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RESUMO

A fitorremediacado é uma técnica emergente, de baixo-custo, que utiliza plantas
para remover, transformar ou estabilizar contaminantes presentes no solo, no ar
e na agua. Algumas plantas apontadas como boas candidatas para a
remediacdo de solos e aguas tém sido avaliadas quanto aos processos
bioquimicos e genéticos envolvidos na captagao, transporte e armazenamento
dos poluentes. Moringa oleifera apresenta algumas das caracteristicas
importantes na escolha de espécies vegetais fitorremediadoras. Dentre elas
destacam-se suas propriedades coagulantes/floculantes, boa adaptabilidade as
condigdes climaticas do Ceara, rapida taxa de crescimento e grande resisténcia
a pragas. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de
fitorremediagcdo dessa espécie em aguas contaminadas por atrazina, um
herbicida amplamente utilizado mundialmente. Para isso, plantas de M. oleifera
foram postas em contato com aguas artificialmente contaminadas com atrazina,
nas concentragdes de 0,2, 1,0, 2,0 e 20 mg/L. O potencial de fitorremediagao foi
avaliado através de parametros de crescimento vegetal, atividades enzimaticas
e capacidade de diminuir a concentragdo de atrazina na agua. Os resultados
mostraram que as plantas foram intolerantes as concentragcbes de 2 e 20 mg/L
de atrazina. Porém, as plantas tratadas com as concentracdes de 0,2 e 1 mg/L
sobreviveram até o final do experimento, apesar de terem apresentado sinais de
fitotoxicidade. A dosagem das enzimas relacionadas ao estresse oxidativo
mostrou que folhas e raizes de plantas tratadas com atrazina apresentaram perfil
distinto de expressado dessas moléculas. De maneira geral, foram observados
aumentos significativos de peroxidase (POX) e ascorbato peroxidase (APX)
principalmente em raizes de plantas submetidas ao tratamento com atrazina. A
avaliagao dos teores de atrazina no meio hidropénico mostrou que com apenas
dois dias de tratamento, as plantas de moringa conseguiram reduzir em 43% os
teores de atrazina. Ja com 10 dias de tratamento, a taxa de remocao foi de 89%.
Os resultados obtidos indicam que a M. oleifera € uma espécie que apresenta
um grande potencial para a fitorremediagdo de ambientes contaminados com

atrazina e/ outros compostos de interesse ambiental.

Palavras-chave: M. oleifera, fitorremediagao, atrazina.



ABSTRACT

Phytoremediation is a low-cost emerging technique, which uses plants to remove,
transform or stabilize soil, air and water contaminants. Some plants, counted as
good candidates for soil and water remediation, have been evaluated regarding
the genetics and biochemistry processes involved in the capitation, transport and
storage of the pollutants. Moringa oleifera presents some of the important
characteristics in the selection of plant species for phytoremediation. Among
them, stand out its coagulating/floculating properties, good adaptability to Ceara
state's climatic conditions, fast growth rate and high resistance to diseases. Thus,
the present work aims to evaluate the potential of M. oleifera for the
phytoremediation of water contaminated by atrazine, an herbicide widely used in
the world. For this, M. oleifera plants were put in contact with water artificially
contaminated by atrazine in the 0.2, 1, 2 and 20 mg/L concentrations. The
phytoremediation potential was evaluated through vegetal growth parameters,
enzymatic activities and the capacity to reduce the atrazine concentration in water
samples. The results demonstrate that the plants were intolerant to the 2 and 20
mg/L atrazine dosages. However, the plants submitted to the 0.2 and 1 mg/L
dosages could survive until the end of the experiment, even though they
presented evidence of phytotoxicity. The measure of enzymatic activity related to
oxidative stress proved that treated plant's leaves and roots presented distinct
profile of molecules. Overall, were observed a significant increase of peroxidase
enzymes (POX and APX), especially in roots of plants submitted to atrazine
treatment. The evaluation of the levels of atrazine in the hydroponic medium
showed that within two days of treatment, the moringa plants reduced atrazine
levels by 43%. After 10 days of treatment, the degradation rate was 89%. The
results indicate that M. oleifera is a species with great potential for
phytoremediation of environments contaminated with atrazine and other

compounds of environmental relevance.

Key words: M. oleifera, phytoremediation, atrazine.
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1. INTRODUGAO

A poluicdo ambiental é caracterizada pelo langamento de residuos na
atmosfera, agua ou solo (NASCIMENTO, 1996). Este problema tem se tornado
cada vez mais frequente, sendo considerado um impasse, tanto para os paises
desenvolvidos como para as nagdes em desenvolvimento. O Brasil encontra-se
entre os 15 paises mais poluidores do mundo, com um alto indice de crescimento
para esse parametro (UNFCCC, 2014). Além de residuos organicos residenciais,
as redes de saneamento basico de grandes cidades também acumulam muitos
residuos industriais, que acabam contaminando aguas e solos.

O wuso indiscriminado de agrotoxicos € uma das facetas mais
preocupantes no Brasil, uma vez que o agronegécio tem uma expressiva
participagdo na economia do pais e representava, ja em 2012, aproximadamente
22,15% do PIB (ECOAGRO, 2016), tendo proje¢cdes de aumento de cerca de
58,8 milhdes de toneladas desse ano até 2025/2026, somente na producao de
graos (SPA, 2016). Desde 2008, o Brasil € considerado o pais mais consumidor
de pesticida do mundo (SOUSA et al., 2016; MILHOME et al., 2015). Dentre os
estados do Brasil, o Ceara destaca-se como um importante produtor de frutos
tropicais, principalmente, na regidao do baixo Jaguaribe. Apesar da importancia
econdmica, como consequéncia do agronegoécio e industria téxtil, o Ceara foi
considerado de alto risco em relagdo ao nivel de gerenciamento de areas
contaminadas no panorama nacional (ARAUJO; CAFFARO, 2015).

Dentre os agrotdxicos quimicos mais utilizados no mundo esta a atrazina,
um herbicida que inibe a fotossintese. Esse composto encontra-se em segunda
posicao na lista de comercializagéo de pesticidas, tanto a nivel nacional (VSPEA,
2016) quanto em varios locais do Ceara (GAMA et al., 2013). Em alguns
municipios do Estado, como Lavras da Mangabeira e Crateus, o indice de
contaminagao verificado esta bem acima da concentracéo permitida (SOUSA et
al., 2016), gerando um elevado risco a saude da populagao e ecossistema locais.

As estratégias para a remediagdo de compostos virtualmente téxicos do
ambiente sao dificeis de serem empregadas devido as diversas classes e tipos
de compostos existentes. Varias técnicas voltadas para recuperacao de areas
contaminadas empregam métodos de natureza mecanica e quimica. Contudo,

além de serem intrusivas, essas técnicas nem sempre sao eficazes além de



demandarem elevados custos para serem empregadas (KENSA, 2011). Assim,
a busca por estratégias de remediagdo empregando organismos vivos para a
descontaminagédo ou remediagdo de aguas, solos e ar tem sido crescente nos
ultimos anos (GUPTA, 2016). Como exemplo de organismos capazes de
imobilizar, captar, transformar ou degradar compostos toxicos, destacam-se as
plantas. A fitorremediacdo é uma estratégia bastante promissora tendo em vista
que apresenta baixo consumo de energia e alto grau de eficiéncia ja bastante
relatada na literatura. Apesar disso, poucas espécies vegetais tém sido, de fato,
empregadas com esse intuito.

Diante desse contexto, o presente trabalho teve como foco a avaliacéo do
potencial de fitorremediacdo de aguas contaminadas pelo herbicida atrazina por
uma espécie vegetal bastante adaptada as condigbes climaticas do estado do

Ceara, denominada Moringa oleifera.
2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Poluentes ambientais

Os poluentes ambientais podem ser classificados como organicos e
inorganicos. Os primeiros sdo produzidos pelo homem e podem ser téxicos e/ou
carcinogénicos, causando danos aos organismos. Estes compostos sé&o
liberados no ambiente através do derramamento de combustiveis e solventes,
das atividades militares e de atividades agricolas, pelo uso de inseticidas,
fungicidas, herbicidas e fertilizantes, ou das industrias quimicas (PILON-SMITS,
2005).

Ja os poluentes inorganicos ocorrem naturalmente na superficie do
planeta ou na atmosfera. Atividades como industrializacdo, mineracdo e
agricultura, por exemplo, provocam sua liberagdo no ambiente de forma
desordenada. Esses contaminantes nao podem ser degradados das formas
convencionais, mas podem ser sequestrados e/ou estabilizados por plantas que
sao tratadas posteriormente. Alguns exemplos disso sdo os nutrientes nao
essenciais as plantas como, cadmio, mercurio e isétopos radioativos e também
macronutrientes, como fosfato, cobre e zinco, que sdo essenciais na constituicao
de enzimas vegetais, e que, contudo, tornam-se toxicos em niveis elevados
(PILON-SMITS, 2005).



2.2 Atrazina: Uso desenfreado e problemas relacionados

Os contaminantes orgénicos representam compostos como
hidrocarbonetos de petréleo, solventes clorados, hidrocarbonetos halogenados
e explosivos. Essas substancias sdo consideradas menos toxicas para as
plantas em relagdo aos contaminantes inorganicos, por serem menos reativas e
nao se acumularem rapidamente. De acordo com suas estruturas moleculares e
uma série de propriedades, podem ser degradadas por plantas em sua zona
radicular e, quando absorvidas, podem ser sequestradas, degradadas ou
volatilizadas pelas mesmas (CRUVINIL, 2009; VIEIRA et al., 2011).

O herbicida atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)- s-triazina),
€ um contaminante organico nao acidico e levemente hidrofilico pertencente a
classe das s-triazinas, que inibe o fotossistema Il pelo bloqueio do transporte de
elétrons, conduzindo a necrose dos tecidos vegetais das espécies sensiveis a
ela. Esse herbicida é reconhecidamente efetivo e veementemente indicado para
controle de plantas daninhas em culturas de grande importancia econémica no
nosso pais, como a cana-de-agucar e o milho (EMBRAPA, 2006). Os herbicidas
dessa classe classificam-se em trés grupos, de acordo com o grupo substituinte
da posigao 2 do anel aromatico, que podera ser um cloro (Cl), no caso das
clorotriazinas, um grupo SCHs, para as metiltiotriazinas ou OCHs, para
metoxitriazinas. A molécula da atrazina esta incluida no primeiro grupo, sendo
considerada uma clorotriazina (Figura1).

Devido a esse seu uso indiscriminado na agricultura, desde a década de
50, e a um extenso periodo de meia-vida, 0 que acaba por exceder a capacidade
de degradacéao natural do solo, esse composto e seus residuos tém se tornado
um dos principais e mais persistentes contaminantes liberados no meio ambiente
(SOUSA et al., 2016). Além disso, os processos de escoamento e lixiviagao
podem estender a contaminagcdo do solo a fontes de agua subterraneas
aumentando o efeito negativo deste herbicida e seus metabdlitos sobre a vida
selvagem e a saude humana (YANG SONG, 2014; HOUJUAN XING et al., 2014;
MELA et al., 2013).

Varios trabalhos mostram a toxicidade da atrazina para diversas espécies

de algas, macrofitas e fitoplancton (BELDEN; COATS, 2004) e animais, como



ratos (FILIPOV, 2007), camundongos (COBAN; FILIPOV, 2007), anfibios (LIN et
al., 2008; RALSTON-HOOPER et al., 2009), peixes (FORTIN et al., 2008) e
insetos (MURPHY e COATS, 2011). Além disso, tem sido encontrada uma
relagao entre a exposicao a esse herbicida e o desenvolvimento de diversos tipos
de céancer, em mamiferos (BIRADAR; RAYBURN, 1995; PATLAK, 1996;
SATHIAKUMAR et al., 2011; POWELL et al., 2011).

Devido a essas e outras complicacdes, esse pesticida é considerado de
alto risco, tendo limites maximos de deteccdo em aguas de consumo
regulamentados nos Estados Unidos e Europa, sendo que neste ultimo, seu uso
ja esta proibido em diversos paises, como é o caso da Franga, Dinamarca,
Finlandia, Alemanha, Austria e Italia (RAS, 2011).

Além de toda essa problematica envolvida com o uso da atrazina na
agricultura, outra questao preocupante é que muitos produtos comerciais trazem
em sua composicdo ndo apenas essa substancia em sua forma pura, mas
também ingredientes inertes, ndo especificados quimicamente e que, muitas
vezes, incluem outros contaminantes ambientais, como, por exemplo, metais
pesados (JACQUES, AVILA e SOARES, 2014).



Figura 1. Estrutura molecular da atrazina.
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2.3 Fitorremediagao: uma técnica em ascensao

A fitorremediacéo € uma tecnologia verde em ascensao, na qual utiliza-se
plantas e a flora microbiana presente na rizosfera destas para remediar diversos
ambientes, como solos, aguas de superficie e lengdis freaticos contaminados por
metais pesados, compostos organicos e radionuclideos (SHARMA; SING;
MANCHANDA, 2015). Trata-se de uma tecnologia sustentavel bastante efetiva
e ndo-intrusiva, com custos muito baixos, além de ser esteticamente agradavel,
0 que a faz mais socialmente e ecologicamente aceitavel quando comparada a
alguns métodos alternativos, como a remediagcdo mecéanica e/ou quimica
(CHIRAKKARA; CAMESELLE; REDDY, 2016).

A remediacdo de ambientes mediada pelas plantas pode ser realizada
tanto para compostos organicos como inorganicos. Para o caso dos organicos,
varios fatores influenciam na captacao, distribuicdo e transformacédo desses
compostos. Dentre esses fatores destacam-se as propriedades fisicas e
quimicas do composto (solubilidade em agua, massa molecular, coeficiente de
particdo octanol-agua), as condi¢des ambientais (temperatura, pH, matéria
organica, umidade etc) e as caracteristicas das plantas (tamanho das raizes,
presencga de enzimas etc) (TRUUA et al., 2015).

A extragao dos contaminantes do meio e seu subsequente acumulo nos
tecidos vegetais é denominada fitoextragao, e envolve espécies denominadas
hiperacumuladoras. Essas plantas sdo capazes de concentrar elementos
inorganicos em niveis até cem vezes maiores que outras espeécies, sob as
mesmas condigdes ambientais. Apds a aplicagcado desse método, a fim de evitar
a dispersao do contaminante na cadeia alimentar, se faz necessaria a extragcéo
da planta do local antes que haja a queda das folhas ou a morte e decomposigéo
dessa, uma vez que esse composto fica acumulado nos tecidos vegetais. Em
seguida a colheita, a biomassa obtida deve passar por um processo de extracéo
e recolhimento da maior parte dos contaminantes (KANG, 2014).

A fitovolatilizagdo baseia-se na obtencdo da forma volatii do
contaminante, apds absorc¢ao e incorporacao desses nos tecidos da planta. Esse
tipo de fitorremediacao é de grande eficacia em alguns compostos inorganicos,
como selénio e mercurio, 0s quais podem existir na forma volatil, bem como para

compostos organicos volateis como o tricloroetileno (TCE). Esta técnica é



bastante atrativa, pelo fato de a volatilizagcdo remover o poluente do local
integralmente na forma gasosa, sem que haja a necessidade de extrair a planta
do local apds o procedimento. Contudo, embora alguns estudos n&o tenham
demonstrado riscos em relagdo aos niveis desses gases fitovolatilizados, os
resquicios do contaminante langados na atmosfera pela planta durante o
processo podem vir a ser toéxicos e considerado elementos de risco para uma
nova fonte de contaminagao (LI et al., 2003).

A fitoestimulagdo é caracterizada pela degradagdo de poluentes
organicos estimulada por exsudatos de plantas, que atuam como fonte de
elementos como carbono e nitrogénio para os microrganismos do solo.
Ambientes contaminados por compostos organicos hidrofébicos, que ndo podem
ser absorvidos pela planta, mas podem ser degradados por microrganismos
como bifenilas policloradas (PCB) e outros hidrocarbonetos de petréleo, séo os
mais beneficiados por esse processo (KAIMI et al., 2006). Estudos
demonstraram que a associagdo de espécies vegetais a microrganismos
presentes no solo, como micorrizas, pode influenciar significativamente a
fitoestabilizagdo de compostos nesses meios. Particularmente em relagcéo a
metais pesados, isso pode ocorrer devido a formagdo de ligagbes entre
contaminantes, como zinco e cadmio e os micélios desses fungos, promovendo
uma maior retencao desses elementos nas raizes da planta em detrimento das
partes aérea, e protegendo, assim, o crescimento do organismo como um todo
(RUFYIKIRI; THIRY; DECLERCK, 2003; RUFYIKIRI et al., 2002).

Na fitodegradagao, as plantas degradam contaminantes através da agéo
de complexos enzimaticos, como glutationas e citocromo P-450 monoxigenases.
Esse tipo de processo é bastante utilizado para contaminantes organicos. E o
caso de compostos como trinitrotolueno e TCE e herbicidas como a atrazina.
Essa estratégia utilizada por algumas plantas visa transformar os contaminantes
em intermediarios estaveis, que serdo armazenados na planta, ou para
mineraliza-los completamente a compostos inorganicos como, cloro, didxido de
carbono e agua.

Embora esse processo seja comumente atribuido a planta, em
determinadas situagdes alguns microrganismos endofiticos podem estar
envolvidos (BARAC et al., 2004). E o caso, por exemplo, de quando a

degradagao acontece na rizosfera. Esse método, denominado rizodegradacao,



utiliza a relagao simbidtica com organismos do solo tais como bactérias, fungos
e leveduras para que ocorra o processo de degradacao (MYRESIOTIS et al.,
2012).

Apesar da fitorremediagao ser considerada uma técnica ambientalmente
benéfica e multifuncional de remediagéo, sua eficiéncia pode ser limitada por
efeitos sazonais ou pela insuficiente habilidade de tolerar, detoxificar e acumular
poluentes em areas contaminadas. Além disso, o sucesso da fitorremediacao
normalmente demanda um tempo muito longo, as vezes de décadas, o que torna
muito dificil a avaliacdo de seu sucesso em curto intervalo de tempo (KANG,
2014).

Diante desse contexto, inumeros trabalhos tém sido realizados a fim de
prospectar espécies de plantas que apresentem maior tolerancia e maior
capacidade de degradar ou acumular compostos organicos e/ou inorganicos,
além de apresentar crescimento rapido. Além disso, a Biotecnologia tem
auxiliado bastante nos progressos que vém sendo alcangados na adaptacéo
e/ou melhoria de plantas para remediacédo de areas poluidas (KAWAHIGASHI,
2009; SHARMA; SING; MANCHANDA, 2015).

2.4 Moringa oleifera Lamark

Moringa oleifera, da familia Moringaceae, € uma planta de pequeno a
médio porte e de crescimento rapido originaria do nordeste da india. E adaptada
a diversos tipos de condigdes climaticas, desde as subtropicais até tropicais
secas e florestas umidas. Atualmente esta espécie encontra-se distribuida nas
Filipinas, América Central, América do Norte e América do Sul (MAKKAR;
BECKER, 1997). No Brasil, onde foi introduzida nos anos de 1950, é encontrada
na regidao Nordeste, principalmente nos estados do Maranhao, Piaui e Ceara
(MATOS, 1998).

M. oleifera é considerada uma planta de multiplas utilidades. Devido ao
seu elevado valor nutricional, todas as partes da planta podem ser consumidas,
especialmente suas folhas, por serem ricas em proteinas, vitaminas e sais
minerais (WADHWA et al., 2013). Ha também varios relatos das propriedades
terapéuticas dessa planta devido as suas propriedades bactericidas, diuréticas,
hipoglicemiante, analgésica, antipirética, etc. (DUBEY et al., 2013). Além disso,

estudos demonstram diversas aplicagdes para M. oleifera, incluindo a producéo



de biomassa, forragem para animais, biogas, agente de limpeza doméstica,
fertilizantes e clarificador de mel e de caldo de cana-de-agucar (FOIDL;
MAKKAR; BECKER, 2001). Contudo, a proposta mais habitual de utilizacdo
desta planta consiste na purificagdo de agua.

E sabido que sementes de M. oleifera possuem proteinas catiénicas com
massa molecular em torno de 13,0 kDa e ponto isoelétrico entre 10 e 11, as quais
sdo consideradas agentes ativos de coagulagdo nos processos de clarificagao
de agua para consumo (NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT, 1995;
ADELAJA et al, 2011). Outro peptideo catidbnico, com massa molecular aparente
de 6,5 kDa, rico em residuos de arginina e prolina e possuindo ponto isoelétrico
em torno de 10, foi isolado também de sementes de M. oleifera. Esse peptideo,
por ter alta densidade de cargas, demonstrou ter excelente atividade coagulante
(GASSENSCHMIDT et al., 1995). Posteriormente, outro grupo de pesquisadores
reportou que fragdes enriquecidas dessas proteinas coagulantes - altamente
termoestaveis, mesmo quando aquecidas a 96 °C, por 5 horas - tinham a
capacidade de aglutinar material em suspensdo, além de agregar e inibir o
crescimento de microrganismos como Escherichia coli e Bacillus thurigiensis.
(GHEBREMICHAEL et al., 2005).

Moringa oleifera reune caracteristicas importantes na escolha de espécies
vegetais fitorremediadoras, tais como sua adaptabilidade as condicbes
climaticas do Brasil, em especial do Ceara, rapida taxa de crescimento e
resisténcia a pragas, além de apresentar as  propriedades
coagulantes/floculantes citadas anteriormente.

A capacidade dessa espécie vegetal para remog¢ao de contaminantes da
agua é reconhecida ha bastante tempo (OLSEN, 1987). Muitos estudos com M.
oleifera demonstram seu potencial na remediacao de ambientes contaminados
com metais pesados, como cadmio (SAJIDU et al., 2006; SHARMA, 2007),
chumbo (MATAKA et al., 2006; ADELAJA et al, 2011) e arsénico (KUMARI et al.,
2006), contudo nao existem muitos estudos sobre a remediagcao de compostos
organicos para essa especie vegetal.

Com esse levantamento, surgiram as seguintes perguntas de partida: E
possivel que exemplares de M. oleifera Lam. sejam capazes de absorver doses

significativas do herbicida atrazina, retirando-o do meio? Em caso positivo, que
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influéncias a presenca dessa substancia teria no desenvolvimento e nas

caracteristicas bioquimicas da planta?
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3. HIPOTESE

Tendo em vista estudos sobre a aplicagdo de Moringa oleifera na
fitorremediacdo de compostos como metais pesados, bem como sua utilizacao
tradicional no tratamento e clarificagao de aguas, levantou-se a hipotese de que
essa espécie € também capaz de captar e metabolizar compostos organicos do

meio.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de fitorremediagdo de Moringa oleifera em aguas

contaminadas por atrazina, um composto organico toxico.
4.2 Objetivos especificos
- Otimizar, em casa de vegetacéo, o plantio hidropdnico de plantas de M.

oleifera;

- Avaliar, durante o ciclo de desenvolvimento das plantas, os parametros

de crescimento, fisioldgicos e sinais de fitotoxicidade;

- Mensurar, nos tecidos vegetais, indicadores de estresse do sistema

antioxidante enzimatico;

- Avaliar os niveis residuais de atrazina na agua apos o cultivo de M.

oleifera.
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5. MATERIAIS
5.1 Material vegetal

Sementes de Moringa oleifera Lamarck foram coletadas de plantas
localizadas no Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza,
Ceara. As sementes, apds selegcado quanto ao tamanho, forma e auséncia de
injuria mecanica, foram acondicionadas a temperatura ambiente, em frascos
hermeticamente fechados. A coleta se deu entre os anos de 2014 e 2016,
sempre no periodo compreendido entre os meses de setembro e janeiro, periodo

no qual ocorria a frutificagado dessa espécie.
5.2 Reagentes quimicos

Metanol (grau HPLC), atrazina (padrao cromatografico), acrilamida e N,N-
metileno-bisacrilamida foram obtidos da Sigma Aldrich. Atrazina comercial foi
obtida da empresa Syngenta. Cartuchos de extragao em fase sdlida do tipo C18
(500 mg), com capacidade para 3 mL, foram obtidos da empresa Thermo
Scientific. Persulfato de aménio e marcadores de massa molecular foram obtidos
da GE Healthcare, USA.

6. METODOS
6.1 Germinagao das sementes e plantio em casa de vegetacao.

A metodologia utilizada foi uma adaptag¢ao da descrita por Aragao (2008),
para sementes de feijdo caupi. As sementes foram primeiramente desinfetadas
com solugao de hipoclorito de sédio 0,25% (v/v), agitadas por 5 minutos, lavadas
por 3 vezes com agua destilada e embebidas em agua deionizada por uma hora.
Apos o periodo de embebicdo, as sementes foram distribuidas em folhas de
papel Germitest TM (280 x 380 mm), previamente umedecidas com &agua
destilada, na proporcao de 2,5 vezes em relacdo a massa do papel e ao final
cobertas com outra folha também previamente umedecida, envolvendo as
sementes de forma a obter um rolo. Os rolos foram cobertos com sacos plasticos
desinfetados com etanol 70% (v/v) e acondicionados em camara de crescimento
na posicgao vertical, onde permaneceram incubados durante um periodo de sete

dias a 27° C 2, sob fotoperiodo de 12 h. Apds a germinacao, as plantulas foram
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transferidas para casa de vegetagao, em recipientes plasticos contendo solugao
de Hoagland 1x concentrada (HOAGLAND e ARNON, 1959). O processo de
plantio aplicado foi uma adaptagdo da metodologia descrita por Torbati, Khataee
e Movafeghi (2014).

6.2 Tratamento com atrazina

Apds um periodo de aclimatacédo de 3 dias as plantas foram pesadas e,
posteriormente, colocadas em contato, inicialmente, com solugbes de atrazina
nas concentragdes de 0,2, 2,0 e 20,0 mg/L. Tais solugbes foram preparadas
utilizando agua destilada. As plantas controle foram colocadas em &agua
destilada contendo apenas solugdo de Hoagland. Foram utilizadas 9 plantas
(n=9) por tratamento. Os experimentos tiveram duracao de 10 dias (Figura 2).

Passados os dias do experimento, as plantas foram retiradas do sistema
de hidroponia, lavadas, secas em papel toalha, para retirada do excesso de
agua, e pesadas.

Posteriormente, foram separadas em raiz e parte aérea, congeladas em

nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C para posterior analise.
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Figura 2 — Plantas de Moringa oleifera em casa de vegetagao, controle e tratadas
com atrazina (0,2, 2 e 20 mg/L) em sistema de hidroponia.
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6.3 Preparo dos extratos de M. oleifera

Amostras de folhas e raizes pertencentes a cada grupo experimental
foram maceradas em nitrogénio liquido. As farinhas obtidas apdés maceragao
foram submetidas, separadamente, a extracdo em diferentes tampdes de
extragao (Figura 3), dependendo do tipo de ensaio enzimatico a ser realizado
posteriormente. Para isso, cada amostra foi posta em contato com o tampao de
extracédo por um periodo de 2 h.

Em seguida, cada amostra foi centrifugada a 10.000 x g por 30 minutos,
a 4°C. O sobrenadante, apdés separagdo do precipitado e didlise contra os
respectivos tampdes de extragdo, em membrana de 12 kDa, foi denominado
extrato total.

Os extratos obtidos foram submetidos a dosagem de proteina,

eletroforese em gel de poliacrilamida e aos ensaios enzimaticos.
6.4 Quantificacao de proteinas

A dosagem de proteinas soluveis foi feita pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). A uma aliquota de 100 yL do material a ser quantificado
foram adicionados 2,5 mL do reagente de Bradford. A mistura foi levemente
agitada e, apds 10 minutos, foram realizadas as leituras das absorbancias a 595
nm em espectrofotdmetro.

A concentracao foi estimada em relacdo a uma curva padrao obtida

utilizando diferentes concentracdes de BSA.
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Figura 3. Esquema de extracédo de proteinas dos tecidos vegetais de M. oleifera

Coleta das plantas apés
tratamento e separacao das
raizes e partes aéreas

[ Obtencao da farinha dos tecidos vegetais ]

1. Tampéo acetato de 1. Tampao fosfato de
sbdio, 50 mM, pH 5,2 (1:5 potassio, 50 mM, pH 7,0
p/v), por 2h. (1:5 p/v), por 2h.

2. Centrifugacdo 10.000 x ] 2. Centrifugagao 10.000 x
g, 30 minutos, 4 °C g, 30 minutos, 4 °C

[ Sobrenadante ] [ Sobrenadante ]

Dialise contra o tampao
|| de extragado

Atividade Demais Atividades

Peroxidasica enzimaticas e SDS-
(POX) PAGE
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6.5 Caracterizagao bioquimica dos extratos
6.5.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Com o intuito de comparar o perfil eletroforético das proteinas dos extratos
de plantas tratadas e ndo tratadas com atrazina, foi realizada eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo SDS (12,5%), seguindo a metodologia estabelecida
por Laemmli (1970). A corrida eletroforética foi conduzida em sistema vertical
continuo, a uma voltagem de 200 V e amperagem de 20 mA. Os extratos foram
dissolvidos em tampao de amostra, consistindo de tampao Tris-HCI 0,05 M, pH
6,8, contendo SDS, em condi¢cdes nao redutoras. Azul de bromofenol 0,1 % foi
utilizado como corante de rastreio da corrida eletroforética. As amostras foram
primeiramente precipitadas em acido tricloroacético (TCA) e lavadas com
acetona 100%, a fim de obter-se um maior numero de bandas proteicas,
reprodutibilidade e maior resolucdo dos géis (DAMERVAL et al., 1986). Apos
isso, as amostras foram dissolvidas em tampao de amostra foram aquecidas a
100 °C por 5 min e, posteriormente, centrifugadas a 10.000 x g por 5 min. Como
marcadores de massa molecular foram utilizados fosforilase b (97 kDa),
albumina sérica bovina (66 kDa), albumina do ovo (45 kDa), anidrase carbénica
(31 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa). A coloragéo
das bandas proteicas foi feita com prata (BLUM, BEIER e GROSS, 1987) e/ou
Coomassie Brilliant Blue G-250 (WANG, LI e LI, 2007).

6.5.2 Ensaios enzimaticos

De posse dos extratos, partiu-se para a caracterizacdo das proteinas
bioativas presentes no extrato total a partir da farinha de folhas e raizes de M.
oleifera tratadas ou ndo com atrazina.

As enzimas analisadas foram catalases, peroxidases guaiacol

dependentes, ascorbato peroxidases, superoxido dismutases e lacases.
6.5.2.1 Atividade catalasica

A atividade da CAT foi determinada pela adicdo de 300 pyL da amostra a
700 pL de meio de reacgao, constituido por tampao fosfato de potassio 75 mM,
pH 7,0 e peroxido de hidrogénio 112,5 mM (URBANEK et al, 1991). O

decréscimo na absorbancia, no primeiro minuto de reagao, foi medido a 240 nm,
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a temperatura ambiente. A atividade catalasica foi expressa como unidade de

atividade (UA) por g de tecido (folha ou raiz).
6.5.2.2 Atividade peroxidasica guaiacol dependente

A atividade peroxidasica do extrato foi determinada segundo Urbanek e
colaboradores (1991), utilizando-se como meio de reacdo: 500 pL de guaiacol 20
mM (Vetec; 97% v/v); 500 pyL de H202 60 mM (Vetec, PA); 100 yL de amostra
(mantida em banho de gelo) e 900 pyL de tampao acetato de sédio 50 mM, pH
5,2. A reacdo foi acompanhada, durante 5 minutos, com intervalos de 30
segundos, a 30 °C, em espectrofotdmetro do tipo Novapesc Il, Pharmacia LKB,
a 480 nm.

Para o calculo, uma unidade da atividade peroxidasica foi considerada a
oxidacdo de 1 pmol de guaiacol em 1 minuto nas condigdes de ensaio,
equivalendo a uma unidade de absorbancia.

Os resultados obtidos foram expressos em unidades de atividade por g de

massa fresca (UA/gMF).
6.5.2.3 Atividade ascorbato peroxidase

O procedimento realizado foi baseado no método aplicado por Peixoto et
al. (1999), com adaptagdes, onde adicionou-se 100 pL da amostra a 900 pL de
meio reacional, constituido por perdxido de hidrogénio 2 Mm e tampao fosfato
de potassio 50 mM, pH 6,0, contendo acido L-ascérbico 0,5 mM. O decréscimo
na absorbancia a 290 nm foi medido no primeiro minuto de reagao, a 25 °C. Os
resultados obtidos foram expressos em unidades de atividade por g de massa
fresca (UA/gMF).

6.5.2.4 Atividade superéxido dismutase

A atividade de dismutases de superoxido (SOD) foi determinada segundo
o método utilizado por von Rossum et al. (1997), adaptado para uso em
micropogos de placas do tipo ELISA. O meio reacional utilizado foi constituido
de 10 uL de tampéao fosfato de potassio 1 M, pH 7,8, 20 uL de EDTA 1 mM, 10
ML de Triton X-100 0,25%, 20 pL de L-metionina 130 mM, 100 uL da amostra, 20
ML de nitroazul de tetrazélio (NBT) 750 uM e 20 uL de riboflavina 100 mM, usando

100 L de agua deionizada como controle negativo.



20

As leituras foram feitas a 630 nm, com intervalos de 1 minuto, com um
total de 5 minutos de reagao, alternadas por periodos em camara luminosa. Uma
unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir
em 50% a fotorredugéo do NBT (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971).

6.5.2.5 Atividade lacasica

A determinacgao da atividade lacasica dos extratos foi feita de acordo com
o meétodo descrito por Manole et al. (2008), com adaptagdes, utilizando-se como
meio reacional: 2,20 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 e 500 uL
de amostra, tendo como controle positivo 500 uL de uma solugéo de lacase com
25-50 U/mL (L2157-10KU Sigma). A reacao foi iniciada pela adigdo de 300 uL
de siringaldazina (S7896 Sigma) 0,216 mM em metanol 100%, que foi utilizada
como substrato.

A reagcdo foi acompanhada, durante 10 minutos, a 30 °C em
espectrofotometro do tipo Novapesc Il, Pharmacia LKB, a 530 nm. Uma unidade
de atividade corresponde a quantidade de enzima capaz de converter 1 pmole

de siringaldazina em pH 7.0 and 25 °C

6.6 Avaliagcao da capacidade de remediagcao de aguas contaminadas com

atrazina por plantas de Moringa oleifera

A proxima etapa do trabalho foi a avaliagao da capacidade de degradagao
de atrazina por plantas de M. oleifera. Para isso, aliquotas de aguas
contaminadas artificialmente com atrazina na concentracdo de 1 mg/L foram
coletadas no inicio (0 h) e no final dos 10 dias do tratamento das plantas de
moringa. Apos coleta, as aliquotas de agua foram congeladas em freezer a -20
°C até serem analisadas.

O método de extracao utilizado para extracdo de atrazina das amostras
de agua foi o de extragdo em fase sélida (SPE). Ja a concentragéo de atrazina
nas amostras foi determinada por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC). Os detalhes tanto da extragao como da quantificagéo de atrazina estéo

descritos nos itens abaixo.
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6.6.1 — Extracao de atrazina das amostras de agua

A extracao de atrazina das amostras de agua foi realizada de acordo com
o método de Pinto e Jardim (2000), com modificagbes. Para isso, um volume de
250 mL de cada amostra de agua foi acidificado com acido fosférico até pH
inferior a 2,0 a fim de aumentar a retencao da atrazina no cartucho C18 (SPE).
Em seguida, esse volume de amostra foi percolado, com auxilio de uma bomba
peristaltica, no cartucho C18 a um fluxo de 3 mL/min. Antes da aplicagao, o
cartucho foi condicionado com 10 mL de metanol e equilibrado com 10 mL de
agua grau Milli-Q. O eluato foi descartado e o cartucho contendo o material retido
foi seco em dissecador sob vacuo por um periodo de 5 minutos. Em seguida, o
analito (atrazina) foi eluido com 1 mL de metanol 99,9% e submetido a analise

em sistema de HPLC.
6.6.2 — Analise cromatografica

A curva de calibragao bem como a quantificagcao de atrazina em amostras
de agua foram realizadas em sistema HPLC (Jasco, LC-Net II/Plus) de acordo
com as seguintes condi¢des (Tabela 1).

A fase movel utilizada foi uma mistura de metanol (grau HPLC) e agua
grau Milli-Q (50:50) a qual foi filtrada e deaerada antes do processo de analise.
Uma solugdo estoque de atrazina (padrao cromatografico — Sigma Aldrich) foi
preparada em metanol (grau HPLC) na concentracédo de 100 mg/L. A partir dessa
solugao foram preparadas solugdes filhas nas concentracdes de 0,1, 0,2, 0,4,
0,8, 1,0 € 2,0 mg/L também em metanol (grau HPLC). Volumes de 50 pL dessas
solugdes foram aplicados na coluna C1s (4,6 x 250 mm, Waters), nas condigbes
descritas na Tabela 1 para a constru¢cao da curva de calibragao.

As amostras provenientes de aguas contaminadas com atrazina também
foram aplicadas nas mesmas condi¢des do padrao cromatografico.

6.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * desvio padréo. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e a significancia das
diferengas entre as médias determinada pelo teste de Tukey (p < 0,05), usando
o programa MSTACT.
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Tabela 1 — Condi¢des cromatograficas para detecgédo de atrazina em amostras

de agua

Condicoes

Temperatura 40 °C

Coluna C1s (4,6 x 250 mm, Waters)
Detector PDA
Comprimentos de onda 200, 220, 230 e 240 nm
Fluxo 1 mL/min

Volume de injegao 50 puL

Tempo de corrida 18 minutos
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7. RESULTADOS
7.1 Avaliagao do desenvolvimento de M. oleifera

Ao final dos 10 dias de experimento pode-se observar que as plantas controle
apresentaram um ganho de biomassa com média de 200,9% em relagao ao peso
inicial. Ja as plantas tratadas com atrazina na concentragcdo de 0,2 mg/L
apresentaram um ganho de massa, de 8,1% ao longo do experimento. As demais
plantas tratadas com atrazina nas concentragdes de 2 e 20 mg/L, apresentaram
perda de massa ao longo dos 10 dias de experimento. Além disso, todas as
plantas tratadas com atrazina apresentaram sinais de fitotoxicidade (necroses
foliares, murchamento, clorose e diminuicdo de biomassa) que foram
proporcionais a concentragao de atrazina administrada.

Assim, apenas duas plantas tratadas com atrazina na dose de 2 mg/L (que
nao foram consideradas para analise estatistica) e nenhuma planta tratada na
concentracado de 20 mg/L sobreviveram até o final do experimento (Tabela 2).

Em virtude da nao sobrevivéncia das plantas tratadas com atrazina até o
final dos dez dias de experimento, resolveu-se realizar um novo experimento,
desta vez tratando as plantas com atrazina na concentracdo de 1 mg/L e,
avaliando-se o0 ganho de biomassa por um periodo de 2, 5 e 10 dias (Tabela 3).
Foi observado que as plantas conseguiram sobreviver até o final do experimento,
entretanto, ainda apresentaram ao final dos 10 dias de experimento, perda de
biomassa em torno de 20% e sinais de fitotoxicidade.

Outro parametro avaliado ao final dos 10 dias de experimento foi a relagao
parte aéreal/raiz das plantas tratadas com atrazina (Tabela 4). Com relacéo a
esse parametro, ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos

experimentais e o grupo controle.
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Tabela 2. Ganho de biomassa de plantas de Moringa oleifera tratadas com
atrazina no periodo de 10 dias

Tratamento (mgATZ/L) Ganho de biomassa (%)
Controle* 200,9 + 30,62

0,2 8,1+3,8°

2,0 -

20,0 -

*Controle: Agua destilada

Tabela 3. Ganho de biomassa de plantas de Moringa oleifera tratadas com
atrazina (1 mg/L) durante o periodo de 2, 5 e 10 dias

Tratamento Tempo (dias) Ganho de biomassa (%)
(mgATZ/L)

Controle* 10 173,9+ 11,6

1,0 2 19,0+1,8

1,0 5 21,2+8,6

1,0 10 -20,0+8,0

*Controle: Agua destilada

Tabela 4. Relacdo de massa parte aérea/Raiz de plantas de Moringa oleifera
tratadas com atrazina

Tratamento (mgATZ/L) Parte aérealraiz
Controle* 1,25+ 0,32
0,2 1,34 £ 0,32
1,0 1,29 £ 0,28
2,0 1,30 £ 0,32
20,0 -

*Controle: Agua destilada
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7.2 Caracterizagao bioquimica dos extratos
7.2.1 Quantificagao de proteinas

Os teores de proteinas soluveis encontrados para as folhas de plantas
tratadas com atrazina nas concentragdes de 0,2, 1,0 e 2,0 mg/L, por 10 dias,
foram de 0,757, 4,210 e 1,274 mgP/mL, respectivamente. As folhas de plantas
controle apesentaram uma concentragao de proteina de 0,875 mgP/mL. Ja nos
extratos de raizes de plantas tratadas com atrazina nas concentragdes de 0,2,
1,0 e 2 mg/L as concentragdes de proteina encontrados foram 0,269, 1,345 e
0,255 mgP/mL, respectivamente. Em plantas controle a concentragéo foi 0,195
mgP/mL (Tabela 5). Os dados para as plantas de moringa tratadas com atrazina
na dose de 20 mg/L nao foram calculados tendo em vista que as plantas néo

sobreviveram até o final do experimento.
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Tabela 5. Concentragao de proteinas soluveis (mg/mL) em raizes e folhas de
plantas de Moringa oleifera tratadas com atrazina nas concentragdes de 0,2, 1,

2 e 20 mg/L por um periodo de 10 dias

Tratamento (mgATZ/mL) Concentragao de proteinas (mg/mL)

Folhas Raizes
Controle* 0,875 £ 0,02 0,195 £ 0,00
0,2 0,757 £ 0,03 0,269 + 0,03
1,0 4,210 £ 0,07 1,345 + 0,06
2,0 1,274 £ 0,10 0,255 + 0,03
20,0 - -

*Controle: Agua destilada



27

7.2.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida

As Figuras 4 e 5 mostram o perfil eletroforético dos extratos totais obtidos
a partir da farinha de folhas e raizes de plantas tratadas e ndo tratadas com
atrazina no periodo de 10 dias, respectivamente. Pode-se observar que em
relacdo as folhas, ndo ha diferenca no perfil de bandas proteicas. Porém,
analisando a eletroforese dos extratos de raizes, verifica-se que ha uma
diferencga no perfil de bandas dos extratos de plantas tratadas com atrazina em
relagéo ao controle. Particularmente, as raizes tratadas com atrazina na dose de
0,2 mg/L apresentam perfil com uma banda proeminente de massa molecular
abaixo de 29 kDa. Ja no tratamento de 2 mg/L pode-se também observar uma
intensidade de bandas maior do que o existente no controle

As Figuras 6 e 7 mostram, respectivamente, os perfis eletroforéticos de
folhas e raizes de plantas controle e plantas tratadas com 1 mg/L de atrazina nos
tempos de 2, 5 e 10 dias. Pode-se observar que nao houve diferenca aparente
entre os perfis de proteinas para os diferentes tratamentos com atrazina tanto

quando se considera os extratos de folhnas como os de raizes.
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Figura 4. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (12,5%) SDS-PAGE dos extratos
de folhas de plantas de M. oleifera tratadas com solugdes de atrazina por um periodo
de 10 dias.

kDa 1 2 3 4

Raia 1 — Marcadores de massa molecular; Raia 2 — Extrato proteico de folhas de M. oleifera
controle; Raia 3 - Extrato proteico de folhas de M. oleifera tratadas com atrazina na dose de 0,2
mg/L; Raia 4 - Extrato proteico de folhas de M. oleifera tratadas com atrazina na dose de 2 mg/L.
Foram aplicados 5 ug de proteina por pogo. As bandas proteicas foram coradas com Coomassie
Brilliant Blue G-250.

Figura 5. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (12,5%) SDS-PAGE dos extratos
de raizes de M. oleifera tratadas com solucdes de atrazina em varias concentragdes por

um periodo de 10 dias.

kDa 1 2 3 4

Raia 1 — Marcadores de massa molecular; Raia 2 — Extrato proteico de raizes de M. oleifera
controle; Raia 3 - Extrato proteico de raizes de M. oleifera tratadas com atrazina na dose de 0,2
mg/L; Raia 4 - Extrato proteico de raizes de M. oleifera tratadas com atrazina na dose de 2 mg/L.

Foram aplicados 5 ug de proteina por pogo. As bandas proteicas foram reveladas pela prata.
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Figura 6. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (12,5%) SDS-PAGE dos extratos
foliares de M. oleifera no tratamento de 1 mg/L de atrazina, em diversos tempos.

kDa 1 2 3 4
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45
29
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Raia 1 — Marcadores de massa molecular; Raia 2 — Extrato proteico de folhas de M. oleifera
tratadas no tempo de 48 horas; Raia 3 - Extrato proteico de folhas de M. oleifera tratadas no
tempo de 5 dias; Raia 4 - Extrato proteico de folhas de M. oleifera tratadas no tempo de 10 dias.
Foram aplicados 7 ug de proteina por pogo. As bandas proteicas foram coradas com Coomassie
Brilliant Blue G-250.

Figura 7. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (12,5%) SDS-PAGE dos extratos
radiculares de M. oleifera no tratamento de 1 mg/L de atrazina, em diversos tempos.

kDa 1 2 3 4
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Raia 1 — Marcadores de massa molecular; Raia 2 — Extrato proteico de raizes de M. oleifera
tratadas no tempo de 48 horas; Raia 3 - Extrato proteico de raizes de M. oleifera tratadas no
tempo de 5 dias; Raia 4 - Extrato proteico de raizes de M. oleifera tratadas no tempo de 10 dias.
Foram aplicados 7 ug de proteina por poco. As bandas proteicas foram coradas com Coomassie
Brilliant Blue G-250.
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7.2.3 Ensaios enzimaticos
7.2.3.1 Atividade catalasica

A Figura 8 mostra os resultados dos ensaios de atividade catalasica (CAT)
dos extratos de raizes de M. oleifera tratados ou ndo com atrazina. Pode-se
observar que as raizes de plantas tratadas na concentragdo de 2 mg/L foram as
que apresentaram menor atividade catalasica (9,6 + 1,1 UA/gMF) quando
comparadas as plantas controle (19,8 £+ 1,4 UA/gMF), tratadas na concentragéo
de 0,2 mg/L (20,1 £ 1,8 UA/gMF) e de 1 mg/L (14,8 £ 0,7 UA/gMF). Os dados
referentes a atividade catalasica de folhas ndo foram mostrados pois este tecido

nao apresentou atividade catalasica.
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Figura 8. Atividade catalasica do tecido radicular de plantas de Moringa oleifera

tratadas com atrazina em diferentes concentra¢des por um periodo de 10 dias.
25' a a
204

15+

UA/gMF

10 4

S

] &

"l:? N ’lf@
Tratamentos

A atividade catalasica esta expressa em Unidades de Atividade (UA) por grama de massa fresca
da raiz (gMF). Letras diferentes indicam valores que diferiram significativamente (p < 0,05) pelo
teste de Tukey.
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7.2.3.2 Atividade peroxidasica guaiacol dependente

As Figura 9 e 10 mostram as atividades peroxidasicas (POX) de folhas e
raizes de plantas de M. oleifera controle e tratadas com atrazina nas
concentragdes de 0,2, 1 e 2 mg/L. Pode-se observar que, de maneira geral, a
atividade peroxidasica nas raizes foi consideravelmente superior aquela
encontrada nas folhas. Em se tratando de raizes, aquelas tratadas com atrazina
na concentragéo de 0,2 mg/L apresentaram o maior teor de peroxidase (28.080
+ 55 UA/gMF). Ja as raizes tratadas na concentragcdo de 1 e 2 mg/L
apresentaram teores 8301 £ 27 e 7830 + 11 UA/gMF. Quanto as plantas controle
estas apresentaram 4964 UA/gMF.

Com relagcao as folhas, observou-se que o tratamento das plantas com
atrazina causou uma diminuicao nos teores de peroxidase, uma vez que em
plantas controle (cultivadas em agua destilada e solugdo de Hoagland), a
atividade peroxidasica foi de 2948,4+ 27 UA/gMF e nos tratamentos com atrazina
na concentracdo de 0,2 mg/L essa atividade foi de 88,5 + 5,3 UA/gMF enquanto
que nas concentragdes de 1 e 2 mg/L as atividades foram de 51,69 £ 2,3 e 48,6

* 2,9 UA/gMF, respectivamente.
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Figura 9. Atividade peroxidasica (POX) do tecido radicular de plantas de M.
oleifera tratadas com atrazina em diferentes concentragdes por um periodo de
10 dias.
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A atividade peroxidasica (POX) esta expressa em Unidades de Atividade (UA) por grama de
massa fresca da raiz (gMF). Letras diferentes indicam valores que diferiram significativamente (p
< 0,05) pelo teste de Tukey.

Figura 10. Atividade peroxidasica (POX) do tecido foliar de M. oleifera tratada
com atrazina em diferentes concentragdes por um periodo de 10 dias.
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A atividade peroxidasica (POX) esta expressa em Unidades de Atividade (UA) por grama de
massa fresca da folha (gMF). Letras diferentes indicam valores que diferiram significativamente
(p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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7.2.3.3 Atividade de ascorbato peroxidase

A atividade de ascorbato peroxidase (APX) observada para folhas e raizes
de plantas tratadas e ndo tratadas com atrazina esta mostrada nas Figuras 11 e
12. Tanto folhas como as raizes de plantas tratadas com atrazina apresentaram
teores superiores as plantas controle. Em relagao as raizes, foi observado que o
tratamento de 0,2 mg/L apresentou um teor de 44,7 £ 1,9 UA/gMF enquanto que
ode 1 e 2 mg/L de atrazina apresentaram teores 28,9 £ 0,5 e 20,7 + 0,7 UA/gMF,
respectivamente. Ja para as folhas aconteceu o oposto pois o tratamento com
atrazina na dose de 2 mg/L foi o que apresentou o maior teor de APX (36,6 + 1,9
UA/gMF), seguido do tratamento com 1 mg/L (29,3 + 0,6 UA/gMF) e 0,2 mg/L
(27,6 £ 1,3 UA/gMF). Nao foi detectada a presenca de APX em folhas de plantas

controle. Ja nas raizes, o teor de APX encontrado foi de 9,9 £+ 0,6 UA/gMF.
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Figura 11. Atividade ascorbato peroxidasica (APX) do tecido radicular de M.
oleifera tratada com atrazina em diferentes concentracbes pelo periodo de 10

dias.
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A atividade ascorbato peroxidasica (APX) esta expressa em Unidades de Atividade (UA) por
grama de massa fresca da raiz (gMF). Letras diferentes indicam valores que diferiram
significativamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Figura 12. Atividade ascorbato peroxidasica (APX) do tecido foliar de M. oleifera

tratada com diferentes concentracdes de atrazina por um periodo de 10 dias.
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A atividade ascorbato peroxidasica (APX) esta expressa em Unidades de Atividade (UA) por
grama de massa fresca da folha (gMF). Letras diferentes indicam valores que diferiram
significativamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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7.2.3.4 Atividade superoxido dismutase

Com relacao a atividade de superdxido dismutase (SOD), foi observado
que, aparentemente, as folhas e raizes de M. oleifera controle e tratadas com
atrazina nas concentragdes de 0,2, 1 e 2 mg/L ndo diferiram em relagdo aos
teores dessa enzima. Entretanto, os resultados gerados nao foram conclusivos
em virtude dos altos desvios padrbes e valores de coeficientes de variagao

observado. Posteriormente, esse ensaio sera repetido.
7.2.3.5 Atividade lacasica

Nao foi detectada atividade lacasica nem em tecidos (folhas e raizes) de
plantas controle, nem naqueles de plantas tratadas com atrazina nas diferentes

concentracdes utilizadas.

7.3 Avaliagao da capacidade de remediagao de aguas contaminadas com

atrazina por plantas de Moringa oleifera

Para a avaliagdo da capacidade de fitorremediagcao de Moringa oleifera,
amostras de agua foram artificialmente contaminadas com 1 mg/L de atrazina,
que foi a maior concentragdo testada em que as plantas tiveram um bom
crescimento. Em seguida, plantas de moringa foram postas em contato com
essas solugdes por um periodo de até 10 dias. Ao final do experimento, as
plantas foram retiradas do meio hidropbnico e aliquotas de agua de cada
amostra utilizadas para a avaliagcdo da percentagem de remogao de atrazina
pelas plantas. Entretanto, aliquotas de agua ap6s o contado das plantas por um
periodo de 48 h também foram obtidas para analise. Essa quantificacao foi
realizada através do uso de cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

A Figura 13 mostra um exemplo do perfil cromatografico obtido apds
injecao do padrao cromatografico de atrazina na concentragao de 2 mg/L (Sigma
Aldrich) utilizando as condi¢cdes cromatograficas descritas anteriormente na
Tabela 1. O tempo de retengao (TR) observado para a atrazina nas condigbes
empregadas foi de 10,8 minutos. Apds a definicdo do TR foi construida uma
curva de calibragao utilizando atrazina nas concentracdes de 0,1, 0,2, 0,4, 0,8,
1,0 e 2,0 mg/L.
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A Figura 14 mostra a curva de calibragao obtida. Pode-se observar que a
curva apresentou um R2 de 0,999, indicando que a faixa de concentragdo de
atrazina utilizada esta dentro da faixa de linearidade do método.

A extracao de atrazina das amostras de agua foi realizada de acordo com
a metodologia descrita no item 5.6.1. Foi verificado que a técnica de extracéo
em fase solida empregada apresentou uma taxa de recuperagdo de 65%. De
posse desse resultado, a proxima etapa foi a extracdo de atrazina das amostras
de agua e sua posterior quantificagao. Foi observado que os teores de atrazina
na agua apos o contato com plantas de moringa por 48 h foram reduzidos em
47%. Ja apos 10 dias de contato, as plantas de moringa foram capazes de

reduzir em 89% os teores de atrazina da agua (Figura 15).
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Figura 13 — Perfil cromatografico da atrazina padrao e da amostra de agua em
sistema de HPLC.
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(A) Padrdo cromatografico aplicado na concentragdo de 2 mg/L. (B) Amostra de meio
hidropdnico apds o processo de extragao de atrazina em fase sdlida; Coluna utilizada: C1s (4,6
x 250 mm, Waters); temperatura de 40 °C; volume de aplicagdo 50 pulL; detector PDA;

Comprimento de onda de 220 nm; fluxo de 1 mL/min



Figura 14. Curva de calibragédo da atrazina
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Figura 15. Teores de atrazina antes e apos contato com M. oleifera, em

diferentes tempos.
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8. DISCUSSAO

Enquanto a agricultura brasileira tem crescido a cada ano, a atrazina
(ATZ) tem se mantido como um dos pesticidas mais utilizados para o controle de
plantas daninhas de folhas largas e gramineas (KIELY et al, 2004; GOODIS,
2016) e, por isso, é facilmente encontrada nos solos e aguas do Brasil e do
mundo em concentragcdes bem acima dos niveis aceitaveis (0,5 ug/L) (CONAMA,
2008). Esse composto e seus derivados sédo considerados agentes toxicos de
classe lll, podendo-se apontar varios estudos que comprovam os seus efeitos
deletérios sobre diversos organismos.

Abarikwu e Farombi (2015) estudaram a citotoxicidade da atrazina em
humanos e verificaram que concentragbes minimas desse composto (5-50
pMg/mL) sdo capazes de diminuir a viabilidade e ocasionar a morte celular de
neuroblastomas (SH-SY5Y), devido ao aumento da atividade das Caspases-3,
uma molécula crucial no sistema de morte celular programada, podendo
ocasionar e/ou agravar estados de desordem neurodegerativa humana. Além
disso, a atrazina pode atuar como disruptor endécrino (PARK et al., 2016) e
também causando efeitos crénicos nos sistemas nervoso central e imunolégico
(SUN et al., 2016). O contato de mulheres em periodo de gestagdo com essa
substancia pode ocasionar parto prematuro e peso potencialmente abaixo do
normal de bebés assim como diversas outras complicagbes congénitas
(STAYNER et al., 2017; MIGEOT et al., 2013). Além dos danos a saude humana,
a atrazina € uma amaega potencial para os ecossistemas e equilibrio ambiental
(SILVEYRA et al., 2017; RUSSART; RHEN, 2016).

A fitorremediagdo ganhou impulso nas ultimas décadas por ser uma
tecnologia verde de custo reduzido, quando comparada aos demais métodos de
descontaminagcdo ambiental, e apresentar bons resultados, enquanto ainda
oferece a opg¢ao de tratamento natural in situ. Sua capacidade de multiplos
objetivos também é vantajosa, pelo fato de poder-se fitorremediar mais de um
poluente no mesmo local, bem como a atratividade para o publico leigo, em
fungdo de ser vista como “tecnologia verde”. Varios estudos descrevem a
eficacia da fitorremediagdo de diversos compostos (SYRANIDOU et al., 2017;
YILDIRIM; SASMAZ, 2016; LEGUIZAMO; GOMEZ; SARMIENTO, 2016). Ja

foram descritas na literatura algumas espécies vegetais que séo capazes de



41

promover a fitorremediagao do herbicida atrazina de forma satisfatéria (IBRAHIM
et al., 2013; MERINI et al., 2009; MOORE, LOCKE e KROGER, 2016).
Entretanto, apesar dos avancos, ainda € considerado insuficiente o numero de
especies vegetais com esse potencial. Isso é valido ndo somente para a atrazina
mas também para outros compostos organicos e metais pesados prejudiciais ao
meio ambiente. Além disso, o fato de uma espécie vegetal ser capaz de degradar
um composto em determinada localidade, ndo garante que ela seja eficaz em
outros ambientes visto que, como mencionado anteriormente, uma série de
fatores influenciam nesse processo. Assim, estudos de prospecgao por espécies
vegetais fitorremediadoras tem crescido bastante nos ultimos anos.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial de M.
oleifera para a fitorremediagao de atrazina, comum em solos e aguas de varias
regides do mundo, incluindo o Brasil e ainda o estado do Ceara. Diversas
caracteristicas/propriedades dessa espécie vegetal a creditam como uma
espécie de grande potencial de aplicacdo com esse propdsito. Vale ressaltar,
sua adaptabilidade as condi¢cées edafoclimaticas do Brasil, em especial do
Ceara, sua alta taxa de crescimento e a resisténcia a uma série de fatores
bidticos e abidticos.

Para tal finalidade, foi necessario estabelecer um protocolo de
germinagao e crescimento de plantas de M. oleifera em casa de vegetacdo. O
processo de germinagao dessa planta foi rapido (5-7 dias) e simples, contando
apenas com as etapas de desinfeccdo das sementes com hipoclorito de sddio e
quebra de dorméncia com agua destilada, por uma hora. Nessas condi¢des foi
obtida uma taxa de germinagao bastante elevada de cerca de 85%. O periodo
de aclimatacao de 3 dias, em casa de vegetacao, permitiu as plantas crescerem
um pouco mais, ficando mais aptas ao estresse induzido pelo contato com
atrazina, posteriormente. O plantio hidropdnico foi escolhido nesse trabalho por
se tratar a agua de um meio menos complexo, em que a atrazina estaria mais
disponivel para a captagao pela planta, o que facilitaria uma posterior extracéao
e quantificacao dos teores de atrazina residual. Além disso, o tecido radicular de
M. oleifera é muito fragil, sendo dificil, quando em meio sdlido, a sua obtencéo,
necessaria para a realizacdo das analises bioquimicas.

Inicialmente as concentragdes do herbicida atrazina testadas foram 0,2, 2
e 20 mg/L). Notou-se que as doses de 2 e 20 mg/L de atrazina sdo excessivas e
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incompativeis com o nivel de resisténcia da espécie, pois todas as plantas
morreram antes do término do experimento, com excessdo de 2 individuos
submetidos a concentragédo de 2 mg/L. Essas duas plantas ndo foram, contudo,
consideradas para uma analise estatistica, pois ndo seriam dados confiaveis,
visto que essas eram visivelmente resistentes ao herbicida, por ainda
apresentarem, ja no término do experimento, folhagens robustas e sem sinal de
clorose ou murchamento, enquanto as demais ndo haviam sobrevivido. Mesmo
as plantas submetidas a concentracao de 0,2 mg/L, ainda que em comparagao
com as demais apresentassem melhor aspecto fisiolégico, ainda foram evidentes
sinais de clorose e murchamento, que sao efeitos conhecidos de estresse
oxidativo sofrido por plantas, uma vez que, com a acumulacdo de ROS, as
paredes celulares sofrem danos permanentes, causando a necrose e morte
celular vegetal.

Posteriormente, resolveu-se testar a dose de 1 mg/L, por ser uma
concentragéo intermediaria as de 0,2 e 2 mg/L testadas. Isso se deu por uma
busca de uma maior concentracao final detectavel para as posteriores analises
com HPLC. Com esta concentragdao, embora as plantas tenham apresentado
uma porcentagem de ganho de massa menor que com a de 0,2 mg/L, obteve-se
um resultado promissor, uma vez que todas as plantas sobreviveram, embora
também com sinais de clorose e murchamento. Determinou-se, entdo, essa
concentragcéo para o prosseguimento do trabalho.

Esse resultado indica que, aparentemente, as plantas de M. oleifera nao
sao resistentes ao contato com atrazina, nas concentracdes testadas. Contudo,
vale ressaltar que essas concentracdes utilizadas no experimento (mg/L) foram
em niveis muito elevados (2000 vezes maior), quando comparados aos
encontrados em ambientes contaminados, que s&o na escala de pg/L.

Com a concentracédo de 1 mg/L de atrazina foi feita a repeticdo do
experimento com diferentes periodos de exposi¢ao ao herbicida (2, 5 e 10 dias),
para avaliar se havia alguma diferenga em relacdo ao perfil proteico e a
remediacao do herbicida do meio de crescimento.

O método de extragdo empregado foi realizado utilizando os tampdes
apropriados a cada tipo de ensaio enzimatico realizado. Peroxidases (POX) tém
em sua maioria atividade 6tima em tampao acetato de sédio, pH 5,2 (URBANEK
et al., 1991), enquanto que as demais enzimas testadas (CAT, APX, SOD e
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lacase) tém melhor desempenho em tampao fosfato de potassio (HAVIR;
McHALE, 1987; PEIXOTO et al, 1999; ROSSUM et al., 1997; MANOLE et al,;
2008).

Na obtencao dos extratos brutos de folhas e raizes, os melhores teores
proteicos obtidos foram, respectivamente, de 4,21 e 1,345 mg a cada grama de
farinha dos tecidos vegetais, correspondendo ao tratamento de 1 mg/L de
atrazina, que foi a maior concentragdao compativel com a sobrevivéncia das
plantas, e, portanto, induziu um maior estresse a estas que a concentragao de
0,2 mg/L.

Analisando-se a eletroforese dos extratos foliares nao ha diferenga no
perfil de bandas proteicas para nenhum dos tratamentos. Entretanto, em relagcao
aos extratos radiculares, observa-se uma diferencga clara no perfil de bandas dos
extratos de plantas tratadas com atrazina em relagéo ao controle. Essa diferenca
se da de forma mais evidente no extrato de raizes tratadas com atrazina na dose
de 0,2 mg/L, o qual apresenta uma banda proeminente de massa molecular
abaixo de 29 kDa, concomitantemente a uma intensidade de bandas de maior
massa molecular do que o existente no controle. No tratamento de 2 mg/L pode-
se também observar essas caracteristicas, mas de forma mais discreta. Esse
resultado pode ser decorrente de alteragdes no perfil de expressao de proteinas
em decorréncia do estresse ocasionado pela atrazina. Ao decidir-se prosseguir
com a concentracado de 1 mg/L de atrazina viu-se a necessidade de realizagcao
de uma nova eletroforese. Desta vez visou-se analisar as diferencas em relacéo
aos diferentes periodos de exposicao testados. Para essas eletroforeses, a fim
de obter-se um maior numero de spots proteicos, reprodutibilidade e maior
resolucao dos géis, utilizou-se a precipitagdo por TCA (DAMERVAL et al., 1986)
previamente ao preparo da amostra. Os perfis proteicos de folhas (Figura 6) e
raizes (Figura 7) ndo apresentaram diferenga em relagéo ao tempo. Observa-se
nesse ultimo, contudo, o aparecimento da mesma banda de baixa massa
molecular presente no extrato radicular de plantas tratadas nas demais
concentragbes de atrazina, embora néo de forma tdo proeminente quanto nos
extratos de plantas tratadas com 0,2 mg/L de atrazina.

No que diz respeito a atividade das enzimas relacionadas ao estresse
oxidativo, vé-se claramente uma alteracdo visivel nos niveis de catalases,

ascorbato peroxidases (APX) e peroxidases dependente de guaiacol (POX) de
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plantas tratadas com o herbicida atrazina em relagdo a plantas controle,
principalmente nas raizes, devido ao fato de esse ser o tecido que tem contato
primario com o contaminante presente no meio. Isso demonstra o
desencadeamento do sistema de defesa da planta em resposta ao estresse
induzido por esse composto. Esse resultado é respaldado por outros estudos,
que comprovam variagdes dos processos fisiologicos de diversas espécies de
plantas em resposta a estresses induzidos por esse herbicida, como no caso do
milheto (Pennisetum americanum) (JIANG et al., 2016), arroz (Oryza sativa)
(ZHANG, 2014), milho (Zea mays) (LI et al., 2012) e nas espécies de algas
Chilorella vulgaris (QIAN et al., 2009) e Scenedesmus obliquus (MOFEED e
MOSLEH, 2013).

Os resultados mais significativos foram em relacdo as enzimas APX e
POX. A primeira teve um aumento notavel na sua atividade nas plantas tratadas
com atrazina em relagdo as plantas controle, tanto nos tecidos radiculares
(217,5% maior, em média) quanto nos foliares — havendo, neste ultimo, o
aparecimento da atividade nos tratamentos, o que nao ocorria no controle. Ja a
atividade da segunda, enquanto teve um crescimento marcante nos tecidos
radiculares, especialmente em plantas tratadas com a dose de 0,2 mg/L de
atrazina (465,7% maior), apresentou um decréscimo expressivo nos tecidos
foliares (aproximadamente de 97,9% menor), em relagédo as plantas controle.

Em casos de estresses oxidativos pode haver a migragado de espécies
reativas de oxigénio, como o peroxido de hidrogénio — que é fundamental para a
atividade de peroxidases — e consequente evasao dessas enzimas, para o local
de estresse primario (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014), além do possivel
aumento da expressao dessas enzimas em tecidos que apresentam elevados
niveis dessas ROS. Isso explicaria essa discrepancia de atividade das folhas em
relacao as raizes.

O elevado teor de peroxidases € um resultado bastante promissor para
esse projeto, dado que pode indicar uma base notavel para a possivel
fitorremediacdo de atrazina; uma vez que essas enzimas, juntamente com as
lacases, sdo as que mais atuam na degradacao de contaminantes organicos
(FANG et al., 2014; DUBROVSKAYA et al., 2017).

O proximo passo do trabalho foi verificar se o nivel de atrazina estava
sendo reduzido ao longo do tempo de contato da planta com o meio. Para tal
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finalidade, foi necessario inicialmente a otimizacdo de um protocolo de extracao
de atrazina das amostras de agua. O método escolhido foi o de extragdo em fase
sélida, através do uso de cartuchos C1s. O objetivo era a exclusdo de sais da
solucao de Hoagland e possiveis compostos exsudados pelas plantas ao longo
do desenvolvimento, para a obtencdo de atrazina. Esse método de extragao
empregado apresentou uma taxa de recuperacado de 65%. Esse percentual &
considerado baixo quando comparado com outros métodos empregados para a
deteccao de pesticidas. Para atrazina, por exemplo, as taxas de recuperagao
observadas variam de 90 a 100% (IBRAHIM et al., 2013). Posteriormente, o
meétodo de extragdo empregado nesse trabalho sera otimizado a fim de aumentar
o percentual de recuperacao da atrazina.

Apos o processo de extracdo, as amostras obtidas tanto do tratamento
com atrazina pelo periodo de 2 dias quanto de 10 dias foram analisadas quanto
aos teores de atrazina. Foi observado que ja com 48 h de contato com a atrazina,
as plantas de moringa foram capazes de reduzir em 47% o teor desse herbicida
na agua em relagao aos teores do inicio do experimento. Ja no periodo de 10
dias, esse percentual foi reduzido numa taxa de 89%.

Ha alguns relatos na literatura de plantas que apresentaram a capacidade
de degradar compostos organicos deletérios ao meio ambiente. Com relagao a
degradagdao de atrazina especificamente ha também varios estudos. Por
exemplo, foi mostrado por Chang, Lee e Je (2005), que algumas espécies de
choupos séo capazes de captar, hidrolisar e desalquilar a atrazina a metabdlitos
menos toxicos. Um trabalho mais antigo mostrou que a espécie Leucophyllum
langmaniae foi capaz de reduzir em 35% os teores de atrazina no solo, porém,
em um periodo de mais de 60 dias (KRUGER et al., 1997). Ja as espécies Iris
pseudacorus, Lythrum salicaria and Acorus calamus, reduziram os teores de
atrazina em 75,6, 65,5 e 61,8%, respectivamente, em sistema de hidroponia
semelhante ao empregado nesse estudo. Essas taxas de reducéo da atrazina
em agua ocorreram dentro de um periodo de 20 dias (WANG et al., 2012). Assim,
de maneira geral, a comparagcao dos dados obtidos nesse trabalho com os
demais encontrados na literatura (Tabela 6) mostra o grande potencial da M.
oleifera como uma planta fitorremediadora de atrazina, devendo ser realizado
estudos posteriores para seu potencial de degradacado de outras classes de

compostos organicos.
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Tabela 6. Comparagao da taxa de degradacgéo de atrazina por M. oleifera em
relagao a outras espécies em relagado ao tempo de experimento.

Espécie Taxa de degradagao Tempo do
(%) experimento (dias)
Moringa oleifera 89 10
Leucophyllum langmaniae 35 60

(KRUGER et al., 1997)

Iris pseudacorus 75.6 20
(WANG et al., 2012)

Lythrum salicaria 65,5 20
(WANG et al., 2012)

Acorus calamus 61,8 20
(WANG et al., 2012)
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9. CONCLUSAO

O tratamento de plantas de M. oleifera com atrazina mostrou que, apesar
da alteracdo nos teores de algumas enzimas relacionadas ao estresse oxidativo
como, por exemplo, o aumento nos teores de peroxidases — enzimas
reconhecidamente envolvidas na defesa da planta contra esses estresses, bem
como na degradacdo de contaminantes organicos —, aparentemente, nas
concentracdes testadas, esta planta n&o é resistente a esse herbicida. Os dados
que corroboram com essa observagao séo: (1) a perda de biomassa das plantas
ao longo dos dias, (2) os sinais de fitotoxicidade, observados ao longo do
experimento.

Apesar da aparente susceptibilidade, as plantas de moringa ja nos dois
primeiros dias de experimento foram capazes de reduzir em 47% os teores de
atrazina em relagao ao inicio do experimento. Ja com 10 dias essa reducéo foi
de 89%.

Dessa forma, os dados obtidos mostraram que plantas de M. oleifera
apresentam propriedades importantes para o emprego em estratégias
fitorremediacdo do herbicida atrazina, revelando o potencial biotecndlogico

dessa espécie no contexto ambiental.
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