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RESUMO - A atrazina (ATZ) é um agroquimico utilizado em grande escala no controle de ervas
daninhas. A nanotecnologia tem sido usada no encapsulamento de herbicidas com a finalidade
aumentar a sua atividade e diminuir impactos ambientais. A macroéfita aquética Lemna minor tem sido
utilizada como organismo-teste modelo para avaliar os efeitos toxicos de herbicidas. Avaliou-se a
fitotoxicidade da atrazina encapsulada em nanoparticulas de zeina (ATZ-NPZ) frente a fitotoxicidade
do herbicida contido em formulacdo comercial. Posteriormente, avaliou-se o risco ecotoxicoldgico da
nanoformulacgao para a biota aquatica usando organismos de diferentes niveis tréficos. A concentragao
efetiva média que causa efeito inibitério em 50% referente ao crescimento de L. minor (CE50-168 h), e
intervalos de confianca 95%, foi determinada para a ATZ e ATZ-NPZ. Registraram-se valores de 0,53
(0,26 — 0,86) mg/L e 2,26 (1,83 — 2,88) mg/L, respectivamente. A concentracao hipotética de risco para
somente 5% das espécies de uma comunidade representante do sistema aquatico e sua zona de
transicdo com o solo (HC5) foi determinada para ATZ-NPZ. Calculou-se um valor de HC5 equivalente
a 0,079 mg/L, o que ndo demostra um aumento do risco ecotoxicoldgico para a biota aquatica por
parte ATZ-NPZ em relagdo a ATZ. Conclui-se que ocorreu uma diminuicdo da fitotoxicidade para L.
minor quando o herbicida é veiculado em nanoparticulas de zeina. De acordo com o valor de HC5
determinado, a nanoformulagcdo de ATZ sugere um menor risco ambiental em relagdo a ATZ contida

em formulagé@o comercial, 0 que representa uma vantagem quanto ao seu potencial uso na agricultura.
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ABSTRACT - Atrazine (ATZ) is an agrochemical widely used in weed control.
Nanotechnology has been used in the encapsulation of herbicides in order to increase their
activity and reduce environmental impacts. The aquatic macrophyte Lemna minor has been
used as model test-organism to evaluate the toxic effects of herbicides. The phytotoxicity of
atrazine encapsulated in zein nanoparticles (ATZ-NPZ) was evaluated against the
phytotoxicity of the herbicide contained in a commercial formulation. Subsequently, the
ecotoxicological risk of the nanoformulation for the aquatic biota was evaluated using
organisms from different trophic levels. The mean effective concentration causing a 50%
inhibitory effect on L. minor growth (EC50-168 h), and 95% confidence intervals, were
determined for ATZ and ATZ-NPZ. Values of 0.53 (0.26 — 0.86) mg/L and 2.26 (1.83 — 2.88)
mg/L were recorded, respectively. The hypothetical risk concentration for only 5% of the
species of a representative community of the aquatic system and its transition zone with the
soil (HC5) was determined for ATZ-NPZ. An HC5 value equivalent to 0.079 mg/L was
calculated, which does not demonstrate an increase in the ecotoxicological risk for the
aquatic biota by ATZ-NPZ in relation to ATZ. It is concluded that there was a decrease in
phytotoxicity for L. minor when the herbicide is carried in zein nanoparticles. Due to the
determined HC5 value, the ATZ nanoformulation suggests a lower environmental risk
compared to the ATZ contained in a commercial formulation, which represents an advantage

regarding its potential use in agriculture.

Keywords: Ecotoxicology, Nanoatrazine, Toxicity, Bioindicator, Environmental Risk, Aquatic

Plant.

1. INTRODUCAO

A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino- s —triazina; Figura 1) € um herbicida pre-
emergente e pos-emergente pertencente ao grupo das triazinas e utilizado em grande escala
no pais no controle de ervas daninhas de culturas de milho, cana-de-aglicar e sorgo
(AGROADVANCE, 2023). E eficiente no controle de Acanthospermum hispidum; Amaranthus
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hybridus; Bidens pilosa; Brachiaria plantaginea; Cyperus sesquiflorus; Desmodium tortuosum;
Digitaria horizontalis; Melampodium divaricatum, entre outras (NORTOX, 2023), atuando na
inibicdo do fotossistema Il como mecanismo de acao (ZHU, 2009).

Segundo dados do Ultimo relatério publicado pelo IBAMA em 2021, das cinco moléculas
mais comercializadas no pais no ano de 2020, trés pertencem a classe dos herbicidas, uma a
classe dos fungicidas e uma a classe dos inseticidas. A atrazina permaneceu no 4° lugar com a
venda 33.231 toneladas de ingrediente ativo (AGROADVANCE, 2023).

A nanotecnologia € um ramo da ciéncia que estuda e constréi materiais em uma escala
nanomeétrica, e tem sido usada no encapsulamento de herbicidas com a finalidade aumentar a
sua atividade e diminuir impactos ambientais. O aumento da atividade herbicida esta associado
a uma protecgdo do principio ativo contra a degradagéo fisico-quimica, liberacdo prolongada do
mesmo e eficiente adeséo das particulas na superficie do organismo-alvo (FORINI et al. 2022).
Dessa forma, o produto é mais eficientemente utilizado no controle de pragas, propiciando o
uso de menor quantidade do ingrediente ativo na planta e no solo. (CROPLIFE, 2023).

A zeina é uma proteina extraida do milho, usada como base para micro encapsulamento
de compostos (Figura 1), aumentando sua solubilidade e prolongando sua liberacdo (FREITAS,
2016).
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Figura 1. Nanoencapsulamento de moléculas de atrazina em nanoparticulas de zeina. Fonte: adaptado
de Heidary et al. (2021).

A macrofita aquatica Lemna minor (Figura 2) tem sido utilizada como organismo-teste
modelo para avaliar os efeitos toxicos de herbicidas pelo fato de ser um organismo com cultivo
relativamente facil em laboratério, possuir crescimento rapido e alta sensibilidade aos

herbicidas que interrompem as vias da fotossintese (ALIFERIS et al., 2009).
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Figura 2. Lemna minor. Fonte: Acervo do Laboratério de Aquicultura e Ecotoxicologia / Embrapa Meio
Ambiente

Sendo os herbicidas passiveis de ingressar no compartimento aquatico, organismos
bioindicadores tém sido usados como modelos experimentais em testes de ecotoxicidade para
a avaliacdo de risco e estabelecimento de concentragbes méximas permissiveis nos
compartimentos ambientais (NORMAN, 2023).

O objetivo da primeira etapa, do presente trabalho, foi avaliar em termos comparativos a
fitotoxicidade da atrazina encapsulada em nanoparticulas de zeina frente a fitotoxicidade do
herbicida em uma formulagdo comercial utilizando a macrofita L. minor como organismo-teste.
O objetivo da segunda etapa do trabalho foi avaliar o risco ecotoxicologico para a biota
aquatica do herbicida nanoformulado usando organismos bioindicadores de diferentes niveis

troficos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material-teste

Utilizou-se uma formulacdo comercial (suspensdo concentrada) de atrazina (ATZ)
contendo 500 g/L de ingrediente ativo e uma suspensdo de atrazina encapsulada em
nanoparticulas de zeina (ATZ-NPZ) fornecida pelo laboratério do Instituto de Ciéncia e

Tecnologia da Unesp (Campus Sorocaba).
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2.2. Avalicado da fitotoxicidade para Lemna minor

As culturas de Lemna minor usadas no experimento foram obtidas por cultivo em meio
NPK (CH4;NO,, P,0O, K,0) (SIPAUBA-TAVARES; PEREIRA, 2008) e o0s ensaios foram
realizados por 168 h a 24+2 °C, sob constante iluminagao aproximada de 700 lux.

As plantulas foram expostas em placas de poliestireno de 12 pocos, sendo 2 frondes em
5 mL de solugéo teste por poco, com 24 repeti¢cdes para cada concentracao-teste: 0,0; 0,01;
0,1;1; 10 e 100 mg/L de ATZ ou ATZ-NPZ. Para avaliar o crescimento das macrofitas foram
feitas contagens diarias do nimero de frondes.

Ap6s o periodo de exposicdo foram determinados os valores de CE50 — 168h
(concentracéo efetiva média que causa efeito inibitério em 50% referente ao crescimento),
assim como os intervalos de confianca a nivel de 95% de certeza. Para isto, utilizou-se o
modulo de “Regressao Simples” do programa estatistico Statgraphics Centurion XVII, versao 1.
17. 04 (StatPoint Technologies). Os valores de concentracdo do material-teste foram
transformados em “Log (concentragéo + 1)”. Esta transformagéo € usada para um conjunto de
dados de dose-resposta em que a dose estd em escala exponencial com uma concentragéo de
dose no controle equivalente a zero (ON BIOSTATISTICS AND CLINICAL TRIALS, 2012).
Diferencas significativas (p<0,05) dos valores de CE50-168h foram fundamentadas na

auséncia de sobreposi¢do dos intervalos de confianga a nivel 83% (ALSTON et al., 2005).

2.3. Determinagéo da concentracdo de ATZ-NPZ de baixo risco

A concentragdo hipotética de risco para somente 5% das espécies de uma comunidade
representante do sistema aquatico e sua zona de transicdo com o solo (HC5) é comumente
usada como base para a avaliacdo de risco ambiental de agentes poluentes e como indicadora
da concentragdo que protege suficientemente os ecossistemas.

De acordo com as metodologias descritas por Castro et al. (2022; 2018), foi determinada a
concentracdo de efeito ndo observado (CENO) para organismos-teste de varios niveis troficos
(Raphidocelis subcapitata, Lemna minor, Daphnia magna, Artemia salina, Lactuca sativa e
Danio rerio). Os valores de CENO para cada espécie foram utilizados para calcular a HCS.

Segundo o critério da “Distribuicdo da Sensibilidade das Espécies”, a HC5 foi calculada
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numa distribuicéo log-logistica dos valores de CENO (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-
OPERATION AND DEVELOPMENT, 1995) utilizando o programa Statgraphics Centurion XVII,
versdo 1. 17. 04 (StatPoint Technologies). A distribuicdo de normalidade dos valores de CENO

foi previamente analisada através do teste Kolmogorov-Smirnov contido no mesmo programa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito da ATZ e da ATZ-NPZ, sob a taxa de crescimento da planta L. minor, foi avaliado
ao longo dos 7 dias através da contagem do nimero de frondes. Como era de se esperar,
houve uma correlagéo negativa entre o nimero de frondes e as concentragdes dos compostos-
teste. Os resultados sobre este decréscimo da taxa de crescimento em fungdo da concentragao
estao apresentados na Figura 3 e Figura 4.
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Figura 3. Efeito da ATZ sobre o crescimento (nimero de frondes) de Lemna minor decorrente da
exposicao por 168 horas. || curva da regresséo; | curvas de intervalo de confianga 95%.
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Figura 4. Efeito da ATZ-NPZ sobre o crescimento (nimero de frondes) de Lemna minor decorrente da
exposicao por 168 horas. || curva da regresséo; | curvas de intervalo de confianga 95%.

A CE50-168 h e intervalos de confianga 95% foi determinada para a ATZ e ATZ-NPZ
registrando-se valores de 0,53 (0,26 — 0,86) mg/L e 2,26 (1,83 — 2,88) mg/L, respectivamente.
Valor de CE50 para ATZ em L. minor equivalente a 0,22 (0,18 —0,30) mg/L, ou seja, muito
proximo ao determinado no presente trabalho, foi relatado por Park et al. (2017). Um valor de
0,5 mg/L foi também relatado para a triazina simazina (KUMAR; HAN, 2010) em Lemna sp.
Klementova et al. (2019) determinaram um valor de CE50-168h para a atrazina (padrdo HPLC)
equivalente a 0,13 mg/L para L. minor, valor este de semelhante ordem de grandeza do
determinado no presente trabalho. Uma reducdo de aproximadamente 50% do ndmero de
frondes em relagdo ao controle (0,0 mg/L) foi constatada na concentracdo de atrazina (em
formulacao comercial de granulos dispersaveis) de 0,12 mg/L (HERRERA et al., 2023).

Assim, como relatado por outros autores, nossos resultados demostram que a
nanoformulagdo do herbicida apresentou menor toxicidade (aproximadamente 4 vezes) que a
do composto ndo nanoformulado. Esta diferenga de toxicidade foi estatisticamente significativa
(p<0,05).

Os resultados do presente trabalho corroboram com a menor toxicidade, para
microalgas cloroficeas, apresentada pelos herbicidas atrazina e ametrina quando contidos em
nanocapsulas de poli (épsilon-caprolactona) (CLEMENTE et al., 2014). Este tipo de formulacao,
quando realizada com os herbicidas atrazina, ametrina e simazina, diminuiu os efeitos
fitotoxicos para Allium cepa (GRILLO et al., 2012).
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Em analogia ao presente trabalho, LUIS et al. (2020) observaram que compostos com
propriedades bactericidas tiveram a toxicidade diminuida para o microcrustaceo Artemia salina
quando encapsulados em zeina.

Nanoformulacdes de herbicidas a base de zeina tem demostrado a mesma eficiéncia
agron6mica que formulagbes comerciais, mas com a utilizacdo de menores doses (HEYDARI et
al., 2021). Este fato, aliada a reducéo de toxicidade apresentada por ATZ-NPZ para L. minor,
direcionou o trabalho a determinagdo uma concentracdo de baixo risco de ATZ-NPZ para o
compartimento aquético. Assim, na Figura 5 é demostrada a funcéo logistica da sensibilidade
acumulada de acordo com os valores de CENO para diferentes espécies associadas ao
ambiente aquatico. As microalgas e macrofitas aquaticas foram os organismos mais sensiveis
com os menores valores de CENO. Isto pode ser explicado pelo fato de que estes organismos
possuem grande dependéncia de mecanismos de fotossintese, 0s quais sao o alvo principal do
herbicida estudado. A atrazina inibe a fotossintese associando-se competitivamente com o sitio
de ligacao da plastoquinona B (QB) da proteina D1 (subunidade do fotossistema lIl) e, portanto,
bloqueia o fluxo de elétrons do cloroplasto da plastoquinona A para a plastoquinona QB,
reduzindo muito a produgdo de ATP, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) e
fixacdo de CO2 (ZHU, 2009).

A variabilidade de sensibilidade para diferentes (Figura 5) espécies gerou diferentes
valores de CENO que permitiram calcular um valor de HC5 equivalente a 0,079 mg/L
(intervalo de confianca 95% = 0,025 — 0,126 mg/L).
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Figura 5. Curva de distribuicdo da sensibilidade de acordo com os valores de ATZ NPZ para os
organismos-teste: a- microalga Raphidocelis subcapitata (crescimento); b- macrofita Lemna minor
(nimero de frondes); ¢ macrofita Lemna minor (peso Umido );d macrofita Lemna minor (clorofila); e-
microcrustaceo Daphnia magna (crescimento corpéreo); f- micrcrustaceo Daphnia magna (imobilidade);
g- peixe Danio rerio (mortalidade do embrido); h- semente de Lactuca sativa (alongamento da raiz); i-
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microcrustaceo Artemia salina (crescimento corporeo); j- microcrustaceo Artemia salina (imobilidade); k-
semente de Lalctuca sativa (germinacdo da semente). --- intervalo de confianga 95%. HC5 = 0,079 (0,025
-0,126) mg L™.

Segundo Vonk e Kraak (2020), valores de ATZ HC5 foram calculados para produtores
primarios na faixa de 0,0069 — 0,032 mg/L. Para este herbicida, também foi calculado um valor
equivalente a 0,003 mg/L para algas e macrdfitas (SOLOMON et al., 2008). Tulcan et al. (2021)
determinaram um o valor de HC5 para ATZ de 0,0035 mg L-1 (intervalo de confianca 0,001 —
0,011 mg/L) para espécies de algas, crustaceos, peixes e moluscos. De acordo com Hennig et
al. (2023), os valores de HC5 para ATZ variam entre 0,0014 e 0,028 mg/L.

Portanto, observa-se que o valor de HC5 calculado para ATZ-NPZ no presente trabalho
foi superior ou semelhante ao descrito pela literatura para ATZ, 0 que sugere que ndo ocorre
um aumento do risco ecotoxicoldégico para a biota aquatica por parte do primeiro. Isto
provavelmente ocorreria devido ao encapsulamento do herbicida nas nanoparticulas da
proteina, o que dificultaria sua interagdo com os sistemas bioldgicos.

4. CONCLUSAO

Os valores de concentragdo efetiva média de ATZ em formulagdo comercial, associada ao
crescimento de L. minor, foi semelhante ou muito proximo do relatado na literatura. Ocorreu
uma diminuicdo da fitotoxicidade para este organismo-teste quando veiculado em nano
particulas de zeina.

A determinacdo de um valor de parametro de risco (HC5) para o ambiente aquatico
realizado com organismos de diferentes niveis tréficos auxilia para o estabelecimento de uma
concentragdo maxima permissivel em corpos de agua associada ao uso de ATZ-NPZ. O
herbicida, nesta nanoformulagdo, sugere um menor risco em relagdo a ATZ contida em
formulacdo comercial, o que representa uma vantagem quanto ao seu potencial uso na

agricultura.
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