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1. Introdução e Justificativa

Segundo a ONU, em 2050, a população mundial irá totalizar cerca de 9,7 bilhões de

habitantes, o que indica um crescimento populacional constante. Em vista desse fato, é

necessário pensar nos desafios que uma população dessa densidade enfrentará. Dentre eles, a

insegurança alimentar se destaca, além de ainda possuir gargalos já constantes no mundo

atual e tendendo a agravar-se ainda mais. Segundo dados de 2017, cerca de 815 milhões de

pessoas já se encontram em situação de vulnerabilidade alimentar (ONU, 2017). Sobretudo, a

produção de alimentos enfrenta diversos problemas que interferem na sua escala de produção,

como, por exemplo, o atingimento de pragas nas culturas, reduzindo a produtividade e

impactando no mercado mundial de alimentos. Assim, a utilização de pesticidas surge como

alternativa para a redução das perdas nas áreas agrícolas destinadas à produção de alimentos,

visando a obtenção de resultados que estimulem que a população atual e futura consiga ter

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

Quando aplicados no ambiente, os pesticidas podem ativar capacidades próprias que

os levam a diferentes processos, como a retenção, o transporte e a degradação (BARROSO;

MURATA, 2021). Se tratando de retenção, os pesticidas podem ser absorvidos pelas plantas,

além de sofrerem sorção na matéria orgânica ou no solo e formarem resíduos ligados. No

transporte, pode ocorrer a lixiviação, que se caracteriza como o transporte vertical do

pesticida no solo, a volatilização, que é a passagem do estado sólido ou líquido para o gasoso,

o runnin (escoamento subsuperficial) e o runoff (escoamento superficial). Já os processos de

degradação são a hidrólise, em que a molécula será quebrada pela interação com a água, a

fotodegradação, que será a degradação por meio da radiação solar, e a biodegradação,

caracterizada pela ação de microrganismos (SILVA, 2000).

As propriedades físico-químicas dos pesticidas irão interagir com as propriedades do

meio e assim, determinar a sua dinâmica ambiental, isto é, como ocorrerá o seu

comportamento após a exposição ao ambiente de aplicação. 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 acumulação, devido a propriedades como a lipofilicidade e baixa solubilidade em

água. Produtos com alta solubilidade em água tendem a sofrer transporte vertical no perfil do

solo (lixiviação), fazendo com que ele penetre no solo (LAVORENTI, 2019). A atrazina

(6-chloro-N2-ethyl-N4-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine) é muito utilizada no setor

agrícola e é amplamente aplicada por ser um herbicida que controla diversos tipos de plantas

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



básico, com pKa 1,7, moderada solubilidade em água (Sw = 35 mg L-1), Log Kow = 2,34 e

pressão de vapor de 2,89 x 107 mmHg (LEWIS et al. 2016).

A lixiviação é um dos processos de transporte mais importantes que os pesticidas

necessitam durante sua ação no banco de sementes (atingindo até 20 centímetros de

profundidade) (CERDEIRA, 2005). Quando um herbicida é aplicado em pré-emergência, ou

seja, no solo, a absorção das plantas será por meio de processos radiculares, em que a raiz

será a principal fonte de absorção, além dos pelos absorventes e dos meristemas radiculares,

por exemplo. As propriedades físico-químicas de um pesticida determinam se o mesmo irá

sofrer o processo de lixiviação, além de determinar a intensidade deste processo junto aos

fatores ambientais, pois quando não há a capacidade de lixiviar no solo, esse herbicida pode

acabar se acumulando pela superfície, o que pode acarretar no desenvolvimento de outros

processos, como o escoamento superficial e subsuperficial, em que o pesticida irá se espalhar

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

A concentração de atrazina na água pode variar de acordo com o ambiente analisado,

por exemplo, em água do mar, a atrazina foi detectada numa faixa de 0,2 a 800 ng L-1

(NODLER et al. 2013). Maiores quantidades, em cerca de 0,05 a 3 ug L-1, foram encontradas

na água doce no estudo de BACHETTI et al. (2021). Além da detecção frequente em águas,

que pode ser resultante das diversas aplicações de atrazina diferentes áreas, este pesticida já

foi muito utilizado em pesquisas de toxicidade. Sobretudo, concluiu-se que a atrazina pode

gerar contaminação cruzada em solos e águas subterrâneas, devido às suas características

físico-químicas. Como exemplo, MARTINAZZO & PINHEIRO et. al, 2011, mostrou no

desenvolvimento de sua pesquisa que a exposição de atrazina ao seu sistema teste,

potencializou a contaminação, evidenciando o risco ambiental que a mesma pode oferecer.

Além disso, verificou-se a capacidade de bioacumulação do herbicida em organismos

não-alvo, como nas larvas de tilápia-do-nilo no estudo evidenciado por CHISTE &

TAKESHITA et. al, 2019, evidenciando que não só houve níveis de bioacumulação, mas

também de toxicidade.

Tecnologias para a remediação de pesticidas no ambiente aquático são fundamentais

para a redução de seus efeitos negativos no ecossistema. Dentre elas, a fitorremediação se

caracteriza como uma técnica de utilização de uma planta para a descontaminação de, por

exemplo, água e solo. Um fator importante da fitorremediação é que as plantas absorvem o

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



absorção, ela pode realizar a metabolização do composto, ou somente o armazenar (PIRES et.

al, 2003). Um dos exemplos de plantas que podem ser utilizadas na fitorremediação são as

plantas aquáticas, pois elas reduzem a duração e a intensidade da exposição do pesticida por

meio da absorção. ALONSO et. al, 2021, evidenciou em sua pesquisa o potencial de Egeria

densa na fitorremediação de saflufenacil em ambiente aquático, trazendo à tona o potencial

de uso dessas plantas na remediação de ambientes aquáticos contaminados com o herbicida.

De acordo com a necessidade de uso da atrazina nos sistemas de produção, a

frequência e aplicação direcionada ao solo, a tendência desse herbicida ao processo de

lixiviação e contaminação de corpos hídricos, é necessário desenvolver alternativas para a

remoção de atrazina de ambientes contaminados. Portanto, o presente trabalho visa avaliar a

capacidade de fitorremediação de uma planta aquática sobre a atrazina, além de verificar a

bioacumulação em organismos não-alvos. O trabalho também auxiliará na compreensão do

comportamento da atrazina em um ambiente aquático, podendo contribuir para o

entendimento das diferentes reações que o herbicida pode ocasionar no ecossistema em que

está inserido. Assim, contribuindo para a redução de riscos ambientais que tal herbicida pode

oferecer para o ambiente.

2. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo analisar a capacidade de fitorremediação da

planta aquática Salvinia Spp. sobre a molécula de atrazina. Pretende-se analisar como a

atrazina se comporta no ambiente aquático, assim como a sua bioacumulação em organismos

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

3. Material e Métodos

3.1 Local de realização do estudo

O trabalho de conclusão de curso será realizado no Laboratório de Ecotoxicologia do

Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), localizado no campus “Luiz de Queiroz”

da Universidade de São Paulo (USP), em Piracicaba (SP), Brasil. As plantas Salvinia Spp.

serão adquiridas no hidrofitotério localizado na ESALQ/USP e mantidas por 4 dias antes do

experimento em um aquário com 20 L de água destilado. Serão utilizadas diferentes



densidades de Salvinia Spp. em cada tratamento. Os peixes serão adquiridos de fornecedor

comercial e mantidos aclimatados durante 12 dias antes de serem usados nos testes. Para a

realização dos testes, será utilizado o pesticida Atrazina na concentração ambiental (a ser

determinada através de revisão de literatura) e o estudo será realizado utilizando técnicas

radiométricas.

3.2 Substância Teste

Serão utilizados o padrão de 14C-atrazina ([14C]benzyl atrazine com pureza radioquímica

maior que 95% e atrazina não radiomarcada, com pureza de 99%. Será preparada uma

solução estoque contendo 14C-atrazina e atrazina não radiomarcada, para atingir a

concentração necessária a ser utilizada em cada unidade experimental.

Para definir a dosagem aplicada será utilizada a concentração ambiental, que será

definida por meio de pesquisas na literatura em ensaios ecotoxicológicos. A concentração

escolhida será a ambiental, visando não ocorrer mortalidade dos peixes utilizados no ensaio,

visto que pretende-se avaliar o potencial de bioacumulação nos mesmos.

3.3 Unidades Experimentais

As unidades experimentais serão montadas em béqueres de vidro com capacidade de

2 litros, com 1 litro de água destilada. Em cada béquer, será colocado a solução estoque

contendo 14C-atrazina + atrazina não radiomarcada. Em cada unidade experimental, a

radioatividade aplicada será em torno de 1 milhão de dpm (dose necessária para a

sensibilidade do método de quantificação por espectrometria de cintilação líquida - ECL).

Após a aplicação da 14C-atrazina e antes de serem inseridos as plantas e os peixes, alíquotas

de 5 mL de água de cada tratamento serão retiradas, em triplicata, e inseridas em frascos

contendo 5 mL de Insta-gel Plus (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) a fim de verificar a

concentração inicial real de 14C-atrazina, em que será determinada após 5 min por

Espectrômetro de Cintilação Líquida (ECL) Tri-Carb 2910 TR LSA counter (PerkinElmer).

Posteriormente, serão colocadas plantas aquáticas (Salvinia Spp.) em densidade a ser

determinada, e, por último, um grupo de 5 peixes (Danio rerio). O teste será realizado por 7

dias, em um sistema de forma estática, em que a solução que estará em teste não será

renovada nos diferentes béqueres durante o período de exposição. Para o tratamento controle,

será adicionado apenas água em um béquer e peixes. Durante a realização do experimento, o

teste terá condições ambientais verificadas, em que a temperatura da água deverá ficar entre



21 e 25 ºC, em fotoperíodo natural, com níveis de saturação de oxigênio de, no mínimo, 60%,

pH entre 6 e 7 e dureza de 104 g CaCO3 L-1 (moderadamente dura).

3.4 Análise da degradação de 14C-atrazina

Alíquotas de 10 mL de água de cada béquer serão retiradas, em triplicata, aos 1, 2 4 e 7

dias após a aplicação do produto, adicionadas a frascos, secos em fluxo de nitrogênio e

avolumados em 0,1 mL de acetona. As alíquotas avolumadas serão aplicadas em placas de

sílica-gel e serão submetidas a eluição com sistema de solvente para separação da atrazina e

metabólitos por Cromatografia de camada delgada. Os dados da degradação de 14C-atrazina

serão transformados em porcentagem em relação ao aplicado inicialmente. Os decaimentos

das curvas experimentais que serão obtidos serão ajustados para um modelo de cinética de

primeira ordem conforme apresentado na equação 1:

𝐶 = 𝐶
0
. 𝑒−𝑘𝑡

Equação 1

Em que C é a concentração de 14C-atrazina remanescente na água no tempo t (%), C0 a

concentração do herbicida no tempo zero, (k) é a constante de velocidade de degradação, e (t)

o tempo de incubação em horas.

Os tempos de meia-vida (DT50) do produto em cada tratamento serão calculados

conforme a equação 2:

𝐷𝑇
50
= 𝑙𝑛2

𝑘

Equação 2

3.5 Análise da absorção de 14C-atrazina pela Salvinia Spp.

Após 7 dias de exposição à 14C-atrazina, as plantas serão retiradas dos béqueres, lavadas

com água destilada e colocadas sobre papel absorvente para secagem à temperatura ambiente

(20-25 ºC). Após 3 dias, as plantas serão picadas e separadas em parte aérea e raiz. Estas

amostras serão oxidadas em oxidador biológico (OX500, RJ Harvey Instrument Corporation,

Tappan, NY, USA). A solução obtida do oxidador será analisada por 5 min por ECL para

quantificar a porcentagem de 14C-atrazina absorvida pelas plantas.

3.6 Análise da absorção de 14C-atrazina pelo Danio rerio



Ao final do tempo de exposição, todos os peixes serão congelados a -6 ºC. Após este

período, todos os peixes serão oxidados em oxidador biológico. A solução obtida do oxidador

será analisada por 5 min por ECL para detectar a presença de 14C-atrazina nos peixes.

3.7 Análise estatística

As regressões, referentes às porcentagens de 14C-atrazina encontradas na água ao

longo do tempo, serão inseridas em gráficos, com os valores médios seguidos com os desvios

padrões (+DP). Todas as figuras de gráficos serão feitas utilizando o Sigma Plot® (version

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

4. Cronograma

Atividades 1º

mês

2º

mês

3º

mês

4º

mês

5º

mês

6º

mês

Montagem do

experimento

X X

Coleta de dados e

avaliação do

experimento

X X X

Análise de absorção X X X

Análise estatística X X X

Escrita e defesa do

projeto de TCC

X X
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