo em solos e aguas superficiais e
subterraneas (HALLBERG, 1989; CLAVER et al., 2006; HILDEBRANDT, 2008).

A molécula de atrazina, formada por um anel aromatico heterociclico clorado e N-
alquilado, ndo é facilmente biodegradada, porém micro-organismos tém demonstrado
capacidade para metabolizar parcial ou totalmente a molécula, levando a formagéao de NHs e
CO, (UETA et al, 2001; WACKETT et al., 2002). Tecnologias que utilizam sistemas



23

biolégicos para biodegradagcdo de residuos perigosos podem ser aplicadas na
descontaminagado de solos agricolas. A biorremediagdo € um processo no qual organismos
vivos, normalmente plantas ou micro-organismos, sao utilizados para remover e reduzir
poluentes no ambiente (Gaylarde et al., 2005).

No contexto microbiolégico, a agua residuaria proveniente da suinocultura possui
certa diversidade microbiana incluindo fungos e bactérias, sendo que alguns desses micro-
organismos possuem uma alta capacidade de metabolismo e amplo espectro de tolerancia a
fatores ambientais diversos (WIECHETECK et al., 2004). Portanto, o isolamento e a selecao
de linhagens microbianas, presentes na agua residudria de suinocultura, que possuem
habilidade em degradar atrazina e a possibilidade de seu uso direto ou apds processo de
microencapsulacdo, na biorremediagdo de areas agricolas contaminadas, € um trabalho
interessante quando se utiliza solos tropicais e sub-tropicais submetidos a agricultura
intensiva.

Considerando a real escassez de trabalhos na literatura que realizaram o
isolamento de micro-organismos de Aaguas residuarias que possuem resisténcia e
capacidade de degradacéo de pesticidas, este trabalho teve por objetivo isolar e identificar
bactérias e fungos presentes na ARS que possam ser utilizados em técnicas de
biorremediagao de atrazina em solos agricolas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Agua residuaria da suinocultura

A agua residuaria da suinocultura foi coletada em uma propriedade rural localizada
na cidade de Toledo, PR, tratada via biossistema integrado constituido por biodigestor,
tanque de sedimentacgéo, duas lagoas de estabilizagédo, tanque de algas e tanque de peixes.
Amostras foram coletadas em frascos estéreis na saida da primeira lagoa de estabilizacao,
sendo realizadas duas coletas, uma para cada batelada do experimento.

2.2. Meio liquido

A composicdo da solugdo mineral (por litro de agua destilada) para a primeira
batelada de ensaios, de acordo com Vargha et al. (2005), foi a seguinte: 0,8 g de KoHPOy;
0,2 g de KH,PQO,; 0,5 g de NaCl; 0,1 g de MgSQy,; 0,4 g de CaCl,; 0,02 g de FeSQ4; 0,01 g
de MnSO;.

Para que houvesse uma melhor adaptagéo inicial dos micro-organismos ao meio

contendo atrazina, realizou-se uma segunda batelada de ensaios em condi¢des diferentes,
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entretanto com a mesma composicao do meio de cultura ja citada, adicionando-se 1,73 g de
NH;H.PO, e 2,5 ml de glicose a 40%.

2.3. Atrazina
Foi utilizada a atrazina comercial Atranex 500 SC® com concentragdo de 500 g L.
2.4. Primeira batelada

Na primeira batelada de ensaios, foram utilizados frascos erlenmeyers de 250 mL,
contendo 100 mL de solugdo mineral e atrazina na concentracdo de 0,01 g L™ como Unica
fonte de carbono e nitrogénio. Inoculou-se dez frascos com um mL de agua residuaria da
suinocultura. A incubacado seguiu por 15 dias a 100 rpm e temperatura entre 25 e 30°C.
Apos esse periodo, foram repicados 0,1 mL do meio contido nos frascos erlenmeyers em
placas de Petri contendo a mesma solugdo mineral e concentracdo de atrazina, mais 1,5%
de agar-agar. Repicou-se cinco placas de cada frasco erlenmeyer e incubou-se a 28°C por
72 horas, com o intuito de observar-se o possivel crescimento dos micro-organismos

resistentes a presenca da atrazina.
2.5. Segunda batelada

Na segunda batelada de ensaios, utilizou-se a mesma quantidade de frascos e
solugdo mineral; entretanto, adicionou-se fosfato de aménio monobasico e glicose e
aumentou-se a concentracdo de atrazina para 0,1 g L. A incubagdo dos frascos seguiu a
150 rpm e 28°C durante 15 dias, sendo que a cada sete dias realizou-se a repicagao nas
placas.

2.6. Isolamento e identificacdo dos micro-organismos resistentes a atrazina

Ap6s a incubacdo das placas preparadas na primeira e segunda batelada,
observou-se 0 crescimento dos micro-organismos resistentes. As bactérias isoladas foram
mantidas em meio sélido composto por solugcdo mineral, atrazina (10 mg L) como unica
fonte de carbono e nitrogénio, e acrescido de agar (1,5%). As bactérias que apresentaram
melhor crescimento das colénias neste meio foram submetidas a testes fisiolégicos e
bioquimicos.

A caracterizagcdo morfolégica das bactérias foi feita pelo tamanho e agrupamento
das células, presenca ou auséncia de esporos e pela coloragdo de Gram. Na caracterizagao
das col6nias bacterianas observou-se o tamanho, a forma, o bordo, a superficie e a
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cromogénese. Para a caracterizacdao bioquimica foram realizados os seguintes testes:
hemolise em agar sangue, producgao de gas sulfidrico (H2S), producdo de gas, fermentacao
de carboidratos (manitol, sacarose, glicose e lactose), producdo de catalase, teste de
Voges-Proskauer (VP), hidrolise da gelatina, reducao do nitrato, motilidade, metabolismo da
glicose (O/F), producao de oxidase, produgcdo de urease, crescimento em meio TSB a 37 e
42°C, descarboxilagdo da lisina e arginina, desaminacdo da fenilalanina e utilizacdo do
Citrato de Simmons. A identificacdo das bactérias foi realizada de acordo com o Manual de
Bergey (HOLT et al., 1994).

Os fungos filamentosos isolados foram mantidos no mesmo meio sélido utilizado
para as bactérias, sendo que os que apresentaram melhor crescimento foram identificados
na Fundacéo Osvaldo Cruz (Fiocruz), a partir da observacdo das estruturas microscépicas

produzidas em microcultivo.

3. RESULTADOS

3.1. Selecéo e identificacao de bactérias

Nas duas bateladas de ensaios foi observado crescimento de micro-organismos
resistentes a presenca de atrazina no meio. Trés col6nias de bactérias (isolados B1, B2 e
B3), que apresentaram maior densidade de massa celular na presenca de atrazina, foram
identificadas como cocobacilos gram positivos, ndo formadores de esporos.

Em &gar nutriente, as colénias do isolado B1 apresentaram forma ndo delimitada,
consisténcia cremosa, muco e coloragdo vermelha. O isolado B2 apresentou colénias de
consisténcia cremosa, com muco, rugosas € de coloracdo bege. Ja o isolado B3 possuia
colénias com consisténcia cremosa, muco, lisas e coloragao bege.

Nenhuma das bactérias isoladas apresentou atividade hemolitica em meio agar
sangue, nem desaminacado da fenilalanina. As trés bactérias isoladas demonstraram
capacidade em descarboxilar lisina e arginina, e teste positivo para producédo de urease,
hidrélise da gelatina, reducao de nitrato, VP e utilizacdo do citrato como Unica fonte de
carbono.

Todos os isolados fermentaram os carboidratos utilizados nos testes de
fermentacéao (Tabela 1).
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Tabela 1 Prova bioquimica de fermentacao de carboidratos pelas bactérias isoladas

Carboidrato

Isolado
Manitol Sacarose Glicose Lactose
B1 + + + +
B2 + + + +
B3 + + + +

As bactérias isoladas apresentaram crescimento em temperatura de 37°C,
entretanto na temperatura de 42°C ndo houve desenvolvimento das coldnias (Tabela 2),

sendo que todas metabolizaram a glicose por via fermentativa e ndo oxidativa (Tabela 3).

Tabela 2 Crescimento bacteriano em diferentes temperaturas

Temperatura (2C)

Isolado
37 42
B1 + -
B2 + -
B3 + -

Os isolados B2 e B3 apresentaram motilidade positiva e o isolado B1 apresentou
motilidade negativa. Nenhuma das bactérias produziu H.S e todas manifestaram habilidade
em produzir a enzima catalase. Somente o isolado B2 apresentou oxidase positiva e
producao de gas (Tabela 3).

Tabela 3 Caracteristicas bioquimicas das bactérias isoladas

Producao Producao

Isolado Catalase Oxidase O/F Motilidade )
de gas de H,S

B1 + - F - - -
B2 + + F + + -
B3 + - F + - -

O/F: metabolismo oxidativo/fermentativo.

Os resultados das caracteristicas morfolégicas e bioquimicas sugerem que as
bactérias isoladas pertencem ao género Corynebacterium spp.
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3.2. Selecao e identificacao de fungos

Foram isolados trés colénias de fungos filamentosos (F1, F2 e F3) com possivel
habilidade para biodegradacdo de atrazina. A realizacdo da analise microscépica dos
micélios, apds microcultivo, possibilitou a identificagdo dos fungos filamentosos.

Os isolados F1, F2 e F3 foram identificados como Cladosporium cladosporioide,

Rhizopus stolonifer e Penicillium purpurogenum, respectivamente.

4. DISCUSSAO

4.1. Selecéo e identificacao de bactérias

As bactérias isoladas neste trabalho sdo sugestivas do género Corynebacterium
spp. As espécies pertencentes a esse género sdo em sua maioria catalase positiva,
comumente aerdbias ou anaerdbias facultativas, fermentadoras de glicose e outros
carboidratos e sdo encontradas amplamente no solo e aguas (COLLINS & CUMMINS, 1986;
HOLT et al., 1994).

Bactérias do género Corynebacterium spp tem demonstrado habilidade na
biodegradacdo de compostos aromaticos (BARBIERI, 1997; JACQUES et al., 2007),
residuos petroquimicos (BARBOSA et al.,, 2007) e pesticidas (COSTA et al.,, 2009),
indicando seu potencial para o uso em biorremediagdo de solos contaminados.

4.2. Selecao e identificacao de fungos filamentosos

No presente estudo, fungos filamentosos das espécies Cladosporium
cladosporioide, Rhizopus stolonifer e Penicillium purpurogenum, presentes na ARS e com
tolerancia e possivel habilidade em biodegradar atrazina, foram isoladas. Algumas espécies
de fungos filamentosos dos géneros Cladosporium sp, Rhizopus sp e Penicillium sp tem sido
isoladas de solos contaminados e residuos, demonstrado alta capacidade de degradacao de
pesticidas (BORDJIBA et al, 2001; KODAMA et al., 2001; LIU et al., 2004; MARTINEZ et al.,
2008), hidrocarbonetos aromaticos (CERNIGLIA, 1997; SILVA e MONTEIRO, 2000),
petroleo (PEREIRA et al., 2004), entre outros xenobibticos.

Isolados de fungos Penicillium sp e Rhizopus sp com pouca sensibilidade a atrazina
e degradacdo parcial da molécula foram relatados por Ueta et al. (2001) e Colla et al.
(2008).

As bactéria e fungos filamentosos isolados da ARS neste trabalho, apresentaram
resisténcia a presencga de atrazina e capacidade de crescimento em meio contendo 100 ppm
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de atrazina, indicando que esses micro-organismos podem ser usados na biorremediacao

de residuos do herbicida.
4.3. Conclusoes

Os resultados demonstraram a existéncia de micro-organismos com possivel
capacidade de degradacdo de atrazina na ARS. O crescimento de bactérias e fungos
filamentosos em meio de cultura com atrazina indicou a possibilidade de utilizacao desses
micro-organismos na biorremediacao de solos contaminados com atrazina.
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