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RESUMO

A atrazina € um herbicida sintético comumente utilizado no controle
de ervas gramineas daninhas e folhagens em lavouras, e ¢ um dos
principais contaminantes dos solos e dos ecossistemas aquaticos.
Muitos métodos tém sido sugeridos para remover herbicidas da agua
potdvel. Contudo, esses métodos sao custosos, muitos tém problemas
de desempenho, produzem diversos subprodutos intermedidrios toxicos,
prejudiciais e perigosos. Entretanto, a atrazina é susceptivel a degradacao
por microrganismos presentes na agua, no sedimento e no esgoto.
Considerando esses aspectos, o objetivo principal do estudo foi investigar
a biodegradacao e a filtracao por meio de filtros de carvdo com atividade
biologica (CAB) para remogao da atrazina, e sua identificacao filogenética
associada a esses microrganismos. Os resultados demonstraram que
a atrazina foi degradada por microrganismos presentes no biofiime,
com remocdo superior a 89% nos filtros CAB. Os microrganismos
encontrados integram-se ao grupo das bactérias, composto dos géneros
Acinetobacter, Bacillus, Exiguobacterium e Pseudomonas. Este estudo
nos permite inferir sobre a capacidade de biodegradacao da atrazina por
bactérias presentes nos filtros CAB, a capacidade de remover herbicidas
por meio desse sistema de filtros e a possivel utilizacdo dessa tecnologia
como alternativa para o controle e a remoc¢ao dessa substancia no
tratamento de agua.
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ABSTRACT

Atrazine is a synthetic herbicide commonly used to control weeds
and foliage in crops, and is a major contaminants of soil and water
ecosystems. Many methods have been suggested to remove herbicides
from drinking water. However, these methods are very costly, many
have performance problems, produce a lot of toxic intermediates which
are very harmful and dangerous. However, atrazine is susceptible to
degradation by microorganism present in water, sediment, and sewage
effluents. Considering these aspects, the main objective of the study
was to investigate the biodegradation and filtration for using biological
activated carbon (BAC) filters to remove atrazine, and their phylogenetic
identification associated with these microorganisms. The results showed
that atrazine was biodegraded by microorganism present in the biofilm,
with removal over 80% in BAC filters. The microorganisms found integrate
to the group of bacteria, composed by the genera Acinetobacter, Bacillus,
Exiguobacterium, and Pseudomonas. This study allows us to infer the
ability to biodegrade atrazine by bacteria present in BAC filters and
capacity to remove herbicides by BAC filters, and the possible use of this
technology as an alternative for the control and removal of this substance
in water treatment.
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INTRODUCAO

A expansio da agroindustria tem tornado imprescindivel o uso dos agrotdxicos
para suprir as crescentes demandas do mercado na produgio de alimentos e
matérias-primas para as industrias. Nesse advento, os herbicidas integram uma
das classes de compostos quimicos utilizados no controle de plantas, especial-
mente aquelas indesejadas. O molde da agricultura atual depende dos herbi-
cidas para o controle de ervas daninhas, o que promove uma maximizagdo da
produtividade das lavouras.

A aplicagao dos herbicidas em doses elevadas e, por vezes, desnecessarias
sobre diferentes culturas agricolas tem promovido sua propagag¢ao no solo, nos
sedimentos, nas 4guas superficiais e nas aguas subterrdneas (VRYZAS et al.,
2009). De forma inevitével, a contaminagao por herbicidas atinge os mananciais
de abastecimento, o que representa um sério risco a satide humana mediante o
consumo dessas aguas sem tratamento adequado (BAGHAPOUR; NASSERI;
DERAKHSHAN, 2013).

A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina) (Figura 1)
¢é um herbicida do grupo das s-triazinas, intensamente utilizado no Brasil e
no mundo para o controle de ervas daninhas, gramineas e na agricultura em
culturas de milho, cana-de-agucar e reflorestamentos (OTURAN et al., 2009).
A dificil degradagio de sua molécula a torna um contaminante de preocupa-
¢do ambiental em muitos paises (GFRERER et al., 2002; CHAN; CHU, 2005),
sendo responsavel por efeitos cancerigenos em seres humanos (WHO, 2011).
Em um levantamento recente realizado sobre a presenga desse herbicida em
aguas doces no Brasil, foram verificadas concentragdes de atrazina variando
de 0,0027 a 10,4 pg.L* em dguas superficiais e de 0,001 a 42,77 ug.L" em dguas
subterraneas (DIAS et al., 2018).

No Brasil, a Portaria de Consolidagdao (PRC) n° 5, de 28 de setembro de
2017, Anexo XX, do Ministério da Satide (MS), define os padroes de potabili-
dade da 4gua no territdrio nacional, incluindo os valores maximos aceitaveis
para a concentragdo de 38 agrotoxicos diferentes em dguas de abastecimento
humano (BRASIL, 2017). A despeito, entre os agrotdxicos abordados por essa
PRC, encontra-se a atrazina, um herbicida amplamente comercializado no
pais IBAMA, 2019).

A ocorréncia de atrazina em 4guas de abastecimento representa um desa-
fio s companhias de saneamento no desenvolvimento de novas tecnologias e
melhorias das utilizadas para sua remogio segura em uma estago de tratamento
de dgua (ETA) (CEREJEIRA et al., 2005). Nesse sentido, muitos estudos de ban-
cada recomendam o uso de adsorventes, como carvao ativado, para remogao de
herbicidas (atrazina, diuron e hexazinona) e seus subprodutos pds-tratamento
em ETAs sem ofertarem riscos a sadde humana (COELHO; DI BERNARDO,
2012; VOLTAN et al., 2016).
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Figura 1 - Estrutura quimica da atrazina.

264

O uso do carvéo ativado granular (CAG) em sistemas de filtragdo de
ETAs representa uma medida eficaz no tratamento das dguas contaminadas
por diversos micropoluentes (NAM et al., 2014; ISAAC; FERNANDES, 2017).
Contudo, trocas periddicas do carvao no leito filtrante dessas instalagoes tor-
nam-se necessarias em razao de sua finita capacidade de adsorgao das diversas
substancias presentes em dguas captadas para abastecimento (SIMPSON, 2008).

Nesse contexto, estudos apontam o uso de filtros de carvao com atividade
bioldgica (CAB) como forma alternativa para manter o padrio de qualidade da
agua potavel, sem encarecer o tratamento da d4gua em ETAs (SERVAIS; BILLEN;
BOUILLOT, 1994; SEREDYNSKA-SOBECKA et al., 2006; SIMPSON, 2008).
O uso de biofiltros de carvao em ETAs, além de prolongar o tempo operacional
das carreiras de filtracdo, auxilia na remogao de compostos presentes na matéria
organica (JONES et al., 1998; VAN DER HOEK; HOFMAN; GRAVELAND,
1999; WESTPHALEN; CORCAO; BENETTI, 2016) e micropoluentes (e.g.,
cianotoxinas, herbicidas, firmacos) pelos microrganismos formadores do bio-
filme (MESQUITA et al., 2006; ZANINI et al., 2014; BORGES et al., 2016).

Considerando o potencial dos biofiltros de carvdo em remover poluentes em
aguas de abastecimento, sem oferecerem maiores riscos na geragdo de subprodutos
nocivos a saude humana nas dguas tratadas, o presente estudo avaliou a capacidade
de filtros de carvéo colonizados por microrganismos como meio filtrante para a
remogao de atrazina, assim como a biodegradagao do herbicida por microrganis-
mos aderidos aos filtros, e identificou filogeneticamente a comunidade microbiana

presente nesses filtros e que atua no processo de degradagdo do agroquimico.

METODOLOGIA

A realizagao do estudo foi dividida em trés etapas distintas:

o Ensaios de biodegradagao da atrazina por microrganismos em sistema
batch;

o Experimento de remogao do herbicida por meio de filtros de carvao ati-
vado em escala de bancada de laboratdrio;

o Isolamento e identificagio filogenética dos microrganismos associados aos

filtros bioldgicos de carvao.

Para as etapas dos ensaios com a biodegradagio, foi utilizada dgua natural e
reconstituida em laboratério, enquanto para os ensaios de filtragio, foi usada ape-
nas dgua natural. A d4gua natural foi coletada em um reservatério proximo, locali-
zado no Bairro Ipé, no municipio de Ilha Solteira, Sao Paulo. A drea de captagdo da
microbacia da Lagoa do Ipé apresenta aproximadamente 286 ha, de uso urbano-
-rural, com grande presenga de pastagem e cultivos agricolas anuais e perenes.

A realizagdo dos ensaios de filtracdo contou com o uso do CAG de casca
de coco, com tamanho de grio de 0,35 a 0,50 mm, o qual foi escolhido com
base em trabalhos realizados no laboratério de pesquisa (ZANINI et al., 2014;
BORGES et al., 2016).

Ensaio 1: experimento de biodegradacado da atrazina

Inicialmente ao ensaio, foi recolhida, em frascos estéreis, uma amostra (200 mL)
dos efluentes de filtros CAB de uma Instalacdo Piloto de Filtragdo em Multiplas
Etapas da Faculdade de Engenharia — Campus Ilha Solteira da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FEIS-UNESP), localizada na Lagoa
do Ipé. A partir desse efluente colhido, retirou-se uma subamostra (30 mL), a qual

foi utilizada como meio inoculante para os ensaios de biodegradagao da atrazina.
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O ensaio de biodegradagio do herbicida foi realizado durante 14 semanas,
em sistema batch. Para tanto, foram avaliados dois tratamentos distintos: um com
agua natural e outro com agua reconstituida em laboratério, ambas designadas
nesta pesquisa como agua de estudo. Para os ensaios com agua natural, foi uti-
lizada uma 4gua natural coletada na Lagoa do Ipé, que foi filtrada em filtro de
celulose (1,0 um), esterilizada (120°C por 15 min), com pH entre 6,8 e 7,4 e cor-
rigido para 7,910,1, e, posteriormente, acrescida do herbicida obtendo concen-
tragdo final de 10 pg.L ™. Para o ensaio com a dgua reconstituida, foi usada dgua
destilada acrescida de acido salicilico (1,31 mg.L"), acido tanico (1,4 mg.L"),
acido oxalico (4,2 mg.L"), 4cido hiimico (0,8 mg.L "), acido acético (4,5 mg.L"), clo-
reto de calcio (0,075 mg.L"), cloreto de aménia (0,054 mg.L™"), cloreto de potas-
sio (0,055 mg.L!), com pH corrigido para 7,910,1 e, posteriormente, acrescida
do herbicida para concentragéo final de 10 pg.L".

O herbicida utilizado no experimento apresentou grau de pureza de 97 a
98%, segundo fornecedor (Sigma-Aldrich Co Ltd), e confirmado apds compa-
ragdo com padrdes comerciais disponibilizados por colaboradores de pesqui-
sas em parceria ao grupo. A 4gua de estudo, de ambos os ensaios, foi acondi-
cionada em galdo de vidro (4 L), 4mbar e esterilizado (Figura 2A). Ao galao
foi inoculado 10% (v/v) de uma solu¢do aquosa, filtrada (1,0 m) e contendo
os microrganismos do biofilme. Para o tratamento controle, foi usado um
galdo sob as mesmas condigdes descritas anteriormente, sem o acréscimo do
in6culo com microrganismos, mas com adigao de azida de sédio (4 mg.L") a
agua contendo o herbicida, para inibi¢ao da atividade bioldgica dos micror-
ganismos. Os galdes foram mantidos no escuro, em sistema fechado, sob agi-
tacdo orbital (100 rpm) e temperatura aproximada de 23+2°C. A cada semana
foram recolhidas amostras (100 mL) para leituras do pH (Digimed DM 20) e
quantificagdo da concentragio do herbicida por meio de cromatografia (HPLC

— Prominence, Shimadzu).

Ensaio 2: experimento de filtracao bioldgica da atrazina
Inicialmente, antes da etapa de confecgdo dos filtros com carvao, foi realizado

o cultivo dos microrganismos remanescentes dos ensaios de biodegradagao

em baldes erlenmeyers com meio (3.000 mL) especifico composto de glicose
(90 mg.L"), peptona (100 mg.L™"), extrato de levedura (100 mg.L™"), acetado de
sodio tri-hidratado (70 mg.L") e atrazina (10 mg). Posteriormente, foi adicio-
nada uma massa (50 g) de CAG virgem, o qual foi mantido em agitagao orbital
(150 rpm) por aproximadamente 7 dias em temperatura controlada (23+£2°C).
A partir desse procedimento, foi promovida a colonizagao da superficie e do
interior do CAG por microrganismos, para posterior confec¢io dos filtros —
esse processo de colonizagdo seguiu o protocolo descrito por Mesquita et al.
(2006). Medigdes dos valores do oxigénio dissolvido na agua afluente e efluente
dos filtros colonizados foram tomadas antes do inicio dos ensaios para confir-
magao da atividade bioldgica dos biofiltros, em comparagio com o controle.

Para os ensaios de bancada, foram utilizados seis filtros de carvao ativado
confeccionados em colunas de vidro (borosilicato) de 10 cm, com didmetro
interno de 1,2 cm, preenchidos por 3 cm de uma camada do carvao ativado,
aproximadamente 3,5 g (peso umido). Trés desses filtros, denominados como
CAB, foram destinados a filtragdo com atividade bioldgica, recebendo dgua
contendo o herbicida na concentragao de 10,0 ug.L"'. O herbicida utilizado no
ensaio possuia padrdo de pureza de 97-98%, conforme descrigido do fornecedor
(Sigma-Aldrich Co Ltd.). Os outros trés filtros foram utilizados como controle,
denominados CAG, e desprovidos da colonizagdo por microrganismos. Para
inibigdo de qualquer atividade metabdlica dos microrganismos nos filtros CAG,
foi adicionada azida de s6dio (4 mg.L") a agua contendo o herbicida. A ativi-
dade bioldgica dos filtros CAB foi indicada pela taxa de consumo do oxigénio
afluente e efluente dos filtros colonizados, em comparagao com o controle.

A dgua utilizada nos ensaios proveio de sua coleta na Lagoa do Ipé, que foi
filtrada em filtro de celulose (1,0 m), esterilizada (120°C por 15 min), com pH
entre 6,8 e 7,4 corrigido para 7,9+0,1. Os filtros foram mantidos em um fluxo
continuo de 4gua por meio de uma bomba peristaltica multicanais (Ismatec
RS 232 IN). Os filtros foram operados sob fluxo descente com taxa de filtragao
constante e igual a 3,6 m®.m=.d", vazdo de 3 mL.min"' e tempo de contato de
12 min (Figura 2B). O experimento foi realizado durante 70 dias, sendo reco-

lhidas, semanalmente, amostras (100 mL) afluente e efluente dos filtros, para

CAB: carvdo com atividade bioldgica; CAG: carvao ativado granular.

Figura 2 - Unidades experimentais utilizadas no (A) ensaio 1 de biodegradacao e no (B) ensaio 2 de filtragdo bioldgica da atrazina em dgua durante o estudo.
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leituras do pH (DIGIMED DM 20) e determinacdo do herbicida (HPLC —

Prominence, Shimadzu).

Ensaio 3: isolamento e caracterizagao

genotipica dos microrganismos nos

filtros de carvao com atividade bioldgica

Os microrganismos presentes nos filtros CAB foram submetidos ao processo
de isolamento e caracterizagdo filogenética, por meio da retirada de um volume
(1 mL) de amostra na superficie e no interior desses filtros. O material reco-
lhido foi homogeneizado, sendo realizadas diluigdes decimais de uma aliquota
(1 mL) em solugdo de Ringer para o posterior plaqueamento em meios soli-
dos contendo meio de cultura dgar padrio para contagem (PCA). As placas
foram incubadas a 25°C, no escuro, por uma semana. Apds incubagéo, foram
observadas as principais caracteristicas das colonias obtidas. O isolado de cada
coldnia foi obtido por meio de sucessivos plaqueamentos por esgotamento
em estrias e entdo transferido para tubos de ensaio contendo o meio de cul-
tivo inclinado e mantido em refrigeragdo a 25°C. Para cada col6nia isolada
foram observadas caracteristicas morfoldgicas (coloragio, tamanho e tipo de
borda das colonias), coloragao diferencial de Gram, e verificagdo da forma-
¢do de esporos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2003), de modo a obter infor-
magdes dos possiveis grupos microbianos presentes nos filtros. Em seguida,
foi realizada a produgdo massiva de cada isolado para extragdo do DNA e
identificagdo filogenética (5 mL) utilizando o kit FastDNA SPIN Kit for Soil
(BIO 101, Quantum Biotechnologies), seguindo as instru¢des do fabricante.
O gene 16S rRNA do material genético extraido de cada amostra foi ampli-
ficado pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Os amplicons
gerados foram confirmados por eletroforese em gel de agarose e visualiza-
dos em um fotodocumentador (Gel Doc 1000). Os produtos da PCR do gene
16S rRNA foram analisados em um sequenciador de capilar modelo ABI
3700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As sequéncias foram ana-
lisadas com o auxilio do programa Sequencing Analysis 3.4 e pelo programa
Phred/Phrap (EWING et al., 1998; EWING; GREEN, 1998), e comparadas
com os bancos de dados de genes ribossomais: Ribosomal Database Project
II — RDP II (MAIDAK, 2001), por meio do programa Classifir, e National
Center for Biotechnology Information — NCBI (SAYERS, 2010), por meio do
programa Blast. Todas as sequéncias do gene 16S rRNA obtidas neste estudo

foram cadastradas no Banco Internacional de Genes (GenBank).

Analise de atrazina em sistema cromatografico

Para a extrac¢do da atrazina das amostras, foi utilizada a técnica extra¢ao em
fase sélida (SPE) em cartuchos com silica tipo C18 (500 mg — 6 mL), con-
forme metodologia descrita por Talebpour e Bijanzadeh (2007). A separagao
e a quantificagdo do herbicida foram realizadas em um cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia (Shimadzu), equipado com detector Photodiode Array
(SPD-M20A), duas bombas de alta pressao (LC-20AT e LC 20AD), em coluna
de fase reversa C-18 (modelo Shim-pack), com 4,6x250 mm e diametro de
particula de 5 um, segundo Talebpour e Bijanzadeh (2007), com adaptagdes.
A fase movel foi constituida de metanol e d4gua, sendo a anélise realizada em
sistema isocratico e o comprimento de onda selecionado de 222 nm. Para cada
amostra analisada, em triplicata, foram utilizados fluxo de 1 mL.min"' e
tempo de corrida de 18 minutos. A quantificagdo do herbicida foi efetuada

de acordo com o seu respectivo tempo de retengio (TR) e por meio do perfil
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espectrofotométrico, no comprimento de onda especifico de deteccdo do
composto avaliado (Figura 3).

A curva padrao analitica foi obtida por meio do método do padrio
interno de atrazina 99% (Sigma-Aldrich), sendo os teores de atrazina obti-
dos por meio da plotagem das respectivas areas por meio da curva padrao.
Concomitantemente, o limite de detec¢ao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ)
(ug.mL"') também foram obtidos por meio de planilha de validagdo proposta

por Ribeiro e Ferreira (2008).

Analise dos dados

Os dados obtidos durante o estudo foram armazenados em planilhas eletroni-
cas e submetidos a andlises estatisticas com o teste t de Student, utilizando o
Programa Estatistico BioEstat 5.3, sendo avaliado o desempenho de remogéo
da atrazina pelos microrganismos nos ensaios de biodegradagio e nos filtros
confeccionados, bem como o comportamento desses frente a outros parame-

tros fisicos e quimicos da dgua de estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Biodegradacao do herbicida

Os resultados demonstraram que houve a biodegradagdo da atrazina nos tra-
tamentos contendo microrganismos, sendo essa acentuada nas trés primei-
ras semanas de ensaio, com redugio aproximada de 72 e 62% para dgua de
estudo natural e reconstituida, respectivamente. Apds esse periodo, houve
diminuigao na taxa de remogéo do herbicida pelos microrganismos, com
registros minimos préximos de 2 pg.L' nas semanas seguintes. A remogao
total do herbicida ocorreu a partir da 122 semana de ensaio. Ao longo de todo
o periodo, verificou-se um comportamento semelhante ao da biodegrada-
¢do da atrazina pelos microrganismos em ambas as dguas de estudo avalia-
das, sem qualquer diferenca significativa (p<0,05) entre elas. A degradagio
natural do herbicida foi verificada e seu comportamento foi semelhante para
ambas as aguas de estudo, sendo obtidos, ao final do ensaio, valores mini-

mos préximos de 4 ug.L.

Figura 3 - Perfil espectrofotométrico e cromatografico de atrazina utilizada no
experimento: 1- Metanol (T.R: 3.01) e 2 - Atrazina (T.R: 12.98).
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Os valores de pH observados nos ensaios realizados com 4gua natural fica-
ram ligeiramente acima da neutralidade, com valor médio de 7,65, enquanto
a agua reconstituida manteve valor préximo da neutralidade (6,9). De modo
geral, ndo foram constatadas, nos ensaios realizados, diferengas significativas
(p<0,05) do pH registrado entre os tratamentos de controle e com microrganis-
mos. Os resultados referentes a remogao da atrazina pela agao de microrganismos
estdo sumarizados na Figura 4.

Em concordéancia com outros estudos realizados com microrganismos
(bactérias) como agentes que degradam agrotoxicos em condigdes laborato-
riais (GOVANTES et al., 2009; BAGHAPOUR; NASSERI]; DERAKHSHAN,
2013; SOLOMON; KUMAR; SATHEEJA SANTHI, 2013), os resultados
do presente estudo demonstraram que a comunidade microbiana contida
nos efluentes dos biofiltros da instalagao piloto de tratamento de dgua foi
capaz de remover a atrazina a valores abaixo do permitido em dgua potavel
(2 pg.L") (BRASIL, 2017). Os microrganismos presentes no biofilme dos
filtros de carvdo indicam que as populagdes microbianas utilizam plena-
mente a atrazina como fonte de carbono e nitrogénio para suprir seus gas-
tos energéticos e de seu crescimento (SMITH; ALVEY; CROWLEY, 2005;
SHAPIR et al., 2007).

Apesar da total remogao da atrazina pelos microrganismos no presente estudo,
o tempo requerido foi relativamente elevado em comparagao com trabalhos ja
realizados utilizando microrganismos isolados de biofilmes (BAGHAPOUR;
NASSERL; DERAKHSHAN, 2013; SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2013). Uma
possivel explicagdo para o tempo elevado de remogao do herbicida requerido
pelos microrganismos no presente estudo talvez decorra da presenga de outras
fontes orginicas de carbono na dgua de estudo, além do proprio agroquimico,
que influiram em sua biodegradagao. Com o declinio dessas fontes primarias
de carbono no meio — essas assimiléveis e de facil quebra de suas moléculas —,
¢é provavel que os microrganismos passaram a utilizar o herbicida como uma
fonte secunddria de carbono e energia, o que acarretou (proporcionou) a sua
degradagio ao longo do tempo. Alguns estudos sobre o potencial de degrada-
¢do microbiano sugerem que, ao longo do tempo, o declinio da matéria orgé-

nica utilizada pelos microrganismos como elementos nutricionais induz ao uso

de compostos xenobidticos (cianotoxinas, firmacos) como fonte de carbono e
energia, propiciando sua degradagio (MINILLO et al., 2013; BORGES et al.,
2016). Uma situagao semelhante foi observada por Park et al. (2001), quando
verificaram que o tempo de degradagio de ficotoxinas (microcistinas) foi qua-
tro vezes superior em um meio suporte contendo essa toxina e nutrientes inor-
ganicos, quando comparado com um meio experimental contendo apenas a
toxina e nutrientes organicos.

O processo de metabolizagiao microbiana é reconhecido como um fator
critico e importante que afeta o destino e o comportamento de diversos poluen-
tes (e.g., agrotoxicos) em um ecossistema aquatico. A microbiota aquatica for-
mada em determinado substrato compreende uma diversidade de espécies de
microrganismos integrantes em uma comunidade dindmica capaz de degradar
uma grande variedade de compostos quimicos (LOPEZ et al., 2005). A auséncia
de dados durante este estudo sobre a mineraliza¢ido ou biotransformacdo do
herbicida no tratamento avaliado néo permitiu definir qual foi o destino final
da atrazina, mas foi possivel estabelecer que a comunidade microbiana pre-
sente nos filtros de carvao promoveu a redugao do herbicida para suprir o seu
metabolismo. Outro aspecto que deve ser considerado foi a degradagao natural
sofrida pela atrazina nos ensaios controles. Embora essa tenha ocorrido com
valores pouco menores em relagdo aos tratamentos com microrganismos iso-
lados dos biofiltros de carvao, seus valores devem ser considerados no balango

final de remogéo do agroquimico.

Remocao da atrazina com filtros bioldgicos de carvao

Os resultados obtidos com o uso do sistema de filtragdo demonstraram que
houve a remogéo da atrazina pelos conjuntos de filtros testados (Figura 5A).
A remogao com filtros de carvéao colonizados por microrganismos (CAB) foi
ligeiramente maior em sua média (85,65%), quando comparada aos valores
obtidos utilizando filtros de carvao sem atividade bioldgica (CAG) (79,63%).
Pode-se verificar que as duas configuragdes de filtros apresentaram o padrao de
expressiva remogdo do herbicida, demonstrando que o CAG utilizado, assim
como as condigdes experimentais, foram favordveis para a elevada capacidade

de adsor¢ao da atrazina durante o ensaio.

Figura 4 - Valores finais de degradacao de atrazina nos ensaios com (A) dgua natural e (B) dgua reconstituida realizados durante o estudo.
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CAG: carvao ativado granular; CAB: carvao com atividade bioldgica.

Figura5 - (A) Valores de remocao (%) da atrazina obtidos com uso de filtros de carvao com atividade biolégica e filtros de carvao ativado granular; e (B) niveis detectados

do herbicida nos efluentes dos sistemas de filtros avaliados.

Entre os filtros testados, os valores registrados do pH mantiveram-se ligei-
ramente acima da neutralidade para ambos os sistemas, com valores médios
entre 7,29 e 7,69 para os filtros com e sem biofilme, respectivamente. De modo
geral, nos ensaios realizados, ndo foram constatadas diferengas significativas
(p<0,05) nos valores registrados nos tratamentos controle e com microrganismos.

Em relagéo a capacidade de retengao do herbicida utilizando os dois mode-
los de filtros testados, pode-se observar, no presente estudo, menor dispersao
relativa (CV<10) aos percentuais de remogao da atrazina utilizando filtros de
carvio com biofilme (CAB), com residuais no efluente dos filtros, em média,
menores que 2 pg.L"! (Figura 5B). Essa condi¢do possivelmente indica que a
combinagao simultdnea dos processos de biodegradagao e adsor¢ao reduziu as
flutuagdes da concentragdo da atrazina na 4gua afluente, conforme relatado em
alguns trabalhos (SEREDYNSKA-SOBECKA et al., 2006; AKTAS; CECEN, 2007).
A despeito dos filtros de carvao sem atividade biologica (CAG), pdde-se cons-
tatar dispersdo temporal um pouco maior da retengdo do herbicida (CV216),
o que refletiu sobre uma eficiéncia ligeiramente menor desses filtros no expe-
rimento. Pdde-se observar que em amostras do efluente desses filtros, proximo
ao final do estudo, os valores de atrazina estavam ligeiramente acima do limite
maximo permitido (2 ug.L"') pela PRC do MS (BRASIL, 2017) (Figura 5B).

As oscilagoes na adsor¢do do herbicida no filtro de carvdo durante este
estudo podem estar associadas as concentragdes desse adsorvato presente no
meio (BRADY, 1997). Para uma reagio reversivel de adsor¢do, as moléculas do
adsorvato acumulam-se no meio de maior concentragio (dgua) para a superficie
de menor concentragio (carvao); com a queda na concentragao do adsorvato no
meio (afluente), a taxa de reagio de adsor¢ao diminui, gerando menor adsorgao
do herbicida. Caso ocorra, por um espago de tempo, uma menor concentragao
da atrazina no afluente em relagio a concentragio no carvio, poderd acontecer a
reagdo reversa (dessor¢do), tornando o herbicida livre para o meio. Contudo, nio
foi possivel comprovar a ocorréncia desses efeitos no presente estudo.

O presente estudo estabelece que o uso dos filtros de carvao coloniza-

dos por microrganismos pode representar uma alternativa para a remogao de
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micropoluentes presentes na agua de uma ETA. Os microrganismos forma-
dores do biofilme nos filtros de carvao promoveram um efeito complementar
na remogao da atrazina, essa decorrente, provavelmente, da biodegradagio do
herbicida. Esse padrao observado estd em concordincia com um estudo rea-
lizado por Jones et al. (1998) sobre a remogéo de atrazina com filtros de car-
vao inoculados com bactérias. Além disso, a literatura tem demonstrado que a
vida util do carvao em ETAs, dependendo das caracteristicas da agua bruta e
do adsorvato, estd em torno de 6 a 12 meses (SIMPSON, 2008). A redugio da
vida util desse carvao no leito filtrante pode ser observada pela perda signifi-
cativa na eficiéncia de adsorgdo e pelo transpasse de concentragdes conside-
raveis das moléculas adsorvidas para a dgua (HO, 2004; WANG et al., 2007).
Os resultados obtidos no presente estudo refor¢am a viabilidade no uso dos
filtros de carvao como possivel alternativa de emprego para remogéo de atra-

zina em 4guas contaminadas e destinado ao consumo humano.

Caracterizacao filogenética dos

microrganismos nos filtros de carvao

A partir do material coletado dos filtros contendo microrganismos, foi possivel
a obtengdo de 12 amostras de microrganismos isolados (Figura 6). O cultivo
desses microrganismos isolados, segundo os métodos microbioldgicos tradi-
cionais, permitiu a obten¢do do material genético para a extragdo de seu DNA,
auxiliando, dessa forma, na maior acurécia na sua identificagio.

A partir dos isolados cultivados e da extragdo do DNA desses microrga-
nismos, foi possivel, por meio da analise das sequéncias do gene 16S rRNA
amplificadas, a identificagdo da presenca de um filo (Proteobacteria) distri-
buido em quatro géneros distintos: Acinetobacter, Bacillus, Exiguobacterium e
Pseudomonas, conforme descrito na Tabela 1.

Com base na andlise da diversidade microbiana presente no biofilme dos fil-
tros de carvio, foi constatada a dominancia de bactérias do género Pseudomonas.
Esse género de microrganismos tem sido considerado ubiquo, podendo ser

isolado em ambientes diversos (solo, 4gua doce, 4gua marinha e alimentos).
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Figura 6 - Corrida eletroforética em gel de agarose dos isolados coletados dos
filtros de carvao com atividade biolégica.

Tabela 1 - Informacdes sobre o sequenciamento e o cadastramento das
sequéncias dos genes 16S rRNA dos isolados obtidos.

Isolados HEETRED Slmllar.ldade % similaridade
GenBank (organismo)
P1 99

FJ9857931 Acinetobacter sp.
P2 FJ9857941 Acinetobacter sp. 99
P3 FJ9857951 Pseudomonas sp. 97
P4 FJ9857961 Bacillus sp. 99
P5 FJ9857971 Exiguobacterium sp. 99
P6 FJ9857981 Pseudomonas sp. 96
P7 FJ9857991 Pseudomonas sp. 99
P8 FJ9858001 Pseudomonas sp. 97
P9 FJ9858011 Pseudomonas sp. 98
P10 FJ9858021 Pseudomonas sp. 98
PN FJ9858031 Pseudomonas sp. 97

Fonte: dados disponiveis no Banco Internacional de Sequéncias (NCBI).

Algumas linhagens de Pseudomonas sao descritas com amplo espectro em
metabolizar compostos orgénicos e sintéticos em matrizes ambientais, o que
as tornam foco de diversas pesquisas, principalmente aquelas que tangenciam
suas principais vias responsaveis pela degradagio de diferentes compostos
(SMITH; ALVEY; CROWLEY, 2005). A versatilidade de diferentes linhagens
das Pseudomonas em metabolizar substancias complexas e recalcitrantes, como
a atrazina, tornam-nas amplamente descritas na literatura NEUMANN et al.,
2004; ARIOLE; ABUBAKAR, 2015; FERNANDES et al., 2018).

Entre os isolados identificados pelas técnicas empreendidas no presente
estudo, também foi possivel verificar a presenca dos géneros Acinetobacter e
Bacillus. Representantes desses géneros sio descritos em diversos trabalhos
envolvendo os mecanismos responsaveis pela degradagao de atrazina e de dife-
rentes substratos organicos como fonte de carbono, bem como a capacidade
de coloniza¢do em diversos ambientes, mesmo sobre limitagdes na oferta de
nutrientes (SINGH; SURI; CAMEOTRA, 2004; ARIOLE; ABUBAKAR, 2015).
A ocorréncia dos diferentes géneros de bactérias no presente estudo reforga
a importéncia dos consorcios microrganismos no biofilme para o desempe-
nho de remogéo do herbicida ao longo dos ensaios de filtragio. E possivel que

tenha ocorrido a interagdo de processos simultaneos, como a bioadsorgdo e a
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biodegradagio, para a remogdo da atrazina nos ensaios, o que estaria em con-
sonancia com outros trabalhos realizados (SEREDYNSKA-SOBECKA et al.,
2006; SIMPSON, 2008).

As linhagens bacterianas encontradas no presente estudo fortalecem a evi-
déncia de que a biodegradagdo da atrazina foi um fator importante e atuante
para sua remogao nos filtros de carvao com biofilme. A biodegradagao é um
processo resultante da produgdo de ampla gama de enzimas habeis e ativas por
microrganismos, mediante sua exposi¢do e adaptagdo a um determinado com-
posto (LOPEZ et al., 2005; VIBBER; PRESSLER; COLORES, 2007; SOLOMON;;
KUMAR; SATHEEJA SANTH]I, 2013). Estudos apontam que a exposi¢ao pro-
longada de comunidades microbianas a compostos xenobidticos (e.g., herbici-
das) pode facilitar sua biodegradagio e, assim, reduzir a toxicidade em locais
contaminados (SOLOMON; KUMAR; SATHEEJA SANTHI, 2013). Embora nio
tenha sido detectada a presenca de atrazina nas aguas coletadas na Lagoa do
Ipé, para a realizagao dos ensaios, ndo é descartada a possivel contamina¢ao
desse ambiente pelo herbicida em periodos remotos, uma vez que nas areas
adjacentes & lagoa sdo comuns cultivos agricolas anuais e perenes. Essa condi-
¢do poderia explicar a aceitacdo dos microrganismos ao herbicida e sua meta-
bolizagio verificada ao longo deste estudo. Essa hipétese foi confirmada por
Udikovic-Kolic, Scott e Martin-Laurent (2012) ao relatarem que apds um periodo
de 30 anos de aplicagdo de atrazina em ambiente natural, algumas bactérias do
solo foram induzidas a mineralizar o herbicida, além de espalharem rapida-
mente genes sobre outras populagdes bacterianas com a mesma capacidade de
metabolizagdo do composto.

Uma série de microrganismos que degradam parcialmente ou completa-
mente a atrazina foi isolada e, a partir dela, os genes que codificam as enzimas
envolvidas na degradagao da atrazina. Nos genes de Pseudomonas sp ADP, foi
descoberto um par de 108-kb do plasmideo autotransmissivel, pADP-1, com-
pleto sequenciado. Sdo descritos trés genes (atzA, atzB e atzC) nesses plasmideos
que codificam enzimas responsaveis pela quebra da atrazina em 4cido ciand-
rico, que estdo localizados em uma regido instével de plasmideos. Uma regido
diferente de pADP-1 contém os genes atzD, atzE e atzF, que codificam enzimas
que fragmentam o anel da molécula de atrazina-triazina e levam a conversao
de 4cido cianurico com diéxido de carbono e amoénio (VIBBER; PRESSLER;
COLORES, 2007).

As bactérias estdo entre os organismos que melhor interagem na dinadmica
de biodegradagio, muitas vezes assumindo o papel central do fendmeno, em
razdo da sua capacidade de metabolizar uma diversidade de poluentes, enquanto
outros organismos (e.g., fungos e protozodrios) podem favorecer ou mesmo
afetar essa dinimica (LOPEZ et al., 2005). Os resultados obtidos no presente
estudo e a literatura referenciada permitem inferir que os microrganismos isola-
dos e identificados participaram da a¢do de degradagéo do herbicida. O poten-
cial uso desses microrganismos capazes de metabolizar os herbicidas configura
uma proposta futura para o tratamento de 4gua, principalmente quando as con-
digoes adequadas para a biodegradagdo puderem ser identificadas e impostas
sobre os filtros bioldgicos.

As citadas literaturas sobre biodegradagéo da atrazina a partir de grupos
especificos de microrganismos auxiliam o conhecimento sobre a importancia
da capacidade metabolica e as caracteristicas génicas das cepas envolvidas na
degradagdo da atrazina. A possibilidade de identificado desse gene representa
uma base tecnoldgica para futuros trabalhos direcionados ao uso de microrga-

nismos para o tratamento biolégico de aguas contaminadas por agrotdxicos.
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No entanto, hd necessidade de estudar a evolugdo das linhagens comparando
a capacidade metabdlica e caracterizando os genes envolvidos na biodegrada-
¢do da atrazina (UDIKOVIC-KOLIC; SCOTT; MARTIN-LAURENT, 2012;
SINGH et al., 2018).

A despeito das diversas pesquisas que auxiliam no aumento da eficiéncia
de remogao dos herbicidas em ETAs, o presente estudo estabelece uma pos-
sivel via de tratamento de 4gua contendo um composto recalcitrante cada vez
mais comum nos mananciais de abastecimento do Brasil. Além disso, impera
a necessidade de agdes que promovam maior conscientizagao em rela¢do ao
uso dos agroquimicos, em conjunto com medidas ostensivas para sua maior
fiscalizagdo e adequagdo de legislagdes especificas direcionadas a0 monitora-
mento e a qualidade da dgua potavel para a satide publica com seguranga no
pais. Isso tudo deve, no futuro, ser estendido com o mesmo entendimento para

outros compostos xenobioticos.

CONCLUSOES

Pode-se verificar a remogédo da atrazina pelos microrganismos presentes em
filtros bioldgicos de carvio, comprovando a metabolizagdo do herbicida pelos
componentes microbianos presentes nos biofiltros.

A constatada degradagdo natural da atrazina, que apesar de reduzida em
relagdo aos tratamentos com microrganismos, nao pode ser negligenciada

em um balango final de remogao do agroquimico.

Averiguou-se expressiva remogao da atrazina em ambas as configuragoes
de filtros testadas, com valores ligeiramente maiores nos filtros de carvéo colo-
nizados por microrganismos em relagao aos filtros de carvao desprovidos de
atividade bioldgica.

A possibilidade de uso e selecao de linhagens especificas de microrganismos
capazes de metabolizar a atrazina representa uma proposta para a ativa¢ao biolo-
gica de leitos de filtros de carvio, bem como a busca por sistemas mais eficientes
de tratamento de 4gua, aumentando a eficiéncia na remogio desses compostos.

O uso de filtros biologicos de carvao representa uma técnica promissora
para a remogao da atrazina presente nos mananciais de abastecimento publico.
Esse sistema poderia viabilizar a aplicagdo de novas tecnologias para a melhoria

da qualidade de 4guas contaminadas por esses herbicidas.
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