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Resumo

Objetivou-se neste trabalho, avaliar a mineralização e a formação de resíduos extraível e não-extraível de 14C-atrazina em um solo intensivamente utilizado para fins agrícolas no Estado de São Paulo. Atrazina radiomarcada foi aplicada (5 L ha-1 ou 2 mg kg-1 de i.a.) em um Latossolo Vermelho-Escuro, álico, A moderado, textura média. Frascos erlenmeyer contendo 200 g (peso seco) do solo assim preparado e com umidade ajustada para 2/3 da capacidade de campo foram enterrados na Estação Experimental de Lisímetros do CENA-USP, onde se iniciou, ao mesmo tempo, uma plantação de milho. O 14CO2 desprendido foi avaliado a cada 15 dias, durante 150 dias, e atingiu, no final desse período de incubação, 36% da atividade total aplicada, e meia-vida de 168 dias. Os resíduos formados no solo foram determinados, em termos de dessorção, com o uso de cloreto de cálcio, e, em termos de extração, com o sistema-solvente acetonitrila/água (80:20); os resíduos não-extraíveis foram avaliados por combustão. Durante o período de incubação, os resíduos extraíveis diminuíram para 1/3, enquanto os resíduos ligados (não-extraíveis) permaneceram ao redor de 34%. Os metabólitos foram identificados por cromatografia em camada delgada, e foram detectadas, nas frações dessorvidas, hidroxiatrazina (44%), desisopropilatrazina (3,28%) e atrazina (52,72%) e nas frações extraídas, hidroxiatrazina (16,22%), desisopropilatrazina (2,25%), desetilatrazina (2,24%) e atrazina (79,29%). Conclui-se que a mineralização ocorreu somente na fração de resíduos extraíveis e foi favorecida pelas condições de incubação, em que o principal fator foi a variação de temperatura. 

Termos para indexação: mineralização, resíduos, herbicidas, triazinas, composto orgânico de nitrogênio, adsorção, dessorção. 

  

Degradation Of 14c-Atrazine In Soil Under Outdoor Conditions 
ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the mineralization rate and residue formation in a common soil type intensively used for agriculture in São Paulo, SP, Brazil. Atrazine 14C-ring-U-R was applied to a typic Hapludox Brazilian soil (5 L ha-1 or 2 mg kg-1 of a.i.). After this procedure, samples (200 g, dry weight basis) of this soil, with moisture adjusted to 2/3 of the field capacity, were distributed in erlenmeyer flasks. The flasks were incubated buried at CENA-USP Lysimeter Station, in a started jointly corn plantation. The evolved 14CO2 was analyzed every 15 day, during a period of 150 days. The desorbed residues were extracted with 0.01M CaCl2 solution and further extracted with the organic solvent, acetonitrile-water, 80:20, and the non-extractable residues were analysed by combustion. At the end of the incubation period (150 days), the 14CO2 evolved reached up to 36% of applied activity, and half-life of 168 days. The extractable residues decreased by 1/3 during the incubation period, while the non-extractable remained unchanged, around 34% of applied activity. TLC analyses of desorbed fraction showed hydroxiatrazine (44%), deisopropylatrazine (3.28%) and atrazine (52.72%) whereas the extracted fraction presented hydroxyatrazine (16.22%), deisopropylatrazine (2.25%), desethylatrazine (2.24%), and atrazine (79.29%). It was concluded that only the extractable fraction of residues was mineralized and that variation of the incubation temperature favored atrazine mineralization. 

Index terms: mineralization, residues, herbicides, triazines, organic nitrogen compounds, adsorption, desorption. 

INTRODUÇÃO 
A atrazina é um herbicida importante, utilizado principalmente na cultura de milho. A literatura que trata da contaminação ambiental por esse agrotóxico, principalmente nos EUA e Europa, é bastante ampla (Schiavon, 1988; Hall et al., 1972; Frank & Sirons, 1979; Buser, 1990). Sua distribuição pelo ecossistema se deve a processos de volatilização, lixiviação, escoamento superficial, reações químicas e, principalmente, à sua moderada, mas não curta, persistência no ambiente ( Bintein & Devillers, 1996). 

A atrazina é estudada sob os mais diferentes aspectos (Andrea et al., 1996; Bintein & Devillers, 1996; Nakagawa et al., 1996), podendo ser degradada via processos químicos e microbiológicos, originando produtos hidroxilados (Skipper et al., 1967) e desalquilados (Kaufman & Kearney, 1970), respectivamente. 

Kretova et al. (1986) determinaram que a adsorção diminui consideravelmente a taxa de degradação de 14C-atrazina quando comparada com seu estado não adsorvido. A matéria orgânica é considerada a mais importante fração do solo responsável pela retenção de pesticidas apolares (Hassett et al., 1983; Calvet, 1989). Laird et al. (1992) obtiveram valores altos de adsorção de atrazina em solos com altos teores de esmectitas, resultado este contestado por outros autores que apontam ser a adsorção de atrazina pelas esmectitas e óxido de ferro insignificante na faixa de pH 4 e 8 (Borggaard & Streibig, 1988). 

Clay et al. (1988) testaram o efeito de modificações do pH do solo e constataram a ocorrência de mudanças no sistema solo-solução que podem afetar a adsorção do herbicida. Posteriormente, Clay & Koskinen (1990) demonstraram em seus experimentos, que maior quantidade de atrazina foi dessorvida em condições de alto pH. Concluíram, assim, que a pouca atrazina dessorvida em baixo pH pode ser atribuída a grande extensão de protonação das moléculas desse herbicida, com aumento de sua polaridade, e uma posterior interação iônica com as frações polares do solo. 

A meia-vida da atrazina varia, dependendo das condições ambientais e das características do solo em questão, sendo os microrganismos os principais responsáveis por sua degradação. Seus valores, segundo Gaynor et al. (1992), oscilam entre 20 a mais de 100 dias, existindo casos, citados na literatura, superiores a 300 dias. De acordo com Walker & Zimdahl (1981), a meia-vida da atrazina em alguns solos variou de aproximadamente um mês no período quente  solo úmido (25oC, capacidade de campo)  para em torno de um ano no período frio  solo úmido (5oC, 25% da capacidade de campo). 

Os fatores que mais afetam a atividade microbiana, como, por exemplo, a umidade e a temperatura, são, também, os que mais influem na degradação de um pesticida (Wolf & Martin, 1975). Segundo Alexander (1994), o nível ótimo de umidade dependerá das propriedades do solo, do composto em questão e, de a transformação ser aeróbia ou anaeróbia. Mandelbaum et al. (1993) constataram que a degradação da atrazina foi insignificante abaixo de 7oC, mas se acelerou acima de 15oC, o que mostra que a temperatura ótima para ocorrer a degradação está dentro da faixa de atividade metabólica máxima dos microrganismos. Andrea et al. (1996) reportam em seus experimentos a degradação de 14C-atrazina como sendo proporcional ao aumento de temperatura e, também, que quanto maior for seu valor, menos resíduos extraíveis e mais resíduos ligados foram detectados. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a mineralização e a formação de resíduos extraível e ligado (não-extraível) de 14C-atrazina em um tipo de solo intensivamente utilizado para fins agrícolas. 

MATERIAL E MÉTODOS 
Amostras de solo classificado como Latossolo Vermelho-Escuro, distrófico, A moderado, textura média, foram coletadas na profundidade de 0-20 cm em dez pontos diferentes de uma área de cultivo de cana-de-açúcar localizada no município de Rio das Pedras, SP. As características físico-químicas do solo estudado são: areia 70%, argila 20%, silte 10%, matéria orgânica 1,5%, pH 4,8 (CaCl2) e capacidade de troca catiônica 4,8 meq/100 g. 

Foram utilizadas atrazina técnica e 14C-atrazina (2-cloro-4-etil-6-isopropil-s-triazina) radiomarcada uniformemente nos carbonos do anel, com atividade específica 1,92 MBq/mg e pureza radioquímica 99%, doadas por Ciba-Geigy Química S.A. A solução de aplicação do herbicida foi preparada com 3,933 mg de atrazina técnica (0,22 mL da solução acetônica 17,88 mg mL-1) e 3,78 mL de uma solução de 14C-atrazina para resultar em 4,7 mg de atrazina e 1,5 MBq mL-1, de atividade. 

Três repetições de 10 g de solo foram submetidas à secagem em estufa a 80oC, por 24 horas. O teor de umidade, determinado pela diferença entre os pesos das porções de solo antes e após a secagem, foi de 3,4%. 

A capacidade de campo foi determinada pela técnica TSFM (torrão separado pela frente de molhamento), descrita por Costa (1983). Em uma amostra de 150 g de solo, contida em béquer de 500 mL, gotejou-se 2 mL de água destilada em 40 segundos. Após esse procedimento, realizado com três repetições, o torrão úmido formado (separado do resto do solo pela frente de molhamento) foi colocado em uma placa de Petri e levado à estufa a 100oC, por 24 horas. O torrão foi pesado, e a capacidade de campo foi calculada pela diferença entre os pesos das amostras úmida e seca; foram necessários 29 mL de água para atingir 100% da capacidade de campo. 

A aplicação da atrazina foi conduzida utilizando-se 1 mL da solução herbicida para 20 g de amostra de solo seco, triturado em almofariz. Após evaporação do solvente, a amostra foi homogeneizada sob agitação mecânica (batedeira) por 15 minutos, com 2.200 g de solo recém-coletado. A dose utilizada foi a máxima recomendada pelo fabricante, ou seja, 5 L ha-1 ou 2 mg de i.a. kg-1 de solo. 

Porções de 207,04 g de solo, assim preparado, correspondentes a 200 g (peso seco), foram distribuídas em frascos erlenmeyer (300 mL), tiveram a umidade ajustada para 75% da capacidade de campo, e foram pesadas, para posterior acerto da umidade no transcorrer do experimento. 

Em cada frasco foi acoplado um sistema em forma de torre de vidro de cal sodada para retenção do CO2 desprendido, segundo recomendações da Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) como descrito por Anderson (1989), para estudo da biodegradabilidade de produtos radiomarcados. As torres dos sistemas foram cobertas com folha de alumínio, deixando-se uma pequena abertura para trocas gasosas entre o sistema e o ambiente (sistema aberto), a fim de se evitar a entrada de água de chuva. 

Dez frascos erlenmeyer contendo o solo em estudo foram enterrados no solo da Estação de Lisímetros do CENA, Piracicaba, SP, até a altura do sistema de retenção do 14CO2. Na mesma época (setembro) em que se iniciou o período de incubação, foi semeado milho em quatro fileiras com espaçamento de 0,5 m, e uma semente a cada 8 cm. Os frascos foram enterrados entre as fileiras, para simular as condições de temperatura às quais estaria submetido o herbicida se tivesse sido aplicado em pré-plantio no campo. A cada 15 dias, durante 20 semanas, fez-se a troca dos sistemas de retenção do 14CO2 e o ajuste da umidade por pesagem, retirando-se, também, um frasco para análise dos resíduos no solo. 

Para a extração do 14CO2 retido nas torres de cada erlenmeyer, os seus 10 g de cal sodada foram transferidos para um kitassato (250 mL), em sistema fechado, onde foi injetado 50 mL de HCl 6 M. Após a total dissolução da cal sodada por agitação magnética, durante 15 minutos, o 14CO2 liberado pela ação do ácido foi, então, arrastado pela passagem de um fluxo de ar comprimido em direção a dois compartimentos contendo, cada um, 20 mL de uma solução de metanol-etanolamina (70:30), para retenção do 14CO2. Duas alíquotas de 1 mL desta solução foram transferidas para frascos de cintilação, adicionando-se, a seguir, 10 mL de solução cintiladora (4 g PPO; 0,2 g POPOP; 340 mL de Renex e 660 mL de tolueno), conforme descrito por Mesquita & Ruegg (1984), para posterior avaliação da atividade. 

Os cálculos da meia-vida foram feitos segundo Chang (1977), pela expressão 

log A = log Ao - log 2 x t / T½, onde: 

A = atividade encontrada no tempo t, Ao = atividade inicial, T ½ = meia-vida. 

Para avaliar a dessorção pesou-se, em tubos de aço inoxidável, duas porções (25 g) de amostra de solo dos frascos erlenmeyer, e, em seguida, adicionou-se 50 mL de CaCl2 0,01 M para simular a força iônica da solução do solo. O conjunto foi levado para um agitador rotatório a 120 rpm por 1 hora e, em seguida, centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos. De cada tubo retirou-se o sobrenadante e dele se quantificou a atividade de duas alíquotas de 1 mL. Reservou-se o restante do extrato para posterior análise por cromatografia em camada delgada (CCD). 

Aos tubos de aço inoxidável, contendo as porções úmidas da amostra do solo que sofreram dessorção, acrescentou-se, em seguida, 100 mL de acetonitrila:água (80:20) visando-se a extração de resíduos. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes. Os sobrenadantes foram retirados com ajuda de uma pipeta, para não perturbar os péletes formados, e em seguida, transferidos conjuntamente para uma proveta. Após medir o volume total dos sobrenadantes, duas alíquotas de 1 mL, foram quantificadas por cintilação líquida. O restante do sobrenadante foi mantido em refrigerador, para posterior concentração e análise qualitativa por CCD. 

As atividades de amostras sólidas, como, também, a atividade aplicada inicialmente ao solo, foram determinadas através de combustão em um oxidador biológico (Harvey Instruments). Uma amostra de 1 g de solo, colocada em barquinha de cerâmica, foi submetida à combustão a 900oC com fluxo de O2 durante três minutos (cinco repetições). Para a coleta do 14CO2 resultante, utilizou-se monoetanolamina (100 mL) dissolvida no coquetel de cintilação: 3,3 g PPO, 600 mL de tolueno e 300 mL de éter etilenoglicol monometílico. A eficiência da combustão encontrada de 98% está relacionada com testes controles (cinco repetições) realizados, previamente, com porção de amostra de solo tratado com 14C-glicose. 

Todas as operações de determinação da atividade das amostras foram conduzidas em espectrômetro de cintilação líquida (Tri-Carb 1600 TR), durante 15 minutos. 

Ao volume total do extrato dessorvido (em torno de 50 mL) de cada tratamento, transferido para um funil de separação, foi adicionado 10 mL de diclorometano. Agitou-se fortemente a mistura, por dois minutos. Deixou-se decantar. Passou-se a fase orgânica por papel-filtro contendo 2 g de Na2SO4 anidro e, em seguida, concentrou-se o filtrado em um evaporador rotatório (Heidolph, 2000). Esta operação com o extrato foi repetida por três vezes. O concentrado final (1 mL) foi armazenado em um frasco (2 mL) e estocado a -17oC, para posterior análise por CCD. 

O sobrenadante acetonitrila:água, mantido sob refrigeração e, contendo as frações extraíveis do solo, foi submetido à evaporação rotatória para eliminação do solvente orgânico. À fase aquosa restante adicionou-se 13 mL de diclorometano e procedeu-se como para o extrato do dessorvido. 

Os extratos concentrados obtidos da dessorção e extração foram analisados qualitativamente por CCD, em cromatoplacas de silicagel 60 F254 (Merck). Com um aparelho Camag-Linomat IV, dotado de uma microsseringa, aplicou-se 100 L dos extratos e 5 L dos padrões de atrazina, hidroxiatrazina, desetilatrazina e desisopropilatrazina. Para o desenvolvimento das placas utilizou-se o sistema-solvente clorofórmio:metanol:ácido fórmico:água (80:15:5:1). As manchas originadas foram visualizadas sob luz ultravioleta, demarcadas a lápis, e em seguida, submetidas a um analisador linear de CCD (Berthold), para avaliação da radioatividade e, também do Rf. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Os valores obtidos de 14CO2 (Fig. 1) mostram o seu desprendimento gradativo entre 15 e 90 dias, quando se atingiu o limiar de 36%, mantido constante até o final dos 150 dias do experimento. Esta fase de desprendimento de 14CO2 é indicativa de uma acentuada clivagem do anel da atrazina pela ação microbiana do solo (Mandelbaum et al., 1995). 
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  Visualiza-se, ainda, pela Fig. 1 uma fase inicial de degradação lenta nos primeiros 15 dias de incubação, possivelmente de adaptação microbiana (Korpraditskul et al., 1993). Segue-se, então, um período de desprendimento gradativo de 14CO2, conhecido como fase exponencial, na qual os microrganismos estão em plena atividade. Este comportamento, descrito por Kaufman & Kearney (1970) como sendo típico na degradação microbiana de pesticidas, foi, também, observado por Nakagawa et al. (1995) em seus experimentos. A ocorrência de uma fase estacionária após 90 dias de incubação pode ser atribuída à falta de nutrientes ou, ainda, à indisponibilidade do herbicida para o ataque microbiano. 
A quantidade de 14CO2 durante o período de incubação é bastante alta, em comparação com outros trabalhos de literatura (Nakagawa et al., 1995; Andrea et al., 1996). Esta alta mineralização foi beneficiada pela alternância de temperatura entre dias e noites, o que sugere a atuação de populações diferentes de microrganismos presentes neste solo. 

O cálculo da meia-vida da atrazina, como descrito em material e métodos, para o período de 45 a 90 dias, forneceu o valor de 168 dias. De acordo com os critérios propostos pelo Ibama (1990), a atrazina, nas condições estudadas, é classificada como sendo de persistência média (meia-vida entre 90 e 180 dias), uma vez que apresentou desprendimento de 14CO2 entre 1% e 10% num período de 28 dias de incubação. 

A Fig. 2 mostra a pequena porcentagem de resíduos dessorvidos com CaCl2 em comparação com uma significativa liberação dos resíduos extraídos. Seu valor aos 15 dias está em torno de 16%, diminuindo gradativamente com o período de incubação, sendo, aos 150 dias, 1,5% do aplicado. 
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 Já com relação aos resíduos extraídos com o sistema de solventes acetonitrila:água (80:20), houve maior porcentagem de extração (62,01%) aos 30 dias. Aos 45 dias ocorreu uma queda acentuada para 38% no porcentual de extração, mantido até os 75 dias; a variação desse porcentual extrativo foi mais gradativa, indo de 25% de extração até o valor de 18% no final do experimento. 
O perfil da Fig. 2 mostra três fases distintas: uma, dos 15 aos 30 dias, que apresenta as maiores quantidades de resíduos extraíveis, em comparação com o restante do período de incubação; uma segunda, dos 45 aos 75 dias, em que se observa uma redução significativa na porcentagem de resíduos dessorvidos e extraídos; e a última, dos 90 aos 150 dias, onde a liberação dos resíduos é ainda menor, chegando a uma porcentagem média de 2% e 24% de dessorvido e extraído, respectivamente. 

A Tabela 1 mostra a recuperação total da atividade dos produtos radioativos, durante todo o período do experimento. Seus dados mostram que a quantidade de resíduos extraíveis diminuiu com o tempo de incubação enquanto a de resíduos ligados mantém-se praticamente constante (34%) até o final. Esse resultado é corroborado pelo de Barriuso & Koskinen (1996), que obtiveram 22% de resíduo ligado logo após a aplicação do herbicida, justificando essa rápida formação do resíduo ligado ao grande conteúdo de matéria orgânica do solo. 
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Estas considerações sobre os resíduos e o fato da porcentagem de 14CO2 desprendido aumentar gradativamente com o tempo de incubação levam à conclusão de que a fração mineralizada foi a dos resíduos extraíveis. 

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos por cromatografia em camada delgada dos extratos dessorvidos e extraídos do solo. A hidroxiatrazina apareceu em quase todo o período de incubação, e em maior porcentagem nos extratos dessorvidos que nos extraídos, contrariando outros autores que confirmaram a ocorrência desse metabólito somente como resíduo ligado (ou não-extraível) (Brouwer et al., 1990; Clay & Koskinen, 1990). Devido ao baixo pH do solo, é justificável sua presença pela degradação química (Armstrong et al., 1967) e, por outro lado, pode ser também resultado de metabolismo microbiano, como observado por Mandelbaum et al. (1993) utilizando culturas isoladas de bactérias. 
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  Os produtos de degradação microbiana desetilatrazina e desisopropilatrazina começaram a aparecer já aos 15 dias de incubação, coincidindo com a fase exponencial de degradação microbiana, constatada pelo desprendimento de 14CO2 (Fig. 1). Estes foram os principais metabólitos apolares encontrados no solo. De acordo com Gan et al. (1996), estes dois desalquilados nunca acumularam no solo acima de 6,5%, o que indica que a desalquilação microbiana não é o mais importante caminho de degradação de atrazina. 
Ainda, de acordo com os dados da Tabela 2, as porcentagens de desetilatrazina e desisopropilatrazina são menores que as de hidroxiatrazina, nas condições estudadas, indicando, nesse particular, uma predominância de processos químicos na degradação da atrazina. Estes resultados concordam com os de Sorenson et al. (1993), que estudaram a degradação da atrazina na camada de 0-10 cm. Estes autores também observaram a mobilidade da atrazina e seus metabólitos em outras profundidades, e constataram que a proporção de atrazina, desetilatrazina e desisopropilatrazina aumentava enquanto que a de hidroxiatrazina diminuía na camada de 10-40 cm, indicando que desetilatrazina e desisopropilatrazina têm igual ou maior potencial que a atrazina para lixiviar e contaminar o lençol freático. 

CONCLUSÕES 
1. O herbicida atrazina se comporta, segundo critérios do Ibama, como moderadamente persistente. 

2. A mineralização da atrazina é beneficiada pela alternância de temperatura de dias e noites durante o período de 150 dias de incubação. 

3. A pronta ligação da atrazina ao solo, no início do experimento, e a constância do valor dessa interação durante todo o período de incubação, é uma forte evidência de que o desprendimento do 14CO2 se deve à mineralização dos resíduos extraíveis. 
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