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RESUMO

ARTHUR, Clarissa. Combinac¢io entre espécie fitorremediadora e carvio vegetal ativado
em ambientes com a presenca de herbicida persistente. 2025. Trabalho (Monografia) de
Conclusao de Curso — Universidade Federal de Sao Carlos, campus Lagoa do Sino, Buri,

2025.

O herbicida atrazina (ATZ) ¢ amplamente utilizado na agricultura para o controle de plantas
daninhas, todavia sua toxicidade e persisténcia no meio ambiente t€m apontado preocupagdes
ambientais. A ATZ inibe a fotossintese em plantas daninhas com prejuizos significativos ao
seu crescimento e atividade enzimatica. A fitorremediacdo ¢ uma técnica sustentavel que
utiliza plantas para remover poluentes do solo e surge como uma solugdo promissora para
enfrentar os problemas de contaminagdo de poluentes de origem agricola. Nesse contexto,
Canavalia. ensiformis (L.) DC. ¢ uma espécie nativa do Brasil ainda pouco estudada (estudos
incipientes) quanto ao seu potencial fitorremediador, apesar de ter sido reportada como
acumuladora de poluentes organicos e inorganicos. Além disso, estudos na presente década
indicam que o uso de carvao vegetal ativado (Biochar), produzido a partir da pir6lise da
biomassa, pode potencializar a remediacdo de solos contaminados, devido a sua capacidade
de retencdo de agua, nutrientes e adsorcdo de poluentes organicos e inorganicos. Nessa
monografia, nossa hipdtese testou se o uso de biochar ativado derivado de eucalipto, ao ser
combinado com a espécie vegetal C. ensiformis exibird sinergismo em seu papel
fitorremediador de solos contaminados com o herbicida atrazina. Um modelo linear
generalizado (GLM) foi utilizado para analisar os parametros de crescimento das plantas,
enquanto o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn foram empregados para
a analise da matéria seca e da atividade enzimatica. A estrutura deste trabalho contempla uma
breve revisdo com justificativas do tema, seguida da apresentacdo dos resultados em formato
de manuscrito cientifico, de acordo com normas de periddicos da area. Os resultados deste
trabalho fornecem contribuicdes relevantes para a aplicagdo potencial do BCH na mitigag¢ao
do estresse causado por herbicidas em plantas nativas brasileiras, na reducdo dos efeitos
fitotoxicos da ATZ e na proposicdo de estratégias para a detoxificagdo de solos contaminados,

favorecendo praticas agricolas mais sustentaveis.

Palavras-chave: atrazina; biochar; Canavalia ensiformis; fitorremediagdo; herbicida.



ABSTRACT

The herbicide atrazine (ATZ) is widely used in agriculture for weed control; however, its
toxicity and persistence in the environment have raised environmental concerns. ATZ inhibits
photosynthesis in weeds, causing significant reductions in growth and enzymatic activity.
Phytoremediation is a sustainable technique that uses plants to remove soil pollutants and
emerges as a promising solution to address contamination from agricultural pollutants. In this
context, Canavalia ensiformis (L.) DC. is a native Brazilian species that has been little studied
regarding its phytoremediation potential, although it has been reported as an accumulator of
organic and inorganic pollutants. Furthermore, recent studies indicate that the use of activated
charcoal (biochar), produced from the pyrolysis of biomass, can enhance the remediation of
contaminated soils due to its capacity for water and nutrient retention and adsorption of
organic and inorganic pollutants. In this monograph, our hypothesis tested whether the use of
eucalyptus-derived activated biochar, when combined with the plant species C. ensiformis,
would exhibit a synergistic effect in its phytoremediation role of soils contaminated with
atrazine. A generalized linear model (GLM) was used to analyze plant growth parameters,
while the non-parametric Kruskal-Wallis test and Dunn's test were employed for the analysis
of dry matter and enzymatic activity. The structure of this work includes a brief review with
justifications for the topic, followed by the presentation of results in the format of a scientific
manuscript, according to the standards of journals in the field. The results of this study
provide relevant contributions to the potential application of biochar (BCH) in mitigating
herbicide-induced stress in native Brazilian plants, reducing the phytotoxic effects of ATZ,
and proposing strategies for the detoxification of contaminated soils, thereby supporting more

sustainable agricultural practices.

Keywords: atrazine; biochar; Canavalia ensiformis; phytoremediation; herbicide.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATZ — Atrazina

BCH - Biochar

SOD — Superéxido Dismutase
POD — Peroxidase

CAT — Catalase

FSII — Fotossistema 11
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Figura 1. Analise da atividade enzimatica: atividades enzimaticas da POD, SOD e CAT em resposta aos
tratamentos com BCH e ATZ. (A) Atividade enzimatica da peroxidase (POD) em fun¢@o dos tratamentos,
apresentada em formato de boxplot. A figura destaca a atividade enzimatica mediana para cada tratamento,
fornecendo uma representagdo visual da variabilidade e da tendéncia central. (B) Atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD) em fung@o dos tratamentos, apresentada em um formato de boxplot. Os valores
medianos de cada tratamento sdo mostrados, ilustrando a faixa e a distribui¢ao da atividade enzimatica. (C)
Atividade da enzima catalase (CAT) em funcdo dos tratamentos, mostrada em um formato de boxplot. A

figura mostra a atividade mediana da catalase e a distribui¢@o dos valores entre os tratamentos.
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Figura 2. Analise dos pardmetros de crescimento: analise comparativa da altura da planta e do niimero de folhas

nos tratamentos com BCH e ATZ. (A) Altura da planta (cm) em funggo dos dias apds o transplante, representada

usando o melhor modelo matematico ajustado. O grafico mostra os padrdes de crescimento ao longo do tempo

para cada tratamento, com tendéncias distintas correspondentes a diferentes aplicagdes de biochar e atrazina. (B)

Numero de folhas em fungdo dos dias apo6s o transplante, representado usando o melhor modelo matematico

ajustado.
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Figura 3. Acimulo de matéria seca: matéria seca total de raizes e partes aéreas em condigdes variaveis de
tratamento com BCH e ATZ. (A) Matéria seca da parte aérea (g) em funcdo dos tratamentos, mostrada em
um formato de boxplot. Os valores medianos de cada tratamento sdo representados, juntamente com a faixa
interquartil, para ilustrar a distribuicdo da biomassa aérea em diferentes condigdes. (B) Matéria seca da raiz
(g) em fungdo dos tratamentos, apresentada em um formato de boxplot. A figura exibe os valores medianos

da biomassa da raiz e a dispersdo dos dados para cada tratamento, enfatizando os efeitos das combinagodes de

biochar e atrazina.
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Figura 4. Espectros FT-IR das amostras analisadas: (a) biochar e biochar contaminado com atrazina (ATZ); (b)
biochar e biochar contaminado com ATZ sobrepostos; (c) solo e solo contaminado com ATZ; (d) solo e solo
contaminado com ATZ sobrepostos; (e) espectros diferenciais entre amostras contaminadas (biochar + ATZ e

solo + ATZ) e suas respectivas matrizes ndo contaminadas.



LISTA DE TABELAS

Tabela. Principais propriedades fisico-quimicas da atrazina (ATZ), incluindo solubilidade em agua
(Sw), coeficiente de partigdo octanol-agua (logKow), constante de dissociag@o acido-base (pKa), coeficiente de
sor¢do ao carbono organico (Koc), tempo de meia-vida (DT50) em solo e indice de mobilidade GUS. Dados
compilados de EPA (2003), European Commission (2005), ATSDR (2003), Water Quality Australia (2000) e
Bhatti et al. (2012).

Propriedade Valor
Solubilidade (mg/L) 33 mg/L a 20°C
logKow (octanol/agua) 2,5
pKa 1,7
Koc (mL/g) 119
DT50 (solo) 23-403 dias

Indice GUS 3,3-4,1




Tabela 1. Resumo dos tratamentos que combinam diferentes concentracdes de atrazina (ATZ) com ou sem

biochar (BCH) em plantas de Canavalia ensiformis (L.) DC.

Tratamento ATZ (kg i.a ha-') BCH (Mg ha-')
T1 (Controle) 0,0 0
T2 1,6 0
T3 3,2 0
T4 4,9 0
T5 0,0 28
T6 1,6 28
T7 3,2 28

T8 4,9 28



Tabela 2. Atribui¢des qualitativas das principais bandas de FT-IR em solo e biochar, com identifica¢ao de grupos
funcionais e intensidade relativa.
Intensidade relativa

Numero (!e Amostra dentro de cada categoria  Atribuicido funcional provavel
onda (cm™) R
(solo ou biochar

1033 Solo Alta Estiramento assimétrico Si—O (argilas e silicatos)

1006 Solo Alta Estiramento Si—O; possivel contribui¢do de C—O ou P-O

541 Solo Moderada Deformagdes de Al-O, Fe-O (6xidos/hidroxidos
metalicos)

468 Solo Moderada Deformacdes do esqueleto tetraédrico SiOs

2319 Biochar Alta Absorcdo atribuida a CO: atmosférico (artefato frequente
em FT-IR) ou, secundariamente, a tragos de C=C ou C=EN
residuais da pir6lise

~1600-1500 Esperado Baixa/ausente Estiramento C=C aromatico (dominios grafiticos),

(Biochar) esperado em biochar, ndo detectado com intensidade
~1200-1000  Esperado Baixa/ausente Estiramentos C-O (fendis, ésteres), esperados em biochar,

(Biochar) ndo detectados com intensidade




Tabela 3. Transmitancia minima (7,,.44,) € intensidades normalizadas (/,,,,) das principais bandas de FT-IR em
solo e biochar, comparando amostras contaminadas com ATZ e controles.

_______________ Tmpdida -[nnrm
B) D) 3B D)
Banda (4 Solo sem .(C) Biochar (A Solo sem .(C) Biochar
Solo com Biochar Solo com Biochar
ATZ ATZ com ATZ sem ATZ ATZ ATZ com ATZ sem ATZ
(controle) (controle) (controle) (controle)
Si—0 (1033) 96,4 95,5 99,1 98.9 80,8 89,4 15,2 23,7
Si—O (1006) 97,1 96,2 99,2 99,0 46,8 66,1 10,0 20,8
Al-O/Fe-0 (541) 97,1 95,2 99,5 99,6 48,0 100,0 0,0 0,0
Si04 (468) 98,2 95,5 99,4 99,5 0,0 91,0 1,6 2,7
CO2/C=C/C=N 96,8 96,8 96,7 96,7 61,5 46,1 100,0 100,0
(2319)
C=N/C=C
(1600-1500) 95.9 98,1 97,3 98,9 100,0 0,0 79,3 23,1
C-N/Anel triazinico 96,4 95,5 99,0 98,9 80,8 89,4 18,5 23,7

(1300-1000)




Tabela 4. Provaveis mecanismos de adsorcdo da ATZ em solo e biochar.

Matriz

Grupos funcionais
relevantes (FT-IR)

Mecanismos principais
de adsorcao de ATZ

Afinidade com ATZ

Consequéncias
experimentais

Solo

Biochar

Si—O (1030-1000 cm™);
Al-O/Fe-O (~540-460

cm™'); Matéria organica

residual

Aromaticos
condensados
(1600-1500 cm™ fraco);
C-0 (~1200-1000 cm™
fraco); Pico em 2319
cm’! (COs/tracos)

Ligagoes de hidrogénio;
Interagoes eletrostaticas;
Complexagdo com
oxidos/metais

n—7 stacking com
dominios grafiticos;
Ligagdes de hidrogénio;
Forgas de van der
Waals; Aprisionamento
em porosidade

Moderada (adsorgdo
limitada pela
hidrofobicidade da
ATZ e tendéncia a
lixiviagao)

Alta (forte interagao
com dominios
aromaticos e adsor¢ao
fisica nos poros)

Maior
biodisponibilidade
da ATZ; Estresse
fitotoxico mais
evidente nas plantas

Reducao da fracao
livre da ATZ;
Menor toxicidade as
plantas; Potencial
para remediagao
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1 PARTE I - BREVE REVISAO E JUSTIFICATIVAS DO TEMA

A escolha do tema dessa monografia partiu do interesse em compreender questdes
ambientais atuais e propor alternativas sustentaveis para mitigacdo de impactos antropicos.
A crescente preocupacdo com a contaminagdo de solos por herbicidas residuais e os
desafios relacionados ao manejo agricola despertaram a necessidade de se investigar
solugdes inovadoras que combinem eficiéncia produtiva e conservagdo ambiental. Nesse
contexto, buscamos investigar substancias de significativarelevancia para o manejo agricola,
mas que apresentam elevado potencial de impacto ambiental.

O herbicida atrazina (6-cloro-N2-etil-N4-isopropil-1,3,5-triazina-2,3-diamina),
oficialmente abreviado por ATZ, refere-se a um composto organoclorado do grupo quimico
das triazinas, amplamente estudado por diversos autores devido aos seus efeitos adversos
significativos sobre o crescimento vegetal, a atividade enzimatica e as trocas gasosas em
plantas daninhas (Beffa et al. 2019). A ATZ atua como um inibidor da fotossintese em
espécies suscetiveis, especificamente no fotossistema II (FSI/), uma etapa crucial da cadeia
de transporte de elétrons durante a fotossintese.

O FSII desempenha um papel fundamental ao capturar a luz solar ao utilizar essa
energia para a fotolise da agua (‘reacao de Hill’), a qual resultara na liberacdo de oxigénio
(0,), na doagdo de H" para o lume do tilacoide (acidificagdo) e na transferéncia de elétrons
para o F'SII. A ATZ se liga ao sitio da proteina Quinona B (Qg) no complexo de proteinas do
FSII e bloqueara a transferéncia de elétrons (Anexo 1). Esse bloqueio impedira a formacao
do gradiente de prétons necessario para a sintese de adenosina tri-fosfato (ATP) e
nicotinamida adenina di-fosfato (NADPH+H"), ambos essenciais para a fixagdo de carbono
e outras fungdes metabolicas nas plantas. A auséncia desses compostos reduz a eficiéncia
fotossintética o que compromete a produgdo de agucares e, consequentemente, levar a morte
celular (Sharma et al., 2023). Além disso, alteragcdes na eficiéncia da fotossintese estdo
diretamente relacionadas a capacidade das plantas de manter a producdo de biomassa, o que
afeta processos ecologicos e estratégias de manejo em diferentes contextos produtivos
(Pérez-Llorca et al., 2024). Ademais, a ATZ induz a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em plantas suscetiveis. A interrupgao da transferéncia de elétrons resultara
na reacdo dos elétrons com o oxigénio molecular (O,), o que formard EROs como
superoxido (O,) (Cobb e Reade, 2010). As EROs geram estresse oxidativo, as quais

danificam lipidios, proteinas e acidos nucleicos comprometem a integridade celular, o que

17



acarretara a morte da planta (Tiwari et al., 2019). Evidéncias recentes indicam que a
formagdo excessiva de EROs também ativa uma complexa rede regulatoria de enzimas
antioxidantes, as quais modulam a homeostase redox e influenciam diretamente a eficiéncia
fotossintética sob estresses multiplos acarretados pela atrazina (Yang et al., 2025).

Apds a aplicacdo em area agricolas, a ATZ pode ser absorvida tanto pelas raizes
quanto pela parte aérea das plantas, transportada exclusivamente pelos condutos
xilematicos. Em funcdo de seu facilitado transporte, a interrupcdo dos processos
fotossintéticos essenciais ocorre entre algumas horas a poucos dias (Solomon et al., 2008).
Trata-se de um herbicida sistémico e seletivo a varias espécies de interesse agricola, o que
lhe confere uso eficiente em pré e poés-emergéncia em varias culturas agricolas (LeBaron et
al., 2008). Tais caracteristicas explicam em parte o seu uso significativo na agricultura desde
a década de 1950 no controle de diversas plantas daninhas gramineas de folhas largas e
estreitas em diversas culturas importantes. Entre essas, destacam-se cereais como trigo
(Triticum aestivum L.), sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] e milho (Zea mays L.), além
de cultivos sucroalcooleiros como a cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.). Também ¢
utilizada em oleaginosas, como amendoim (Arachis hypogaea L.) e soja [Glycine max (L.)
Merr.], bem como em lavouras florestais de eucalipto (Eucalyptus spp.) € pinus (Pinus
spp.). Este amplo uso faz da ATZ um dos defensivos agricolas mais consumidos
globalmente, algo estimado entre 70.000 e 90.000 toneladas por ano (Hansen et al., 2019).

De acordo com Souza e colaboradores (2020), a ATZ possui uma estrutura molecular
simétrica, forte hidrofobicidade e baixa solubilidade, o que a torna persistente em matrizes
aquosas, especialmente em locais subterraneos. Segundo a Agéncia de Substancias Toxicas
e Registro de Doencas (Agency For Toxic Substances And Disease Registry, 2024) em
aguas subterraneas (lengol freatico), a ATZ pode persistir por dias. O volume de ATZ
pulverizada, bem como sua mobilidade em certos tipos de solo (Koc), sua meia-vida e sua
persisténcia em condig¢des redutoras (Solomon et al., 2013) podem explicar, até certo ponto,

a disseminac¢do da ATZ para diferentes compartimentos ambientais.
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Tabela. Principais propriedades fisico-quimicas da atrazina (ATZ), incluindo solubilidade em &gua
(Sw), coeficiente de partigdo octanol-agua (logKow), constante de dissociagao acido-base (pKa), coeficiente de
sor¢do ao carbono organico (Koc), tempo de meia-vida (DT50) em solo e indice de mobilidade GUS. Dados
compilados de EPA (2003), European Commission (2005), ATSDR (2003), Water Quality Australia (2000) e
Bhatti et al. (2012).

Propriedade Valor
Solubilidade (mg/L) 33 mg/L a 20°C
logKow (octanol/agua) 2,5
pKa 1,7
Koc (mL/g) 119
DT50 (solo) 23-403 dias
Indice GUS 3,3-4,1

Apos ser introduzida no ambiente, a ATZ ¢ sujeita a diversos fatores que influenciam
seu destino em fungdo das alteragdes quimicas, fisicas e bioldgicas sob condigdes ambientais
(Usman et al., 2014; Bedmar et al., 2017). As plantas daninhas ndo absorvem toda a ATZ
aplicada, e a fracdo ndo absorvida pode ser transportada para aguas superficiais por
escoamento ou sofrer lixiviagdo para camadas mais profundas do solo, o que pode
comprometer a qualidade da dgua subterranea (Usman et al., 2014). Além disso, a ATZ pode
ser degradada quimicamente e/ou biologicamente, com formagdo de metabdlitos, como
desetilatrazina e deisopropilatrazina, os quais representam riscos para organismos aquaticos
(Odukkathil e Vasudevan, 2013; Ralston-Hooper et al., 2009). A depender das propriedades
fisico-quimicas do solo combinadas com ATZ ocorrerdao reagdes de retencdo com particulas
do solo, sejam de natureza organica (matéria organica) ou inorganica (argilas) (Schwantes et
al., 2020; Yue et al., 2017).

Embora a Unido Europeia (UE) tenha proibido o uso da ATZ (Ojeu, 2004), esta
molécula comumente aplicada nos Estados Unidos (Usepa, 2003) e na Australia (Nra, 2002)
com restricdes, dada a deteccdo de concentragcdes acima dos valores méximos permitidos em
dguas e a significativa toxicidade da substiancia para mamiferos (Szewczyk et al., 2020).
Mesmo com as proibi¢cdes em paises desenvolvidos, nagdes agricolas da América Latina,
como Argentina, Paraguai e Brasil, ainda permitem o uso da ATZ sem regulamentagdes
adicionais. A ATZ ¢ considerada um composto recalcitrante, apresentando longa persisténcia

no ambiente, o que aumenta seu potencial de contaminagdo de recursos hidricos e outras
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matrizes ambientais. A persisténcia da ATZ varia a depender das condi¢des e da matriz
ambiental (Abdelhafid et al., 2000; Gonzalez-Marquez et al., 2013). Estudos demonstram que
sua dissipagdo ¢ influenciada por diferentes condi¢des ambientais. Por exemplo, Cecilia e
Magii (2016) observaram persisténcia de 4 a 6 dias em condi¢des laboratoriais, enquanto em
campo a ATZ pode permanecer ativa por até 2 anos (Vonberg et al., 2014) e até 21 anos em
aguas subterraneas (Vonberg et al., 2014). A taxa de dissipagdo da ATZ em agua sem luz é
significativamente menor (Navarro et al., 2004). No contexto global, a ATZ ¢ a molécula
herbicida mais detectada em aguas superficiais e subterraneas (de Souza et al., 2020). Com
uma elevada hidrofobicidade (Kow = log 2,7) e baixa solubilidade em agua (0,0035 g L™ a 25
°C), suas propriedades fisico-quimicas favorecem sua persisténcia no ambiente (Khayyat et
al., 2022).

Diversos estudos conduzidos entre 2012 ¢ 2019 relataram a presenca de ATZ em
dguas superficiais, mesmo em areas onde seu uso foi proibido h4 muitos anos, por exemplo,
na UE (Proia et al., 2013; Palma et al., 2014; Papadakis et al., 2015; Kapsi et al., 2019).
Residuos de ATZ foram detectados até 21 anos apos sua aplicacdo em solos nao saturados na
Alemanha em concentracdes de até 0,20 pug kg™ para ATZ e 0,25 pg kg™ para hidroxiatrazina
(metabolito) (Vonberg et al., 2014). Urseler et al. (2020) detectaram ATZ em 50% das
amostras de dguas subterraneas e em 89% das amostras de leite cru, com concentragdes acima
dos limites permitidos a seguranga alimentar. Owagboriaye et al. (2022) monitoraram
residuos de ATZ em mais de 100 pogos e riachos na Nigéria ao detectarem concentragdes
entre 0,01 e 0,08 mg L, ou seja, niveis considerados neurotoxicos segundo pesquisas
anteriores.

No Brasil, estudos recentes destacam os riscos do uso indiscriminado da ATZ.
Gongalvez Jr. et al. (2024) detectaram concentragdes significativas de ATZ em Latossolo
Vermelho a 1 metro de profundidade e 93 dias apds a aplicagdo em cultivos de sucessdo
‘soja-milho’ e ‘milho-milho’. Em outro estudo, Gongalvez Jr. et al. (2023) relataram
concentragcoes de ATZ em &agua de escoamento superficial e percolacdo acima dos limites
nacionais e internacionais para agua potavel e corpos d'agua. Além de seus impactos
ambientais, a exposi¢cdo a ATZ estd associada a diversos efeitos adversos a sautde humana
(Pathak et al.,, 2012; Reyes-Bravo et al., 2022). A ATZ ¢ classificada como disruptora
endocrina e que acarreta genotoxicidade, mutagenicidade e desregulacdo hormonal
(Abdulelah et al., 2020). Ha evidéncias de que a ATZ interfira na saude reprodutiva ao inibir a
ligagdo de estrogénios e progesterona (Zhao et al., 2024), além de estar associada a altera¢des

genéticas em varias espécies (Abdulelah et al., 2020). Em humanos, a exposi¢do a ATZ pode
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prejudicar fungdes cerebrais, com prejuizos ao movimento, memoria, aprendizado e tomada
de decisdes (Reyes-Bravo et al., 2022). Panis e colaboradores (2022) associaram as elevadas
concentragcoes de ATZ na agua potavel do estado brasileiro do Parana, a um aumento na
incidéncia de cancer na populagado local.

Em vegetais, o mecanismo de a¢do da ATZ envolve o estresse oxidativo induzido pela
formacdo de EROs, como o anion superdxido (O:), radical hidroxila (OH") e oxigénio
singleto ('O:), os quais oxidam as membranas lipoproteicas dos cloroplastos e de outras
células vegetais, o que acarretard a morte da planta. O equilibrio eletroquimico das células
vegetais ¢ fundamental para o funcionamento adequado dos processos metabdlicos, o entanto,
em situagdes de estresse, como a presenca de contaminantes ambientais (ex.: ATZ), esse
equilibrio pode ser perturbado, o que levara ao aumento da produgcdo de EROs. Embora as
EROs sejam subprodutos normais do metabolismo celular (eustress), em condi¢des de
desequilibrio, as mesmas podem degradar as membranas celulares e desencadear uma série de
reacOes oxidativas prejudiciais. Em resposta a esse estresse oxidativo, as plantas ativam
complexos mecanismos de defesa que incluem a sintese de antioxidantes enzimaticos, como
superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e peroxidase (POX,
EC 1.11.1.7) (Bhaduri & Fulekar, 2011).

Além desses mecanismos enzimaticos, as plantas também produzem antioxidantes
nao-enzimaticos, por exemplo, compostos fenolicos, os quais desempenham um papel crucial
na mitigacdo do estresse oxidativo. Embora algumas EROs possam reagir espontaneamente
com antioxidantes celulares, a atividade enzimatica aumenta consideravelmente a eficiéncia
desses processos. Por exemplo, a SOD catalisa a dismutagdo do O, ou 'O: em H,0, e O,
(Stephenie et al., 2020). Subsequentemente, enzimas como CAT, POX e ascorbato peroxidase
(APX) catalisam a conversao do H,O, em H,O e O,,a fim de se evitar o acimulo de espécies
toxicas de oxigénio (Hippler et al., 2018). Adicionalmente, metabolitos secundarios, tais
como os fenois, desempenham um papel importante na protecdo celular ao doarem elétrons
para neutralizar radicais hidroxila (OH") e acido carboxilico (COOH") — espécies altamente
reativas de EROs —, o que lhe conferira tolerancia ao estresse (Mousavi et al., 2021). A
interferéncia da ATZ nos processos fotoquimicos e bioquimicos da fotossintese impactara
diretamente a producdo de matéria seca e, deste modo, resultard em perdas significativas na
produtividade vegetal, as quais podem chegar a 90% da biomassa acumulada (Benincasa,
2003).

No contexto da remediagdo ambiental espera-se que plantas com capacidade

fitorremediadora suportem a presenga de contaminantes, tal como a ATZ, bem como também
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apresentem mecanismos aprimorados para a detoxificacdo desse herbicida por meio de
processos metabolicos enzimaticos € nao enzimaticos (Sanchez et al. 2017; Evans Jr. et al.
2017). Por exemplo, a tolerancia natural em milho (Zea mays L.) e sorgo-granifero [Sorghum
bicolor (L.) Moench] deve-se a signinficativa atividade constitutiva da glutationa
S-transferase (GSTs), a qual pode utilizar a ATZ como substrato e resultard em uma imediata
desintoxica¢ao metabolica nessas culturas (Timmerman, 1989). O mecanismo mais comum
que confere resisténcia a ATZ em plantas daninhas eudicotiledoneas ¢ uma proteina de
sitio-alvo insensivel. Uma mutacdo pontual no gene psbA (que codifica a proteina DI),
frequentemente identificada em plantas daninhas com bidtipos resistentes a ATZ, resultard em
uma mutacgdo da proteina serina (SER) para glicina (GLY) no aminoécido 264, o que confere
um nivel de tolerancia aproximadamente 1000 vezes maior em comparagdo com biotipos
sensiveis (Devine e Preston, 2000; Hirschberg e Mclntosh, 1983). Por outro lado, o bidtipo
tolerante a ATZ em folha-de-veludo (Abutilon theophrasti Medic.) foi associada a uma
atividade elevada de GST (Anderson e Gronwald, 1991; Gray et al., 1996). Mecanismos de
desintoxicacdo baseados em GST também foram documentados em varias gramineas
tolerantes (Cummins et al., 2013; Reade et al., 2004; Yu e Powles, 2014). O metabolismo
rapido da ATZ em amaranto [Amaranthus tuberculatus (Moq.) J.D. Sauer], uma espécie anual
da familia Amaranthaceae, resultou em um nivel de tolerancia varias centenas de vezes maior
em comparacao com plantas sensiveis a ATZ (Evans, 2016).

De maneira geral, o Brasil possui vantagens comparativas do ponto de vista agricola
em relagdo as demais nagdes, em especial, por possuir uma das maiores areas aptas para
cultivo comercial (solo agricultavel), bem como abundancia de radiagdo luminosa solar ao
longo do ano em suas diferentes regioes geograficas e, por fim, fonte d’agua de qualidade e
volume. Além das vantagens ja listadas, o Brasil também possui a maior area de
biodiversidade de fauna e flora de todo o planeta com cerca de 15-20% de toda a diversidade
terrestre presente em nosso pais (Brasil, 2022). Conciliar a “agenda de produtividade
agricola” com a “agenda de conservagdo dos recursos naturais” ¢ algo premente e urge por
esforcos governamentais e privados, a fim de que nossa soberania como nag¢ado produtora de
alimentos e seguranca alimentar seja mantida, a0 mesmo tempo em que detemos a maior area
natural conservada do globo (Gongalves et al. 2023).

Assim, a busca por desenvolvimento e/ou aperfeicoamento de técnicas sustentaveis de
remediacao de solo, bem como o uso combinado destas técnicas e o uso racional de recursos
naturais, se torna um dos maiores desafios da nossa era (Li et al. 2022). Neste cenario, a

fitorremediacdo merece destaque, pois espécies fitorremediadoras podem promover interagdes
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bioldgicas, bioquimicas, fisicas, microbioldgicas e quimicas por meio de diferentes
mecanismos, a depender de suas interagdes com os diferentes poluentes (Sales da Silva et al.,
2020). Além do mais, tais espécies de plantas podem ter seu efeito fitorremediador aumentado
quando combinadas com carvao ativado (Wang et al. 2024).

O uso de plantas altamente tolerantes a ATZ e, até mesmo, capazes de metaboliza-la,
pode ser uma alternativa vidvel em sistemas de fitorremediagdo e recuperagdo de areas
contaminadas (Lu et al. 2016; Ma et al. 2013). Entretanto, tais espécies deveriam expressar,
como caracteristica principal, a capacidade de seguir com seu desenvolvimento e crescimento
mesmo quando expostas a altas concentragdes de ATZ (Jia at el. 2023). Algumas espécies
vegetais sdo reportadas pela literatura como potencialmente remediadoras, tais como o absinto
(Artemisia vulgaris L.) (Antoniadis et al., 2021), milho (Z. Mays L.) (Kosnat; Mercl; Tlustos,
2018), azevém (Lolium multiflorum L.), mostarda-castanha (Brassica juncea L.) (Cui et al.,
2021), cardo-coalheiro (Cynara cardunculus L.) (Arena et al., 2017), além de algumas
espécies pertencentes a familia botanica Fabaceae (Santana et al., 2019). Também conhecida
como “familia das leguminosas”, a mesma possui cerca de 630 géneros que possuem cerca de
18.000 espécies, e deste total cerca de 2.800 espécies ocorrem espontaneamente no Brasil.
Além do mais, ¢ considerada a maior familia em numero de espécies do pais e potencialmente
apresenta espécies candidatas como fitorremediadoras em solos contaminados com metais e
metaldides (Akib et al., 2019).

A espécie vegetal Canavalia ensiformis (L.) DC. ¢ popularmente conhecida como
feijdo-de-porco. Trata-se de planta perene, nativa do Brasil e que, normalmente, se cultiva
como cultura anual para enriquecimento de solo como adubo verde (formagao de biomassa
para posterior semeadura direta em palhada em lavouras comerciais) (Akib et al., 2018).
Entretanto, escassas sdo as investigagdes acerca do potencial fitorremediador da espécie C.
ensiformis sob presenca de diferentes concentragdes do herbicida ATZ no solo. Entre os raros
estudos que abordam a espécie vegetal com potencial fitorremediar, autores como Romero e
colaboradores (2007), Rossi e colaboradores (2012) e Santana e colaboradores (2019)
reportaram que essa espécie ¢ eficiente no acumulo de diferentes poluentes, como a
capacidade em fitoextrair metais pesados ligados a fragdes orgénicas do solo [ex.: cobre (Cu),
chumbo (Pb) e cadmio (Cd)], o que demonstra potencialidade de seu uso na fitorremediacao
de solos contaminados por poluentes quimicos.

Ja a imobilizacdo no solo com o uso de BCH demonstra relevante importancia e
potencial de remocdo de diferentes contaminantes organicos e inorganicos (Gongalves Junior

et al., 2023). Sua adig¢@o no solo ¢ capaz de alterar as caracteristicas fisico-quimicas, além de
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aumentar as atividades de enzimas e microorganismos do solo, a fim de expandir o teor de
biomassa vegetal e a colonizagdo micorrizica nas raizes (Liu et. al, 2023). O BCH, derivado
da carbonizacdo da biomassa em auséncia de O,, pode atuar de forma sinérgica com plantas
fitorremediadoras em solos contaminados conforme ja observado em é4reas contaminadas por
hidrocarbonetos (petroleo) remediadas com as plantas de azevém (Lolium multiflorum Lam.)
(Liu et al., 2023) ou de grama-boiadeira (Leersia hexandra Sw.) em solos contaminados com
Cr (Wang et al., 2023). Isso se da devido a sua estrutura porosa que retém agua e nutrientes,
beneficiando o crescimento das plantas, enquanto suas propriedades adsorventes capturam
poluentes organicos e inorganicos (Zhang et al., 2023). A presenca do BCH no solo promove
atividade microbiana benéfica, a qual auxilia na degradacdo de poluentes complexos e
protegendo as plantas contra a absorc¢ao excessiva de substancias toxicas (Gu et al., 2020).
Entretanto, a literatura cientifica ainda € escassa no que se refere ao potencial do uso
da C. ensiformis e o seu possivel efeito sinérgico ao ser combinado com a aplicagdo de BCH
na fitorremediagdo de solos contaminados com herbicida ATZ. Diante de todo o exposto
acima, especulamos que o uso de C. ensiformis (feijao-de-porco) podera promover a
descontaminagdo do solo a partir de seu potencial fitorremediador para ATZ, combinado com
aplicagdo de BCH ativado, em que o emprego simultdneo dessas técnicas, possivelmente,
resultard em sinergismo com efeitos diretos na remediacdo eficiente do solo. As pesquisas
acerca do tema ressaltam a necessidade da experimentagdo e difusdo dos conhecimentos
obtidos e, assim, almejamos gerar dados que contribuam para a implantagao dessa tecnologia
na mitigacdo dos efeitos adversos causados a curto e médio prazo, favorecendo, assim, o
desenvolvimento de praticas de producdo agricola sustentaveis que visem a saude publica,
bem como retorno cientifico para a area de estudo do desenvolvimento tecnoldgico a partir da

estratégia de fitorremediacao de plantas nativas intensificada pelo carvao vegetal ativado.

HIPOTESE

Testaremos se a aplicacdo de carvao vegetal ativado combinado com a espécie vegetal
nativa exibird sinergismo em seu papel fitorremediador para a descontaminagdo de solos

contaminados com o herbicida pré-emergente.

Hipoétese de nulidade (‘HO’)
Investigar se a combinagdo entre carvao vegetal ativado, aplicado em solo com
residuos do herbicida pré-emergentes atrazina, ndo potencializard a fitorremediagdo da

espécie vegetal Canavalia ensiformis (L.) DC.
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Hipotese alternativa (‘H1’)
Investigar se a combinagdo entre biochar ativado, aplicado em solo com residuo do
herbicida pré-emergente atrazina, potencializara a fitorremediagdo da espécie vegetal

Canavalia ensiformis (L.) DC.

OBJETIVOS

Objetivos gerais
Avaliar se a espécie vegetal Canavalia ensiformis (L.) DC. (feijdo-de-porco) expressa
potencial fitorremediador combinado com a aplicagdo de biochar em solo contaminado com

residuo do herbicida atrazina.

Objetivos especificos

Mensurar o crescimento vegetativo da espécie Canavalia ensiformis (L.) DC.
(feijao-de-porco) em solo contaminado com residuo do herbicida pré-emergente atrazina;

Avaliar se a aplicacdo de biochar no solo intensificard a acdo fitorremediadora da
espécie Canavalia ensiformis (L.) DC. (feijao-de-porco) sob diferentes concentragdes
residuais do herbicida atrazina;

Verificar se a fitorremediacdo de Canavalia ensiformis (L.) DC. (feijao-de-porco)
associada ao uso do biochar resultara em aumento da agdo de enzimas antioxidantes.

Aprimorar as competéncias pessoais e profissionais por meio do desenvolvimento
dessa monografia;

Elaborar um manuscrito cientifico com vistas a submissdo a periddico de relevancia
académica;

Contribuir para o avangco de biotecnologias voltadas a mitigacdo de impactos

ambientais e a geragdo de beneficios para a sociedade.
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1

ARTIGO DE PESQUISA

1

Conforme estabelecido pelo Projeto Pedagogico do Curso de Bacharelado em
Ciéncias Bioldgicas (PPC, Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar, campus
Lagoa do Sino, 2024 — link de acesso:
https://www.biols.ufscar.br/pt-br/assets/arquivos/ppc-ciencias-biologicas-2025.pdf),
de acordo com o item 9.4.2 do Regulamento do Trabalho de Conclusdao de Curso
(TCC), este pode ser desenvolvido em forma de monografia ou artigo de pesquisa.
No presente trabalho, optou-se pela monografia, uma vez que o tema aborda a
fitorremediacdo de solos contaminados com atrazina utilizando Canavalia
ensiformis e biochar, derivando de pesquisa realizada no ambito de iniciagdo
cientifica. Assim, a escolha do tema atende aos critérios do regulamento e permite a
apresentacdo dos dados em formato de manuscrito cientifico, conforme normas de
periddicos da area. Considerando as justificativas apresentadas ao longo desta
monografia, o TCC foi redigido na modalidade ‘remota’, com defesa e

acompanhamento online.
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Resumo

A atrazina (ATZ) ¢ um herbicida amplamente utilizado, cuja persisténcia e toxicidade
provocam impactos ambientais relevantes. A fitorremediag@o, por meio de plantas capazes de
remover poluentes do solo, constitui uma estratégia sustentavel para mitigar esses efeitos.
Este estudo avaliou o potencial fitorremediador de Canavalia ensiformis (L.) DC., em
associagdo com biochar de eucalipto em solos contaminados com ATZ. Foram analisados o
crescimento vegetativo da planta e a atividade de enzimas antioxidantes, considerando
diferentes concentragoes residuais do herbicida. Os dados foram submetidos ao teste de
Kruskall-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dunn. Os resultados indicam que a
combinagdo de C. emsiformis com biochar promove incremento no crescimento vegetal e na
atividade enzimadtica (maior altura/biomassa das raizes e aumento da atividade de POD em
presenga de 1,6 kga.i.ha' ATZ), sugerindo efeito sinérgico na remocdo de ATZ. Estes
achados reforcam o potencial de estratégias agricolas sustentaveis e tecnologias inovadoras
para a preservacao ambiental.

Palavras-chave: atrazina; biochar; feijao-de-porco; fitorremedia¢do; herbicida.

Abstract

Atrazine (ATZ) is a widely used herbicide whose persistence and toxicity pose significant
environmental risks. Phytoremediation, through plants capable of removing soil pollutants,
represents a sustainable strategy to mitigate these effects. This study assessed the
phytoremediation potential of Canavalia ensiformis (L.) DC. in combination with
eucalyptus-derived biochar in ATZ-contaminated soils. Vegetative growth and antioxidant
enzyme activity of the plant were evaluated under different residual herbicide concentrations.
Data were analyzed using the Kruskall-Wallis test followed by Dunn’s post-hoc test. Results
indicate that the combination of C. ensiformis with biochar promotes increased plant growth
and enzymatic activity (increased plant height/root biomass and POD activity in the presence
of 1.6kga.i.ha' ATZ), suggesting a synergistic effect in ATZ removal. These findings
reinforce the potential of sustainable agricultural practices and innovative technologies to
mitigate herbicide contamination, supporting environmental protection while maintaining
productive agricultural systems.

Keywords: biomass charcoal; plant growth; jack bean; remediation; triazine herbicide.
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1. Introducio

A atrazina (ATZ), membro do grupo quimico das triazinas, ¢ um composto organoclorado
que tem sido amplamente pesquisado por seus efeitos nocivos sobre as plantas,
particularmente sobre a fotossintese e as atividades enzimaticas em ervas daninhas suscetiveis
(Beffa et al., 2019). O herbicida ATZ funciona como um inibidor da fotossintese, tem como
alvo o fotossistema II (FSII), que ¢é essencial para a transferéncia de elétrons e a conversdo de
energia nas plantas. Ao se ligar ao sitio Quinona B (QB) no FSII, o herbicida interrompera o
fluxo de elétrons e impedira a sintese de ATP ¢ NADPH+H", cruciais para a fixagdo de
carbono. Além disso, essas interrupgdes resultardo na redug¢do da producdo de actcar e na
eventual morte das células vegetais (HRAC-BR, 2023). A ATZ também induz a geragdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), o que levard ao estresse oxidativo e a danos aos
componentes celulares (Tiwari et al., 2019). As ROS serdo absorvidas pelas plantas por meio
de raizes e partes aéreas, movem-se pelo xilema e interrompem rapidamente a fotossintese
(Solomon et al., 2008). Como herbicida sistémico, o ATZ ¢ eficaz no manejo de ervas
daninhas em plantas cultivadas como trigo (7riticum aestivum L.), milho (Zea mays L.) e
cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.), de modo que seu uso tem predominado desde a
década de 1950 (LeBaron et al., 2008).

Apesar de seu impacto positivo na agricultura, o ATZ apresenta riscos ambientais devido a
sua persisténcia e mobilidade. Sua estrutura molecular contribui para sua meia-vida
prolongada, o que permite que permaneca nas aguas subterraneas por dias (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry, 2024). A ATZ pode se infiltrar em corpos d'agua, o que
pode causar impacto nos ecossistemas aquaticos (Usman et al., 2014; Bedmar et al., 2017).
Durante a degradagdo, ocorrera a formacao de metabdlitos toxicos, como a desetilatrazina
(DEA), que podem causar impactos negativos a microbiota do solo, ao crescimento de plantas
ndo-alvo e a fauna aquatica (Odukkathil e Vasudevan, 2013). Embora tenha sido proibida na
UE, a ATZ ainda ¢ usada nos EUA ¢ na Australia sob restri¢des (USEPA, 2003; NRA, 2002) e
¢ amplamente empregada na América Latina. Sua persisténcia no ambiente varia amplamente,
influenciada pelas condigdes locais, desde dias a varios anos (Abdelhafid et al., 2000;
Vonberg et al., 2014). A ATZ ¢ frequentemente encontrada em fontes d'dgua em todo o
mundo, o que tem levado a preocupagdes sobre a contaminagao (de Souza et al., 2020).

A ATZ interrompe a fotossintese interfee nos processos fotoquimicos e bioquimicos, reduz
significativamente a produtividade das plantas e leva a perdas de biomassa de até 90%
(Benincasa, 2003). As espécies vegetais atenuam as EROs ao utilizarem antioxidantes

enzimdticos e nao-enzimdticos. Os antioxidantes enzimaticos, tais como a superoxido
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dismutase (SOD), a catalase (CAT) e as peroxidases (POD), desempenham um papel
fundamental na mitigagcdo do estresse oxidativo. A SOD catalisa a conversdao de anions de
superoxido em peroxido (O,) de hidrogénio (H=0:), o qual serd desintoxicado pela CAT e
POD em agua (H,0,) e oxigénio (O,), evitando-se o acimulo téxico (Hippler et al., 2018;
Stephenie et al., 2020). Os antioxidantes ndo enzimaticos, tais como 0s compostos fenolicos,
protegem significativamente as células, atuando como doadores de elétrons para neutralizar as
espécies reativas de oxigénio (EROs), os quais se incluem os radicais hidroxila (-HO), o que
aumenta a tolerdncia ao estresse (Mousavi et al., 2021). Na fitorremediacdo, as plantas
toleram significativas concentragdes de ATZ e as desintoxicam por meio de processos
metabolicos aprimorados (Sanchez et al., 2017), de modo que ¢ relatado a capacidade de
crescimento mesmo em solos contaminados com até 25 mg kg do herbicida (GAO et al.,
2024). Por exemplo, as plantas cultivadas, como o milho e o sorgo [Sorghum bicolor (L.)
Moench)], apresentam tolerancia natural devido a alta atividade constitutiva das glutationa
S-transferases (GSTs), que usam ATZ como substrato para desintoxicacdo rapida
(Timmerman, 1989).

A medida que a produtividade agricola se torna cada vez mais dependente de
agroquimicos, o risco de contamina¢do ambiental aumenta, o que exige esfor¢os coordenados
para gerenciar os impactos dos pesticidas e desenvolver tecnologias de remediagdo (Singh et
al.,, 2018). A fitorremediacdo, muitas vezes chamada de "técnica verde", refere-se a uma
solugdo ecologica e econdmica para lidar com a contaminantes de solo, tais como metais
pesados (MPs) e pesticidas persistentes. Estudos ressaltaram a importancia de compreender as
fontes e os impactos prejudiciais dos metais pesados, bem como o avango das tecnologias de
fitorremediacdo. Ha uma grande énfase na adaptagdo de métodos convencionais a técnicas
modernas para melhorar sua aplicabilidade em uma escala maior, o que considera viabilidade
econdmica. A fitorremediacdo ¢ reconhecida como uma estratégia promissora devido a sua
eficacia e aos beneficios econdmicos, pela utilizagdo plantas para extrair ou metabolizar
diversos tipos de contaminantes do solo contaminado, entre estes, especialmente pesticidas
persistentes. Esse processo reduz significativamente os riscos ambientais e ajuda na
restauragdo do ecossistema. Além disso, a fitorremediagao serve como uma alternativa viavel
aos métodos tradicionais de remediagdo, visto que é capaz de facilitar a remog¢ao do solo
contaminado, promover a saude ambiental geral e restaurar a terra para uso agricola (Lavanya,
Viswanath, Sivapullaiah, 2024). A utilizagdo de plantas como milho e azevém (Lolium
perenne L.) oferece uma abordagem sustentdvel para a descontamina¢do do solo,

especialmente quando combinada com biochar (BCH) para melhorar as condi¢gdes do solo e a
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degradagdo de poluentes (Wang et al., 2024). Essa abordagem ¢ particularmente promissora,
pois permite varias interacdes biologicas e quimicas, além de promover a degradagdo de
poluentes e melhorar a satde do solo (Sales da Silva et al., 2020).

A Canavalia ensiformis (L.) DC. E comumente conhecida como feijio-de-porco, uma
planta perene nativa do Brasil e, frequentemente, cultivada anualmente por seus beneficios
como adubo verde, aumento no enriquecimento do solo e a formagdo de biomassa para
semeadura direta na agricultura comercial (Akib et al., 2018). Apesar de pesquisas limitadas
sobre seu potencial de fitorremediacdo para contaminagdo por triazinas, estudos de Rossi et al.
(2012), Pereira et al. (2010) e Santana et al. (2019) demonstram sua eficacia no acimulo de
poluentes, o que inclui metais como cobre (Cu), chumbo (Pb) e cadmio (Cd). Da Silva (2022)
destaca a tolerancia significativa da C. ensiformis a altas doses de 2,4-D durante a germinagao
de sementes e o crescimento inicial, um estagio crucial do desenvolvimento. Lancheros et al.
(2024) descobriram que a C. ensiformis poderia reduzir os niveis de biodiesel em solo
contaminado em até 92,76%. Mielke et al. (2020) mostraram que a inoculacdo de C.
ensiformis com Bradyrhizobium sp. melhorou a fitorremediagdo de solo contaminado com
sulfentrazona, resultando em uma reducao de até¢ 65% no herbicida residual. Além disso,
Santos et al. (2024) relataram que o C. emsiformis, em associacdo com a microbiota da
rizosfera, reduziu efetivamente os residuos de sulfentrazone, com desempenho ideal em uma

dose de 200 g ha™*de ingrediente ativo. Araujo et al. (2024) observaram uma redugao de 88%

do sulfentrazone no solo ao usar C. ensiformis. Essas descobertas destacam o potencial da C.
ensiformis como uma candidata robusta para sistemas de remediacdo voltados para
contaminantes organicos € inorganicos, o que enfatiza sua versatilidade e eficacia na melhoria
da satde do solo. Além disso, o BCH, um produto da pir6lise de biomassa, demonstrou
potencial na remo¢do de varios contaminantes do solo (Gu et al., 2020), melhorando as
atividades enzimaticas do solo e promovendo o crescimento das plantas (Gongalves Junior et
al., 2023).

H4 um potencial significativo inexplorado na combina¢do do BCH com plantas
fitorremediadoras em sistemas de tratamento do solo (Wang et al., 2024). A literatura
cientifica ¢ limitada com relagcdo ao uso de C. ensiformis e seus possiveis efeitos sinérgicos
com o BCH na fitorremediagcdo de solos contaminados com ATZ. No entanto, considerando
os relatorios robustos da literatura sobre o potencial de fitorremediagdo e os efeitos sinérgicos
do BCH com préticas sustentdveis, ¢ razoavel acreditar que a combina¢do do BCH com
espécies nativas de plantas como C. ensiformis poderia aumentar significativamente a
eficiéncia da remediagdo do solo (Zhang et al., 2023). Portanto, nossa hipdtese investigou se o
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uso combinado do BCH e de uma espécie nativa do Brasil reduzira os efeitos negativos do
herbicida ATZ. Nosso estudo teve como objetivo explorar o potencial do C. ensiformis
combinado com o BCH para tratar da contaminagdo do solo por ATZ, com o intuito de
promover o desenvolvimento de praticas agricolas sustentaveis e para o avanco das

tecnologias de fitorremediagao.

2. Materiais e métodos

2.1. Material vegetal

As sementes de C. ensiformis (L.) DC (feijado-de-porco) foram submetidas a tratamento
fitossanitario com etanol a 70% por 30 segundos, seguido de imersdo em hipoclorito de sodio
a 1% (p/v) por 8 minutos e, em seguida, lavadas com 4gua destilada antes de serem secas
sobre bancada. Apds a desinfeccdo as sementes foram semeadas em bandejas preenchidas
com uma mistura de substrato de vermiculita de textura média e perlita (2:1 v). As plantulas
foram cultivadas por 28 dias apdés a semeadura (DAS), periodo essencial para o
estabelecimento inicial das plantas, o que garantiu seu desenvolvimento adequado antes do

inicio do experimento.

2.2. Solo e biochar

O solo coletado da 4rea agricola com histdrico de cultivo comercial intensivo pertence a
Fazenda Escola Lagoa do Sino (FELS), pertencente a Universidade Federal de Sdo Carlos,
Buri/SP, Brasil, com as coordenadas geograficas 23°36'04"'S, 48°31'02"0 e altitude de 590
metros. Imediatamente apos a coleta, o solo foi peneirado para remover restos de plantas e
demais componentes estranhos ao solo. O solo estudado ¢ classificado como Latossolo
Vermelho Eutroférico Distrofico de acordo com Sistema Brasileiro de Classificacao dos Solos
(SiBCS) (SANTOS et al., 2013) (0-20 cm; 20-40 cm). Ja para o BCH, utilizamos o produto
Naturanga®, que consiste em um p6 de BCH ativado de Eucalyptus sp., carvao triturado em
moinho e peneirado em uma malha média de 30 mesh (= 0,6 mm), com um tamanho de

particula baixo para melhorar a absorcao.

2.3. Preparacdo de solos contaminados com atrazina e implantacdo experimental
O experimento foi realizado no Laboratorio de Ecologia Aplicada da Escola Superior

de Agricultura Luiz de Queiroz, da Universidade de Sdo Paulo (USP). Plantas jovens

35



saudaveis de C. ensiformis (L.) DC foram transplantadas para vasos e foram cultivados por 28
dias apos a emergéncia (DAE) e irrigados diariamente. Aos 28 DAE, as mudas foram
transplantadas para vasos de 4 L e cultivadas em condigdes experimentais com a presenca
e/ou auséncia de BCH. Apds 28 DAS, o herbicida ATZ (Atrazine Nortox 500%SC) foi
aplicado ao solo com um pulverizador nas doses de 0,0 kg a.i. ha”, 1,62 kg a.i. ha, 3,25 kg
a.i. ha'e 4,87 kg a.i. ha'. A solu¢do de ATZ foi preparada dissolvendo-se ATZ em diferentes

concentragdes em 72 mL de agua para cada tratamento.

2.4. Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 8
tratamentos com 5 repeticdes cada, totalizando 40 parcelas. Os tratamentos foram uma
combinacgdo da presenga ou auséncia de BCH ativado e diferentes doses de ATZ. Assim, os
tratamentos 1, 2, 3 e 4 foram compostos por diferentes concentragdes de ATZ combinadas
com a auséncia (0,0 Mg ha') de BCH, e os tratamentos 5, 6, 7 ¢ 8 foram compostos pelas

mesmas concentra¢cdes de ATZ combinadas com a presenca (28 Mg.ha!) de BCH.

Tabela 1. Resumo dos tratamentos que combinam diferentes concentragdes de atrazina (ATZ) com ou sem

biochar (BCH) em plantas de Canavalia ensiformis (L.) DC.

Tratamento ATZ (kgi.aha?) BCH (Mg ha)
T1 (Controle) 0,0 0
T2 1,6 0
T3 3,2 0
T4 4,9 0
T5 0,0 28
T6 1,6 28
T7 3,2 28
T8 4,9 28

O crescimento das plantas foi avaliado por meio da medi¢cdo da altura e do numero de
folhas das plantulas de Canavalia ensiformis (L.) DC. ao longo do periodo experimental. Os
dados coletados foram analisados para identificar o modelo matematico que melhor
descrevesse o desenvolvimento vegetativo, ao considerarmos tanto critérios bioldgicos quanto

analises estatisticas. O modelo estatistico “melhor ajustavel” foi selecionado por meio do uso
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do o software computacional TableCurve 2D, versdao 5.01 (Systat Software, San Jose, CA,
EUA), um programa de ajuste de curvas lineares e ndo lineares, com base no maior valor de
R-quadrado (R* > 0,90), o que indica robustez e significancia estatistica. Em seguida,
aplicou-se um modelo linear generalizado (GLM) para avaliar o crescimento das plantas,
considerando o tratamento como efeito fixo e as réplicas como fator aleatdrio (p < 0,05).
Todas as GLMs para o crescimento da planta apresentaram suas distribuigdes de erro
verificadas, em que foram assumidas distribui¢cdes de erro binomiais. Como as premissas da
ANOVA nao foram atendidas, a analise da matéria seca e da atividade enzimatica foi
realizada por meio de testes ndo paramétricos, especificamente os testes de Kruskal-Wallis e
de Dunn. Esses testes indicaram diferencgas significativas no contetido entre os tratamentos (p
< 0,05). Os resultados foram apresentados em boxplot (diagramas que mostram a mediana,
quartis e valores extremos). Os testes GLM e ndo paramétricos foram realizados no software

R versdo 4.3.1 (R Development Core Team 2023).

2.5. Avaliacoes experimentais

2.5.1. Atividade da enzima antioxidante

Para as analises bioquimicas foram coletadas folhas saudaveis e totalmente expandidas. As
amostras foram cuidadosamente acondicionadas em sacos plasticos, embrulhadas em papel
aluminio e imediatamente submersas em nitrogénio liquido (N:) para interromper a atividade
metabolica (Baron et al., 2022). As amostras foram armazenadas a -20 °C até a analise
posterior. O extrato enzimatico foi preparado seguindo a metodologia de Kar e Mishra (1976),
com algumas modificacdes. As amostras foram moidas com adi¢do constante de N: em
almofariz e pilao até a obtencdo de um po6 fino. Em seguida, as mesmas foram
homogeneizadas em solugdo tampao de fosfato de potéssio pré-resfriada (0,1 mol L-', pH 6,8)
em uma propor¢do de 300 mg de material vegetal para 4 mL de tampdo. Os homogenatos
foram centrifugados a 10.000xg por 10 minutos a -4°C, ¢ o sobrenadante resultante foi
armazenado a -20°C para analises posteriores. A quantificacdo das proteinas soluveis foi
realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976), em que a caseina foi usada para criar a
curva padrao. O ‘reagente de Bradford’ foi preparado por meio da mistura entre etanol e 4cido
fosforico e, em seguida, diluigdo com o Coomassie Brilliant Blue nessa solugdo. Essa mistura
foi filtrada e protegida da luz (armazenada em recipientes de vidro escuro e mantida

tampada). A preparagdo da curva padrao envolveu a dissolugdo da caseina em uma solugao de
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NaOH 0,5 mol L-'. As leituras de absorbancia foram realizadas a 595 nm apos a adi¢ao de
100 puL do extrato enzimatico a 5 mL do reagente de Bradford, seguido de um periodo de
repouso de 15 minutos. As atividades das enzimas catalase (CAT, EC 1.11.1.6) (Peixoto et al.,
1999), superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) (Beauchamp e Fridovich, 1971) e
peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) (Teisseire e Guy, 2000) foram medidas usando métodos

espectrofotométricos.

2.5.2. Crescimento da planta e andlise de matéria seca

A coleta de dados para o crescimento da planta incluiu o nimero de folhas (unidades) e a
altura da planta (cm) de acordo com Benincasa (Benincasa, 2003) com minimos ajustes. Essas
medidas foram tomadas em plantas jovens e avaliadas aos 14, 28, 35, 42, 55, 70 e 90 DAT.
Durante o periodo fenologico (90 DAT) realizamos uma coleta de dados destrutiva por meio
da separagdo dos 6rgaos da planta (parte aérea e raiz) para obter a massa de matéria seca das
folhas, caules, raizes e matéria seca total da planta. Os tecidos das plantas foram secos em
uma estufa de ar forgado a 65°C (£2°C) por 72 horas (ou quando atingiram uma massa

constante). Depois, a massa da matéria seca foi medida com uma balanca analitica.

2.5.6 Caracterizacdo espectroscopica (FTIR) de solo, BCH e combinagcoes com a ATZ

2.5.6.1 Analise dos espectros de FT-IR

A caracterizagdo espectroscopica das amostras foi realizada por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), utilizando um espectrdmetro modelo
JASCO FT/IR-4X acoplado a um acessorio de refletincia total atenuada (ATR PRO 4X) com
cristal de diamante. As analises foram conduzidas na faixa de 4000 a 400 cm™!, com resolucao
de 4 cm™ e 50 varreduras acumuladas por espectro, sob angulo de incidéncia de 45°.

As medicdes foram realizadas na Unidad Central de Instrumentacion da Pontificia
Universidad Catolica de Chile, assegurando condi¢des padronizadas de operagdo. Cada
amostra solida e devidamente seca foi aplicada diretamente sobre o cristal ATR, sem preparo
prévio. Os espectros foram obtidos em transmitincia relativa (%), submetidos a corregdo de
linha de base e normalizacdo, visando comparagdes consistentes entre amostras contaminadas

e controles.

2.5.6.2 Identificacdo das principais bandas e alteracoes
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Foram analisadas quatro amostras sélidas: solo contaminado com atrazina (ATZ) (A), solo
controle ndo contaminado (B), biochar contaminado com ATZ (C) e biochar controle nao
contaminado (D). Para a contamina¢ao controlada, 5 g de cada matriz (solo/biochar,
previamente secos a 25 °C por 24 h) foram colocados em contato com 50 mL de solu¢do de
atrazina (ATZ) de 10 mg L diluido em agua destilada a pH 7. As suspensodes foram agitadas
a 150 rpm por 20 h a (25+1) °C. Apo6s o equilibrio, as amostras solidas foram separadas por
centrifugacao e secas a 28 °C por 24 h até massa constante. Os solidos foram armazenados em
frascos Eppendorf para posteriormente sere analisados por FT-IR/ATR.

A interpretagdo espectral concentrou-se na identificacdo das principais bandas associadas a
grupos funcionais caracteristicos de cada matriz, bem como na avaliagdo das alteragdes
provocadas pela contaminagdo. Essa abordagem comparativa entre amostras contaminadas e
seus respectivos controles permitiu distinguir bandas intrinsecas das matrizes daquelas
resultantes da interagdo com a ATZ, fornecendo evidéncias mais robustas sobre os
mecanismos de adsor¢do envolvidos.

Além da andlise direta, foram construidos espectros diferenciais, obtidos a partir do calculo
da diferenga de transmitancia entre amostras contaminadas e seus respectivos controles (solo:
A-B; biochar: C-D). Esse procedimento permitiu evidenciar as regides espectrais de maior
variagdo associadas a presenca da ATZ.

Adicionalmente, a intensidade relativa das bandas foi avaliada por meio da normalizacao
espectral (Z,,,,), conforme a Equagao 1. Esse procedimento expressa a intensidade de cada
banda em valores percentuais, tendo como referéncia o pico de absor¢do maxima de cada

espectro, o que possibilita comparagdes padronizadas entre as amostras analisadas.

_ (Tméx_Tmedida) 100 E 50 1
norm (%) (T T (Equagdo 1)
onde: 1,,, ¢ a intensidade relativa normalizada; T, € o valor de transmitancia mais alto observado entre as
bandas avaliadas (absor¢do minima); 7, ¢ o valor de transmitancia mais baixo observado (absor¢do maxima,
pico mais intenso do espectro); T.qiq. € @ transmitincia correspondente a banda em analise. Dessa forma, /,,,,,, de
100% indica a banda de maior intensidade (absor¢do maxima) dentro do espectro considerado; Por outro lado,

1., de 0% corresponde a banda de menor intensidade relativa ou praticamente ausente; Valores intermediérios

de I,,,,, (30-70%) refletem intensidades moderadas em comparagdo ao pico dominante.

3. Resultados

3.1. Enzimas antioxidantes

Com relagdo as enzimas antioxidantes, a atividade da POD foi maior nos tratamentos
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5 e 7, que apresentaram tendéncias semelhantes e atividade enzimatica significativamente
maior em comparagdo com os tratamentos 1, 2 e 6. Nao foram observadas diferencas
significativas entre o tratamento 1 e os tratamentos 2 e 6 (Figura 1 A). Com relacao a SOD, os
tratamentos 1, 6 e 8 apresentaram niveis de atividade semelhantes, os quais foram geralmente
menores do que os observados nos tratamentos 2, 5 e 7. Os trés ultimos tratamentos
apresentaram tendé€ncias iguais e valores mais altos. O tratamento 2 especificamente
apresentou maior atividade da enzima SOD em comparagdo com os tratamentos 1, 6 e 8,
enquanto o tratamento 6 apresentou menor atividade em relagdo aos tratamentos 2, 5, 7 € 8
(Figura 1 B). Quanto a atividade da CAT todos os tratamentos apresentaram resultados

semelhantes, sem diferencas significativas entre os mesmos (Figura 1 C).

(A) = —

PQD (pmolimin/mg prot)
w

Tratamentos

S0D (Wmg prot)
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—= L

d

Tratamentos Tratamentos

Figura 1. Analise da atividade enzimatica: atividades enzimaticas da POD, SOD e CAT em resposta aos
tratamentos com BCH e ATZ. (A) Atividade enzimatica da peroxidase (POD) em fungdo dos tratamentos,
apresentada em formato de boxplot. A figura destaca a atividade enzimatica mediana para cada tratamento,
fornecendo uma representacdo visual da variabilidade e da tendéncia central. (B) Atividade da enzima
superdxido dismutase (SOD) em funcdo dos tratamentos, apresentada em um formato de boxplot. Os valores
medianos de cada tratamento sdo mostrados, ilustrando a faixa e a distribui¢do da atividade enzimatica. (C)
Atividade da enzima catalase (CAT) em funcdo dos tratamentos, mostrada em um formato de boxplot. A figura

mostra a atividade mediana da catalase e a distribui¢ao dos valores entre os tratamentos.

3.2. Crescimento da planta

A analise GLM para o crescimento da altura da planta e do numero de folhas mostrou uma
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variagdo significativa entre os tratamentos. O grupo de controle (tratamento 1) foi usado como
ponto de referéncia. Com base no resultado estatistico (estimativa, erro padrao, valor de p),
foram analisados apenas os tratamentos 1 (0 kg i.a ha' ATZ; 0 Mg ha' BCH), 2 (1,6 kg i.a
ha' ATZ; 0 Mg ha” BCH), 5 (0 kg i.a ha ATZ; 28 Mg ha' BCH), 6 (1,6 kgi.a ha' ATZ; 28
Mg ha! BCH), 7 (3,2 kg i.a ha' ATZ; 28 Mg ha BCH) ¢ 8 (4,9 kg i.aha ATZ; 28 Mg ha™!
BCH). Especificamente, os tratamentos 3 (3,2 kg i.a ha' ATZ; 0 Mgha' BCH)e 4 (4,9 kgi.a
ha! ATZ; 0 Mg ha-' BCH) ndo foram incluidos na analise porque as plantas nesses
tratamentos ndo sobreviveram as doses mais elevadas de ATZ. apos 45 dias ap6s o transplante
(DAT).

A tendéncia de maior crescimento em altura foi observada no tratamento 6, enquanto o
menor crescimento ocorreu no tratamento 8. A ordem decrescente geral de crescimento das
plantas foi: tratamento 6, tratamento 5, tratamento 1, tratamento 2, tratamento 7 e tratamento
8 (Figura 2 A). Com relacdo as unidades foliares, o tratamento 5 apresentou o maior nimero
de folhas, enquanto o tratamento 2 apresentou os menores valores. A ordem decrescente do
numero de folhas no ultimo DAT (90) foi: tratamento 5, tratamento 1, tratamento 6,

tratamento 7, tratamento 8 e tratamento 2 (Figura 2 B).

(A) (B)
Tratamento 1: Y = (0,01 +0,77X2){(1+0,02X2); RZ = 0,99; F = 1492,18: p < 0,001 Tratamento 1: Y = (1,40 + 0,02X2)(1+0,01x%); RZ = 0,82, F = 230,02, p < 0,001
. Tratamento 2: Y = (0,01 + 1,00X2)/(1+0,04X%2); RZ = 0,97; F = 614,74; p < 0,001 . Tratamento 2 ¥ = (0,01 + 0,01X2)/(1+0,01%2); RZ = 0,90; F = 168,73; p < 0,001
[ Tratamento 5: Y = (0,04 + 0,54X2)/(1+0,01X2); RZ = 0,99; F = 2247,78; p < 0,001 [ — Tratamento 5 ¥ = (1,84 + 0,01X2y(1+0,01%2); RZ = 0,83; F = 256 44: p < 0,001
Tratamento B: Y = (0,01 + 0,79X2)(1+0,02X2); RZ = 0,99; F = 3102,75; p < 0,001 O Tratamento & ¥ = (1,32 + 0,01X2)(1+0,01%2); RZ = 0,81 F = 192,80, p < 0,001
wesssss Tratamento 7Y = (0,03 + 0 49){2]'{1 +D,02X2}1 R2= D96;F=49264;p<0001 = (rerreen Tratamento 7: Y = (1.91+ 0,01X2)/(1+0,01%%): RZ = 0,80 F = 172.62 p < 0,001
. Tratamento 8 : Y = (0,05 + 0,35X2)/(1+0,01%2); RZ = 0,83; F = 283,74; p < 0,001 . Tratamento 8 : Y = (0,44+ 0,01X2)(1+0,01%2); RZ = 0,08; F = 787,13; p < 0,001
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Figura 2. Analise dos pardmetros de crescimento: analise comparativa da altura da planta e do ntimero de folhas
nos tratamentos com BCH e ATZ. (A) Altura da planta (cm) em fung@o dos dias apds o transplante, representada
usando o melhor modelo matematico ajustado. O grafico mostra os padrdes de crescimento ao longo do tempo
para cada tratamento, com tendéncias distintas correspondentes a diferentes aplica¢des de biochar e atrazina. (B)

Numero de folhas em fungdo dos dias apods o transplante, representado usando o melhor modelo matematico
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ajustado.
3.3. Analise da matéria seca

O tratamento 1 apresentou uma tendéncia de maior quantidade de matéria seca da
parte aérea em comparagdo com os tratamentos 2 ¢ 6. No entanto, a mediana do tratamento 1
nao diferiu quando comparada aos tratamentos 5, 7 ¢ 8 (Figura 3, A). O tratamento 5
apresentou a maior tendéncia de produgdo de biomassa de raiz em comparagdo com o
tratamento 8. O tratamento 1 ndo diferiu de nenhum dos tratamentos (Figura 3, B).

(A) (B)

b a

— ==

ab 5 1 é
a» ==

== IR =

Tratamentos Tratamentos

%]
B

Matéria seca da raiz (g)

Matéria seca da parte aérea (g)

Figura 3. Acimulo de matéria seca: matéria seca total de raizes e partes aéreas em condigOes variaveis de
tratamento com BCH e ATZ. (A) Matéria seca da parte aérea (g) em funcdo dos tratamentos, mostrada em um
formato de boxplot. Os valores medianos de cada tratamento sfo representados, juntamente com a faixa
interquartil, para ilustrar a distribuicdo da biomassa aérea em diferentes condi¢des. (B) Matéria seca da raiz (g)
em funcdo dos tratamentos, apresentada em um formato de boxplot. A figura exibe os valores medianos da
biomassa da raiz ¢ a dispersdo dos dados para cada tratamento, enfatizando os efeitos das combinagdes de

biochar e atrazina.

3.4. Caracterizacao espectroscopica (FTIR)

Tabela 2. Atribuicdes qualitativas das principais bandas de FT-IR em solo e biochar, com identificacdo de
grupos funcionais e intensidade relativa.
Intensidade relativa

Numero de

, Amostra dentro de cada categoria  Atribuicio funcional provavel
onda (cm) .
(solo ou biochar
1033 Solo Alta Estiramento assimétrico Si—O (argilas e silicatos)
1006 Solo Alta Estiramento Si—O; possivel contribui¢do de C-O ou P-O
541 Solo Moderada Deformagdoes de Al-O, Fe-O (6xidos/hidroxidos
metalicos)
468 Solo Moderada Deformacdes do esqueleto tetraédrico SiOs
2319 Biochar Alta Absorcao atribuida a CO: atmosférico (artefato frequente
em FT-IR) ou, secundariamente, a tracos de C=C ou C=N
residuais da pirélise
~1600-1500 Esperado Baixa/ausente Estiramento C=C aromatico (dominios grafiticos),
(Biochar) esperado em biochar, ndo detectado com intensidade
~1200-1000  Esperado Baixa/ausente Estiramentos C-O (fendis, ésteres), esperados em biochar,
(Biochar) ndo detectados com intensidade

Nota: O pico em ~2319 cm™ foi interpretado com cautela, pois pode refletir tanto a absor¢do de CO:
atmosférico, artefato comum em analises FT-IR, quanto compostos residuais da pirdlise. As bandas esperadas em
16001500 e 1200-1000 cm™, tipicas de C=C aromaticos e C—O em biochars, ndo foram detectadas com
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intensidade nas amostras analisadas. A intensidade relativa foi classificada dentro de cada matriz (solo ou
biochar), ou seja, comparando-se apenas bandas observadas na mesma categoria. Nao se trata de comparagdo
direta entre solo e biochar.
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Figura 4. Espectros FT-IR das amostras analisadas: (a) biochar e biochar contaminado com atrazina (ATZ); (b)
biochar e biochar contaminado com ATZ sobrepostos; (c) solo e solo contaminado com ATZ; (d) solo e solo
contaminado com ATZ sobrepostos; (e) espectros diferenciais entre amostras contaminadas (biochar + ATZ e

solo + ATZ) e suas respectivas matrizes ndo contaminadas.
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Nos espectros do solo controle, destacaram-se bandas intensas em 1033 ¢ 1006 cm,
atribuidas a estiramentos assimétricos de Si—O de filossilicatos, com possivel contribuigdo de
ligagdes C—O ou P-O, associadas a fracdo mineral e a matéria organica de solos argilosos
(Figuras 4c e 4d; Tabela 2). Outras bandas relevantes foram observadas em 541 cm™
(deformagdes Al-O/Fe-0O) e em 468 cm' (deformagdes do esqueleto tetraédrico SiO.),
confirmando a composi¢do mineral tipica de solos ricos em argilas e 6xidos metalicos (Cea et
al., 2010; Yue et al., 2017).

Essa configuragdo estrutural confere alta polaridade superficial e capacidade de troca
ionica, favorecendo interagdes com contaminantes polares, como a ATZ, por ligagdes de
hidrogénio e interagdes eletrostaticas. Entretanto, a eficacia dessa adsor¢cdo depende do
equilibrio entre fragdes mineral e organica, podendo ser limitada pela relativa hidrofobicidade
da molécula (logKow = 2.6), caracteristica que favorece sua mobilidade em ambientes
aquosos e explica a tendéncia da ATZ a alcangar dguas subterraneas em solos com baixa
matéria organica (Cea et al., 2010; Singh & Cowie, 2010; Yue et al., 2017).

O espectro do biochar (Figuras 4a e 4b; Tabela 2) apresentou perfil distinto, caracteristico
de matrizes carbonéceas. Foi observado um pico em ~2319 cm'!, possivelmente associado a
vibragdes de compostos C=C ou C=N residuais da pirdlise incompleta. No entanto, essa
regido coincide com a absor¢do de CO: atmosférico, um artefato comum em analises FT-IR
em modo ATR, de modo que sua interpretacdo deve ser feita com cautela (Cao et al., 2021;
Fruehwirth et al., 2020). Regides em ~1600—1500 cm™ (C=C aromatico) ¢ ~1200—-1000 cm™*
(C-O fenois e ésteres), frequentemente descritas em biochars, apresentaram sinais fracos ou
ausentes nas amostras analisadas.

Tabela 3. Transmitancia minima (7,,.44,) € intensidades normalizadas (/,,,,) das principais bandas de FT-IR em
solo e biochar, comparando amostras contaminadas com ATZ e controles.

--------------- T medida ] 10171
(B) D) (B) D)
Banda (A) Solo sem .(C) Biochar (A) Solo sem .(C) Biochar
Solo com Biochar Solo com Biochar
ATZ ATZ com ATZ sem ATZ ATZ ATZ com ATZ sem ATZ
(controle) (controle) (controle) (controle)
Si—0 (1033) 96,4 95,5 99,1 98,9 80,8 89,4 15,2 23,7
Si—O (1006) 97,1 96,2 99,2 99,0 46,8 66,1 10,0 20,8
Al-O/Fe-0 (541) 97,1 95,2 99,5 99,6 48,0 100,0 0,0 0,0
Si04 (468) 98,2 95,5 99,4 99,5 0,0 91,0 1,6 2,7
CO2/C=C/C=N 96,8 96,8 96,7 96,7 61,5 46,1 100,0 100,0
(2319)
C=N/C=C
(1600-1500) 95,9 98,1 97,3 98,9 100,0 0,0 79,3 23,1
C-N/Anel triazinico 96,4 95,5 99,0 98,9 80,8 89,4 18,5 23,7

(1300-1000)

A analise

quantitativa das intensidades normalizadas (Tabela

3) confirmou o
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predominio mineral: as bandas em 1033 e 1006 cm™ apresentaram valores elevados no
controle (89,4% e 66,1%) e reducdo apds a contaminagao (80,8% e 46,8%). Em contraste,
bandas atribuidas a ATZ (1600-1500 cm™ e 1300-1000 cm™) foram detectadas com
intensidade moderada apenas no solo contaminado (100% e 80,8%), mas ausentes no
controle. Esses resultados indicam que a adsor¢@o ocorre em sitios polares especificos, porém

em menor escala, refor¢cando o carater limitado da adsor¢dao da ATZ no solo.

Tabela 4. Provaveis mecanismos de adsorcdo da ATZ em solo e biochar.
Grupos funcionais Mecanismos principais . Consequéncias
relevantes (FT-IR) de adsorciao de ATZ Afinidade com ATZ experimentais

Si—O (1030-1000 cm™); Ligagdes de hidrogénio; Moderada (adsor¢ao  Maior

Matriz

~ > limitada pela biodisponibilidade
Solo Al 79/Fe O ( 54()?4.6 0 Interacdes e}etrostatlcas, hidrofobicidade da da ATZ; Estresse
cm™'); Matéria organica Complexacdo com A s s .
. o . ATZ e tendéncia a fitotoxico mais
residual oxidos/metais T .
lixiviagao) evidente nas plantas
Aromaticos n—7 stacking com Reducio da fracio
condensados dominios grafiticos; Alta (forte interagdo ~edug ¢
o S . A . livre da ATZ;
. (1600-1500 cm™ fraco); Ligacdes de hidrogénio; com dominios . .
Biochar A iy ~ Menor toxicidade as
C-0 (~1200-1000 cm™ Forgas de van der aromaticos e adsorgdo ) .
o i . . plantas; Potencial
fraco); Pico em 2319 Waals; Aprisionamento  fisica nos poros) ara remediacio
cm! (COy/tracos) em porosidade P ¢

Nota: a banda em ~2319 cm™ foi incluida por aparecer de forma recorrente nos espectros de biochar. Entretanto,
essa regido coincide com a absor¢do de CO: atmosférico em analises ATR, devendo ser interpretada com cautela
e ndo utilizada isoladamente como marcador de interagdo com ATZ.

A presenca de bandas adicionais ou intensificadas em 1600—-1500 cm™ e 1300-1000 cm™,
além de sinais ocasionais em ~3300 cm™ (N-H e agua ligada), confirma a incorporacao da
ATZ as matrizes solidas (Kim et al., 2019; Kolekar et al., 2014). No solo, tais alteracdes sao
menos pronunciadas e limitadas a interagdes polares especificas. Ja no biochar, a combinagao
de interagdes m—m, adsor¢do em microporos e sitios oxigenados residuais explica sua maior
eficiéncia na imobilizagdo do herbicida.

Enquanto o solo mostrou maiores intensidades relativas em bandas minerais, o biochar
apresentou aumentos marcantes nas regioes atribuidas ao anel triazinico da ATZ (1600—-1500
cm'). Essa diferenga quantitativa, em concordancia com os espectros diferenciais (Figura 4e),
confirma maior eficiéncia do biochar na adsor¢ao da ATZ.

O espectro diferencial do solo contaminado (Figura 4e, linha marrom) revelou
alteragdes discretas nas regides 1600-1400 cm™ e 1200-1000 cm™, compativeis com
interacdes entre a ATZ e grupos polares como oxi-hidréxidos metalicos e filossilicatos (Cea et
al., 2010; Yue et al., 2017). Em contraste, o espectro diferencial do biochar contaminado
(Figura 4e, linha verde) apresentou variagdes mais expressivas, especialmente na faixa

1500-1000 cm™, associada a estiramentos C—N, C=N e ao anel triazinico da ATZ.
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4. Discussao

Nossa investigagdo fornece embasamento sobre técnicas de fitorremediacdo para
locais contaminados com atrazina (ATZ) por meio da intera¢do entre biochar (BCH) com
espécies de C. ensiformis. Estudos anteriores demonstraram que o BCH pode melhorar a
qualidade do solo e aumentar a tolerancia das plantas a varios fatores de estresse, inclusive
poluentes herbicidas (Liu et al., 2023). Em nosso estudo, a aplicacio de BCH aumentou
significativamente a altura das plantas e a biomassa das raizes, especialmente na presenga de
doses menores de ATZ, sugere o potencial do biochar para minimizar os danos induzidos pela
ATZ. Essas descobertas sdo apoiadas por Zhang et al. (2023) os quais reportam que o BCH
promove o crescimento das plantas, modifica a estrutura do solo e aumenta a disponibilidade
de nutrientes.

As plantas silvestres (espécies nativas) adaptadas a solos com restricdes abioticas
podem apresentar uma estratégia de crescimento conhecida como "Tipo I", caracterizada por
crescimento lento e baixa biomassa seca (Rengel; Cakmak; White, 2023). Essa estratégia
permite que essas espécies sejam mais eficientes na aquisicdo de nutrientes em comparagao
com as plantas cultivadas ou espécies "invasoras", as quais sdo classificadas como estratégia
de crescimento "Tipo II", que normalmente apresentam crescimento rapido (Rengel; Cakmak;
White, 2023). Apesar de ser uma espécie nativa (espécie herbacea), a C. ensiformis nao
apresentou crescimento restrito de plantas sob as condi¢des estressantes impostas por baixas
doses de ATZ combinadas com BCH. Pelo contrario, seu crescimento foi funcionalmente
sustentado. As espécies com estratégia de crescimento "Tipo I" geralmente se distinguem por
sua taxa de crescimento potencial méaxima mais baixa e pelo uso menos eficiente de
nutrientes, uma caracteristica essencial para sua sobrevivéncia e reprodug¢do, mesmo em
condi¢des de disponibilidade abundante de nutrientes (Chapin, 1988; Fageria, 2001). As
melhorias no solo facilitadas pelo BCH contribuiram para o melhor desenvolvimento das
plantas ao permitir que essas acessassem o0s nutrientes do solo com mais eficiéncia e se
beneficiassem dos mecanismos fisioldgicos que promovem o crescimento sustentado (Epstein
& Bloom, 2005).

Os residuos de ATZ podem ser absorvidos pelas raizes das plantas a partir da dgua dos
poros do solo ou da dgua de irrigacdo e, em seguida, translocados e acumulados nas partes
aéreas da planta (Chao et al., 2020). A ATZ no solo tem um efeito inibitério sobre a biota do
solo, afetando as atividades enzimaticas relacionadas a mineralizacdo de nutrientes ¢ a

disponibilidade para as plantas. A degradagdo, a persisténcia e a sor¢do da ATZ no solo sdo
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influenciadas por fatores como textura, pH, carbono organico e conteido mineral. Nesse
contexto, o BCH oferece varios beneficios ao solo, inclusive melhorias da capacidade de
troca cationica (CTC), teor de nutrientes, carbono organico e atividade bioldgica. O BCH
ajuda a proteger os microbios do solo dos efeitos toxicos dos contaminantes, tornando-o um
corretivo eficaz para solos contaminados (Singh et al., 2022). Além disso, estudos como o de
Lima (2022) evidenciam que o BCH pode interagir com pesticidas, desempenhando fungdes
como controle da liberacdo lenta, neutralizacdo da acidez do solo e redu¢ao da lixiviagao de
pesticidas.

A associacdo entre BCH e planta fitorremediadora ndo atua apenas pela contribuigdo
direta do BCH na fitorremediag¢do. A presenca desse material favorece o estabelecimento e a
atividade de microrganismos com potencial biorremediador, os quais se associam tanto ao
BCH quanto a rizosfera da planta, ampliando os mecanismos de detoxificagdo do herbicida.
Além disso, 0 BCH desempenha um papel importante na adsor¢do da ATZ, reduzindo sua
biodisponibilidade no solo e funcionando como uma barreira que atenua a fracao do herbicida
efetivamente acessivel as raizes. Esse efeito de reducdo da dose real pode explicar por que as
plantas expostas a combinacdo ATZ + BCH ndo apresentaram mortalidade significativa, em
contraste com aquelas submetidas a doses elevadas de ATZ sem BCH, nas quais os efeitos
fitotoxicos foram mais severos.

Com foco nos parametros bioquimicos, a atividade das enzimas antioxidantes (POD,
SOD e CAT) foi usada para avaliar o estresse oxidativo induzido pela ATZ. A maior atividade
da POD foi observada nos tratamentos que combinaram BCH e doses mais baixas de ATZ,
sugerindo que o BCH aumenta os mecanismos de defesa da planta. O aumento na atividade da
POD ¢ um indicativo de maior eliminagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que
poderia proteger as plantas dos danos oxidativos induzidos pela ATZ. As plantas empregam
uma série de vias de sinalizacdo para sobreviver ao estresse e iniciar uma resposta celular,
adaptando-se a condigdes estressantes por meio de mudangas transcriptomicas e
metabolomicas por meio de mecanismos de sinalizagdo que percebem sinais ambientais e
bioticos. Essas possuem receptores e sensores que reconhecem sinais de ameaca, o que lhes
permite ativarem respostas defensivas contra varios estresses (Shiade et al., 2024). As fungdes
protetoras das enzimas antioxidantes contra o estresse oxidativo foram demonstradas em
plantas transgénicas que superexpressam a peroxidase (POD) (Wang et al.,, 2004). Por
exemplo, esses autores descobriram que as plantas transgénicas de Nicotiana tabacum (L.)
(tabaco) que expressavam POD anidnica ou neutra apresentavam maior capacidade de

desintoxicar H,O,, o que contribuird para melhorias na defesa contra espécies reativas de
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oxigénio (ROS).

Nossas descobertas sdo corroboradas por publicagdes anteriores de que o BCH
melhora as respostas enzimaticas em plantas estressadas (Singh et al., 2018). Por outro lado, a
atividade da SOD foi aumentada na presenca de doses moderadas de ATZ, mas o BCH
pareceu atenuar os efeitos em alguns tratamentos, o que poderia indicar uma leve interagao
entre 0o BCH e o ATZ em relacdo a regulagdo das EROs. No entanto, o BCH promoveu efeitos
significativos na biomassa da raiz e na altura da planta, principalmente quando a ATZ foi
aplicada em concentragdes mais baixas. Em contraste, o BCH na presenga de ATZ em
concentragdes elevadas afetou negativamente o crescimento da planta, conforme evidenciado
pela redugdo da altura da planta e do nimero de folhas. A atividade da SOD foi otimizada na
auséncia de BCH e com a menor concentragdo de ATZ, enquanto a atividade da CAT nao
apresentou diferengas significativas. Os tratamentos sem BCH, especialmente aqueles com
doses mais altas de ATZ, apresentaram resultados reduzidos de crescimento das plantas, o que
apoia a hipdtese de que a inibicdo da fotossintese pela ATZ acarreta prejuizos no
desenvolvimento das plantas (U.S. Environmental Protection Agency, 2020).

Em relacdo as amostras de solo sem contaminagdo prévia por ATZ, a configuracio
estrutural confere alta polaridade superficial e capacidade de troca idnica, favorecendo
interagdes com contaminantes polares, como a ATZ, por ligagdes de hidrogénio e interacdes
eletrostaticas. Entretanto, a eficidcia dessa adsorcdo depende do equilibrio entre fragdes
mineral e orgédnica, podendo ser limitada pela relativa hidrofobicidade da molécula (logKow =
2,6), caracteristica que favorece sua mobilidade em ambientes aquosos e explica a tendéncia
da ATZ a alcangar aguas subterraneas em solos com baixa matéria organica (Cea et al., 2010;
Singh & Cowie, 2010; Yue et al., 2017). Esses resultados indicam que a adsor¢do ocorre em
sitios polares especificos, porém em menor escala, refor¢ando o carater limitado da adsorcao
da ATZ no solo.

Diferentemente do solo, o biochar exibiu numero reduzido de bandas polares,
sugerindo baixa densidade de grupos oxigenados superficiais. Esse resultado pode ser
atribuido ao grau avangado de carbonizagdo e consequente condensagdo aromatica, bem como
ao tipo de precursor utilizado, com baixo teor de heterodtomos. Tais caracteristicas sdo
compativeis com biochars produzidos a temperaturas mais elevadas ou a partir de biomassas
pobres em compostos oxigenados, resultando em superficie pouco funcionalizada e de maior
hidrofobicidade (Singh et al., 2010; Fruehwirth et al., 2020; do Nascimento et al., 2022). Essa
configuracdo estrutural implica em menor contribuicdo de interacdes eletrostaticas e de

hidrogénio, refor¢ando que a adsor¢ao da ATZ no biochar se da principalmente por m—n
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stacking com dominios aromaticos condensados e por adsor¢do fisica em microporos.

A analise comparativa da comparacdo entre solo e BCH evidencia a natureza
contrastante das duas matrizes. O solo ¢ dominado por grupos minerais polares (1033, 1006,
541 e 468 cm™), que favorecem interagdes eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio, mas
apresentam baixa eficiéncia na adsor¢do de ATZ. Ja o biochar se caracteriza por uma matriz
aromatica condensada, de baixa polaridade, em que predominam interagdes hidrofobicas e
71—, resultando em maior afinidade com o herbicida.

A intensificacdo no BCH nos espectros diferenciais e mecanismos de adsorcdo reforga
que a adsorc¢ao ocorre principalmente por empilhamento n—n, complementada por ligagdes de
hidrogénio e interagdes com grupos oxigenados residuais (Fruehwirth et al., 2020; do
Nascimento et al., 2022; Liang et al.,, 2022). A presenca de bandas adicionais ou
intensificadas além de sinais ocasionais confirma a incorporagdo da ATZ as matrizes solidas
(Kim et al., 2019; Kolekar et al., 2014). No solo, tais alteragdes sdo menos pronunciadas e
limitadas a intera¢des polares especificas. J4 no biochar, a combinagdo de interagcdes m—m,
adsor¢do em microporos e sitios oxigenados residuais explica sua maior eficiéncia na
imobilizacao do herbicida.

Em conjunto, os resultados demonstram que o biochar apresenta maior afinidade pela
ATZ do que o solo, evidenciando seu potencial como adsorvente em estratégias de
remediacdo ambiental. Essa eficiéncia ¢ atribuida tanto a estrutura aromatica condensada
quanto a elevada porosidade, fatores que ampliam os mecanismos de adsor¢ao da molécula
(Singh et al., 2010; Fruehwirth et al., 2020).

Estudos anteriores demonstraram que a ATZ pode afetar o crescimento das plantas de
forma negativa, o que pode induzir alteragdes como folhas enroladas (epinastia foliar) ou
encurtadas quando as concentra¢des excedem 20 mg.L“D (Wang et al., 2015). Embora ndo
tenham sido observados efeitos significativos nas partes aéreas ou no desenvolvimento das
raizes em concentragdes maiores, as plantas frequentemente apresentavam amarelecimento ou
clorose nesses niveis. O impacto da ATZ interrompe os processos fisiologicos, especialmente
a fotossintese, além de bloquear a cadeia de transporte de elétrons nos cloroplastos. A ATZ
entrou nos cloroplastos dependene da ATZ, especialmente no FSII, o que contribui para a
explosdo de EROs (Bai et al. 2015). Assim, o comprometimento da fotossintese leva ao
acumulo de EROs e aciona mecanismos de defesa antioxidante nas células vegetais. Sugere-se
que o grau de tolerancia a ATZ esteja ligado a eficiéncia desses mecanismos antioxidantes,
cuja atividade da POD ¢ um indicador util do estresse da ATZ para as plantas (Wang et al.,
2015).
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Técnicas de manejo fitossanitario de locais com residuos de herbicidas que utilizam
espécies nativas € uma proposta que tem ganhado consideravel interesse cientifico,
especialmente para herbicidas pré-emergentes residuais que permanecem no solo devido as
caracteristicas do produto e do ambiente, como a ATZ (Barroso et al., 2023). Por exemplo,
para identificar espécies nativas com potencial de fitorremedia¢do, como plantas tolerantes a
herbicidas, que absorvem, conjugam com moléculas organicas e/ou degradam
metabolicamente os herbicidas. Além disso, algumas podem estimular os microrganismos da
rizosfera a decompor os herbicidas em compostos menos toxicos (Céssia et al., 2023). De
acordo com Huang et al. (2022), a contaminagdo por ATZ reduz o rendimento de culturas
suscetiveis, como a soja, especialmente em rotacdes de milho e soja. Esse mesmo estudo
confirmou que a ATZ desempenha um papel significativo na alteracdo da estrutura da
comunidade microbiana, enquanto o BCH alivia o estresse induzido pela atrazina e beneficia
o crescimento da soja ao atrair microbios benéficos. De uma perspectiva pratica futura, nossas
descobertas revelam que o BCH tem aplicacdes potenciais combinadas com a
fitorremediacdo, especialmente para mitigar a contaminagdo do solo por ATZ. A capacidade
do BCH de aumentar o crescimento das plantas e reduzir o estresse oxidativo em C.
ensiformis destaca sua utilidade para melhorar a eficacia das estratégias de fitorremediacao.

O BCH pode manter a fertilidade e a produtividade, além de aumentar a
disponibilidade de nutrientes. Além disso, estudos demonstraram que este insumo pode
reduzir diretamente a biodisponibilidade de poluentes organicos em solo contaminado por
meio de efeitos de adsor¢ao (Chen et al., 2018; Ortega-Calvo et al., 2013). Os componentes
funcionais do BCH também oferecem condi¢des favoraveis para os microrganismos do solo e
impulsionam os processos de transferéncia de elétrons microbianos, de forma a acelerar a
remediacdo do solo contaminado (Wang et al., 2024). Além disso, demonstrou-se que o
biochar diminui a concentracdo de compostos organicos hidrofoébicos aquosos (HOCs) por
meio da adsor¢do reativa da superficie ou por meio do aprisionamento fisico deles em seus
poros (Lou et al., 2015). A combinacdo de BCH e minimas doses de ATZ também se mostrou
promissora na promoc¢ao da "saude da planta" sem comprometer o crescimento da planta,
tornando-a uma estratégia vidvel para equilibrar a produtividade agricola com a
sustentabilidade ambiental. A adsor¢ao pelo solo e pelos sedimentos ¢ uma etapa importante
para influenciar o comportamento ambiental da ATZ, pois ajuda a determinar o destino do
herbicida nos ecossistemas (Chang et al., 2022). Portanto, nossos resultados podem contribuir
para esclarecer o manejo sustentdvel do solo por meio do uso de BCH combinado com

espécies selvagens (espécies nativas brasileiras) que poderdo influenciar praticas futuras na
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agricultura e na restauracdo ambiental.

5. Conclusoes

Com base em nossas descobertas, rejeitamos a hipotese de nulidade e,
consequentemente, aceitamos a hipotese alternativa, em que o BCH beneficia o crescimento
da Canavalia ensiformis (L.) DC., especialmente a atividade enzimatica da POD, na presenga
de ATZ em doses mais baixas. Concluimos que a aplicagdo de uma combinacgdo de doses de
BCH e ATZ apresenta impactos significativos no crescimento da planta e no sistema
enzimatico de C. ensiformis. O desenvolvimento da raiz e a biomassa foliar melhoraram
quando o BCH foi aplicado sozinho. Além disso, o BCH, especialmente quando combinado
com a menor concentragdo de ATZ, também melhorou a atividade enzimatica, o que indica
um possivel efeito positivo sobre a capacidade antioxidante das plantas.

Nossas descobertas sugerem que o BCH pode atuar como um fator positivo na
atenuacao dos efeitos adversos da ATZ, especialmente em concentragdes mais baixas, o que
destaca a importancia da formulagdo precisa do tratamento para maximizar os beneficios de

crescimento para as plantas.
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ANEXO - A
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Anexo 1. Mecanismo de ag@o dos herbicidas inibidores do fotossistema II (FSII). Fonte: Adaptado de Tiwari et

al. (2019).
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