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RESUMO

O herbicida atrazina € amplamente utilizado na América do Sul para o controle de
ervas daninhas em diversas culturas, como milho, sorgo, cana-de-agucar e
paisagismo. Sua presenga como contaminante em solos agricolas e aguas
subterraneas e superficiais levanta preocupagdes ambientais devido a sua
persisténcia e tempo de vida meédia. Embora a degradagdo da atrazina ocorra
naturalmente no solo, tanto por fatores abi6ticos quanto bidticos, ainda ha incertezas
sobre seu comportamento frente as comunidades bacterianas locais. Nesse contexto,
este estudo teve como objetivo avaliar a degradagédo da atrazina utilizando cinco
bactérias (CCMIBA 1.2; 2; 3; 4 e 5), isoladas de solos agricolas com histérico de
exposi¢cao ao herbicida por mais de 10 anos. Os isolados estdo depositados na
Colegao de Cultura de Microrganismos de Importancia Biotecnolégica e Ambiental
(CCMIBA) da Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana (UNILA). No
presente estudo foram selecionados, com base na literatura, quatro variaveis
independentes, ou seja, condigdes que podem impactar no potencial de degradacao,
sendo: concentragao do indculo, concentragao da atrazina, NH4Cl e pH. Os ensaios
forma delineados a partir de um planejamento experimental fracionario 2°%'. Os
ensaios que apresentaram melhores crescimento foram selecionados para avaliagéao
da fitotoxicidade e degradagéo da atrazina: ensaio 4 (sem sacarose e, pH 9), e ensaio
17 (com sacarose, NH4Cl e pH 7). A degradagao foi avaliada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), revelando uma degradacéo total de 99% no ensaio
4 e 100% no ensaio 17. Entretanto, os testes de fitotoxicidade com sementes de
pepino, indicaram manutencédo da toxicidade, mesmo apds a degradagao, devido
possivelmente a presengca de metabdlitos toxicos, sugerindo auséncia de
mineralizacdo da atrazina. Os resultados deste estudo apontam para o potencial da
bactéria estudada podera ser utilizada na biorremediagao da atrazina e sugerem para
estudos posteriores a otimizagao no processo de degradagao, bem como o uso de um
consorcio bacteriano como uma alternativa promissora para a degradagao completa
deste poluente, reduzindo sua toxicidade.

Palavras-chave: biorremediacéo; herbicida; contaminagéo; microrganismos; pesticida.



ABSTRACT

The herbicide atrazine is widely used in South America for weed control in various
crops, such as corn, sorghum, sugarcane, and landscaping. Its presence as a
contaminant in agricultural soils and groundwater and surface waters raises
environmental concerns due to its persistence and average lifespan. Although the
degradation of atrazine occurs naturally in the soil, both through abiotic and biotic
factors, there are still uncertainties about its behavior in relation to local bacterial
communities. In this context, this study aimed to evaluate the degradation of atrazine
using five bacteria (CCMIBA 1.2; 2; 3; 4, and 5), isolated from agricultural soils with a
history of exposure to the herbicide for over 10 years. The isolates are deposited in the
Collection of Culturally Important Microorganisms of Biotechnological and
Environmental Interest (CCMIBA) at the Federal University for Latin American
Integration (UNILA). In the present study, based on the literature, four independent
variables were selected, i.e., conditions that could impact the degradation potential,
namely: inoculum concentration, atrazine concentration, NH4ClI, and pH. The assays
were designed based on a fractional 25 experimental design. The assays that showed
the best growth were selected for evaluation of phytotoxicity and atrazine degradation:
assay 4 (without sucrose, and pH 9) and assay 17 (with sucrose, NH4Cl, and pH 7).
The degradation was evaluated by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC),
revealing a total degradation of 99% in assay 4 and 100% in assay 17. However,
phytotoxicity tests with cucumber seeds indicated the maintenance of toxicity, even
after degradation, possibly due to the presence of toxic metabolites, suggesting a lack
of atrazine mineralization. The results of this study indicate the potential of the studied
bacteria to be used in the bioremediation of atrazine and suggest for further studies
the optimization of the degradation process, as well as the use of a bacterial
consortium as a promising alternative for the complete degradation of this pollutant,
reducing its toxicity.

Keywords: bioremediation; herbicide; contamination; microrganisms; Pesticide.
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1 INTRODUGAO

Os herbicidas s&o uma categoria de agroquimicos fundamentais para otimizar
a agricultura, com destaque para a atrazina, um herbicida amplamente utilizado em
diversos paises para controlar o crescimento de plantas daninhas nas lavouras,
devido a sua notavel eficiéncia e custo economicamente vantajoso (CAMPANARI,
2017). A atrazina é extensivamente empregada no Brasil desde aproximadamente
1958 (VAIL et al., 2014), sendo classificada toxicologicamente como de classe Il
(possivel cancerigeno para o ser humano), e classificagdo do potencial de
periculosidade ambiental de classe Il (produto muito perigoso ao meio ambiente),
conforme a classificacdo da United States Environmental Protection Agency (USEPA).

Devido aos grupos de cloreto e N-alquila, a atrazina tem degradagao lenta no
meio ambiente, com uma meia-vida variando de 13 a 260 dias no solo (USEPA, 2006).
A atrazina € moderadamente a altamente soluvel em agua e tem um coeficiente de
adsorcdo no solo relativamente baixo (ARIAS-ESTEVEZ et al., 2008). Assim sendo,
apos ser aplicada em areas cultivadas, pode ser transportada para lengois freaticos
ou aguas superficiais, causando poluicdo nesses ambientes e alterando a ecologia e
as interacoes biolégicas dos organismos que vivem nesses ecossistemas (JAMIL et
al., 2011).

Portanto, em areas contaminadas com atrazina, os microrganismos nativos
podem adquirir a capacidade de decompor essa molécula (SINGH et al., 2017),
podendo ser empregada como fonte de carbono e/ou nitrogénio por esses
microrganismos, seja por vias metabdlicas aerdbicas ou anaerdbicas, tanto no proprio
local (in situ) quanto em condigdes controladas em laboratério (ARIOLE &
ABUBAKAR, 2015).

Apesar da alta estabilidade da molécula da atrazina e de sua elevada
resisténcia ao ataque microbiano, varios géneros capazes de degradar atrazina ja
foram isolados, como as linhagens de Pseudomonas (FERNANDES et al., 2018),
Acinetobacter (SINGH et al., 2004), Arthrobacter (WANG & XIE, 2012), e Citrococcus
(YANG et al., 2018), capazes de utilizar a atrazina como fonte de carbono, além de
nitrogénio.

Em bactérias, € comum que a degradacao inicial da atrazina inicia com a
descloragao da molécula por desalogenacgao hidrolitica com consequente formagéao

de hidroxiatrazina (MANDELBAUM et al., 1993), que é convertida, por sua vez, em N-
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isopropilamelida por desaminacgao, todas essas rotas conduzem para a formacéao de
acido cianurico, que depois é mineralizado em agua, aménia e CO2 (SAGARKAR et
al., 2013).

Estudos recentes demonstraram o sucesso no isolamento de microrganismos
em solos que foram previamente expostos ao herbicida. Isso tem acelerado a
formacdo de novas linhagens bacterianas, levando ao surgimento de variantes
capazes de degradar a atrazina. Essa caracteristica pode resultar em avangos
significativos nas pesquisas de biorremediacdo de herbicidas em solos agricolas
(SAGARKAR et al., 2016; NICODEMO, 2021).

Assim sendo, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia na degradacao
da atrazina por bactérias isoladas de solo agricola com mais de 10 anos de historico
de utilizagdo deste herbicida, oferecendo uma contribuicdo significativa para o
desenvolvimento de estratégias de biorremediacédo e controle da poluicdo causada

por esse herbicida.
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2 OBJETIVOS

21 Objetivo geral

Avaliar a capacidade de degradagdo do herbicida atrazina, por bactérias
depositadas na Colegéo de Cultura de Microrganismos de Importancia Biotecnologica
e Ambiental da Unila (CCMIBA) e isoladas de um solo agricola da regidao de
Toledo/PR.

2.2 Objetivos Especificos

e Reativar os isolados e determinar a pureza e viabilidade das -culturas
bacterianas;

e Cultivar as bactérias em meio liquido contendo atrazina frente a diferentes
condic¢des de cultivo;

e Selecionar os ensaios com maior crescimento para avaliagdo da degradagéo;

e Quantificar a atrazina degradada nos ensaios selecionados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Avaliar a toxicidade dos ensaios selecionados usando Cucumis sativus como
modelo de fitoxicidade;

e Determinar a eficiéncia de biodegradagao da atrazina pela bactéria isolada.



16

3 JUSTIFICATIVA

No Brasil, a atrazina figura entre os cinco agrotoxicos mais comercializados
no periodo de 2008 a 2021 (MATIAS et al., 2021). Segundo o CEPEA (Centro de
Estudos Avangcados em Economia Aplicada), os agroquimicos tém contribuido
significativamente para o Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro nos ultimos anos,
atingindo uma participacdo de 20,5% em 2021 (FUZIWARA, 2023). Com esse
aumento, € evidente o incremento no consumo destes produtos tanto no mercado
interno brasileiro quanto nas exportagées, acompanhado do surgimento de novos
produtos que tém sido desenvolvidos e patenteados, alcangcando em 2021 um recorde
de 562 produtos agroquimicos inéditos, representando o maior numero da historia do
pais (FUZIWARA, 2023).

A atrazina, vetada na Unido Europeia desde os anos 90, € um herbicida
persistente no solo que se encontra em altas concentragbes em aguas superficiais e
subterraneas devido a sua alta solubilidade e potencial de lixiviagdo. Isso causa
desequilibrios nos ecossistemas e forma plumas de contaminagdao devido a sua
mobilidade. A principal preocupacao é a persisténcia ambiental da atrazina, que leva
a bioacumulagao, toxicidade crénica e exposigdo dos organismos vivos (PROSEN et
al., 2012; DA SILVA, 2020; FUZIWARA, 2023).

Nesse contexto, € muito importante caracterizar os organismos bacterianos
presentes no solo e assim buscar alternativas para a biorremediacéao de solos
contaminados ou elaborar estratégias para aprimorar a degradacgao biética durante o
cultivo agricola. Isso contribui para reduzir a concentragdo do poluente passivel de

lixiviagdo, assim como de seus compostos intermediarios nocivos.



17

4 REVISAO LITERARIA
41 Atrazina

Composto conhecido quimicamente (2-cloro-4-etilamino- 6-isopropilamino-s-
triazina), férmula bruta (CsH14CINs) (figura 1), pertencentes a familia das s-triazinas
(CORREIA & LANGENBACH, 2006), é um herbicida aromatico de amplo espectro,
sua principal funcéo € o controle de gramineas e plantas daninhas de folhas largas,
seu uso teve inicio na década de 1950 (DONNELLY, 1993; COOPER et al., 2007), e
atualmente € utilizado especialmente nos paises produtores de graos, como
Argentina, Estados Unidos e Brasil (COLLA et al., 2008). Este herbicida é soluvel em
alguns solventes organicos como éter, acetona, benzeno, cloroférmio, etanol e acetato
de etila (MARCHESAN, 2016).

Figura 1- Férmula molecular da atrazina
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Fonte: National Center for Biotechnology Information (2024)

Por ser um composto polar, devido a configuracdo de seu anel aromatico, a
solubilidade em agua é independente do pH da solugéo; no entanto, apresenta maior
solubilidade em solugdes com pH abaixo de 2 (JAVARONI et al., 1999; KOOKANA et
al., 2008; DA SILVA, 2020).

As propriedades da atrazina resultam da moderada mobilidade e elevada
persisténcia, contribuindo para a acumulagdo a niveis contaminantes tanto na
superficie como em profundidade nos solos, e potencialmente atingindo aguas
superficiais e subterraneas (PROSEN, 2012).
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Os subprodutos da atrazina mais comumente encontrados no meio ambiente
sdo: Desetilatrazina (DEA), Desisopropilatrazina (DIA), didealquilatrazina (DDA),
desetilhidroxiatrazina (DEHA) e hidroxiatrazina (HA), Entre esses o DEA e o DIA, séo
mais toxico e prevalente em mananciais superficiais e subterraneos, devido a sua
elevada solubilidade em agua (LOSS & NIESSNER, 1999; DA SILVA, 2020).

4.2 Mecanismo de acao da Atrazina

A Atrazina inibe a atividade do fotossistema Il, estagio em que a energia
luminosa € convertida em movimento de elétrons energizados. Ao substituir a ligacéo
na plastoquinona com a quinona b, a atrazina se une a forma oxidada da
plastoquinona e se conecta ao local especifico de ligagdo no aceptor da quinona b na
proteina D1. Como a molécula de atrazina esta em um estado reduzido, ela n&o
recebe elétrons, resultando em um bloqueio eficaz do fluxo de elétrons e,
consequentemente, na interrupgao da fotossintese (FLECK et al., 2001; LEBARON et
al., 2008; DA SILVA, 2020) (Figura 2).

Atualmente, a aplicacdo da atrazina ocorre em duas modalidades. No pré-
emergéncia, que visa o controle das sementes das plantas daninhas, a aplicagao
ocorre durante a semeadura do cultivo, por meio de um sistema conhecido como "Trés
em um", que engloba adubacédo, plantio e aplicagdo da atrazina em uma unica
operagao, e na modalidade de pds-emergéncia, que é realizada apos o surgimento
das plantas daninhas e antes que estas interfiram no desenvolvimento da cultura
devido a competicao (ADAPAR, 2023).

Essa técnica teve inicio durante a década de 1990, isso ocorreu devido a
dificuldade em obter um periodo seco logo apds a semeadura, levando os agricultores
a aplicarem a atrazina sobre o cultivo em estagio inicial de desenvolvimento, ou seja,
de maneira mais tardia (DE OLIVEIRA, 2015). A potencializagao da atrazina ocorre
mediante a adicdo de surfactante, quando aplicada de acordo com as condicdes
técnicas adequadas, uma unica aplicagao é suficiente (MONQUERO et al., 2009; DA
SILVA, 2020; ADAPAR, 2023).
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Figura 2- Mecanismo de agao da atrazina
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Fonte: Adaptado de Pereira de Albuquerque et al., (2020)

4.3 Destinos da atrazina no solo

O destino da atrazina é determinado por trés processos basicos, que séo
transformacao, retencgao e transporte, que ocorrem de maneira dindmica e simultanea
(Figura 3) (LAIRD & KOSKINEN, 2008; DIEZ et al., 2011).

O processo de transformacgao pode ocorrer por meio da degradacgao bioldgica
e/ou quimica, que inclui fotodegradagao e hidrolise. A degradagdo de um herbicida
resulta na quebra da molécula em compostos menores, eventualmente convertendo-
se em CO2 e agua. Os produtos secundarios podem apresentar caracteristicas fisico-
quimicas distintas dos produtos principais, podendo inclusive demonstrar uma maior
fitotoxicidade para as culturas (KARAM, 2007).
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Figura 3 - Rota da Atrazina e sua persisténcia no ambiente
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O processo de transporte envolve diversos fenbmenos, tais como a absorgéo
pelos vegetais, translocagao, volatilizacao, deriva, lixiviagdo e escoamento superficial
(runoff), sendo a lixiviagao e o escoamento superficial os mais relevantes (MANCUSO
etal., 2011).

De maneira geral, a absor¢céo de herbicidas pelas plantas pode ocorrer por
meio do sistema radicular, sendo rapidamente transportada pelo xilema (com
movimento restrito no floema) e acumulada nos meristemas. A absor¢gdo aumenta
conforme a concentracdo desses herbicidas no solo, assim como o seu fluxo
respiratorio, esses processos sao afetados por fatores como umidade, temperatura,
porosidade e densidade do solo (MEROTTO et al., 2004; BLANCO et al., 2013).

A lixiviagao corresponde ao transporte de um composto através do perfil do
solo. Na atrazina, a sorcao € determinante para o potencial de lixiviagdo nos solos,
ocorrendo geralmente por interagdes fracas. Este processo €& reversivel (ou
parcialmente reversivel), sendo que a dessor¢gdo comumente ocorre em taxas mais
lentas do que a sorgao (adsorgao) (ARCHANGELO et al., 2005).

O processo de retengao de um herbicida depende de sua absorcao pela
fracao solida do solo, as propriedades das s-triazinas e do solo, como a quantidade e
qualidade da matéria orgéanica, a constituicdo mineral e o pH, estdo entre os fatores
que influenciam (DE OLIVEIRA, 2015). De maneira geral, solos com maior quantidade
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de matéria organica costumam resultar em maior absor¢do de alguns herbicidas,
incluindo a atrazina (KASOZI et al., 2012).

4.4 Degradacgao de atrazina por bactérias

A remocao e/ou degradacéao de diversos poluentes organicos xenobibticos no
ambiente requerem a presencga de organismos com o potencial de biotransformacéao
ou biossorgao e de condigdes especiais para que ocorra (DO CARMO et al., 2013). A
atrazina é recalcitrante e uma das alternativas para remocado dessas substancias
depende das caracteristicas de cada matriz do solo, da microbiota presente e da
disponibilidade de nutrientes (HUNTER & SHANER, 2010).

Em locais contaminados com atrazina, microrganismos nativos podem
desenvolver a capacidade de degradar essa molécula e a atrazina pode ser utilizada
como fonte de carbono, e/ou nitrogénio por esses microrganismos, seja por vias
metabdlicas aerdbicas, ou anaerdbicas, tanto in situ quanto em condigdes in vitro. As
espécies bacterianas geralmente realizam a descloragdo, da molécula de atrazina,
levando a formacéo de Desetilatrazina, Desisopropilatrazina, Hidroxiatrazina (ARIOLE
& ABUBAKAR, 2015; SINGH et al., 2017).

A degradacao aerdbia da atrazina ocorre na presenga de oxigénio molecular
como receptor de elétrons, utilizando a atrazina como doador de elétrons em reagbes
bioquimicas sequenciais. O processo resulta na geracado de dioxido de carbono e
agua. Este processo € mais predominante porque os microrganismos nas camadas
mais profundas do solo sdo menos abundantes do que nas camadas superficiais e
sao desfavorecidos pelos parametros cinéticos dos processos anaerébios. Embora a
atrazina tenha alto potencial de degradagdo em condi¢cbes aerdbias, ela pode ser
facilmente lixiviada para camadas mais profundas do solo, dependendo da atividade
metabdlica de microrganismos anaerdbios para sua biodegradagcao (MATIAS et al.,
2021; FUZIWARA, 2023).

Dentre os microrganismos aerébios degradadores de atrazina destacam-se
0s géneros Pseudomonas (FERNANDES et al., 2014); Enterobacter spp. (SOLOMON
et al. 2013); Klebsiella spp. (COOK et al., 1981); Bacillus spp. (MARECIK et al., 2008;
WANG et al., 2014); Nocardia spp.; Azospirillum spp.; Alcaligenes spp.; Proteus spp.;
Serratia spp. e Arthrobacter spp. (TOMASSONI et al., 2014).

Embora a presencga de atrazina possa ser detectada em varias camadas do

solo, observou-se uma significativa atividade de degradacéao da atrazina, com uma
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degradacao média de cerca de 65% nas camadas profundas (DOUGLASS et al.,2017;
MATIAS et al., 2021). Alguns microrganismos anaerobios degradadores de atrazina
obrigatoriamente ou facultativamente destacam-se: Bacillus spp, Micrococcus spp,
Citrococcus spp. (ARIOLE & ABUBAKAR, 2015; YANG et al., 2018).

4.5 Atrazina, meio ambiente e saude.

As agéncias reguladoras geralmente caracterizam a atrazina como um agente
moderadamente toxico, porém, o maior risco ambiental reside em seus residuos e na
sua capacidade de acumulagao, tornando-se um poluente orgéanico presente de forma
ubiqua, encontrado no ar, solo, aguas superficiais e subterraneas (ZHANG et al.,
2015; SUN, et al., 2019). E importante ressaltar que fatores bidticos, abidticos e
caracteristicas climaticas influenciam o comportamento da atrazina nos diferentes
ambientes (DE OLIVEIRA, 2015).

Esse herbicida pode ser incorporado e transmitido através das cadeias
troficas, resultando na contaminagédo e prejuizo a uma ampla gama de espécies
vegetais e animais, o que pode desequilibrar o ecossistema e gerar uma pluma de
contaminagao, devido a mobilidade desse composto.

Uma forma comum de representar a toxicidade de um agrotéxico é através do
valor da dose média letal (DLso), que é relevante para determinar a quantidade capaz
de causar a morte de metade da populagdo de um ser vivo alvo utilizado nos testes
(FUZIWARA, 2023).

Contudo, a maior preocupacgao reside na persisténcia ambiental da atrazina,
que gera inquietag¢ao devido a sua capacidade de bioacumulagao e toxicidade crénica
(PROSEN, 2012). Em seres humanos, a atrazina tem sido identificada como
desregulador enddcrino, suscitando preocupagdes sobre os impactos na reprodugao
e sua possivel carcinogenicidade (HENAULT-ETHIER, 2016).

Estudos indicam sua associacdo com o desenvolvimento de canceres em
diversos 6rgaos, como o sistema linfatico, pulmdes, bexiga, mielomas multiplos e
cancer de mama (TODARO et al., 2011; FUZIWARA, 2023). Além disso, a estabilidade
da atrazina em leite e agua levanta preocupacgdes sobre sua ingestdo e os potenciais
problemas que pode causar aos seres humanos, incluindo efeitos indesejaveis como
a perturbagao do ciclo menstrual nas mulheres devido a atividade antiestrogénica, e
a deterioragdo da qualidade do sémen em homens expostos ao ingrediente ativo
(FUZIWARA, 2023). (Figura 4).
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Figura 4 - Toxicidade e efeitos prejudiciais da atrazina em seres humanos, plantas, animais e
microrganismos
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Estudos realizados com organismos microbianos capazes de degradar a
atrazina concluiram que a persisténcia do ingrediente ativo ndo deve ser subestimada,
uma vez que, mesmo apos 160 dias, a mineralizagcdo completa do herbicida nao foi
alcangada (FUZIWARA, 2023). Em alguns paises da Europa, a atrazina foi proibida,
porém, resquicios ainda podem ser observados no solo mesmo apds mais de 20 anos
desde a sua ultima aplicagao, representando potenciais ameagas ao meio ambiente e
as geracoes futuras (VONBERG et al., 2014).

4.6 Biorremediagao de solos contaminados com atrazina

A biorremediagdo € um conjunto de tecnologias que emprega organismos
VIivOS Ou seus componentes, como microrganismos, plantas ou enzimas, para
degradar ou transformar contaminantes perigosos em materiais como dioxido de
carbono, agua, sais inorganicos, biomassa microbiana e outros subprodutos que
podem ser menos toxicos do que os materiais originais. Uma vantagem significativa
da biorremediacdo € sua caracteristica de ser uma tecnologia limpa, de custo
relativamente baixo, que se baseia na capacidade fisiolégica de certos organismos
para degradar compostos (EPA, 2007; DEON et al., 2012; ROSA et al., 2012;
TOLLER, 2019).
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As técnicas de biorremediagdo podem ser classificadas com base no local
onde ocorre a biodegradacédo, quando a técnica € aplicada diretamente no local
contaminado, € denominada in situ; enquanto que, quando o material contaminado é
removido para ser tratado fora do local de contaminagdo, € chamada de ex situ
(BERTICELLI et al., 2016; TOLLER, 2019).

Outra maneira de classificar os processos de biorremediacao é com base no
tipo de modificagdo realizada no ambiente contaminado. Isso pode variar desde o
monitoramento passivo da contaminagao (atenuagédo natural) até a introdugédo de
nutrientes ou microrganismos (bioestimulacédo e bioaumentacao, respectivamente).
Além de oferecer altas taxas de remocgao, a biorremediacdo € considerada uma
alternativa mais sustentavel, em comparagdo com meétodos convencionais de
tratamento devido a sua natureza biolégica (BERTICELLI et al., 2016; TOLLER, 2019).

Outras vantagens incluem a simplicidade nos modelos de projeto e
construcéo, facilidade de operagao e uma relagao custo-beneficio favoravel devido ao
baixo consumo de energia necessario. As tecnologias que se baseiam em sistemas
biolégicos para degradar contaminantes orgénicos recalcitrantes, como os
tratamentos bioldgicos, fundamentam-se na habilidade de bactérias, fungos, enzimas
e biofilmes para biotransformar a atrazina, facilitando sua mineralizagcéo. Esses
estudos tém demonstrado eficacia comparavel e, em muitos casos, até superior aos
métodos fisico-quimicos (HE et al., 2019; NICODEMO, 2021).

Como exemplos, pode-se mencionar os estudos de Wu et al., (2018), que
alcancaram eficiéncias de remogao de atrazina de 95,53% com microrganismos, e de
Sagarkar et al., (2013, 2016), com Arthrobacter sp. AK-YN10 demonstrando a
capacidade de degradar 1000 mg/L de atrazina em 24 horas em condigbes de
laboratério. Por outro lado, pesquisas conduzidas por Cheyns et al., (2012) sugerem
que a presenga de uma populagao nativa com capacidade de degradar a atrazina no
solo é o fator mais significativo na remogéo do contaminante (GRANDCLEMENT et
al., 2017).

4.7 Enzimas envolvidas no processo de biodegradagao da atrazina

A biodegradagao da atrazina também pode ser conduzida por meio da agao
enzimatica, que se baseia na atuagao de um catalisador biolégico sobre o herbicida.
As enzimas redox, ou oxirredutases, sdo responsaveis por catalisar as reacdes de

oxirredugao, e incluem hidrogenases, oxidases, peroxidases e hidroxilases, os
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produtos dos genes atzA, atzB e atzC desempenham um papel crucial na remogao
dos grupos clorados e dos residuos de isopropilamina e etilamina, resultando na
producao de acido cianurico. Posteriormente, esse acido € convertido em NH; e CO,
pela acdo das enzimas codificadas pelos genes atzD, atzE e atzF (FERNANDES,
2014).

A proteina associada ao gene trzD é um metabdlito analogo considerado mais
eficiente na metabolizagdo da atrazina, realizando uma rapida conversdo em acido
cianurico, um composto catabdlico na primeira etapa da via de degradagdo. Outro
gene envolvido na degradagao da atrazina € o gene trzN, que faz parte da familia das
amidohidrolases e participa da degradagao da atrazina (CAMPANARI, 2017) (figura
5).

Figura 5 - Via enzimatica de degradacao da atrazina
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4.8 Fitotoxicidade

Os testes de toxicidade visam explorar os efeitos das substancias quimicas

nos organismos e no ecossistema, bem como determinar seu potencial toxico,
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buscando entender se essas substancias podem afetar os aspectos fisioldgicos e
moleculares dos organismos expostos (PEDUTO et al., 2019).

Os ensaios utilizando sementes tém se destacado como excelentes
indicadores biologicos de poluigdo, permitindo uma avaliagdo da toxicidade e do
potencial mutagénico do ambiente natural (SANDALIO et al., 2001). Além disso, eles
demonstram uma sensibilidade maior as mudangas ambientais em comparagao com
outros indicadores biolégicos (BAGATINI et al., 2009).

Comparativamente a outros organismos utilizados em testes, o uso de plantas
como bioindicadores apresenta diversas vantagens, sendo economicamente mais
acessivel e com custos inferiores em comparagdo com organismos animais. Outra
vantagem relevante é que as plantas sdo organismos eucarioticos, compartilhando
caracteristicas celulares similares as de organismos animais e humanos, assim, se
uma substancia quimica danificar o DNA de uma planta, é provavel que também possa
causar danos ao DNA de outros organismos superiores reforcando ainda mais sua
utilidade como ferramenta de analise (PALMIERI et al., 2016).

O teste de fitotoxicidade, baseado no indice de germinagcdo de sementes,
envolve a avaliagdo combinada da germinagcdo das sementes e do crescimento das
raizes, ambas sensiveis aos componentes toxicos presentes no meio de cultivo, os
processos fisiolégicos das plantas podem ser prejudicados pela presenga de toxinas,
assim, o principio desses testes é analisar o desenvolvimento do crescimento da
radicula e do hipocdétilo (figura 6), o que indica a capacidade da planta de se

desenvolver naquele ambiente (ROCHA, 2017).

Figura 6 - Morfologia da semente
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Fonte: Adaptado de Leles (2017)
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4.8.1 Cucumis sativus L.

A espécie Cucumis sativus L., popularmente conhecida como pepino,
representa mais uma alternativa valiosa na identificacdo dos efeitos toxicos. Assim
como outras sementes, o bioensaio com C. sativus oferece diversas vantagens como,
sensibilidades a compostos quimicos, de facil manipulagdo, apresentando boas
condigdes cromossdmicas e baixo custo (LELES, 2017).

A plantula da semente do pepino desempenha um papel crucial na
observacao do desenvolvimento em resposta a diferentes substancias nocivas, bem
como na avaliagao de sua capacidade de causar danos a planta em fases posteriores
do crescimento (CALDASSO, 2018).

C. sativus é frequentemente utilizado como modelo vegetal em testes de
toxicidade com agrotoxicos. Estudos realizados para avaliar a fitotoxicidade de
pesticidas piretréides, como cipermetrina, deltametrina e cialotrina, e seu metabdlito
acido fenoxibenzéico, revelaram impacto negativo apenas na porcentagem de
germinagao quando as sementes foram expostas ao metabdlito. Enquanto a
cipermetrina afetou o comprimento da raiz e das partes aéreas da planta, a
deltametrina influenciou apenas o comprimento da raiz. Por outro lado, ndo foram
observadas diferencas significativas no desenvolvimento da semente quando
expostas a cialotrina e ao metabdlito (BRAGANCA et al., 2018).

A avaliacao da atividade fitotoxica dos herbicidas benzoxazéis, utilizando C.
sativus, Allium cepa, Solanum lycopersicum e Sorghum bicolor, também foi conduzida.
Todos os compostos herbicidas sintetizados resultaram na inibigdo da germinacéo das
sementes nas quatro espécies vegetais testadas (SANGI et al., 2019), evidenciando
que C. sativus € uma planta sensivel aos poluentes e pode ser empregada como uma

espécie modelo eficaz em analises de fitotoxicidade (ANDRETTA, 2022).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Amostras bacterianas

Inicialmente foram reativadas cinco linhagens bacterianas depositadas na
Colegao de Cultura de Microrganismos de Importancia Biotecnoldgica e Ambiental
(CCMIBA) alocada no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia da Universidade
Federal da Integragao Latino-Americana (UNILA): Isolados CCMIBA bac 1.2; 2; 3; 4 e
5. As bactérias foram isoladas de amostras de solo agricola com histérico de mais de
10 anos de utilizagdo de agrotoxico, conforme Da Silva (2020). As linhagens estdo em

fase de caracterizagao taxondmica utilizando analise moleculares.

5.2 Reativacao e repique

As linhagens foram reativadas em meio de Agar nutriente (NA) (0,5%
peptona; 0,3% de extrato de carne;1,5% agar; 0,5% NaCl) incubado a 30°C por 48
horas (figura 7). Ao verificar o crescimento bacteriano se realizou o repique, retirando
uma colbnia da bactéria reativada anteriormente, e espalhando da forma de estrias
em outra nova placa, apds nova incubagao a 30 °C por 48 horas. Na sequéncia foi
realizada a coloracéo pelo método de Gram em cada linhagem para verificar a

viabilidade e a pureza dos cultivos.

Figura 7- Amostra bacteriana
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Para as linhagens selecionadas foi realizado o pré-inéculo no meio de cultura
caldo LB (Luria Bertani): para 1 litro de agua destilada foi adicionado 10 g de triptona;
5 g de extrato de levedura e 5 g de Cloreto sédico (Sagarkar et al., 2016). O ensaio
foi realizado em Erlenmeyers com 20 mL do meio LB inoculados com duas colbnias
da bactéria que foi replicada anteriormente. Os ensaios foram realizados em triplicada
e como controle negativo (branco) foi utilizado o meio de cultura LB sem inoculagao.
Os Erlenmeyers foram incubados em shaker a 30°C e 150 rpm por 48 horas (figura
8).
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Figura 8 - Pré-inéculo com as linhagens bacterianas

Fonte: Autoria prépria (2023)

5.3 Teste de degradagao

Para o ensaio de degradacao da atrazina foi utilizado o meio de cultura BS
(meio Basal) (Cai et al., 2003): para 1L de agua destilada, contendo 0,9 g de Fosfato
monopotasico (KH,PO.,); 6,5 g de Fosfato sddico dibasico (Na,HPO.,12H,0) e 0,2 g de
Sulfato de magnésio (MgSO.7H,0). Os ensaios foram delineados a partir de um
planejamento experimental fracionario 2%, usando como varidveis independentes:

concentracao do inéculo, concentragao da atrazina, NH4Cl, Sacarose e pH, tabela 1.

Tabela 1 - Variaveis e valores utilizados no ensaio planejamento experimental fracionario 25
(Carvalho da Silva et al., 2022)

Variaveis Nivel -1 Nivel 0 Nivel +1
In6culo D. O 0,1 0,3 0,5
Atrazina mg/L 0,1 1,05 2
Sacarose g/L 0 1 2

NH4Cl g/L 0 0,5 1

pH 5 7 9

Fonte: Autoria prépria (2024)

5.4 Preparo dos in6culos

Antes da inoculagdo no meio BS, foi realizado o planejamento experimental

fracionario 25" e com tabelas no programa Excel, e o crescimento microbiano dos pré-
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in6culos (item 5.2) foi avaliado em espectrofotdmetro. Assim, os pre-indculos em meio
LB foram transferidos para tubos tipo falcon em condigbes estéreis e centrifugados a
6.000 rpm a 4°C por 10 minutos, a seguir o sobrenadante foi descartado e adicionado
20 mL do médio BS, homogeneizado e centrifugado por 10 minutos. Novamente foi
descartado o sobrenadante e em seguida adicionados 20 mL do meio BS para diluir
as ceélulas.

Em seguida, para inoculagéo no ensaio a concentragéo do indculo foi avaliada
no espectrofotdbmetro a 600 nm e a quantidade de cultivo necessario conforme Tabela

2 em 100 mL de meio BS foi obtida mediante da equacéao (Pereira, 2020):
Equagao 1.
Ci*Vi=Cf*Vf

Ci: valor da densidade optica das amostras apos calculo do fator de diluigdo
Vi: (valor a encontrar)

Cf: 0, 1, 0,3 ou 0,5 OD 6000

Vf: 100 mL volume final do meio BS

5.5 Tratamento com atrazina

Os in6culos, com uma concentragao de 0,1, 0,3 e 0,5 D.O de absorvancia a
600 nm em caldo BS, foram inoculados em frascos Erlenmeyer contendo meio BS,
conforme a tabela 2 (figura 9), totalizando 20 ensaios. Como controle, a bactéria foi
cultivada em caldo BS sem atrazina e, para o controle negativo, foi utilizado caldo BS
sem inoculagdo microbiana. Os ensaios foram incubados em um shaker a 30°C e 150

rpm por 72 horas.

Tabela 2 - Concentragdes das variaveis utilizados no ensaio planejamento experimental
fracionado 251

Ensaio | Inoculo (D.O) Atrazina mg/L Sacarose mg/L NH4Cl mg/L pH
1 0,1 2 0 0 5
2 0,5 0,1 0 0 5
3 0,5 2 0 0 5
4 0,5 2 0 0 9
5 0,1 0,1 2 0 5
6 0,5 0,1 2 0 9
7 0,1 2 2 0 9
8 0,5 2 2 0 5
9 0,1 0,1 0 1 5
10 05 0,1 0 1 9
11 01 2 0 1 9
12 0,5 2 0 1 5
13 0,1 0,1 2 1 9
14 0,5 0,1 2 1 5
15 0,1 2 2 1 5
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16 0,5 2 2 1 9
17 0,3 1,05 1 0,5 7
18 0,3 1,05 1 0,5 7
19 0,3 1,05 1 0,5 7
20 0,3 1,05 1 0,5 7

Fonte: Autoria prépria (2024)

Figura 9 - Etapas para a conducio dos ensaios
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Fonte: Autoria propria (2024)

5.6  Crescimento bacteriano na presenga de atrazina

Apés a incubacédo, o crescimento de cada ensaio foi avaliado por meio de
espectrofotometria a 600 nm (figura 10). Os ensaios que apresentaram resultados
significativos para o estudo foram centrifugados a 4°C e 6000 rpm por 10 minutos. O
liquido sobrenadante foi transferido para um novo tubo Falcon estéril, preenchido até
a metade, congelado e, em seguida, submetido a liofilizagdo com pressdo de
430.0x'%%0 yHg, 30°C a 120 h. Para posterior analise por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).



Figura 10 - Crescimento bacteriano na presencga de atrazina

Fonte: Autoria prépria (2024)
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5.7 Avaliagcao da degradacao da atrazina

ApoOs a etapa de liofilizagdo, os ensaios que apresentaram crescimento
superior ao controle foram submetidos a analise por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) por prestacdo de servigo, foi utilizando um equipamento da marca
Thermo Scientific, modelo Ultimate 3000, com detector UV-Vis e coluna C'® ajustado
para 224 nm. Essa analise foi conduzida no laboratério de analises (LABANA) da
UTFPR — Campus Francisco Beltrdo. Para a composi¢cao da fase mével vazao de
1mL.min, foram empregados os solventes, acetonitrila (CHsCN) 40%, agua 60% e
isocratico.

A partir desta solucao foram realizadas diluicdes obtendo-se cinco solugdes
nas concentracoes: 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2,5 mg/L. Estas solu¢des foram sequencialmente
injetadas no LC para elaboragéo da curva analitica padréo, o volume injetado no CLAE
foi 20 uL da solugao extraida por amostra. As corridas ocorreram durante 18 minutos,
utilizando-se como fase mével uma mistura de 40% de acetonitrila e o restante de
agua pura, com fluxo constante de 1,0 mL/min e comprimento de onda 224 nm
(ARAUJO, 2022).

Na sequéncia, foi realizada uma curva de calibragdo para a atrazina,
abrangendo dilui¢des que variaram de 0,5 mg a 2,05 mg, a fim de determinar as areas
de pico e as concentragdes correspondentes da atrazina em cada ensaio liofilizado.
Os resultados das concentragdes dos ensaios foram obtidos conforme equacgao geral
da reta, onde foram tomados os resultados da concentracéo e area de pico de 0,05
mg/L, 0,1 mg/L ,0,5 mg/L,1 mg/L e 2,5 mg/L da atrazina e gerado o grafico da curva

geral de calibragéo e o R?, conforme figura 11.
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Figura 11 - Equagao geral da reta
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Fonte: Autoria prépria (2024)

Os resultados das concentragbes de cada ensaio foram calculados com a
equacao geral da reta, adicionando os resultados das areas dos picos de cada replica

na formula a seguir.

Equacgao 2.

y (Area do pico da amostra) =K 3,6742x - 0,0222 |

Média das concentragcbes e areas do
padrao cromatografico da atrazina.

5.8 Analise de fitotoxicidade com Cucumis sativus L.

Os ensaios selecionados para a analise cromatografica foram selecionados
para avaliacdo da fitotoxicidade. Na analise utilizadas um total de 540 sementes de
pepino, conforme Wang et al., (2001). Incialmente, as sementes foram pré-tratadas
com solugao de hipoclorito de sédio 0,1% por 20 min, em seguida embebidas em agua
deionizada por 10 min e lavadas trés vezes com agua deionizada antes do uso. Em
seguida, com base nos estudos de Farias (2022) os ensaios de toxicidade foram
realizados utilizando as sementes de pepinos cultivadas em placas de Petri, onde em
cada placa foi colocado papel filtro, 15 sementes e 5 mL de cada tratamento
bacteriano. Para evitar fragmento bacterianos, o sobrenadante de cada ensaio foi
centrifugado, antes de ser colocado nas placas de Petri com as sementes. Trés
réplicas foram definidas para cada ensaio, e trés réplicas para o controle negativo do

tratamento bacteriano (apenas meio de cultivo e atrazina). Logo apés, as placas foram
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envolvidas com filme plastico para evitar evaporagdao, e mantidas em temperatura
ambiente, no escuro, durante nove dias. Para o controle negativo foi usado uma
solugao de 0,05 mol/L sulfato de zinco (ZnSO4) e para o controle positivo, agua
destilada. Apds, as radiculas e hipocotilos foram medidos com régua (figura 11), e por
ultimo, a porcentagem de inibigado foi obtida através da formula abaixo (ANDRETTA,
2022)

Equacgéo 3.

% de inibicdo: (média do controle positivo- media do bioensaio)
média do controle positivo

Figura 12 - Medigao das radiculas e hipocétilos das sementes
{ [ b A Al N r

T

gk
.

Fonte: Autoria propria (2024)

5.9 Analises estatisticas

O delineamento experimental foi realizado usando o software Statistica 5.0.
Os calculos referentes as formulas descritas foram realizados utilizando o software
Microsoft Excel 2013 (Microsoft, EUA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Selecao e Crescimento bacteriano na presencga de atrazina

Das cinco linhagens reativadas, somente as bactérias CCMIBA 2 e CCMIBA
4 mantiveram pureza e viabilidade para prosseguir no estudo. No entanto, durante o
cultivo conforme o planejamento experimental fracionario 25, detectou-se possivel
contaminagao no lote da CCMIBA 2, invalidando os resultados obtidos. Assim, os
ensaios foram continuados apenas para o isolado designado como CCMIBA 4. Foram
conduzidos 20 ensaios (tabela 2), dos quais quatro foram realizados sem a adigéo de
qualquer fonte de carbono simples. Nestes ensaios, esperava-se que as linhagens
utilizassem a atrazina como fonte de crescimento. Nos ensaios de 5 a 20, foram
adicionadas fontes de carbono, como sacarose e fonte adicional de nitrogénio como
NH4Cl. Ainda em cada ensaio, a quantidade de atrazina e o inéculo foram ajustados,
e o pH foi modificado conforme descrito na tabela 2. O crescimento inicial dos 20
ensaios foi avaliado por métodos espectrofotométricos a 600 nm, e os valores de

absorbancia estio detalhados na tabela 3.

Tabela 3 - Crescimento bacteriano (absorbéncia a 600 nm) dos 20 ensaios da CCMIBA 4
conforme planejamento experimental fracionario 25

Ensaio Densidade é6tica
1 0,041
2 0,251
3 0,041
4 0,443
5 0,046
6 0,675
7 0,146
8 0,171
9 0,047
10 0,178
11 0,014
12 0,311
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13 0,664
14 0,646
15 0,512
16 0,564
17 0,629
18 0,758
19 0,775
20 0,456

Fonte: Autoria prépria (2023)

Ao analisar os resultados da espectrofotometria, foi observado que alguns
ensaios apresentaram um crescimento muito baixo na presencga de atrazina e outra
fonte de carbono. Devido a impossibilidade de analise cromatografica de todos os
ensaios, optou-se por submeter a cromatografia liquida de alta eficiéncia apenas os
ensaios que apresentaram resultados significativos para o estudo. Para estes testes
foi incluido o ensaio 4, que n&o continha fonte de carbono extra, além da atrazina,
com um inéculo maior em pH de 5, e 0 ensaio 17, que continha fonte de carbono,
atrazina em pH de 7 (Tabela 4), buscando avaliar se a alteragao no cultivo poderia

impactar a degradacgao.

Tabela 4 - Ensaio enviados para cromatografia de alta eficiéncia

Ensaio Inoculo Atrazina Sacarose NH.CI pH Absorbancia
(D.O) mg/L mg/L mg/L
4 0,5 2 0 0 9 0,443
17 0,3 1,05 1 0,5 7 0,629

Fonte: Autoria propria (2024)

Visando entender o comportamento da bactéria nas condicbes testadas os
resultados foram avaliados em relagdo ao efeito de cada variavel e sua significancia
(p-valor) conforme tabela 5. A adigdo da sacarose apresentou efeito significante
estatisticamente, ou seja, o crescimento foi diretamente afetado pela auséncia de

sacarose, sendo sua adi¢cao responsavel por um aumento de 0,267 no D.O.

Tabela 5 - Estimativa do efeito de cada variavel pelo software Statistica 5.0

Efeito p- valor
Variavel 0,366550 0,000009
Inéculo 0,211375 0,103915




39

Atrazina -0,038875 0,753784
Sacarose 0,266875 0,045443*
NH4CI 0,144625 0,253823
pH 0,092125 0,460997
*p-valor <0,05

Fonte: Autoria prépria (2024)

Estudos conduzidos por Wang & Xie (2012), relatam que fontes adicionais de
carbono como sacarose, citrato de soédio ou galactose poderia promover
significativamente o crescimento da Arthrobacter sp. A sacarose foi a fonte de carbono
mais adequada para o seu crescimento. No entanto, a adi¢do de atrazina ou amido
induziu um crescimento insignificante apds 24 horas de incubagao, apontando que a
estirpe nao poderia utilizar atrazina ou amido como unica fonte de carbono. Quando a
atrazina foi a Unica fonte de carbono e nitrogénio para Arthrobacter sp., a degradacéao
foi muito lenta, enquanto a adigao de citrato ou acetato como suplemento de carbono
resultaram em maior taxa de degradacéo (KOLIC et al., 2007).

Enquanto que para o estudo realizado pelo Gao et al., (2020), com Bactérias
Mistas de Klebsiella variicola Cepa FH-1 e Arthrobacter sp. NJ-1 no qual as variaveis
como sacarose e cloreto de amonio (NH4Cl), foram utilizados para identificar os efeitos
significativos na degradacdo da atrazina. Os resultados obtidos com a sacarose
apresentaram coeficiente positivo na degradagéao da atrazina de 97,4%, sugerindo que
era necessaria uma concentracdo de sacarose para a degradagao da atrazina pelas
Bactérias Mistas de Klebsiella variicola Cepa FH-1 e Arthrobacter sp. NJ-1.

A suplementacio de sacarose pode promover o crescimento da cepa ZXY-2
e, assim, aumentar a degradacao da atrazina. Esta tendéncia foi consistente com
estudos anteriores que: quando a atrazina era a unica fonte de carbono para
Arthrobacter sp. DAT1, a degradagéo foi lenta, enquanto a adi¢do de sacarose como
fonte suplementar de carbono resultou em maior taxa de degradacado (WANG & XIE,
2012).

Nos ensaios somente com atrazina pode-se notar baixo crescimento quando
o inoculo foi na menor concentragao, indicando, possivelmente, a necessidade alta de
célula para metabolizar a atrazina. Em adicdo, apesar nido apresentar efeito
estatisticamente significativo no planejamento, € visivel o feito do pH entre os ensaios
3 e 4, sendo o pH 9 com atividade. Segundo FAO (2000) na biodegradacgao, a atrazina
pode ser hidrolisada com bastante rapidez em meios acidos ou alcalinos, mas é muito

resistente a hidrélise em meios neutros. No entanto, foi relatado que o pH ideal para
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a degradacgao da atrazina por consorcios bacterianos foi 7 em comparagédo com pH
de 6,5, 7,5, 8 e 8,5 (DEHGHANI et al., 2013).

Além disso, Wang et al., (2011), realizaram um estudo com a bactéria
Arthrobacter sp. tiveram como resultado que as faixas ideais de temperatura e pH para
a degradagdo da atrazina em sua pesquisa foram 20 - 40°C e 6,0 - 9,0,
respectivamente. Demonstram que o isolado degrada eficientemente a atrazina com
amplas faixas de temperatura e pH, indicando que o organismo tem forte capacidade
de sobreviver e metabolizar a atrazina em ambientes contaminados, e capaz de ser
usado para remediacao de locais contaminados com atrazina.

O ensaio 17, que contém fonte adicional de carbono, destaca-se além da
sacarose, a adicdo de NH4Cl (como fonte de nitrogénio), pode ter contribuido para a
degradagao da atrazina por bactérias, porque ajuda na clivagem do anel, que é um
processo fundamental na degradagao da atrazina (RADOSEVICH et al., 1995). Em
adicdo, conforme Gao et al., (2020) o NH4Cl fornece fontes de nitrogénio para

bactérias mistas, aumentando sua capacidade de degradar a atrazina.

6.2 Avaliagao da degradacao da atrazina

Os resultados da cromatografia liquida de alta eficiéncia para o ensaio 4
revelaram uma redugdo significativa da concentracdo de atrazina em todas as

réplicas, como mostrado na figura 13. Observou-se que a degradacdo media da

atrazina pelo ensaio 4 atingiu o0 98,5% (Tabela 6).
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Figura 13 - Resultado da CLAE do ensaio 4
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Tabela 6 - Porcentagem de degradacéo da atrazina

Réplicas do ensaio 4 Concentragio da atrazina % Degradacao
A 0,0085 mg/L 99,5 %
B 0,0052 mg/L 97%
Cc 0,0017 mg/L 99%
Media 0,00513 mg/L 98,5 %
Réplicas do ensaio 17 Concentragao da atrazina % Degradacao
A 0 100%
B 0 100%
Cc 0 100%
Media 0 100%

Fonte: Autoria prépria (2024)

No presente estudo, verificou-se que no ensaio 4 ocorreu a degradagao de

98,5% da atrazina no qual continha apenas a atrazina como fonte de carbono e

nitrogénio. No Trabalho realizado por Zhu, et al.,, (2019), utilizando Bacillus

atrophaeus, os resultados indicaram que o YQJ-6 foi tolerante a atrazina quando a

concentracao de atrazina aumentou de 200 para 500 mg/L, o crescimento de YQJ-6
conforme monitorado em OD600 nao mudou significativamente (P > 0,05).

Portanto, foi preliminarmente considerado que a cepa YQJ-6 poderia tolerar

pelo menos 1000 mg/L de atrazina nas condigdes experimentais. Em geral, altas

concentracdes de atrazina causaram reducgao significativa no numero de fungos, mas
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algumas cepas bacterianas nao foram sensiveis a atrazina (FABRICE et al., 2003).
Assim, as cepas bacterianas foram consideradas mais adequadas para o tratamento
de altas concentragbes de amostras contaminadas por atrazina (MARECIK et al.,
2008).

Outros estudos supracitados como de Wang e Xie (2012) com Arthrobacter sp.
DAT1, com degradacao de 1000 mg/L de atrazina indicando uma remogao de quase
60% apos 48 h de incubacéo.

Portanto, De acordo com os resultados do estudo, pode ser deduzido que a
bactéria CCMIBA 4, apresentou potencial para degradacédo a atrazina (visto que a
atrazina foi usada como unica fonte de carbono neste ensaio), e esta bactéria pode
ser usada com faixa mais ampla de concentra¢des de atrazina.

Para o ensaio numero 17, em relagcdo a degradacéo da atrazina, foi possivel
observar a completa degradacdo deste composto em todas as amostras, como
demonstrado na figura 14. Verificou-se que a taxa de degradacgao para o ensaio 17 foi
de 100% em todas as réplicas realizadas, ndo observando picos de atrazina nas

réplicas levadas para cromatografia.

Figura 14 - Resultados da CLAE do ensaio 17
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Nas diferenga das pesquisas realizadas por Dehghani et al., (2013) e Yang, et

al., (2018), utilizando sacarose como fonte de carbono, em consércio bacteriano e
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cepas de Citricoccus spp. respetivamente, todos os tratamentos com uma fonte de
carbono suplementar tiveram taxas consideravelmente mais elevadas de degradagao
da atrazina do que os tratamentos correspondentes sem adi¢cao de carbono, indicando
que a adicdo de uma fonte de carbono pode acelerar a degradagao da atrazina,
corroborando com os resultados do ensaio 17.

A presenca de substratos adicionais pode iniciar o cometabolismo da atrazina.
Estudos anteriores, citados pelos autores, indicaram que muitas bactérias ndo podem
utilizar o carbono do anel da atrazina como fonte de energia; no entanto, o carbono
do grupo alquilado forneceu suprimento para o crescimento bacteriano. Ainda,
segundo os autores, a baixa quantidade de atrazina nao é suficiente para sustentar o
crescimento bacteriano, portanto, € necessaria uma fonte suplementar de carbono
(DEHGHANI et al., 2013; YANG, et al., 2018).

Além disso, os dados relacionados ao efeito do pH em estudos feitos pelos
autores supracitados mostraram que, conforme o pH aumentou de 5,0 para 7,0, a taxa
de biodegradacdo da atrazina também aumentou. No entanto, o aumento do pH de
7,0 para 8,5, interferiu na redugdo da taxa de biodegradacdo da atrazina. O pH 7
mostrou ser o ideal para a biodegradacdo da atrazina, com uma taxa de
biodegradagao de 87,72% nesse caso.

O estudo mencionado reforga os resultados obtidos no ensaio 17, que mostrou
uma taxa de degradacdo da atrazina de 100%, com a adi¢cdo de fonte de carbono
adicional, como sacarose, em pH de 7. Portanto, de acordo com essas variaveis
recomenda-se que, a bactéria estudada, faca parte de um consorcio bacteriano para

avaliar a viabilidade da degradagao da atrazina.

6.3 Fitotoxicidade

Para o ensaio 4, foi observado o desenvolvimento das sementes em duas das
trés réplicas, ou seja, em uma placa nenhum crescimento das sementes. Enquanto
no ensaio 17 ndao houve crescimento observavel nas sementes em todas as trés
réplicas realizadas. Os resultados do crescimento das sementes nos tratamentos
estdo expressos na tabela 6, onde o "tratamento" refere-se ao meio bacteriano com
sementes, o "controle negativo do tratamento" representa o meio com atrazina sem
cultivo bacteriano, e o "controle positivo" consiste em sementes com agua ionizada.
(Figura 15) (Tabela 7).



Figura 15 - Crescimento das sementes (A) ensaio 4 replica a; (b) ensaio 4 replica b; (c)
ensaio 17 replica (a)
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Fonte: Autoria pépria

(2024)

Tabela 7 - Média do crescimento das sementes (cm) e porcentagem de toxicidade das
sementes dos ensaios

45

Réplicas Tratamento C- Tratamento C+ (agua) % toxicidade

Ensaio 4 A 0,333333333 0,00 8,00 0,958333333
B 0,00 0,00 8,00 100

C 1,666666667 0,00 6,50 0,743589744

Média 0,666666667 0,00 7,50 0,958333333
Ensaio 17 A 0,00 0,00 8,00 100
B 0,00 0,00 8,00 100
C 0,00 0,00 6,50 100
Média 0,00 0,00 7,50 100

Fonte: Autoria propria (2024)

Além das analises de germinagao das sementes (Tabela 6), a eficiéncia da

biodegradagao é melhor avaliada através dos calculos de toxicidade dos ensaios. Os

calculos para o percentual de toxicidade dos ensaios com a bactéria cultivada na

presencga de atrazina e outros compostos (Tabela 7) do ensaio 4 comprovaram uma

diminuicdo de 6% na toxicidade, enquanto o ensaio 17 apresentou 100% de

toxicidade.

Os resultados da fitotoxicidade com as sementes ndo demonstraram uma

degradagao significativa, o que pode ser atribuido a diversos fatores. Uma das
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possibilidades € que a bactéria estudada ndo apresentou capacidade de mineralizar
completamente o pesticida, resultando na formagao de outras substancias também
téxicas que podem ter contribuido para inibir o crescimento das sementes. A
biodegradagao incompleta da atrazina pode levar a formagéo de desetilatrazina (DEA)
e desisopropilatrazina (DIA) por meio do processo de dealquilagdo microbiolégica.
Esses metabdlitos sdo considerados tdo toxicos quanto a atrazina e tém solubilidade
em agua maior do que o herbicida original, o que pode resultar em um impacto
ambiental mais significativo (WINKELMANN & KLAINE, 1991; LOSS & NIESSNER,
1999; SCRIBNER et al., 2000).

Assim, torna-se imprescindivel realizar mais experimentos com diferentes
variaveis a fim de confirmar e melhorar as condi¢gbes para a degradagao de atrazina
pela bactéria. A semelhanga dos estudos mencionados anteriormente, pode envolver
o0 aumento da concentragao de atrazina para 50 ou 100 mg/L (Wang e Xie, 2012; Yang
et al., 2018; Zhu et al., 2019), a exploracao de diferentes faixas de temperatura e pH,
para investigar uma possivel correlagdo entre essas variaveis e a degradagao da
atrazina pela bactéria, conforme demonstrado em estudos anteriores (Wang et al.,
2011; Dehghani et al., 2013). Além disso, € crucial considerar o tempo de inoculagéo
e degradagdo, uma vez que a maioria das pesquisas realizadas adotou periodos
superiores a 24 horas (Zhang et al., 2019 [7 dias]; Ngigi et al., 2013 [59 dias]; Pan et
al., 2023 [9 dias]). Por fim, uma outra variavel extremamente importante a ser
investigada, que esta presente em todos os estudos mencionados anteriormente, é a
detalhada caracterizacdo e precisa identificacdo dos genes responsaveis pela
eficiente degradacao da atrazina. A aplicacdo desses fatores mencionados, pode ser
fundamental para entender em profundidade o complexo mecanismo de degradagéo

empregado por esses genes especificos.
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7 CONCLUSAO

O ensaio 17 com a bactéria 4, quando cultivada na presenga de atrazina,
demonstrou os melhores resultados, alcangando uma taxa de degradacao de atrazina
de 100%. Para o ensaio 4 com a mesma bactéria registrou uma taxa ligeiramente
menor, de 98,5%, ambos apds 72h. Isso sugere que essa bactéria possivelmente foi
capaz de degradar a atrazina na auséncia ou na presenga de uma fonte adicional de
carbono, entretanto, os metabdlitos resultantes dessa degradagdo mostraram-se
téxicos para as sementes de C. sativus, levando a auséncia de germinagao. Estudos
subsequentes devem ser conduzidos para otimizar a degradag¢ao, diminuindo a
toxicidade e possivelmente a geracdo de metabdlitos tdéxicos, bem como investigar
consorcios com trés ou mais bactérias atuando em conjunto, o que pode representar
uma opg¢ao promissora para a completa degradacdo da atrazina. Também é
interessante prolongar o tempo de degradagao, aumentar a concentragao de atrazina
em cada amostra e explorar outras variaveis, como a temperatura, e até quantificar
metabdlitos resultantes da degradacdo da atrazina. Esta bactéria estudada

apresentou potencial significativo para a aplicagao na biorremediacéo da atrazina.
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Figura 16 - Resultados da CLAE do ensaio 4
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Fonte: Autoria prépria (2024)
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Figura 17- Resultados da CLAE do ensaio 17
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Fonte: Autoria prépria (2024)
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