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Degradação de Atrazina 

por Fungos Filamentosos 

RESUMO _._._._ .... _-_ .... _._--_ ....... _._ ..... _ .... _ ........ -... _ .. 

Itamar Soares de Melo ' 
Célia M. M. de Souza Silva ' 

Elisabeth Francisconi Fay 3 

Regina Rosim Monteiro' 
Antonio C. Rosamiglia5 

Atrazina é um dos herbicidas mais utilizados no mundo, 

apresentando relativa persistência em zonas saturadas e insaturadas . A 

principal via de dissipação de atrazina inclui a biodegradação . Solos 

coletados no município de Guaíra, SP, provenientes de áreas de mata, e 

solos sob cultivo intensivo, sob irrigação, com histórico de aplicação de 

atrazina, foram suplementados e incubados com o herbicida nas seguintes 

concentrações:70 ~g g'l, 350~g g.l e 700~g g' l. Após diluição em série, 

procedeu-se ao plaqueamento em meio de cultura (meio de Martin), 

também suplementado com o herbicida (700~g g' l). Os fungos 

selecionados nesta fase foram cultivados em meio líquido de batata­

dextrose (50%) suplementado com 700~g mL·l de atrazina. As culturas 

1. Engenheiro Agrônomo, Ph.D ., Embrapa Meio Ambiente, Caixa postal 69, CEP 13.820·000 
Jaguariúna, SP. 
2. Bióloga , Ph .D., Embrapa Meio Ambiente . 
3 . Farmac êutica Bioqufmica , Embrapa Meio Ambiente . 
4 . Bióloga, Ph .D, USP/CENA, Av . Centenário 303, CEP 13.416·000, Pira cicaba , SP. 
5 . Engenheiro Agronômo, Bolsita CNPq., Embrapa Meio Ambiente . 
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foram incubadas a 28°( , sob agitação (1 50rpm) , por um período de 2 1 

dias . A determinação quantitativa dos resíduos de herbicida do m eio de 

cultura foi feita por cromatografia gasosa após extração e purifi cação da s 

amostras. Verificou -se que muito embora os fungos fossem capazes de 

crescer na presença do pesticida , somente algumas espécies foram capazes 

de degradar o composto. Os gêneros Penicillium sp. , Eupenicillium sp. e 

Dermatiacium sp. foram identificados como responsáveis pela degradação 

de atrazina, com crescimento abundante de biomassa . P. crustacium 

degradou mais de 90 % do produto , enquanto que Penicillium sp , linhagem 

FG-7 , degradou apenas 27 %. 

Termos de Indexação: herbicida, atrazina , microrganismos, Penicillium . 
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ABSTRACT 

Atrazme is one of the most widely used herbicide in the wo rld , 

and is co nsidered to be relatively recalcitrant in subsurface sa tured and 

msatured zones . The major pathways of dissipation include the 

biodegradation. The aim of this research was characterize a group of fungi 

degrading atrazi ne. Two types of soil (natural forest and a soil with previous 

history of long -term application of the herbicide) colected in north of São 

Paulo State , in Guaíra, were supplemented with atrazine (70, 350 and 

700 ~g 9 I ) and incubated at 28°C for 21 days . Fungi were isolated in 

culture medium containg atrazin, through of the serial dilution in Martin 

medium suplemented with the herbicide . The isolates were grown in liquid 

medium supplemented with atrazine in order to evaluate the capacity of 

degradation of each strain. nine strains belonging to the genus Penicillium, 

Eupenicillium and Dermatiacium grew faster, producing ligh amount of 

biomass using atrazine as substrate. The quantitative determination of the 

residues was carried out by CG after extraction and purification of the 

samples with ethyl acetate. Ali nine strains degraded atrazine with P. 

crustacium degrading more than 90%. 

Index terms: herbicide, atrazine, microorganisms, Penicillium. 
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INTRODUÇÃO 

Atrazina (6 -cloro-N-etil -N1
- ( l -metiletil) - l ,3, 5-triazina-2,4-diamina) 

é um membro importante da família dos herbicidas s-triazinas, usado para 

controlar ervas daninhas de folhas largas. É considerada moderadamente 

persistente nos solos, e registros sobre sua meia -vida reportam que esta 

varia de 4 a 47 semanas (Mandelbaum et aI., 1 993b). Segundo Monteiro 

et ai . (1995) a meia -vida da atrazina no horizonte A de um solo podzólico 

vermelho -amarelo foi de 13 a 26 semanas e nos horizontes AB e B, de 26 

semanas (persistência alta), demonstrando uma baixa taxa de degradação . 

° uso intensivo de atrazina e sua relativa persistência associada 

à sua mobilidade tornam -na um poluente potencial de águas subterrâneas 

e superficiais. Estudos realizados no Estados Unidos (1991) demonstraram 

que esse herbicida freqüentemente excede 3 partes por bilhão (ppb), limite 

permitido pela Agência de Proteção Ambiental-EPA daquele país. Segundo 

Nyer (1993), um único poço amostrado nos Estados Unidos apresentou 

3000ppb de atrazina e também altíssimas concentrações de alachlor, 

butilato e metalachlor. Devido ao alto grau de contaminação em todo o 

mundo por herbicidas s-triazinas, alguns laboratórios têm dedicado-se a 

estudos sobre o seu destino e biodegradação. A quantificação da degradação 

desses compostos no ambiente é importante para melhor entender os 

processos envolvidos em seu destino e sua avaliação ecotoxicológica, no 

sentido de propor práticas de manejo que evitem seus efeitos indesejáveis. 

° processo de mineralização de um pesticida significa sua completa 

degradação a molécula~ inorgânicas como CO 2, CO, H20, NH 3, H 2S, CI - e 

outras, sendo essa a única maneira de eliminar um composto xenobiótico 

do ambiente. 
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o metabolismo microbiano de pesticidas t em sido estudado 

intensivamente devido à sua influência na eficácia e no destino desses 

compostos no ambiente IBollag & Liu , 1990) . Os microrganismos utili zam , 

portanto, certos pesticidas como fonte de carbono e várias espécies de 

bactérias têm sido descritas como capazes de degradar parcialmente a 

atrazina, através da hidroxilação ou N-dealquilação. Muitas dessas espécies 

são capazes de mineralizar a atrazina através da clivagem do anel 

IMandelbaum et ai ., 1993a; Mandelbaum et ai., 1995; Rodosevich et ai. , 

1995; Alvey & Crowley, 1996) . 

Todavia, há poucos relatos de estudos sobre culturas puras , 

capazes de metabolizar atrazina. Espécies de Nocardia e Pseu.domonas, 

isoladas em solos contaminados com atrazina , utilizam a cadeia latera l da 

molécula como única fonte de carbono e energia. Mandelbaum et aI. (1995) 

reportam bactérias do gênero Pseudomonas, capazes de mineralizar atrazina, 

utilizando-a como fonte de nitrogênio, tendo o citrato de sódio como fonte 

de carbono. 

Vários são os mecanismos pelos quais a adaptação de 

comunidades microbianas do so lo produzem populações que são capazes 

de acelerar a degradação de um pesticida IAlexander, 1994). A adaptação 

se refere à mudanças na comunidade microbiana que, por sua vez , 

incrementa a taxa de transformação de um dado composto como resultado 

de uma exposição prévia ao mesmo composto. Assim, áreas tratadas por 

dois ou mais anos consecutivos, com o mesmo pesticida ou substâncias 

análogas, podem apresentar uma biodegradação acelerada. 

Este trabalho teve como objetivo verificar o potencial dos fungos 

filamentosos para degradar o herbicida atrazina. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Isolamento : Solos amostrados em áreas de mata e de ag ri cul tu ra irri gada, 

com hi st óri co de aplicações de atraz ina em fazendas do município de Guaíra, 

SP, foram suplem entados em laboratório , com atra zina nas se guin tes 

concent rações: 70llg g' l , 350llg g.1 e 700llg g.1 do ingrediente at ivo. Esses 

solos e os solos controle (sem atrazina) foram reumedec idos à capa cid ade 

de campo e incubados a 25°C, por trinta dias . Após este período , procedeu­

se ao isol am ento em meio de cultura (meio de Martin supl ementado c om 

atra zina), por m eio do método de diluição em séri e . 

Os fungos selecionados in vitro foram multiplicados em meio 

líquido BD (batata-dextrose 50 % ) suplementado com 700 Ilg mL·1 de 

atrazina . As cultura s foram incubadas a 28 °C, sob agitação (150rpm), por 

um período de 21 dias . 

Os fungos que apresentaram maior potencial em degradar atrazina 

foram identificados taxonômicamente pela Fundação Tropical de Pesquisa 

e Tecnologia "André Tosello" . 

Avaliação da degradação de atrazina: Todos os fungos resistentes à 

atrazina foram avaliados quanto à utilização do produto como fonte de 

carbono, após 21 dias de cultivo. A determinação quantitativa dos resíduos 

de atrazina no meio de cultura foi conduzida por cromatografia gasosa, 

após extração e purificação das amostras. As etapas desse processo 

seguiram o método descrito a seguir : 
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Método de extração e purificação de atrazina: 

Meio de cultura + atrazina + fungos 

Incubação a 28°C 

1 

pH neutro 

Filtração 

1 

Extração com acetato de etila em meio ácido e alca lino 

1 

Fase orgânica 

Evaporação do acetato de etila 

1 

Diluição do resíduo em acetato de etila 

1 

Análise em GC com detector específico de N e P 

Para validação do método analítico foram estabe le cidas 

porcentagens de recuperação dos resíduos de atrazina. Estes foram 

determinados em Erlenmeyers, contendo meio de cultura batata-dextrose 

(80-50%) suplementado com atrazina. As culturas foram incubadas nas 

mesmas condições do experimento anterior, sendo a determinação 

quantitativa realizada como descrito anteriormente. 

Estimativa da biomassa: A avaliação da biomassa fúngica ocorreu sob as 

mesmas condições do experimento de degradabilidade. As linhagens de 

Penicillium (FG-3, FG-8 e FG-12) cresceram em Erlenmeyers, contendo 
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1 OOmL de m eio de cultura BD (50 %) , suplementado , ou não , com atrazina 

(5 00/1g mL ' ) . Ap ós uma sem ana, a m assa mice li al form ada foi filtr ada e 

seca em estufa a 55°C, até atingir peso constante. Também foram avaliado s 

out ros três fungo s: um Eupenicillium crustacium, que degradou mais de 

60 % de atra zina; e outra s duas linhagens de Trichoderma sp, isolado s 

t ambém de solos de m ata de reserva de fazendas com histórico de uso de 

atra zina , na região de Guaíra . Neste caso , as linhagens foram inoculadas 

em m eio mineral, contendo somente glicose ou glicose mais atrazina . 

Caracterização citológica e bioquímica dos fungos degradadores: As 

linhagens pertencentes aos gêneros Penicillium e Eupenicillium, identificadas 

como responsáveis pela degradação de atrazina, foram submetidas à 

caracterização citológica e bioquímica. 

Para cara cterização citológica, as linhagens selecionadas de 

Penicillium sp (FG -3, FG -8 e FG -12) foram cultivadas em meio batata­

dextrose-ágar (BDA) por uma semana, a 28°C, para a produção de conídios. 

A metologia empregada para a coloração de núcleos foi a descrita por 

Tanaka (1979). Foram avaliados o número de núcleos por conídio e o 

tamanho dos conídios. 

A caracterização bioquímica ocorreu através da análise 

eletroforética em gel de poliacrilamida, para o padrão de proteínas totais. 

As linhagens foram cultivadas em frascos Erlenmeyers, contendo meio 

líquido mineral de Czapek suplementado com atrazina (1 OOllg mL·'). O 

controle constou do crescimento de fungos no mesmo meio sem o herbicida. 

Ambos os tratamentos foram incubados durante quinze dias e, após este 

período, o micélio foi recuperado por filtragem a vácuo, para então ser 

liofilizado à temperatura de -45 °C e à pressão de 8xl O" kPa. As amostras 

foram preparadas de acordo com a metodologia descrita por Paccola-

13 



Meireles et ai . (1988). O gel de acrilamida foi confecc ionado a 10 % . O 

ajuste inicial dos parâmetros foi de 419 volts, 167MA e 70 watts , e o 

final de 419 volts, 71.4 mA e 30 watts. A temperatura durante a corrida 

foi mantida entre 3 e 8°C, na água de refrigeração do sistema. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Isolamento : Os fungo s res istentes à atraz ina, iso lados nas amostras de 

so lo sup lementados, ou não, com o herbi cida, encontram-se li stados na 

Tabela 1. Somente os fungo s que apresentaram esporula ção abundante 

em meios co m altas concentrações de atrazina (700 e 7000 mg mL ' ), 

esporulação esta simil ar à encontrada em m eio cont endo glicose , foram 

co nsiderados para avaliar seus potenciais em utilizar o herbicid a como fonte 

de ca rbono. 

Avaliação da degradação de atrazina: Verificou -se que apesar dos fungos 

produzirem uma razoáve l biomassa em meio de cultura suplementado co m 

atraz ina, somente os fil amentosos foram capazes de degradar o herbi c ida . 

Os gêneros Penicillium sp e Eupenicillium sp foram identifi cados como 

responsáveis por uma taxa de degradação que variou de 27 % (Penicil/ium 

sp linhagem FG -7) a 92 % (P. crustacium) (Tabela 2). O fungo filamentoso 

Dermatiacium sp deg radou 56,3 % do herbicida. Verificou-se que os fungos 

que apresentaram maior potencial em degradar atrazina foram isolados de 

solos de mata não tratados previamente com o herbicida. É possível que 

essas linhagens fúngicas possuam uma resistência genética intrínseca a 

essa molécula e que utilizem o composto como fonte de carbono e energia. 

Seria interessante estudar a bateria de enzimas produzidas por esses fungos 

e envolvidas na degradação de atrazina. Três enzimas hidrolíticas estão 

envolvidas nesta degradação : a primeira catalisa a degradação hidrolítica, 

produzindo hidro x iatrazina; a segunda catalisa a deaminação da 

hidroxiatrazina, produzindo N-isopropilamelida; e, finalmente, uma terceira 

enzima (isopropilaminohidrolase) transforma N-isopropilamelide em ácido 

cianúrico e isopropilamina. 

15 



TABELA 1: Relação de fungos filamentosos resistentes a atra zina, iso lados de 
so los de mata e de solos agrfcolas, tratados ou não com o herbicida. 

FUNGOS TRATAMENTO! ORIGEM 
(isolados) 

FG-l 
FG -2 
FG -3 
FG -4 
FG -5 
FG -6 
FG -7 
FG -8 

FG -9 
FG- l0 
FG -ll 
FG -12 
FG -13 
FG-14 
FG -15 
FG -16 
FG -17 
FG- 18 
FG- 19 
FG-20 
FG -21 
FG -22 
FG -23 
FG -25 
FG-26 
FG -27 
FG-28 
FG -29 
FG -30 
FG -31 
FG -3 2 
FG -33 

so lo de mata (não tratado) 
solo de mata (não tratado) 
solo de mata (não tratado) 
so lo de mata (tratado com 70 I-Ig g " ) 
so lo de mata (tratado com 70 I-Ig g " ) 
solo de mata (tratado com 70 I-Ig g ' ) 
so lo de mata (tratado com 350 I-Ig g " ) 
solo de mata (tratado com 3 50 I-Ig g " ) 

solo de mata (tratado com 350 pg g" ) 
so lo de mata (tratado com 700 I-Ig g " ) 
solo de mata (tratado com 700 I-Ig g " ) 
solo de m ata (tratado com 700 I-Ig g " ) 
so lo de plantio (não tratado) 
solo de plantio (não t ratado) 
solo de plantio (não tratado) 
so lo de plantio (tratado com 70 I-Ig g" ) 
solo de plantio (tratado com 70 I-Ig g" ) 
so lo de plantio (tratado com 70 I-Ig g" ) 
so lo de plantio (tratado com 350 I-Ig g" ) 
solo de plantio (tratado com 350 I-Ig g" ) 
solo de plantio (tratado com 350 pg g" ) 
solo de plantio (tratado com 700 I-Ig g" ) 
solo de plantio (tratado com 700 I-Ig g" ) 
solo natural de m ata 
solo natural de mata 
solo natural de mata 
solo natural (sem tratamento) 
solo natural de mata 
solo natural de m ata 
solo natura l de mata 
so lo natural de mata 
solo natural de mata 

IDENTIFICAÇÃO 

Eupenicillium crustacium 
n.i ... 

Penicillium crus tacium 
n .i. 
n.i . 
n .i. 
n.i . 
Penicillium 
simplicissimum' 
Eupenicillium crustacium 
n.i. 
n .i. 
Penicillium sp 
n.i . 
n.i. 
n .i . 
n .i . 
Dermatiacium sp 
n .i . 
n.i. 
n . i . 
n .i . 
n .i. 
n.i. 
Trichoderma spp . 
Trichoderma spp. 
Trichoderma spp. 
Eupenicillium crustacium 
Trichoderma spp. 
Trichoderma spp. 
n .i . 
n .i . 
n.i . 

• Fungos Identificados pela Fundação de Pesquisa e Tecnolog ia " André Tosello " , Campinas, 
SP 

•• n.l. = fungos não identi ficados. 
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TABELA 2 : Deg radaçã o de atrazina por fungos filamentosos 

Fungos 
Control e 
FG -7 
FG -4 
FG-9 (E. crustacium) 
FG-12 (Penicillium sp.) 

FG- 17 (Dermatiacium sp. ) 

FG-28 (E. crustacium) 
FG-8 (P. simplicissimum) 
FG -l (E. crustacium) 
FG -3 (P. crustacium) 

Degradação de atrazina (%) 

0,00 
26,8 
29,5 
49,2 
56,3 

56,3 
61,8 
71 ,6 
74,9 
92,3 

Estudos realizados por Kaufman & Blake (1970) demonstraram 

fungos capazes de degradar atrazina por N-dealquilação , evid enciando o 

despreendimento de 14C0
2 

de atrazina, 14 C-etil ou 14C-isopropil . Já Levanon 

(1993) concluiu que a mineralização da cadeia lateral alquil -amino da atrazina 

ocorreu principalmente devido à atividade fúngica, porém a clivagem do 

anel só foi possível com a cultura mista de fungos e bactérias . Segundo o 

autor, o metabolismo fúngico cliva a cadeia lateral da atrazina e abre caminho 

para a degradação bacteriana do anel. 

Mandelbaum et ai. (1995) citam uma linhagem de Pseudomonas 

sp. capaz de degradar atrazina em altas concentrações (> 1000 /-lg mL·1), 

utilizando o herbicida como única fonte de nitrogên io , com metabolização 

muito maior do que a necessária para a sua assimilação de N. Neste caso , 

80% de ca rbono do anel s-triazina foram t ransformados em CO
2

. 

A s culturas fúngicas de Eupenicillium sp. e Penicillium sp. , 

descritas nesse trabalho, exibem alta taxa de transformação biológica de 

atraz in a em meio de cu ltura co ntendo altas concentrações da molécula 

(3 .500 /-lg mL 1). Entretanto , ainda são necessários estudos para estabelecer 

o pape l dessas linhagens fúngicas na mineralização de atra zina , uma vez 
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que, na maioria dos casos, cita-se somente a N-dealquilação da cadeia 

lateral, mas o completo metabolismo do anel s-triazina não é demonstrado. 

Estimativa da biomassa: Os dados referentes à produção de biomassa 

das linhagens fúngicas crescidas em meio de cultura suplementado, ou 

não, com atrazina encontram-se nas Tabelas 3 e 4. Observa-se que o 

herbicida teve maior efeito sobre a linhagem FG-l 2, na qual houve maior 

inibição do crescimento fúngico na presença do pesticida. Com relação à 

linhagem FG-8 e FG-3 verificou-se que os fungos cresceram bem tanto no 

meio sem atrazina, como no meio com atrazina. Justamente essas linhagens, 

foram aquelas que utilizaram o composto como fonte de alimento. Em 

meio mineral contendo atrazina e glicose, tanto as linhagens de Trichoderma 

(FG-33 e FG-30) como a linhagem FG-28 de E. crustacium cresceram tão 

bem quanto no meio sem atrazina (Tabela 4). Verificou-se, também, o 

crescimento desses fungos em meio mineral, contendo somente atrazina 

como fonte de nitrogênio. 

TABELA 3: Biomassa de três linhagens de Penicillium sp . crescidos em meio de 
cultura BD (50%) suplementado ou não com atrazina (500 mg mL·'). 
Média de quatro repetições. 

Fungos Matéria seca (g) 100mL" de meio 

FG-3 (P. crustacium) 
FG-8 (P. simplicissimum) 
FG-12 ( Penicillium spp.) 

18 

Sem atrazina 

0,0555 
0,0552 
0,0593 

Com atrazina 

0,0563 
0,0513 
0,0478 



TABELA 4 : Biomassa (mg 100 mL-') de três linhag ens fúngicas cre scidas em meio mineral (Czapeck) contendo atrazina (1 
e lO ~g mL -' ) _ Avaliações feitas aos 7 e 14 dias após inoculação_ 

7 dias 14 dias 
Linhagens fúngicas ° ~g mL-' 1 ~g mL-' 10 !-lg mL-' ° ~g mL-' 1 ~g mL-' 1 ° ~g mL-' 

FG-33 (Trichoderma sp) 0 ,1496 0 ,1437 0 , 1333 0,1702 0,1709 0,1293 
FG-30 (Trichoderma sp) 0 , 1296 0 ,1347 0 ,1477 0,1317 0,1326 0,1490 
FG-28 (Eupenici/lium crus tacium) 0 ,1657 0 ,1757 0 ,1795 0 , 1402 0,1477 0 ,1394 



A linhagem FG -3 (P. crust8cium ), que em todos os e perlmentos 

demonstrou alta capacidade de degradar atrazina , está sendo testada em 

estudos de mineralização no solo , utilizando-se atrazlna radiomarcada. Para 

tanto , estudos da formu lação (tipo de granu lado ) do fungo estão sendo 

rea lizados . Já foi desenvolvida uma formulação à base de alginato de cálcio, 

caulin (carregador ) e esporos do fungo. A valiaçõe s preliminares 

demonstraram uma viabilid ade de 100% do fungo por um período de três 

meses , em condições de armazenamento do produto , à temperatura 

amb iente . 

Caracterização citológica e bioquímica: As li nhagens de Penicillium sp . 

(FG-3 , FG-8 e FG-12 ) caracterizadas citologicamente apresentaram apenas 

um núcleo por conídio . Estes, por sua vez , exi biram um comprimento m édio 

de 3,74 x 1,95 11m (FG -8 1. 2 ,53 x 2 ,30 11m (FG -12) e 2 ,89 11m (FG -3). 

Conídios uninucleados facilitam os trabalhos de genética e o melhoramento 

de uma linhagem fúngica . 

A anál ise do padrão proteico das linhagens se lecionadas , incubadas 

com (1 OOl1g mL' ) e sem atrazina , apresentou variação para o padrão de 

bandas . Todas as li nhagens de Penicillium sp . que cresceram na presença 

de atrazina apresentaram um padrão de bandas proteicas diferente do 

observado quando as mesmas linhagens cresceram na ausência do herbicida . 

Na presença de atrazina observou-se a expressão de bandas intensas extras 

com Rfs diferentes , indicando a provável indução de enzimas pelo herbicida. 

2 0 



CONCLUSÕES 

, . Fungo s filam entosos pertencentes a diversos gêneros, en tre os quai s 

Eup n/cll/lUm, Penicillium e Trichoderma , iso lados tanto de solos ag ríco las, 

co mo d so los de mata são capazes de cresce r em altas co nce ntrações 

de trazma , metabolizando esse herb ic id a. 

2. Lmh agens de Penicillium, quando crescidas em meio de cultura contendo 

atraz ina, expressaram prot eínas ex tras e diferentes daquelas identificadas 

quand o as linhagens cresce ram em meio sem atrazina. 
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