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1. Introducio e Justificativa

Segundo a ONU, em 2050, a popula¢do mundial ird totalizar cerca de 9,7 bilhdes de
habitantes, o que indica um crescimento populacional constante. Em vista desse fato, ¢
necessario pensar nos desafios que uma populacao dessa densidade enfrentard. Dentre eles, a
inseguranca alimentar se destaca, além de ainda possuir gargalos ja constantes no mundo
atual e tendendo a agravar-se ainda mais. Segundo dados de 2017, cerca de 815 milhdes de
pessoas ja se encontram em situacdo de vulnerabilidade alimentar (ONU, 2017). Sobretudo, a
producao de alimentos enfrenta diversos problemas que interferem na sua escala de produgao,
como, por exemplo, o atingimento de pragas nas culturas, reduzindo a produtividade e
impactando no mercado mundial de alimentos. Assim, a utilizacdo de pesticidas surge como
alternativa para a reducdo das perdas nas areas agricolas destinadas a produgdo de alimentos,
visando a obten¢do de resultados que estimulem que a populacdo atual e futura consiga ter

uma alimentacao segura e digna (NUNES & RIBEIRO, 1999).

Quando aplicados no ambiente, os pesticidas podem ativar capacidades proprias que
os levam a diferentes processos, como a retengdo, o transporte € a degradacao (BARROSO;
MURATA, 2021). Se tratando de retencao, os pesticidas podem ser absorvidos pelas plantas,
além de sofrerem sor¢do na matéria organica ou no solo e formarem residuos ligados. No
transporte, pode ocorrer a lixiviagdo, que se caracteriza como o transporte vertical do
pesticida no solo, a volatilizacao, que ¢ a passagem do estado solido ou liquido para o gasoso,
o runnin (escoamento subsuperficial) e o runoff (escoamento superficial). J& os processos de
degradagdo sdo a hidrélise, em que a molécula serd quebrada pela interagdo com a agua, a
fotodegradacdo, que sera a degradacdo por meio da radiagdo solar, e a biodegradagao,

caracterizada pela acdo de microrganismos (SILVA, 2000).

As propriedades fisico-quimicas dos pesticidas irdo interagir com as propriedades do
meio e assim, determinar a sua dindmica ambiental, isto &, como ocorrera o seu
comportamento apos a exposicdo ao ambiente de aplicacdo. As propriedades de cada um dos
produtos podem fazer com que ele aja de diferentes formas no local em que se encontra,
como a sua acumulagdo, devido a propriedades como a lipofilicidade e baixa solubilidade em
agua. Produtos com alta solubilidade em dgua tendem a sofrer transporte vertical no perfil do
solo (lixiviagdo), fazendo com que ele penetre no solo (LAVORENTI, 2019). A atrazina
(6-chloro-N2-ethyl-N4-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine) ¢ muito utilizada no setor
agricola e ¢ amplamente aplicada por ser um herbicida que controla diversos tipos de plantas

daninhas, sendo principalmente utilizado em cultura de milho. Possui um carater considerado



basico, com pKa 1,7, moderada solubilidade em 4gua (Sw = 35 mg L"), Log Kow = 2,34 ¢
pressdo de vapor de 2,89 x 10’ mmHg (LEWIS et al. 2016).

A lixiviagdo ¢ um dos processos de transporte mais importantes que os pesticidas
necessitam durante sua acdo no banco de sementes (atingindo até 20 centimetros de
profundidade) (CERDEIRA, 2005). Quando um herbicida ¢ aplicado em pré-emergéncia, ou
seja, no solo, a absor¢do das plantas serd por meio de processos radiculares, em que a raiz
serd a principal fonte de absorcao, além dos pelos absorventes e dos meristemas radiculares,
por exemplo. As propriedades fisico-quimicas de um pesticida determinam se o mesmo ira
sofrer o processo de lixiviagdo, além de determinar a intensidade deste processo junto aos
fatores ambientais, pois quando ndo ha a capacidade de lixiviar no solo, esse herbicida pode
acabar se acumulando pela superficie, o que pode acarretar no desenvolvimento de outros
processos, como o escoamento superficial e subsuperficial, em que o pesticida ira se espalhar

pelo solo por meio da 4gua, como de enxurradas (PINHO et. al, 2006).

A concentracao de atrazina na agua pode variar de acordo com o ambiente analisado,
por exemplo, em agua do mar, a atrazina foi detectada numa faixa de 0,2 a 800 ng L
(NODLER et al. 2013). Maiores quantidades, em cerca de 0,05 a 3 ug L™, foram encontradas
na dgua doce no estudo de BACHETTI et al. (2021). Além da detec¢do frequente em aguas,
que pode ser resultante das diversas aplicagdes de atrazina diferentes areas, este pesticida ja
foi muito utilizado em pesquisas de toxicidade. Sobretudo, concluiu-se que a atrazina pode
gerar contamina¢do cruzada em solos e dguas subterraneas, devido as suas caracteristicas
fisico-quimicas. Como exemplo, MARTINAZZO & PINHEIRO et. al, 2011, mostrou no
desenvolvimento de sua pesquisa que a exposi¢ao de atrazina ao seu sistema teste,
potencializou a contaminagdo, evidenciando o risco ambiental que a mesma pode oferecer.
Além disso, verificou-se a capacidade de bioacumulacdo do herbicida em organismos
ndo-alvo, como nas larvas de tildpia-do-nilo no estudo evidenciado por CHISTE &
TAKESHITA et. al, 2019, evidenciando que ndo sé houve niveis de bioacumulagdo, mas

também de toxicidade.

Tecnologias para a remediag¢do de pesticidas no ambiente aquatico sdo fundamentais
para a redugdo de seus efeitos negativos no ecossistema. Dentre elas, a fitorremediagao se
caracteriza como uma técnica de utilizacdo de uma planta para a descontaminagdo de, por
exemplo, dgua e solo. Um fator importante da fitorremediacdo ¢ que as plantas absorvem o

contaminante, com o intuito de limpar o ambiente em que estd contaminado e, além disso, na



absor¢ao, ela pode realizar a metabolizagdo do composto, ou somente o armazenar (PIRES et.
al, 2003). Um dos exemplos de plantas que podem ser utilizadas na fitorremediagdo sdo as
plantas aquaticas, pois elas reduzem a duragdo e a intensidade da exposi¢ao do pesticida por
meio da absor¢do. ALONSO et. al, 2021, evidenciou em sua pesquisa o potencial de Egeria
densa na fitorremediacao de saflufenacil em ambiente aquatico, trazendo a tona o potencial

de uso dessas plantas na remediagdo de ambientes aquaticos contaminados com o herbicida.

De acordo com a necessidade de uso da atrazina nos sistemas de produgdo, a
frequéncia e aplicacao direcionada ao solo, a tendéncia desse herbicida ao processo de
lixiviagdo e contaminacdo de corpos hidricos, ¢ necessario desenvolver alternativas para a
remocao de atrazina de ambientes contaminados. Portanto, o presente trabalho visa avaliar a
capacidade de fitorremediagdao de uma planta aquatica sobre a atrazina, além de verificar a
bioacumulagdo em organismos ndo-alvos. O trabalho também auxiliard na compreensiao do
comportamento da atrazina em um ambiente aquatico, podendo contribuir para o
entendimento das diferentes reacdes que o herbicida pode ocasionar no ecossistema em que
esta inserido. Assim, contribuindo para a reducao de riscos ambientais que tal herbicida pode

oferecer para o ambiente.

2. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo analisar a capacidade de fitorremediacao da
planta aquatica Salvinia Spp. sobre a molécula de atrazina. Pretende-se analisar como a
atrazina se comporta no ambiente aquatico, assim como a sua bioacumulacdo em organismos

ndo-alvos, utilizando zebrafish (Danio rerio) como organismo modelo.

3. Material e Métodos
3.1 Local de realizacio do estudo

O trabalho de conclusdo de curso sera realizado no Laboratorio de Ecotoxicologia do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), localizado no campus “Luiz de Queiroz”
da Universidade de Sao Paulo (USP), em Piracicaba (SP), Brasil. As plantas Salvinia Spp.
serdo adquiridas no hidrofitotério localizado na ESALQ/USP e mantidas por 4 dias antes do

experimento em um aquario com 20 L de agua destilado. Serdo utilizadas diferentes



densidades de Salvinia Spp. em cada tratamento. Os peixes serdo adquiridos de fornecedor
comercial e mantidos aclimatados durante 12 dias antes de serem usados nos testes. Para a
realizacdo dos testes, sera utilizado o pesticida Atrazina na concentragdo ambiental (a ser
determinada através de revisao de literatura) e o estudo sera realizado utilizando técnicas
radiométricas.

3.2 Substincia Teste

Serdo utilizados o padrdo de '*C-atrazina (['*C]benzyl atrazine com pureza radioquimica
maior que 95% e atrazina ndo radiomarcada, com pureza de 99%. Serd preparada uma
solugdo estoque contendo '*C-atrazina e atrazina ndo radiomarcada, para atingir a
concentragdo necessaria a ser utilizada em cada unidade experimental.

Para definir a dosagem aplicada serd utilizada a concentragdo ambiental, que sera
definida por meio de pesquisas na literatura em ensaios ecotoxicoldgicos. A concentracao
escolhida serd a ambiental, visando ndo ocorrer mortalidade dos peixes utilizados no ensaio,

visto que pretende-se avaliar o potencial de bioacumula¢do nos mesmos.

3.3 Unidades Experimentais

As unidades experimentais serdo montadas em béqueres de vidro com capacidade de
2 litros, com 1 litro de agua destilada. Em cada béquer, serd colocado a solugdo estoque
contendo '*C-atrazina + atrazina ndo radiomarcada. Em cada unidade experimental, a
radioatividade aplicada serda em torno de 1 milhdo de dpm (dose necessdria para a
sensibilidade do método de quantificagdo por espectrometria de cintilagdo liquida - ECL).
Apds a aplica¢do da '“C-atrazina e antes de serem inseridos as plantas € os peixes, aliquotas
de 5 mL de agua de cada tratamento serdo retiradas, em triplicata, e inseridas em frascos
contendo 5 mL de Insta-gel Plus (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) a fim de verificar a
concentragdo inicial real de '‘C-atrazina, em que serd determinada apés 5 min por
Espectrometro de Cintilagdo Liquida (ECL) Tri-Carb 2910 TR LSA counter (PerkinElmer).
Posteriormente, serdo colocadas plantas aquaticas (Salvinia Spp.) em densidade a ser
determinada, e, por ultimo, um grupo de 5 peixes (Danio rerio). O teste sera realizado por 7
dias, em um sistema de forma estitica, em que a solucdo que estard em teste ndo sera
renovada nos diferentes béqueres durante o periodo de exposi¢do. Para o tratamento controle,
serd adicionado apenas agua em um béquer e peixes. Durante a realizagdo do experimento, o

teste tera condigdes ambientais verificadas, em que a temperatura da dgua devera ficar entre



21 e 25 °C, em fotoperiodo natural, com niveis de saturagcdo de oxigénio de, no minimo, 60%,

pH entre 6 € 7 e dureza de 104 g CaCO; L' (moderadamente dura).

3.4 Anilise da degradacio de '“C-atrazina

Aliquotas de 10 mL de 4agua de cada béquer serdo retiradas, em triplicata, aos 1,24 ¢ 7
dias apds a aplicacdo do produto, adicionadas a frascos, secos em fluxo de nitrogénio e
avolumados em 0,1 mL de acetona. As aliquotas avolumadas serdo aplicadas em placas de
silica-gel e serdo submetidas a eluicdo com sistema de solvente para separa¢ao da atrazina e
metabolitos por Cromatografia de camada delgada. Os dados da degradacao de 14C-atrazina
serdo transformados em porcentagem em relacdo ao aplicado inicialmente. Os decaimentos
das curvas experimentais que serdo obtidos serdo ajustados para um modelo de cinética de

primeira ordem conforme apresentado na equagao 1:

—kt
C = Co.e

Equacao 1

Em que C ¢ a concentragdo de '*C-atrazina remanescente na agua no tempo t (%), C, a
concentragdo do herbicida no tempo zero, (k) é a constante de velocidade de degradagio, e (t)
o tempo de incubagdo em horas.

Os tempos de meia-vida (DTs)) do produto em cada tratamento serao calculados

conforme a equagao 2:

In2
DT =—
50 k

Equacgao 2

3.5 Anilise da absorcio de '*C-atrazina pela Salvinia Spp.

Ap6s 7 dias de exposi¢do a '*C-atrazina, as plantas serdo retiradas dos béqueres, lavadas
com agua destilada e colocadas sobre papel absorvente para secagem a temperatura ambiente
(20-25 °C). Apos 3 dias, as plantas serdo picadas e separadas em parte aérea e raiz. Estas
amostras serdo oxidadas em oxidador bioldgico (OX500, RJ Harvey Instrument Corporation,
Tappan, NY, USA). A solugdo obtida do oxidador serd analisada por 5 min por ECL para

quantificar a porcentagem de '“C-atrazina absorvida pelas plantas.

3.6 Anilise da absor¢io de '*C-atrazina pelo Danio rerio



Ao final do tempo de exposicao, todos os peixes serdo congelados a -6 °C. Apos este
periodo, todos os peixes serdo oxidados em oxidador biolodgico. A solucio obtida do oxidador

sera analisada por 5 min por ECL para detectar a presenca de '*C-atrazina nos peixes.

3.7 Analise estatistica

As regressdes, referentes as porcentagens de '*C-atrazina encontradas na agua ao
longo do tempo, serdo inseridas em graficos, com os valores médios seguidos com os desvios
padrdes (+DP). Todas as figuras de graficos serdo feitas utilizando o Sigma Plot® (version

10.0 for Windows, Systat Software Inc., Point Richmond, CA, USA).

4. Cronograma

Atividades 1° 2° 3° 4° 5° 6°

Montagem do X X

experimento

Coleta de dados e X X X

avaliacao do

experimento
Analise de absorcao X X X
Andlise estatistica X X X
Escrita e defesa do X X
projeto de TCC
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Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ-USP

Com relagdo ao projeto de titulo Utilizagao de Salvinia spp. na fitorremediacao de atrazina
em ambiente aquatico e a redu¢ao da bioacumulagdao em Danio rerio, desenvolvido para
cumprimento das atividades da Disciplina LCB0525, sob supervisdo de Prof.2 Dr. Valdemar
Luiz Tornisielo com execucdo parcial ou total sob responsabilidade de Leandro Fernando
Felix, declaramos que:

1. Estamos cientes do conteldo e assumimos o compromisso de cumprir os termos das Leis
e Decretos complementares (Lei No 6.894 de dezembro de 1980, Lei N 7.803 de 18 de julho
de 1989, Lei No 9.985 de 18 de julho de 2000, Lei No 9.974 de 6 de junho de 2000, Decreto
No 99.556 de 1 de Outubro de 1990, Decreto No 4.340 de 22 de agosto de 2002, Instrucao
Normativa N 154 de 01 de mar o de 2007, Decreto N 4.074 de 4 de janeiro de 2002,
Instrucdo Normativa N 169/2008, ABNT-NBR10004 2004, Resolugdo ANVISA RDC 306 - 07
de dezembro de 2004, Resolugdo No 358, de 29 de abril de 2005) acrescida dos dispositivos e
alteragcbes, bem como os demais decretos e instrugcdes normativas posteriores relativos aos
assuntos ambientais pertinentes. Também cientes, que apresentaremos todas as declaragbes
e documentos exigidos pela Comissdo de Etica Ambiental na Pesquisa CEAP-ESALQ se
solicitados;

2. Todos os procedimentos, organismos, insumos, equipamentos e quaisquer outros itens
que serao utilizados direta ou indiretamente nesta pesquisa serdao adquiridos e empregados
segundo a legislagdo/normas dos drgdos competentes;

3. O projeto prevé recursos financeiros, se necessarios, para o gerenciamento dos residuos
oriundos da pesquisa;

4. Todo impacto ambiental decorrente da ma condugdo do projeto é de inteira
responsabilidade dos pesquisadores envolvidos no projeto;

5. Estamos cientes das normas estabelecidas pelo Programa de Gerenciamento de Residuos
Quimicos da ESALQ (PGRQ-ESALQ) e comprometemo-nos com o seu cumprimento na sede
da instituicdo responsavel pela conducgdo do projeto, colaborando para sua adequada
realizacao;

6. Comprometemo-nos a providenciar, quando exigido em funcao da natureza do projeto de
pesquisa, todos os documentos/autorizacbes exigidos por drgdos publicos ou privados.
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