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RESUMO

A ocorréncia de contaminantes em solos e sistemas de aguas superficiais e
subterraneas tém gerado preocupagdes a nivel mundial. Dentre os processos biologicos
desenvolvidos para resolver problemas de contaminagdo a fitorremediagdo € uma
tecnologia emergente que pode ser definida como a selegdo e utilizagdo de espécies de
plantas para extrair, assimilar, transformar e decompor certos contaminantes, para
remediar solos, sedimentos e sistemas de aqiiferos contaminados .O objetivo deste
trabalho foi investigar o potencial do chordo (Salix babylonica - Familia Salicaceae ),
uma espécie de arvore muito comum no Brasil, no processo de absorg@o direta pelas
raizes de substdncias quimicas como nitrato, etanol e benzeno, como uma etapa inicial
no estudo da fitorremediagdo. | 7 o

Para este fim, utilizou-se o cultivo de estacas desta espécie em solugio
hidropdnica. Para os experimentos de absor¢do foram adicionados como contaminantes
o nitrato, o etanol e o benzeno a 160, 1500 e 20 mg/L, respectivamente. Foram

utilizados no minimo dois tratamentos por experimento (com a presenga de plantas e o
controle). Um terceiro tratamento somente com a presenca de raizes objetivou investigar
o potencial de sorgdo do etanol e do benzeno a superficie das raizes . O potencial
fitoxico do etanol também foi investigado através de comparagdes dos valores
normalizados da transpira¢do pela biomassa entre plantas dosadas com o etanol a 500,
1000 e 2000mg/L e seus controles. Aliquotas da fragdo liquida dos reatores foram
extraidas diariamente e analisadas por cromatografia i6nica, no caso do nitrato e,.
gasosa, no caso do etanol e do benzeno. Todos os resultados tiveram suporte estatistico.

Os resultados obtidos indicaram redugdes significativas dos contaminantes tanto
em nivel de balango de massa como em nivel de concentragdo. No caso do nitrato, os
resultados indicaram redugées de 27,6% da massa inicial. Para o etanol foram
observadas reducdes de massa superiores a 95 %. Ja para o experimento com o benzeno,
o percentual de redugdo em relagdo ao controle chegou a 99 %. Os resultados dos
experimentos também indicaram que o comportamento dos contaminantes nos reatores
foi bastante influenciado pela transpiragdo das plantas e que o processo de sorg¢do
também esteve presente, no caso do etanol e do benzeno. O potencial fitotoxico do
etanol foi demonstrado somente quando atingiu-se a dosagem de 2000fng/L. Apesar de
preliminar, este estudo revela o potencial da utilizagdo do chordo para a fitorremediagdo
de aquiferos rasos contaminados por nitrato, benzeno e etanol e também discute as

implicagdes da utilizagio desta tecnologia sobre o meio ambiente.
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ABSTRACT

The presence of organic contaminants in soils and groundwater has created a
great concern in the global world. Among the biological processes developed for the
clean-up of contaminated sites phytoremediation is an ascending technology and could
be better defined as the utilisation of plant especies to uptake, metabolise or convert and
also degrade organic contaminants to remediate contaminated soils, sediments and
aquifers. The purpose of this work was to investigate the ability of Salix babylonica
(Salicaceae family) in the vegetative uptake of nitrate, ethanol and benzene, which are
considered potentially groundwater contaminants.

To this end, cuttings of those trees were excised and allowed to root
hidroponically in half strength modified Hoagland’s inofganic nutrient solution. After
the rooting period, nitrate, ethanol ahd benzene were added at 160, 1500 and 20 mg/L,
respectively. The experiments were set with at least two treatments (planted and
controls). Another treatment with cultivatéd roots were included to verify the potential
for sorption of ethanol and benzene. Ethanol phytotoxicity was also investigated
through the assessment of transpiration rates between plants dosed with this compound
at 500, 100 and 2000mg/L and controls. The analysis were performed using ion
chromatography for nitrate and gas chromatography for ethénol and benzene.

The results showed clearly the effect of plants in removing chemicals from the
hidroponic solutions. For the  nitrate experiment, the results pointed for 27,6 %
reduction of the initial concentration and were expressed on a mass basis . For the
ethanol and benzene were observed reductions above 95 % of the initial concentration .
Thisr work also demonstrated the role of plant transpiration and sorption in the
behaviour of chemicals in thé reactors. Phytotoxicity responses were detected only at
2000mg/L ethanol. All results were supported by statistical analysis.

In spite of being a preliminary study, this work demonstrates the viability of the
utilisation of Salix babylonica trees for the clean-up of shallow aquifers contaminated
with nitrate, ethanol and benzene and also discusses the implications of this technology

for the environment as a whole.
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GLOSSARIO'
Para os termos botéanicos citados no trabalho.

Abscisao processo responsavel pela ruptura de um peciolo, pedinculo ou qualquer outro

tecido que suporte uma folha ou um fruto e o conecte a uma parte da planta:

Absorcio é realizada nos pélos absorventes, que sdo expansdes laterais das células da
raiz responsaveis por ampliar a superficie de absorgdo de égua, sals minerais e gases. A
agua se movimenta da solugdo do solo e por osmose entra na raiz, onde ¢ transferida de
célula a célula até o xilema por um gradiente osmético. O movimento \}em'cal da égua. no

xilema, apos a sua entrada na raiz, ¢ governado por trés fatores: a capilaridade, a pressio

positiva da raiz e e a sucgdo exercida pelas folhas quando transpiram. Ja a entrada de ions

da solugdo do solo para os pélos absorventes ocorre por processos passivos (sem gasto de

energia) ou ativos (com gasto de energia).

Apoplasto o sistema apoplastico (apoplasto) engloba os espagos intercelulares e também
os espagos entre as regides de contato entre as paredes celulares de duas células vegetais.
O apoplasto fomece uma corrente continua entre as células que favorece o movimento da

agua no xilema, o ar nas folhas e a acumulag¢do de produtos secretores.
Células corticais células que se localizam na regido periférica da zona apical das raizes.

Clorose condigdo patoldgica provocada por deficiéncia de clorofila e que se manifesta

por amarelecimento das folhas.

Coifa estrutura originaria de células da raiz com atividade meristematica e que abriga o .

seu ponto vegetativo, protegendo-o contra o ataque de microorganismos e contra o atrito.

Cuticula termo que se refere as camadas de cutina, substincia impermeabilizante que se

deposita sobre toda a superficie externa da folha.

" Extraido de Mauseth (1988) e de Castellane e Araujo (1995).
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Epiderme compreende a camada de células mais externa do caule, das raizes e

das folhas, com exceg¢do da regido da coifa.

Estaca termo que se refere a porgdo do caule, raiz ou folha excisado a partir de uma

planta parental e que abriga regides com atividade meristematica.

Estomato estrutura localizada na porgdo inferior das folhas, responsavel pelas trocas
gasosas (0, CO, e H,O-vapor) entre estas e a atmosfera. E através dos estdmatos que ha

liberagio da agua no processo da transpiragao.

Eucariotico este termo refere-se ao padrao de organizagao celular que apresenta sistema
intemo de membranas, incluindo a carioteca, esta ultima referindo-se a membrana

nuclear. Todas as células do reino vegetal e animal s3o células eucaricticas.
Fitotoxico téxico ou letal para, pelo menos, algumas plantas.

Floema sistema continuo de vasos condutores responsavel pelo transporte de
fotossintetatos (seiva orginica) produzidos nas folhas. As substancias organicas sdo
transportadas pelo floema a partir das folhas em diregdo as regides de crescimento como

raizes e apices de caule e, em fase reprodutiva, para flores e frutos.

Fotossintese processo celular responsavel pela produgio de substancias organicas a

partir de inorganicas. Através desse processo, células clorofiladas transformam a energia
luminosa em energia quimica ao produzirem glicose (molécula rica em energia) a partir

de agua e gas carbonico na presenga de luz.

Genotipo conjunto de genes de um ser vivo, que condiciona a manifestagdo de suas

caracteristicas.

Hidroponiva (cultivo em )cultivo de plantas sem solo que utiliza substrato liquido e uma
solugdo nutritiva que contém todos os elementos essenciais para o normal crescimento e

desenvolvimento das plantas.
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Lenticela a regido na casca de um vegetal adulto que contém células arranjadas de modo
a'permitir a difusdo de oxigénio a partir do tronco do vegetal para toda a planta, inclusive
as suas raizes. As lenticelas estdo presentes em espécies de plantas que se adaptaram a

regides de mangues ou de locais que costumam ficar periodicamente alagados.

Meristemas sio tecidos embrionarios com grande capacidade de multiplicagdo. A partir
da diferenciacdo dos meristemas é que originam-se todos os tecidos das plantas. Os
tecidos localizados no apice das raizes e do caule, além das gemas, sdo exemplos de
meristemas, cujas células mantém a capacidade multiplicativa durante toda a vida da

planta.

Micorrizas associagdo simbiética entre raizes de plantas e fungos. As micorrizas sdo

constituidas por estruturas filamentosas, as hifas, que possibilitam ampliar a superficie de
absorcdo de nutrientes pelas raizes. Para muitas espécies de plantas, as micorrizas sio

essenciais quando estas se desenvolvem em solos pobres.

Parede Celular quase todas as células vegetais sao envolvidas por uma parede celular

constituida de celulose, hemi-celulose, pectinas e proteinas.

Propagacio por estacas consiste na produ¢do de mudas de plantas independentes a

partir da indugdo de ramos ou raizes ,sob condigdes ambientais favoraveis, em caules,
raizes ou folhas excisados de uma planta parental. A nova planta produzida ¢ na maioria

dos casos, geneticamente idéntica a planta parental.

Senescéncia processo de envelhecimento de tecidos e orgdos de plantas caracterizado

por baixas taxas de atividade metabolica.

Vasculares (plantas-) termo que indica as plantas dotadas de vasos condutores como

xilema e floema. Aquelas sem a presenga destes vasos sdo denominadas avasculares.

Xilema sistema continuo de vasos condutores responsavel pelo transporte da agua e sais
minerais no vegetal. O xilema se inicia nas raizes, estende-se ao longo do caule e termina

nas folhas.
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CAPITULO I

INTRODUCAO

Oar,adaguaeo solb, que outrora se constituiam unicamente em fontes primarias
para a manutengéo da vida no pléneta Terra, atualfnente sdo, também, o meio pelo qual sdo }
transportados uma grande variedade de produtos quimicos antropogénicos, isto €, ’\
introduzidos no ambiente primaﬁamente como conseqiiéncia de atividades humanas, e que |
ameagam diretamente a nossa saide e comprometem seriamente 0s sistemas ecolégricos),
Segundo relatos. da Agéncia de Prote¢do Ambiental Norte-americana (EPA) os
contaminantes quimicos mais freqiientemente observados em aguas subterrdneas nos
Estados Unidos sdo nitratos, metais, pestlcldas petréleo e compostos quimicos organicos
voléteis. Atividades agrlcolas também s3o responsaveis por alteragdes significativas na
qualidade de aguas superficiais e subterrdneas nos Estados Unidos (Cohen e Mallard,
1993). Somente os pesticidas representaram, no ano de 1987, aproximadamente 434 mil
_ toneladas de contaminantes quimicos organicos potencialmente toxicos descarregados nos
campos e plantagdes dos Estados Unidos. Em 1988, o uso de fertilizantes totalizou
aproximadamente 19 rﬁilh(“)es_ de toneladas de nutrientes na forma de nitrogénio e fosforo
(Cohen e Mallard, 1993). Estudos realizados em Iowa (EUA) revelaram contaminagdes
por nitrato que excederam o limite maximo de contaminagdo (MCL) de 10 mg/L de NO3'N
em 18,3% dos pocos"da area rural da regido (Paterson e Schnoor, 1993). A ocorréncia de
pesticidas e nitratos em 4guas subterrdneas € considerado problema nacional nos Estados
Unidos uma vez que o abastecimento de agua de metade da populagdo total e cerca de 95%
das comunidades rurais é proveniente de aguas subterraneas (Schreiber, 1993).

- - . . . . A N\
A ocorréncia de contaminantes em solos, aguas superficiais e subterrdneas como

conseqiiéncia de acidentes ambientais também tem gerado preocupag¢des a nivel mundial. ,

A

Derramamentos de petroleo e seus derivados tém ocorrido com muita freqiiéncia em
diversos paises do mundo. Nos Estados Unidos foram registrados mais de 250.000 casos
de vazafnentos de gasolina oriundos de tanques de armazenamento subterraneos e a cada
semana 1.000 novos vazamentos s3o registrados em todo territorio norte-americano ,
(Santos, 1996). A este contexto soma-se também o crescimento da demanda urbana de
agua. No Estado da California (EUA), por exemplo, espera-se até 2010 uma queda
supérior a 30% no suprimento de agua (Bacci, 1994). Estes fatos, que preocupam a
sociedade em geral, estimularam varios paises a conceder carater prioritdrio as pesquisas

quanto & presen¢a, monitoramento e toxicidade de compostos quimicos em aguas
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subterraneas e superficiais.

Em paises industrializados, admite-se que 80% da incidéncia de cdncer seja de
origem ambiental. Nos Estados Unidos diversos estudos de laboratério levaram ao
conhecimento da populagdo o efeito carcinogénico, teratogénico e mutagénico 'de' vérios
compostos organicos sintéticos e; em 1972, o Congresso Norte-americano finalizou a
criagdo de uma ata federal inteiramente baseada no controle da poluigdo de sistemas
hidricos, incumbindo a Agéncia de Prote¢gdo Ambiental (EPA) de levantar uma relagdo dos
diversos poluentes detectados com maior freqﬁénéia em varios tipos de agua, objetivando,
assim, desenvolver um amplo programa para investigar e melhorar a qualidade das aguas |
naquele pais.

Com a implementagio do Plano Real a partir de 1994 e a estabiliiagﬁo da moeda, o\
governo brasileiro tem registrado nos ultimos 4 anos elevados indices de crescimento f

econdmico. A crescente demanda para a produgio de energia, minérios ,transportes,

insumos agricolas e petroquimica esta profundamente relacionada com aumentos na |

produgdo de substdncias quimicas de origem orgéanica ou sintética e, conseq.ﬁentemente,/ ;
com aumentos nos residuos e riscos de poluigio ao meio ambiente. A disposi¢do™
inadequada de efluentes liquidos e residuos s6lidos assim como as praticas inadequadas de
cultivo agricola e os acidentes ecoldgicos sdo acontecimentos freqiientes no cotidianoJ
urbano e exemplificam estes riscos. | -

Os problemas associados a presenga de compostos _quimicos no meio ambiente ja
foi prevista na legislagdo brasileira. No Estado de Santa Catarina, a ocorréncia de
compostos quimicos fere o artigo 3, se¢do II da Lei Estadual n® 14.250/1981. Em relagdo a
potabilidade das aguas destinadas ao abastecimento, a Resolugdo braéileira Conama 20/86
fixa em aproximadamente setenta os Vpadrc”)es de potabilidade para aguas doces, salobras e
salinas.

Embora prevista na legislagdo, existe ainda uma grande caréncia de dados no Brasil \
acerca da ocorréncia de compostos orginicos no meio ambiente e, principalmente, nos "‘f
sistemas aquaticos. A situagdo torna-se preocupante quando este problema esta vinculado |
ao abastecimento de aguas para a populagdo. Até 1993, foi demonstrado que as aguas
subterrdneas eram responsaveis por 51% do abastecimento nacional. Considerando -
vsomente o Estado de Sdo Paulo, o percentual para o abastecimento urbano advindo total ou
parcialmente de aquiferos subterraneos se elevava para 61% (Foster et al., 1993).

C Ao . N
Dentre os processos biologicos desenvolvidos para resolver problemas de :

(%4
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. , A D, - . Y,
contaminagdo de dguas subterraneas, a fitorremediagdo € uma tecnologia emergente que *

pode ser definida como a seleg@o e utilizagdo de espécies de plantas para extrair, assimilar, “
transformar e decompor certos contaminantes, para remediar solos, sedimentos e sistemas
de aqiiiferos contaminados (Schnoor ef al., 1995). A partir de estudos em escala piloto ;
de campo nos Estados Unidos, a fitorremediagdo mostrou-se bastante adequada para.o
tratamento de locais cuja contaminag@o esteja localizada em baixas profundidades (< 5m),
seja  por poluehtes orga‘micoé moderadamente  hidrofobicos  (hidrocarbonetos
monoafomé_ticos , solventes clorados e residuos de armamentos), por nutrientes em
excesso (nitrato, aménia e fosfato) ou por metais toxicos e radionuclideos (Hg, Pb, Cd, Zn
e 137Cs) (Schnoor ef al., 1995; Nyer e Gatliff, 1996). | |
Existem basicamente quatro mecanismos principais envolvidos na fitorremediagdo

de poluentes orgédnicos: 1) absorgdo direta de contaminantes e subseqlente transformagao
e acumulagio de metabolitos ndo-fitotdxicos nos tecidos da planta; 2) volatilizagdo de
compostos orgdnicos volateis e semi-volétéis através das folhas; 3) estimulagdo da
atividade microbial e de transformagdes na rizosfera através da liberagio de exudatos e
enzimas que estimulam a atividade microbial e promovem transformag¢des bioquimicas; e
4) inteﬁsiﬁcac;ﬁo da mineralizagdo na interface solo-raiz provocada pela associagio
simbiotica de fungos micorrizicos € colonias de bactéﬁas nas raizes (Anderson e Walton,
1995; Schnoor ef al., 1995; Burken, 1996).

Além da biomassa vegetal representar 99 % da biomassa viva do planeta terra e um'\;
valor 100 vezes superior a biomassa de microorganismos, as plantas estio envolvidas em |,
© NUMErosos Processos qu‘e tem uma relagdo muito intima com o destino dos residuos !
organicos despejados no meio ambiente. Por exemplo, estudos tem demonstrado que a
natureza diversificada das inumeras vias metabdlicas existentes no reino vegetal pode .
favorecer a biotransformagdo de varios compostos quimicos nos tecidos vegetais, o que :
indica o enorme 'potencial das plantas em alterar favoravelmente o destin_b quimico di"
muitos contaminantes (Nelessen e Fletcher, 1993).

~ Muito pouco se conhece acerca dos detalhes envolvidos nos complexos
mecanismos de transporte do carbono, nitrogénio, agua e oxigénio nas plantas superiores,
0s quais variam muito tanto em nivel intra como em nivel interespecifico (Burken, 1996).
A figura 1 mostra alguns dos principais mecanismos envolvidos no transporte destes
elementos para o género Populus sp., uma espécie arbérea que se desenvolve bem em

locais que costumam ficar saturados de agua.
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Figura 1 Fluxo de massa do oxigénio , da agua e de compostos quimicos para o género Populus
sp. (adaptado de Schnoor et al., 1995).

A familia Salicaceae € composta por espécies vegetais que toleram ambientes
saturados de agua. Em termos fisiologicos, espécies como o chordo e o salseiro, por
exemplo, apresentam caracteristicas que as tornam mais atrativas para serem utilizadas em
projetos de fitorremediagdo como:

e absorgdo direta de compostos organicos e posterior transformagao a metabolitos menos
toxicos (Briggs ef al., 1982; McFarlane et al., 1987; Burken, 1996);,

e habilidade em oxigenar a rizosfera, o que viabiliza aerobicamente a mineralizacdo de
compostos organicos (Schnoor ef al., 1995);,

e liberagdo de exudatos e incremento de matéria orgénica que estimulam a atividade
degradatoria de consorcios de microorganismos na rizosfera (Schnoor ef al., 1995),

e transpiragdo elevada, a qual pode influenciar o gradiente hidraulico de aquiferos e,
consequentemente, limitar e controlar o transporte de contaminantes orgénicos no solo
(Burken, 1996; Nyer e Gatliff, 1996).

De um modo geral, as espécies de arvores desta familia, conseguem, devido a
presenca de lenticelas, manter um fluxo continuo de oxigénio para as raizes mesmo
quando as condigdes se tornam anoxicas devido a saturacdo de agua. Estas caracteristicas,
aliadas a facilidade de cultivo, propagagdo direta e rapidez de crescimento, determinaram

investimentos macigos por parte do governo dos Estados Unidos na pesquisa €

4



melhoramento genético do género Populus Sp; Nas areas rurais do Estado de Iowa, a
utlizagdo de “poplars”, como € popularmente chamado este género nos EUA, vem
garantindo um certo €xito em diversos projetos relacionados a remogao e interceptagio de
contaminantes originados de fontes ndo puntuais como pesticidas e fertilizantes
nitrogenados. Plantadas em covas com 2m de profundidade, o que garante o
desenvolvimento de um sistema radicular profundo e denso, as raizes destas arvores
puderam interceptar o fluxo de contaminantes em dire¢@o a corregos da regido. No caso de
aguas subterraneas localizadas a baixas profundidades, estas arvores podein funcionar
como um filtro controlando e reduzindo a percolag@o vertical de contaminantes no solo e,
uma vez alcangando o nivel do lengol do aquifero, as raizes podem absorver certos
compostos organicos durante alguns periodos do ano (Paterson e Schnoor, 1992; Burken,
1996).

O objetivo deste trabalho foi investigar o potencial do chordo (Salix babylonica
Linnaeus - familia Salicaceae- Reitz, 1993) (figura 2) em cultivo hidropdnico, no processo
de absorgdo direta de substancias potencialmente toxicas a saide humana, como uma etapa
inicial no estudo da fitorremediagdo. Os critérios que culminaram com a seleg¢do do chordo
levaram em consideragdo a sua frequéncia no campus da Universidade Federal de Santa
Catarina/Florianopolis, o que facilitou na obtengd@o do material para a execugdo da parte
experimental do estudo, e também as suas caracteristicas fisiologicas descritas na literatura
como facilidade de propagagdo, crescimento rapido, habilidade em oxigenar a rizosfera ,
sobrevivéncia em locais que costumam ficar alagados e transpiragdo elevada (Schonoor et
al., 1995 e Nyer e Gattliff, 1996). Relatos adicionais demonstrando o potencial de espécies
da mesma familia, como é o caso do género Populus sp., na absorgdo direta e
mineraliza¢do de uma série de compostos quimicos na zona da rizosfera também foram
decisivos (Paterson e Schnoor, 1992; Paterson e Schnoor, 1993; Schonoor et al., 1995,
Burken, 1996).

O nitrato, responsavel pela “sindrome do bebé azul”, o etanol e o benzeno, este
ultimo considerado cancerigeno na faixa de ppb, foram os contaminantes selecionados
para o estudo. Originados como residuos de praticas agricolas, no caso do nitrato, ou a
partir de derramamentos de gasolina, no caso do etanol e do benzeno, estes compostos tém
em comum uma grande mobilidade no solo, o que contribui para que sejam facilmente

encontrados em aguas subterraneas.



A hipétese principal que direcionou a pesquisa foi que Salix babylonica cultivada
nos reatores seria responsavel por uma diminui¢do significativa da concentragdo ou da

massa dos contaminantes na solu¢do hidropdnica em relagio aos tratamentos controle.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e O estabelecimento de um sistema de propagagédo direta por meio de estacas para Salix
babylonica.

e O desenvolvimento de reatores que permitissem o estudo da absor¢do direta de
nutrientes e/ou contaminantes organicos através das raizes de plantas.

e O estudo e implementagéo de metodologias e estruturas apropriadas para a manutengo
das plantas e para a execugdo da parte experimental.

e A determinagdo do balango hidrologico para Salix babylonica no cultivo hidrop6nico.

e A determinagdo qualitativa e quantitativa do nitrato, etanol e benzeno na fase aquosa e
comparagdo dos dados obtidos entre os tratamentos com plantas e os controles.

o Investigagdes a respeito do efeito toxico do etanol sobre a fisiologia da planta,
evidenciado através de diferengas entre as plantas dosadas e o controle em relagdo a

transpiragdo diaria.

Figura 2 Exemplar do choréo (S. babylonica), fotografado no campus da UFSC, Florian6polis/SC.
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CAPITULO I
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estado da Arte da Fitorremediacdo

A fitorremediacdo € um processo natural que oferece a possibilidade de uma agéo
eficaz na remediagdo de areas contaminadas a partir da interacio entre plantas e
microorganismos. O termo fitorremediagdo pode ser aplicado tanto para a remediagdo de
contaminantes inorgdnicos como organicos. A fitorremediagdo de contaminantes
inorganicos (metais toxicos como Se, Hg, Pb, Cd e Zn e radionuclideos como o *’Cs)
originou-se a partir da descoberta de que certas arvores poderiam acumular niquel em 20%
da sua massa seca. Atualmente, plantas como a mostarda indiana (Brassica juncea),
considerada hiperacumuladora, ja estdo sendo utilizadas na remediagdo de locais
contaminados por chumbo em niveis considerados toxicos para os organismos (Brown,
1995). Para este fim, o contaminante, em uma etapa inicial, € acumulado até um
determinado nivel (com base no peso fresco) nos tecidos da planta que ndo estdo em
contato direto com o solo e, posteriormente, ocorre a sua remogdo do ambiente
simultaneamente com a retirada dos ramos e das folhas.

Segundo o Departamento de Energia dos EUA (DOE) as espécies de plantas
hiperacumuladoras sdo aquelas capazes de tolerar aproximadamente 100 vezes mais a
quantidade de metais toxicos em seus tecidos quando comparadas a plantas cultivadas no
mesmo solo. A selegdo de tais espécies levaria em conta as seguintes caracteristicas: altas
taxas de acumulagd@o ( mesmo em baixas concentragdes do contaminante), capacidade para
acumular varios metais, crescimento rapido, alta produgdo de biomassa e resisténcia a
doengas e pestes (Watanabe, 1997).

A utilizagdo de plantas hiperacumuladoras ndo é somente a unica opgdo para a
fitorremediagdo. A fitovolatilizagdo, ou seja, o processo de transformagdo de metais em
gases mediado pelas plantas, envolve a introduc@o do gene bacterial mercurio-redutase em
plantas do género Arabidopsis. Quando expresso na planta, este gene € responsavel pela
redugdo do mercurio a Hg (0), que o torna um gas, resultando assim na sua volatilizagdo.
Até mesmo ndo-metais como o selénio (Se) podem ser volatilizados quando transformados
em gases como o etilselenideo e o dimetilselenideo. No entanto, a volatilizagdo de metais
pesados requer, no minimo, muita investigagdo devido a sua alta toxicidade, mesmo na

forma gasosa (Watanabe,1997).



Para a fitorremediagdo de contaminantes organicos, a absor¢do direta de
contaminantes do solo ou de aguas subterrdneas pelas raizes se traduz em um
surpreendente sistema de remogdo, tendo uma boa aplicabilidade na remediagdo de areas
contaminadas por petroquimicos como combustiveis oriundos a partir de vazamentos dos

.
locais onde estes sdo armazenados, solventes clorados, pesticidas e fertilizantes. Contudo,
este sistema tem-se mostrado mais adequado em locais onde a contaminag@o ndo esteja
muito profunda e para compostos quimicos moderadamente hidrofobicos (coeficiente de
particdo octanol-agua, Log de K, entre 0.5 e 3). Incluem-se nesta faixa os BTEX
(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno), os solventes clorados (tricloroetileno) e muitos
compostos alifaticos de cadeia curta (Schnoor et al.,1995).

A absorgdo direta de contaminantes pelas raizes ¢ um processo que vai depender
bastante da espécie da planta, das suas taxas transpirativas e da concentragdo do composto
quimico na solug@o do solo. Também estdo envolvidas neste mecanismo as propriedades
fisico-quimicas do contaminante assim como a sua especiagd@o quimica. A transpirag@o €
um fator chave no processo de absorgdo direta e estara diretamente relacionada as
condi¢gdes ambientais como temperatura, umidade relativa do ar e do solo, e ventos
(Schnoor et al., 1995).

Paralelamente a absor¢do direta, as plantas podem auxiliar na biodegradagdo de
contaminantes organicos por meio da a¢do de transformagdes microbianas que ocorrem na
regido da rizosfera (localizada mais precisamente na interface entre a raiz e o solo) e que
poderiam ser principalmente induzidas: a) pelas raizes das plantas que em associa¢do
simbidtica com fungos micorrizicos ajudam na degradagdo de compostos organicos que
nio sdo transformados totalmente mediante a agdo de bactérias, e b) pela excregdo de
exudatos, que estimulam continuamente o crescimento e a atividade da flora microbiana.
Sob uma perspectiva mais ampla, a degradagdo de compostos quimicos pela agdo da
rizosfera pode ser explicada como uma conseqiiéncia do aumento da atividade microbiana
que, juntamente com a liberag@o de exudatos e a decomposigdo da biomassa radicular pode
promover as transformagdes bacterianas na medida que incrementa o carbono orgéanico no
solo. Finalmente, certas plantas possuem a habilidade de transferir oxigénio para as raizes
fornecendo um habitat propicio para a ocorréncia de transformagdes aerobias de
compostos quimicos no solo. Desta forma, comunidades microbianas sdo abundantes no
solo com a presenga da cobertura vegetal e colonias de bactérias representam de 4 a 10 %

da area superficial das raizes (Anderson et al., 1993).



2.2 A influéncia da vegetacdo no destino dos contaminantes

Atualmente € indiscutivel o papel das plantas na sociedade moderna por serem
extensivamente utilizadas na alimenta¢do humana, como fonte de combustivel e cada vez
mais consolidam o seu potencial na industria, seja esta de cosméticos ,quimica, téxtil
farmacéutica ou alimenticia. A influéncia da vegetag@o no destino quimico e bioldgico de
xenobidticos no meio ambiente tem sido avaliada principalmente em trabalhos na éarea de
pesticidas agricolas (Burken,1996). A maioria dos estudos inicialmente procuravam os
riscos potenciais que estes quimicos poderiam causar a saude humana e, assim,
investigavam as suas principais vias de entrada nas plantas, que representariam, como
porta de entrada da cadeia alimentar dos mamiferos, a principal rota de exposi¢do destes
quimicos a dieta humana (Bacci e al., 1990; Trapp et al.,1990; Hiilster ef al., 1994; Staci e
Hites,1995). Outros autores enfatizaram o estudo da absorgdo de quimicos pela vegetagao
porque esta ultima pode ter um papel muito importante no balango de massa de compostos
quimicos nos sistemas terrestres (Trapp e Matthies,1995).

A grande quantidade de informagdes obtidas por meio destes estudos revelou que
ha duas vias principais pelas quais os poluentes organicos podem ser absorvidos pela
vegetagdo. Os poluentes podem entrar na planta através da sua particdo do solo
contaminado para as raizes e, a partir dai, serem translocados na planta através do xilema,
ou também podem entrar na vegetagdo através da atmosfera por meio da deposi¢do dos
compostos na sua fase particulada ou gasosa sobre a cuticula serosa das folhas. Esta tltima
via inclui a absor¢@o do éontaminante pelos estdmatos e a sua posterior translocagdo pelo
floema.

As vias de acesso 5 planta, no entanto, dependem (1) das propriedades fisico-
quimicas do poluente , tais como a sua lipofilicidade, solubilidade em agua, pressdo de
vapor e constante de Henry; (2) das condigdes ambientais como temperatura, conteido de
matéria orgdnica e conteudo de agua do solo; e (3) da espécie da planta. Esta ultima
caracteristica engloba, por exemplo, a area superficial das folhas, que determina as suas
taxas de transpiragdo ou também o comprimento das raizes, que determina a eficiéncia de

absor¢do da planta (Simonich e Hites ,1995; Schnoor, 1995) (figura 3). A compreensdo das
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Figura 3 Mecanismo simplificado da absorgdo de poluentes organicos pela vegetagdo. O
mecanismo de absorcdo é mostrado em fungdo (f) da: sua particio na fase
vapor/particula na superficie foliar (V/P), coeficiente de parti¢do octanol-agua (K, ),
area de superficie da planta (AS), concentragdo de lipideos da planta (lipideos),
coeficiente de partigdo octanol-agua (K,y), solubilidade em agua (soly), constante de
Henry (Ky), conteudo organico do solo (org) e a espécie da planta. (adaptado de
Simonich e Hites, 1995).

principais vias de acesso dos contaminantes as plantas, no entanto, pode ser bastante
complexa se for considerada a grande quantidade de compostos quimicos poluidores
existentes, a grande diversidade de plantas e as complexas interagdes entre solo, agua e
raizes, e ar e folhas.

Os estudos cientificos responsaveis pela dificil tarefa de integrar os varios
processos que agem simultaneamente no destino dos compostos quimicos nas plantas se
utilizam basicamente de duas estratégias: a) de modelos matematicos que combinam as
propriedades fisico-quimicas dos contaminantes com as caracteristicas anatomicas das
plantas e seus processos fisiologicos, e b) da validagdo do modelo com a posterior
exposi¢do de plantas a diferentes compostos quimicos sob condigdes controladas em casas

de vegetacdo, cAmaras de crescimento e também em escala de campo (Trapp ef al., 1994).

10



A utilizagdo de pardmetros fisico-quimicos permite agrupar e selecionar o grande- numero
de compostos quimicos existentes para que se possa prognosticar o seu comportamento e
destino no meio ambiente. Deste modo, foi possivel concluir que os compostos quimicos
sdo absorvidos passivamente pela planta a partir do solo e se locomovem no sistema

apoplastico desta em resposta a um fluxo de agua (McFarlane et al., 1987).

23 Absorgﬁo direta de contaminantes pela vegetagcdo

2.3.1. A partir de cultivos em hidroponia

A absor¢do de um composto quimico pelas raizes pode ser descrita com base no
Fator de Concentragio na Raiz (RCF), foi definido por Briggs (ef al., 1982) como:

| RCF = cohcentrag:io na raiz/concentragdo na solugio exterior

Ja a sua eficiéncia de translocagdo nos ramos pode ser descrita com base nb Fator
de Transpiragio na Corrente Transpirativa (TSCF), que tem um valor maximo de uma
unidade e foi definido como sendo : )

TSCF = concentrag@o na corrente transpirativa/concentrag¢do na solu§§o exterior
Estudos realizados com a cevada permitiram avaliar a eficiéncia destes fatores com base
no coeficiente de partigo entre a agua e o octanol (Log K,vw) apresentado pelos compostos
quimicos, ou seja, na sua lipofilicidade. Assim, os valores encontrados para o RCF
aumentavam quando os .'compostos testados eram muito lipofilicos e diminuiam quando
estes eram polares (hidrofilicos), indicando assim que a absor¢do de compostos quimicos
pelas raizes pode ser conseqiiéncia de processos fisicos de sor¢do ao invés de processos
bioquimicos e que poderiam ser explicados: (1) pela parti¢do do composto quimico entre a
' camada de células lipofilicas da raiz (hidrofobica) e a solug@o exterior e (2) pela fragdo da
raiz que € aquosa e igual em concentragdo em >re1a<;§o a solugdo externa e localizada entre
os espagos intercelulares. Deste modo, a sorgdo de compostos quimicos nas raizes foi
descrita por meio de uma relagdo derivada a partir da equagdo da reta obtida em fungéo do
Log K, (Briggs et al., 1982) (figura 4A) De maneira similar, a translocagdo de compostos
quimicos nos vegetais, que envolve um movimento passivo dos compostos na corrente
tfanspirativa, também foi relacionada em fun¢io da hidrofobicidade exibida pelos
compostos quimicos. Em estudos com inseticidas da classe dos O-metilcarbamoiloximas e

seus analogos foi determinado uma eficiéncia maxima de translocagdo (TSCF) para alguns
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compostos que apresentavam valor para o Log Kow proximo ou igual a 1.8. Estes
resultados permitiram derivar uma relagdo fisico-quimica e também visualizar uma curva
Gaussiana para ilustrar o TSCF em fun¢do do Log de Kow (figura 4B). Com base nestes
estudos foi possivel concluir que a eficiéncia maxima de translocagdo nos tecidos vegetais
pode ser alcangada para compostos quimicos que exibissem Log Kow entre 0,5 e 3.
Portanto, a translocagdo para compostos exibindo baixa hidrofobicidade (Log de K <
0.5) pode estar limitada pela camada lipoprotéicas das membranas das células que formam
a epiderme das raizes. Por outro lado, para os compostos altamente hidrofobicos (Log de
Kow > 3.0), o fator limitante para a sua translocagdo na planta € a sua lipofilicidade que
contribui para aumentar o seu potencial de sorgdo as raizes, reduzindo a taxa de transporte
para os ramos até as folhas. Finalmente, os compostos que apresentam hidrofobicidade
moderada (Log de K, no intervalo entre 0.5 e 3.0), uma vez estando sorvidos a ré.iz,
apresentam uma maior probabilidade de ultrapassarem as membranas do xilema apos
atingirem o equilibrio e alcangarem, assim, a corrente transpirativa, o que explica o seu
valor de TSFC proximo a uma unidade (Briggs ef al., 1982).

Estudos mais recentes com a absor¢do de compostos orgénicos ndo volateis
(atrazine, Royal Demolition Explosive e fenol), semi-volateis (anilina, nitrobenzeno,
pentaclorofenol) e volateis (BTEX) para o género Populus sp. demostraram uma nova
relagdo para o TSCF por meio da alteragdo dos coeficientes da equagdo utilizada por
Briggs (Burken, 1996). Os resultados obtidos para estes compostos indicaram um desvio
do apice da curva gaussiana encontrado em fungdo de Log Kow = 1.8 para um valor
ligeiramente maior (Log de K,y = 2.45). Sendo assim, compostos como o TCB e o
pentaclorofenol, que sdo mais hidrofobicos, tenderam a ficar adsorvidos ao tecidos da raiz,
ficando impedidos de entrar na cofrente transpirativa ,0 que também foi observado com
compostos menos hidrofobicos , como a anilina, RDX e o fenol (figura 5).

Diferengas na morfologia e no contetido lipidico das raizes de plantas de varias
espécies também podem influenciar na absorgdo de contaminantes orgénicos lipofilicos

devido a processos de adesdo e parti¢do destes a camada de células lipidicas das raizes.
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Figura 4 Relagdes obtidas por Briggs (et al.,1982) para a absorgdo de quimicos pelas raizes (expresso pelo
fator de concentragdo da raiz - RCF) (A) e para a sua tranlocagio nos ramos (expresso pelo fator de
concentragio na corrente transpirativa - TSCF) (B) em fungio do coeficiente de particdo

octanol/dgua (expresso pelo Log K,.) para inseticidas da classe dos O-metilcarbamoiloximas e

seus anilogos.
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Figura 5 Relagdo entre a translocagio de quimicos pelos ramos (expresso pelo fator de concentragdo na
corrente transpirativa- TSCF) e o coeficiente de partigio octanol/agua (expresso pelo Log Ki.) A
linha pontlhada representa a relagdo desenvolvida por Briggs (et al. 1982) ¢ a linha cheia

representa a relagdo desenvolvida por Burken (1996) para compostos orginicos voldteis.
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Por exemplo, estudos relataram que a absorgdo de dieldrin foi mais pronunciada em
beterraba do que em relagdo a batata, milho, cenoura e alfafa. Ja para' os inseticidas
organoclorados, a absorgdo foi maior em cenoura do que em outras raizes como nabo,
batata e rabanete. A presenca dc canais lipidicos na cenoura e na beterraba, neste caso,
pode ter contribuido para intensificar a translocagdo destes compostos quimicos no tecido

vegetal (Ryan ef al., 1988).

2.3.2- Absorcdo direta no solo

A absor¢io de compostos quimicos presentes no solo esta relacionada a processos

que influenciam decisivamente no destino e impacto destes na comunidade vegetal.

Fatores como pH, conteudo de matéria organica, conteido de argila e de agua no solo e

biodegradagdo por microorganismos aliados as caracteristicas fisicas e quimicas dos

- compostos, vao determinar a sua distribuigdo entre as fases aérea, solida e liquida do solo
(figura 6). -

Os primeiros estudos de absorgdo e translocagdo em plantas revelaram os efeitos da

'sorg:éo e desorgao de quimicos a matéria organica no solo. Por exemplo, o pesticida aldrin

apresenta-se em concentragdes mais elevadas nas raizes de erviltha crescidas na presenga

de solo quartzo-arenoso do que em raizes da mesma planta cultivadas em solo com alto

teor de matéria organica (Ryan et al.,1988). A absorgdo de ['*C] atrazina através de estacas
do género Populus sp cultivadas em solo arenoso contendo silica ¢ maior do que a sua

absorgio em solos siltosos com um teor de matéria organica de 2.2%. Em 22 dias de

experimento as estacas-acumularam 91% do ['“C] atrazina aplicado enquanto que, em solo

contendo matéria orginica, esta porcentagem decresceu para 11 % apds 126 dias. As

diferencas encontradas neste estudo em relagdo a absorg¢do foram devidas as taxas de

transpiragdo, que foram mais elevadas no solo sem a presenga de matéria orgénica, € ao

menor efeito de sor¢do da atrazina as fragdes organicas e minerais do solo arenoso. A

elevagdo nas taxas de transpiragdo sdo explicadas pela menor capacidade de retengdo de

égﬁa no solo arenoso (capacidade de campo) que aumentou o conteido de 4gua disponivel

as raizes (Nair et al., 1993).
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Figura 6 Processos sofridos por compostos quimicos no solo (adaptado de Ryan ef al.,1988).

A absorg¢ido de compostos quimicos volateis pela por¢do aérea das plantas a partir
de solos esta relacionada a dois principais processos: 1) a sua volatilizagdo e 2) a sua
deposi¢@o a partir do ar por sobre a superficie das folhas. A volatilizagdo ¢ um processo
que depende das propriedades fisico-quimicas dos compostos, das propriedades fisicas do
solo e também das condigdes climaticas do local. Caracteristicas como pressdo de vapor (a
qual varia de acordo com a temperatura ambiente), solubilidade em agua, capacidade de
sor¢do a fragdo orginica e mineral do solo, conteudo de agua do solo, umidade relativa e
intensidade dos ventos sdo os principais fatores que podem influenciar na taxa de
volatilizagdo de determinados compostos quimicos. A utilizagdo da constante de Henry
tem permitido agrupar certos compostos orgénicos que na forma de vapores apresentam
potencial para a sor¢do as partes aéreas da planta. Uma constante de Henry de 10 pode
ser usada como ponto de transi¢do entre o movimento de compostos quimicos na solugdo
do solo e a sua parti¢do para a fase vapor. Sendo assim, compostos com valores maiores

que 10™ sdo candidatos em potencial para este processo de sor¢do (Ryan et al., 1988).

2.4 Detoxificacdo de contaminantes no tecido vegetal

A fragdo de compostos orgdnicos que ndo € volatilizada e que permanece dentro ou
incorporada no tecido vegetal possui uma profunda relagdo de causa e efeito com o risco
potencial para a contaminagdo da cadeia alimentar. Este risco estd associado a

possibilidade de que uma vez incorporado ao tecido vegetal, processos relacionados a
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senescéncia e a abscisdo das folhas e a posterior decomposigéo deste material organico no
solo possam novamente reintroduzir o contaminante no meio ambiente.

Atualmente acredita-se que a translocagdo para as folhas seja um destino final
pouco provavel para a acumulagd@o de compostos organicos. Muitos estudos, portanto, tém-
se direcionado na biotransformagdo de contaminantes em residuos que permanecem
incorporados ao tecido vegetal, pois a sua transformagdo em catabdlitos, via metabolismo
vegétal, ¢ um destino mais desejavel do que a volatilizagdo para a atmosfera. Além do
mais, muitos destes residuos, além de se encontrarem em um estado insoluvel e
potencialmente imovel nos tecidos vegetais, apresentam um potencial toxicoldgico inferior -
ao composto original, o qué sugere um menor potencial de risco ao meio ambiente.
Schnabel (ef al., 1997), objetivando monitorar o destino final do TCE, sugeriram que este
composto apos absorvido pelas plantas, foi transformado e incorporado ao tecido vegetal.
A presenga da enzima P-450 c1tocromo e o do glutatlone em plantas pode favorecer estas
transformagdes, pois em sistemas eucarioticos as vias envolvidas no processo de
transformagdo do TCE estao relacionadas ao envolvimento de tais enzimas.

" Estudos adicionais com suspensdes de células hibridas de Populus trichocarpa x P.
deltoides dosadas com [**C]TCE comprovaram que as p]ar;tas sdo capazes de transformar
e mineralizar este composto sem qualquer envolvimento com 0 metabollsmo microbiano
presente na reglao da rizosfera. Nas suspensdes celulares, o [”C] TCE foi convertido a
tricloroetanol e a acido di e tricloroacético, e também a dioxido de carbono. Porg¢des
radioativas deste composto também foram encontradas sob a forma de um residuo
insolivel, o qual foi provavelmente originado a partir de um processo abidtico e que
resultou na incorporagdo do TCE a parede celular ou as membranas das células vegetais.
Apesar dos efeitos toxicos do TCE sob a forma de residuos em plantas serem ainda
desconhecidos, analises realizadas a partir de residuos de pesticidas ndo revelaram nenhum
efeito toxico quando ministrados a animais (Newman et al., 1997). |

Residuos insoliiveis do pesticida atrazina também foram detectados em estacas do
género Populus sp. (Burken, 1996). Neste estudo foi demonstrado que as reagbes
responsaveis pela transformagdo da atrazina ocorreram ao longo da sua rota de
translocagdo na planta decrescendo em concentrag@o a partir do solo em dire¢@o as folhas.
A detec¢io da amelina e de produtos.-hidroxilados e dealkilados (PHDA) nos tecidos
foliares indicaram claramente que o género Populus sp. possui um sistema enzimatico

capaz de assimilar e transformar a atrazina por meio de sucessivas dealkilagdes e
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hidrolizagdes, sendo este mecanismo muito semelhante as vias aerdbias de degradacdo
microbiana descritas para este composto na literatura (figura 7). As reagdes envolvidas
neste sistema ocorreram ao longo da via de translocagdo na planta de modo sequencial, o
que sugere que, posteriormente a absor¢do da atrazina pela planta, houve a sua
subsequiente degradagdo, culminando com a formagdo dos PHDAs. Acredita-se que estes
compostos sejam produtos com potencial toxicolégico muito inferior ao do composto
original.

A transformagdo do trinitrotolueno (TNT) nos tecidos do género Populus sp.
também foi demonstrada recentemente. A sua transformagdo ocorreu principalmente nos
tecidos da zona das raizes, onde este composto foi transformado a 4-amino-2,6-
- dinitrotolueno (4-ADNT), 2-amiho-4,6-dinitrolueno (2-ADNT) além de outros metabolitos
que n3o puderam ser identificados mas que apresentaram maior polaridade que o TNT.
Especulou-se que a détecgéb de residuos, como € o caso do 4-ADNT e do 2-ADNT
poderiam estar relacionados com a possivel produgdo do 2,4-diamino-6-nitrotolueno, cuja
origem ainda € incerta. Caso fosse verdade, este género possuiria um mecanismo. de
detoxifica¢do para o TNT muito semelhante as vias de degradagdo aerdbia deste composto

no solo (Thompson et al., 1998).

2.5 Influéncia da rizosfera

A rizosfera é o termo convencionado para indicar a zona do solo influenciada pelas
raizes, sendo considerada o denominador comum no que concerne a sua interagdo com 0
ambiente bidtico e abidtico ao seu redor (Bowen e Rovira, 1991). Em nivel bidtico, estas
intera¢des envolvem a associagdo das raizes das plantas com a comunidade microbiana
presente no solo numa relagdo positiva que pode ser benéfica para ambas as partes e,
assim, ser persistente; ou esta associagdo pode ter efeitos négativ.os que influenciam
profundamente no crescimento e na sobrevivéncia das espécies envolvidas. De um modo
geral, muitos dos microorganismos que estdo associados com as raizes das plantas, sejam

estes benéficos (tais como as bactérias nitrificantes ou os fungos micorrizicos) ou nocivos
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Figura 7 Mecanismo proposto para a degradacdo da atrazina nos tecidos do género Populus. DEA=

dietilatrazina, HA= hidroxiatrazina, DIA= deisopropilatrazina,
DIHA=deisopropilhidroxiatrazina; DEHA= dictilhidroxiatrazina, DDA=
didealkiltedatrazina, PHDA= produtos hidroxilados e dealkilados (adaptado de Burken,
1996).
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(patogenos) sdo influenciados pela rizosfera, a qual ird determinar a persisténcia € a
influéncia destes sobre a planta hospedeira.

A interagdo entre plantas e a comunidade de microorganismos na rizosfera é
considerada bastante complexa. As raizes das plantas fornecem um micro-habitat
adequado a proliferagdo de microorganismos do solo. Por outro lado, os microorganismos
- podem intensificar a disponibilidade de nutrientes para as plantas, diminuir a
vulnerabilidade a patdgenos, sintetizar fatores de crescimento para a planta e decompor a
matéria organica presénte no solo (Walton e Anderson, 1990). O aumento na atividade e
no crescimento microbiano no solo em fungdo da presenca de plantas é denominado efeito
da rizosfera e muitos autores correlacionam este efeito com a elevagio nas taxas de
degrada¢do de certos compostos organicos no solo (Burken , 1996).

A liberagdo de materiais orgdnicos na rizosfera partir das raizes constitui a forga
motriz para a proliferagdo de microoganismos nesta regido, determinando aié certo ponto a
especificidade destes. Do total de carbono fotossintetizado pelas plantas, 10 a 20% sdo
liberados no solo por meio das raizes. Bowen e Rovira (1991) classificaram, de acordo
com a sua origem, os 5 constituintes organicos liberados pela rizosfera (figura 8):

a) exudatos - compostos de baixo peso molecular que sdo liberados passivamente pela
- célula a favor de um gradiente de concentragio;
b) secregdes - compostos com alto ou baixo peso molecular liberados ativamente pelos
tecidos da raiz; _
c) lisatos - liberados pela autolise das paredes das células da epiderme;
'd) mucilagem vegetal — pode ser de 4 tipos :
e originarias da coifa das raizes e secretadas pelas vesiculas de Golgi;
e mucilagens secretadas pelos pélos absorventes que possuem somente paredes
primarias;
e hidrolisatos de polissacarideos originados da parede celular primaria e localizados
entre a epiderme e as células da coifa. Estas células, uma vez mortas, sdo liberadas
como resultado da agdo abrasiva do solo para se decomporem e,
e mucilagem prodixzida pela degradagdo bacteriana das células mortas da epiderme.
e) mucigel — material de consisténcia gelatinosa constituido por mucilagem vegetal de
origem natural e modificada, células bacterianas e seus produtos metabolicos, coloides
minerais e matéria organica do solo. O mucigel € um produto resultante do complexo raiz-

solo-microorganismos com propriedades morfolégicas e bioquimicas distintas.
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Figura 8 Diagrama da raiz mostrando a origem dos materiais organicos na rizosfera. 1- exudatos,
2- secregdes, 3- mucilagem vegetal, 4- mucigel, 5- lisatos (adaptado de Bowen e Rovira,

1991).

As fragdes constituidas por exudatos, lisatos e secregdes perdidas para o solo

sdo compostas na sua maioria por agucares, aminoacidos e acidos organicos, € sdo

prontamente utilizados como nutrientes pelos microorganismos do solo. Tais fragdes sdo

ainda responsaveis quantitativa e qualitativamente pelos microorganismos que irdo

colonizar a rizosfera. A composigdo da comunidade microbiana na rizosfera também ¢

dependente do tipo da raiz, da espécie vegetal, da idade da planta e do tipo de solo.

2.7 Biodegradac@o de compostos organicos na rizosfera

A maioria das primeiras observagdes sobre as transformacdes microbianas de

compostos organicos na rizosfera foram feitas com a utilizacdo de agroquimicos.

21



Inicialmente, a biodegradacdo era evidenciada através do decréscimo na persistéhcid de
agroquimicos no solo como uma conseqiiéncia direta do aumento da biomassa de
‘microorganismos na regido da rizosfera. Posteriormente, foi demonstrado que a rizosfera
submersa de espécies vegetais como o arroz, cuja interface aerdbia-anaerdbia se localiza
proximo a superficie, favorecia a clivagem do anel do paration. Os aumentos observados
nas taxas de degradagio por a¢do microbiana, neste caso, foram relacionados a
decréscimos na concentragdo de oxigénio no local (Anderson et al., 1993).

A presenca de exudatos como fonte de carbono e de. energia para os
microorganismos forneceu hipoteses adicionais de que estes substratos seriam os
responsaveis pela proliferagio de microorganismos na rizosfera. Tais conclusdes foram
obtidas através de estudos que demostraram uma mineralizagdo significativamente mais
acentuada da atrazina a partir de substratos fornecidos a estacas do género Populus sp. de
base vegetal quandb comparados a substratos de origem inorgénica (Burken, 1996).

Teoricamente, alguns destes substratos podem facilitar a biodegradagdo de
contaminantes organicos promovendo a indugfo enzimatica de processos catabolicos nos
microorganismos, servindo de substrato primario para transformagdes cometabolicas ou
simplesmente promovendo o crescimento de fenotipos especificos. Anfagom'camente,
alguns dos compostos presentes nos exudatos podem exércer efeitos negativos na
degradagdo de xenobidticos. Processos de repressdo catabolica, diauxia e o aumento da
capacidade de sorgdo do composto ao solo mascarando a sua biodisponibilidade sdo alguns
destes efeitos. No entanto, a maior parte da literatura descreve a rizosfera como um
ambiente benéfico para degradagido de contaminantes (Jordhal ef al, in press).

A freqﬁenfe ocorréncia de alteragdes nas estruturas moleculares de substancias
quimicas presentes na rizosfera sugere também um envolvimento multiplo de
microorganismos, ou seja, a um consoércio microbiano, ao invés do envolvimento de
apenas uma populacdo de uma comunidade (Anderson et al., 1993). A rizosfera de arvores
do género Populus sp, por exemplo, pode ser colonizada por diferentes fenotipos de
microoganismos como os denitrificantes, as bactérias gram negativas do género
Pseudomonas sp. e aqueles que degradam BTX. Além disso, a rizosfera destas arvores -
pode potencializar o crescimento de fenotipos especificos sem exercer uma pressdo
seletiva sobre estes (Jordhal et al., i press)

Estudos de campo também foram efetuados com o objetivo de verificar o efeito da

rizosfera na degradagdo de hidrocarbonetos do petroleo. Para este proposito, uma érea foi
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divida em quatro blocos, sendo trés destes cultivados com plantas de espécies diferentes e
um bloco destinado ao controle (sem vegeta¢do). Apos nove meses de estudo observou-se
que a concentragdo total de hidrocarbonetos do petrdleo nos blocos que continham
vegetagdo decresceu numa taxa significativamente maior quando comparada ao controle.
Tais diferengas foram atribuidas a variagSes na estrutura da comunidade microbiana da
rizosfera, uma vez que a densidade microbiana encontrada entre as amostras da rizosfera e
do controle foram similares. Ensaios posteriores concluiram que a estrutura da comunidade
microbiana também varia de acordo com a espécie da planta testada (Banks ez al., 1997).

A associagdo mutualistica das raizes de plantas com fungos micorrizicos se
constitui numa ferramenta ainda mais poderosa para auxiliar a degradagdo de compostos
quimicos na rizosfera. Atualmente sabe-se que 80% das espécies de plantas associam-se
simbioticamente com micorrizas 0 que torna a rizosfera um ambiente adequado para este
tipo de colonizagdo. Neste tipo de interagdo, ambas as partes envolvidas se beneficiam. As
plantas, por um lado, podém suprir a demanda de carboidratos necessaria para os fungos
enquanto as suas hifas aumentam consideravelmente a superficie das raizes otimizando,
assim, a absor¢do de nutrientes pelas plantas, especialmente o fosforo, potassio e
nitrogénio. Além do mais, admite-se que os fungos micorrizicos podem produzir as
enzimas necessarias para degradar até as mais complexas moléculas de compostos
organicos. Algumas enzimas isoladas de fungos micorrizicos responsaveis pela atividade
de degradag@o sdo a é.milase, xilanase, manase, polifenol oxidase, protease, esterase e
celulase. Apesar da capacidade latente da degradagio de compostos quimicos por fungos
micorrizicos, ainda é desconhecido o potencial destes microorganismos em estudos em

nivel de campo (Burken, 1996).

2.7 Contaminantes abordados no estudo
2.7.1 Nitrato

No Brasil a agricultura tem ocupado um setor bastante expressivo na economia. Tal
atividade é responsavel por gerar grandes quantidades de insumos agroquimicos para
garantir aumentos de produtividade, os quais sdo indispensaveis. para atender a uma
demanda crescente de alimentos tanto interna como externa. As fontes ndo puntuais, como

a aplicagdo de fertilizantes e agrotoxicos em zonas agricolas, geram residuos que, uma vez
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armazenados de maneira inadequada em aterros clandestinos, podem, em contato com as
aguas das chuva, lixiviar grandes quantidades de contaminantes para as aguas
subterrdneas. O ion nitrato (NOj3’), que é uma molécula residual de fertilizantes
nitrogenados, ¢ facilmente percolado no solo junto com as aguas da chuva, o que aumenta
o potencial de contaminag¢do de aguas subterraneas (Bacci, 1994 ). A metemoglobinemia
ou “sindrome do bebé azul” ¢ causada pela ingestdo de nitrato na agua. Uma vez ingerido,
o nitrato € transformado a nitrito no trato digestivo. Alcangando a corrente circulatéria, o
nitrito impede a oxigenagdo do sangue e pode levar bebés e criangas a morte por asfixia
(Bitton, 1994).

No Brasil, diversos estudos revelaram a presenga do nitrato no solo em
profundidades varidveis € em quantidades que correspondem de 2 a 5% do total aplicado
sob a forma de fertilizante (Reichardt er a/.,1979; Meirelles et al.,1980; Beltrame et al,
1992). Segundo alguns destes autores, a presenga de ions nitrato em perfis do solo pode
significar reflexos negativos no que diz respeito a poluigdo de dguas subterraneas. O oeste
do Estado de Santa Catarina, regido de destaque na suinocultura nacional, também tem
produzido um quadro critico quanto a poluigdo proveniente do manejo de dejetos animais.
A coleta e reciclagem do esterco de suinos visando a sua utilizagdo posterior como
fertilizante ¢ uma pratica que tem sido estimulada na regido como uma alternativa para
diminuir a sua emissdo no meio ambiente. No entanto, estudos com amostras de esterco
liquido provenientes de 8 municipios da regido demonstraram que 42% dos produtores que
adotaram esta pratica apresentafn problemas de manejo, transporte e aplicagdo do esterco,
o0 que traz como conseqiiéncia o seu derrame no solo. Tais praticas podem acarretar sérios
danos ambientais, pois alguns estudos revelaram que 1/3 do nitrogénio das amostras
apresenta-se sob a forma de ions nitrato e, portanto, apresentam perigo real de
contaminagdo de aqiiiferos subterraneos (Scherer et al.,1995).

A utilizagdo de plantas constitui uma ferramenta bastante atil para a remediag@o de
aqiliferos contaminados por nutrientes como a amoénia e o mnitrato. A presenga do
nitrogénio nestas moléculas constitui uma fonte elementar ao desenvolvimento das plantas.
Nesse caso, uma vez em contato com estes ions, naturalmente ocorrera a sua absor¢io por
parte do seu sistema radicular. Estudos objetivando investigar o transporte do nitrato a
partir da sua aplicagdo como fertilizante em zonas agricolas do Estado lowa concluiram
que a absorgdo deste ion por parte da vegetagdo € bastante significativa . A partir de

comparagdes entre amostras da solug@o do solo de locais com a presenga de vegetagdo € os
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controles (sem vegetagdo) foi possivel demonstrar que “poplars” e os cultivares de milho
da regido reduziram significativamente a concentra¢do de nitrato. Através da utilizagéio de
equagbes que relacionam ‘a taxa de crescimento médio de arvores (5,4g
biomassa/arvore/dia) e a fragdo da biomassa das plantas que € composta por nitrogénio
(=2%), os autores puderam estimar que, do total de nitrato aplicado, ﬁm ter¢o (33%) foi
absorvido e armazenado nos tecidos das arvores apds o periodo de estudo (Paterson e
Schnoor, 1992). -

2.7.2 Benzeno

A contaminagdo de dguas subterrdneas ocasionada por derramamentos de petroleo
e seus derivados tem causado preocupagdo em S3o Paulo e em diversas outras cidades do
pais. Em numerosos casos, tais acidentes tém ocorrido durante o transporte ou corrosio das
canalizagdes e dos tanques de armazenamento subterrdneo. Em Joinville, SC, a prefeitura
local realizou estudos com 65 postos da cidade e constatou que somente um ndo
apresentava problemas de vazamento de combustivel. Sabendo-se que no Brasil existiam,
até 1995, aproximadamente 27.000 postos de gasolina, € desconhecida atualmente a
quantidade de vtanques que podem estar com vazamentos (Corseuil e Marins, 1997) .
Em um derramamento de gasolina uma das principais preocupagdes € a
Vconta.lminagio de aqﬁiferos subterrdneos que sejam usados como fonte de abastecimento de
dgua para o consumo humano. Por ser pouco soluvel em agua, a gasolina derramada, em
contato com a agua subterrinea, se dissolvera parcialmente. Os hidrocarbonetos
monoarorhéticos do grupo BTEX (benzeno, etilbenzeno; tolueno e xileno) que s3o os
constituintes com maior solubilidade em agua e mais moveis da fragdo da gasolina serdo
os primeiros contaminanté"sv a atingir o lengol freatico. Estes contaminantes sao
considerados substancias perigosas por serem depressantes do sistema nervoso central e
por causarem leucemia em exposigdes cronicas. Dentre os BTEX, o benzeno ¢é considerado
0 mais téxico por ser uma substincia com alto potencial cancerigeno o que lhe confere um
padrdo dé potabilidade baixissimo (10 pug/L), segundo as normas do Ministério da Saide
(Corseuil e Marins, 1997). _
Uma grande variedade de processos fisico-quimicos e biologicos tém- sido-
utilizados na remog¢do de hidrocarbonetos de petroleo puro e de outros compostos

quimicos organicos dissolvidos na 4gua subterrdnea ou presentes em sistemas de solo
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subsuperficial. No entanto, longos periodos de tempo e altos custos estio normalmente
associados a estas tecnologias de descontaminag@o.

As caracteristicas apresentadas pelos BTEX durante o processo de contaminagdo
contribuem para que estes compostos sejam remediados pela agdo da vegetagdo. Por serem
estruturalmente mais leves que contaminantes liquidos de fase ndo aquosa (NAPL), estes

compostos podem ser encontrados sempre proximos a superficie, o que facilita o seu

alcance pelas raizes das plantas. Outro fator favoravel que estas substincias apresentam

sdo valores para o Log de Kw que se encaixam dentro da faixa considerada 6tima para

serem absorvidos pelas raizes de plantas (Ryan ez al., 1988).
2.7.3 Etanol

A gasolina comercializada no Brasil € bastante diferenciada de outros paises pois €
misturada com 22 % de etanol. Deste modo, no caso de contaminagio do lengol freatico,
as interagdes entre o etanol e os compostos BTEX podem causar um comportamento
completamente diferente no deslocamento da pluma daquele observado pelos paises que
utilizam gasdlina pura. Existem basicamente trés aspectos principais que podem afetar o
comportamento dos hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno em sistemas subsuperficiais na preséng:a do etanol (Fernandes e Corseuil, 1996,
Santos et al., 1996) : ' )

e apossibilidade do aumento da solubilidade dos BTEX em agua;
e apossibilidade do aumento da mobilidade dos BTEX dissolvidos na 4gua subterranea,
e e a possibilidade de que a presenga do etanol possa dificultar a biodegradagdo na‘;ural
dos BTEX, o que pode contribuir para aumentar a persisténcia destes compostos na
agua subterranea. |
 Uma vez que o etanol é completamente solivel em 4gua, a sua concentragdo devera
ser maior que a dos compostos BTEX em aguas subterraneas contaminadas com misturas
de etanol ¢ gasolina. Da mesma forma que compostos soluveis tém um menor potencial de - |
sor¢do, o etanol tera uma mobilidade maior na agua subterranea, o que podera ocasionar
uma diminui¢do no retardo do deslocamento dos BTEX em fung¢do da sor¢do destes ao
solo. A estes fatores soma-se também o fato de que o etanol pode ser preferencialmente -
degradado em detrimento dos BTEX e desta maneira consumir todo o oxigénio necessario

para a degradagdo natural dos hidrocarbonetos monoaromaticos - (Santos, 1996).
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CAPITULO 11
MATERIAL E METODOS

3.1 Alguns dados sobre a espécie

Segundo Reitz (1983), Salix babylonica - Linnaeus compreende arvores didicas,
facilmente identificadas pelos seus ramos longos e flexiveis. Suas folhas apresentam-se
serrilhadas e com colaragdo verde-cinza por baixo. A espécie apresenta-se- com
inflorescéncias masculina e feminina delgada, mais ou menos densamente floridas e com
alguns pélos na base. Os frutos sdo em forma de capsulas pequenas, ovoide-cOnicas e
glabras (sem a presenca de pélos). A origem desta espécie, que ndo € nativa do Brasil,
ainda ndo esta esclarecida. Cogita-se qhe poderia ter sido introduzida no Oriente Médio
através de antigas rotas comerciais (570 a.c.). Contudo, o chordo tém sido muito cultivado
como arvore ornamental, podendo ainda ser utilizado como fixador do solo tanto nas
margensm dos rios como nas lagoas e barragens. Dentro da medicina popular a mastigagao
da sua casca é bastante recomendada pelo seu efeito analgésico, o qual é desencadeado
pelo salicilato, principio ativo da aspirina, analgésico que ¢ consumido no mundo em

100.000 toneladas anuais.

3.2 Procedimentos para a coleta das estacas

A selecdio das estacas ocorreu a partir de um unico genétipo de Salix babylonica
(Familia Salicaceae) crescido no campus da UFSC, Trindade — Florianopolis/SC (Figura
9). A coleta ocorreu a partir da excisdo de porgdes situadas nas extremidade dos ramos,

que portam apices e gemas mais jovens e, portanto, com atividade meristematica mais

intensa.

3.3 Enraizamento e propagacido das estacas

Apods cortadas em segmentos de 30 cm e selecionadas para um didmetro de
aproximadamente 5 mm, as estacas foram enroladas com uma camada de 1 cm de fita

teflon a uma altura de 15 cm a partir da sua base e foram inseridas através do orificio de

27



um tamp@o previamente perfurado (broca 6 mm) até que a camada de teflon se ajustasse
perfeitamente ao didmetro do orificio (figura 10). O enraizamento, sempre em nimero de
15 estacas, ocorreu em erlenmayers de 500 ml (marca Vidrolabor) onde foram adicionados
400 ml de solugdo modificada de Hoagland half strength (Hoagland e Arnon, 1950) com o
pH ajustado para 6,0 com o auxilio de NaOH a 0,1M e HCl a 0,1 N. A férmula da solugio
utilizada pode ser visualizada na tabela 1 abaixo. O enraizamento das estacas foi realizado

em condigdes de estufa por um periodo de 30 dias (figura 11)

Figura 9. Mapa de localizagdo do campus da Universidade Federal de Santa Catarina,
Bairro da Trindade, Florianopolis/SC.
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3.4 Experimentos de absorcdo direta

3.4.1 Delineamento experimental

Estes experimentos utilizaram reatores planejados de modo a permitir o estudo da
absor¢do de contaminantes quimicos através de raizes de plantas. A transpiragdo, que se
um constitui num fator chave no processo de absorg¢do direta dos contaminantes foi
monitorada em todos os experimentos por gravimetria através de balanga analitica manual.
A utilizagio de reatores completamente selados objetivou garantir uma maior precisdo no
monitoramento deste processo, assim como impedir perdas de dgua através da evaporagao,
o que poderia interferir no balango de massa no sistema. A utilizagdo do papel aluminio
para o cultivo em hidroponia também impediu o crescimento de algas e, desta forma, o
fendmeno de fotooxidagdo (Salisbury , 1979). Para impedir a biodegradag@o de compostos
quimicos, anteriormente a adigdo dos contaminantes e das estacas, os reatores foram
esterilizados em autoclave durante 15 minutos a 121°C e 100 Kpa.

Os experimentos de absorgdo direta consistiram basicamente de dois tratamentos :
reatores com a presenga de estacas e os controles (sem estacas). Um terceiro tratamento
somente com a presenga de raizes também foi utilizado no caso do etanol e do benzeno e
foi preparado conforme o tratamento com a presenga de estacas, porém, a sua porgao
superior foi excisada simultaneamente a adigdo do contaminante nos reatores. A presenga
isolada de raizes em meio hidropdnico possibilitou o monitoramento das perdas de
contaminantes orgdnicos por processos abioticos como a adsorgdo destes ao tecido

radicular (Burken, 1996).



reator

camada de teflon

tampao de borracha
perfurado

camada de teflon

erlenmeyer com 400 mls
de solugdo nutritiva

Figura 10 Visdo esquematica da inser¢do das estacas de S. babylonica nos reatores utilizados

para os experimentos.

Tabela 1. Composi¢do quimica presente na formula da solugdo nutritiva de Hoagland Aalf

strength utilizada para cultivo hidroponico de Salix babylonica.

Macronutrientes Concentracio (mg/L)*
NH4H,PO, 0,57
KNO; 3,0
Ca(NOs), 4,72
MgS0,.7H,0 2,46
Quelato de Ferro 6,18
Micronutrientes
MnSO,. 4H,0 0,11
ZnS0,44H,0 0,04
H;BO; 0,03
Na,Mo0,.2H,0 0,0012
CuS0,.5H,0 0,00012
CoCl,.6H,0 0,00012

*ConcentragOes obtidas a partir das respectivas solugdes estoques
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Figurall Visdo geral da estufa aonde foram conduzidos os experimentos de absorgio direta e de
fitotoxicidade com estacas de S. babylonica. O local pertence ao laboratorio de
Remediagio de Aguas Subterrdneas (REMAS) do Depto. de Engenharia Sanitaria e
Ambiental e esta situado no campus da UFSC.
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Em termos estatisticos, os experimentos de absor¢do direta utilizaram abordagens
completamente randomizadas e baseadas no teste de hipoteses (Rothman e Ericson, 1987).
Foram realizados com no minimo trés repetigdes por tratamento (cada repeticdo consistiu
de um reator com a presenga de uma unica estaca) e, por se tratarem de amostras
independentes, utilizou-se para a comparagdo das médias o teste-t de Student, para os
experimentos de absor¢do direta com dois grupos de amostras/ 2 tratamentos, e a analise
de varidncia em uma direg@o (One-way ANOVA), para os experimentos de absor¢do direta
com mais de 2 grupos de amostras/3 tratamentos. Os valores médios para a remogdo dos
contaminantes, em termos de massa, foram correlacionados em fung@o da transpiragdo
através da utilizagdo da regressdo linear e do coeficiente de correlagdo () (Rothman e
Ericson, 1987).

O balango de massa nos reatores também foi alternativamente utilizado como meio
de se avaliar indiretamente a massa dos compostos quimicos removida dos reatores. Para
este fim utilizou-se a seguinte equagao:

C=m/V (1)
aonde C = concentragdo do contaminante na solugdo, mg/L
m = massa restante do contaminante , mg
V = volume de agua transpirado pela planta, mL/dia.

Os experimentos de absorg@o direta para o nitrato e o etanol foram conduzidos, por
um periodo minimo de 4 dias, sob condi¢des de estufa, onde os reatores foram organizados
de modo aléatc’m"o como mostram as setas na figura 12. A localizagdo desta estrutura
também foi orientada de modo a receber constante e uniformemente a luz solar

(Castellane e Araujo, 1995).

3.4.2 Absorcdo direta do nitrato

Este experimento foi dividido em duas etapas. Na primeira investigou-se a
absorgdo do ion NOj (na forma de nitrato/nitrogénio) a partir da adigdo de KNO; em
solu¢do nutritiva. Ja na segunda, avaliou-se a sua absorgdo sem a presenga da solug@o
nutritiva e dos outros ions que a compdem, somente houve a adigdo do KNO3 a agua

destilada.
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Figura 12. Visdo esquematica da organizagao dos reatores na estufa.

A massa adicionada de KNO3; (Merck) foi calculada analiticamente como a massa
necessaria para se alcangar uma concentragdo de NOj3™ -N (nitrato-nitrogénio) ao redor de
160mg/L em 400mL de solug@o nutritiva (Snoeynk e Jenkins, 1980). Para a absor¢do do
ion nitrato isoladamente, isto €, sem a presenga da solug@o nutritiva, executou-se somente
a adi¢do de KNO; diluido em 400 mL de agua destilada. A massa adicionada, neste caso,
foi calculada para se alcangar uma concentragdo de NO3 -N na agua ao redor de 120mg/L.

Aliquotas de 2ml foram retiradas diariamente de cada reator com auxilio de pipetas
(1ml — Vidrex) e transferidas para frascos ambar de 20ml. Os frascos foram selados com
tampa rosqueavel e posteriormente estocados em geladeira a 4°C.

Previamente a analise, as amostras foram submetidas a um processo de filtragdao
com membranas de acetato de celulose (didmetro de 0,45 pum - Schleicher & Schuell) e,
logo apos, diluidas na proporg@o de 3:1 com agua ultra-pura (18.3MQ-cm). A leitura foi
realizada em cromatografo idnico — marca Dionex-DX 120 com detecgdo efetuada a partir
de uma célula de alta performance (DS4 — Detection Stabilizer). Aliquotas de 1ml das

amostras foram injetadas manualmente em coluna para anions IonPac® (AS4A-SC-4 mm)
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com fluxo do eluente ajustado para 2 mL/min = 0.02 e condutividade total entre 17 e
18uS. Previamente a cada lote de amostras analisadas foram utilizadas amostras padrdes

(com nitrato diluido a 5, 20 e 50 mg/L) para a elaboragdo da curva padrio.

3.4.3 Absorcio direta do etanol

Neste experimento a massa adicionada de etanol foi calculada analiticamente como
a massa necessaria para se alcangar uma concentragdo ao redor de 1500 mg/L em 400 mL
de solugdo nutritiva. Aliquotas de 1 ml da fragdo liquida foram retiradas de cada reator em
intervalos de 24 horas com auxilio de pipetas (1ml - Vidrex ) e transferidos para frascos de
20ml. Os frascos foram selados com o auxilio de lacradores (Hewlett Packard-HP) e
estocados em freezer a 4 °C para posterior analise por cromatografia gasosa.

Analises do etanol foram realizadas em um cromatografo a gas (CG) marca
Hewlett Packard (HP) 5890 - Série II acoplado ao aparelho “Headspace Sampler” HP
7694. A leitura do etanol no CG foi feita através de detector de chama ionizada (FID),
sendo as amostras injetadas em coluna capilar HP-1 (30m comprimento , 0.53 mm de
didmetro e 2.65 pum de espessura, HP) com um fluxo de gas de 3 mL/min. As condigdes de
operagdo do aparelho foram as seguintes: temperatura do forno de 90°C, temperatura do
injetor de 225°C e temperatura do detector de 250°C. Previamente a analise de cada lote de
amostras, foi feita a curva padrdo com o auxilio de padrdes com etanol a 500, 1000 e 1500
mg/L. O balango de massa para o etanol utilizou a equagdo (1) e os pardmetros fisico-

quimicos discriminados na tabela 2.

3.4.4 Absorcdo direta do benzeno

Este experimento foi conduzido em regime semi-continuo com o objetivo de
simular uma situagdo real de contaminagdo de um aquifero supondo que o contaminante,
uma vez dissolvido na agua, obedecesse o mesmo fluxo de deslocamento do lengol
freatico.

Devido a caracteristica altamente volatil do benzeno (tabela 2), o enraizamento das
estacas e a posterior montagem deste experimento transcorreram em ambiente fechado
com temperatura controlada para 25 °C. Doze lampadas fluorescentes (Phillips® ) com 40

watts cada garantiram um periodo de iluminagdo de 16 horas/dia no ambiente. O modelo

34



dos reatores para este experimento também foi modificado. Decidiu-se pela utilizagdo de
frascos menores (volume total de 300ml) com tampa de teflon rosqueavel reforgada
apropriadamente no lado externo com uma camada de PARAFILM® (figura 14). Todos
estes cuidados tiveram por objetivo minimizar o potencial de perda deste composto por
processos de volatiliza¢do e adsorgao.

Para o controle das perdas do contaminante devido a fendmenos de biodegradagao,
a solugdo nutritiva dos controles além de previamente esterilizada em autoclave foi
adicionada com 1g/L de azida de sédio.

A massa adicionada de benzeno foi calculada analiticamente como a massa
necessaria para se alcangar uma concentragdo ao redor de 20mg/L em 250mL de solug@o
nutritiva. Devido a solubilidade do benzeno (tabela 2), utilizou-se para a adigdo do
contaminante nos reatores uma solugdo estoque preparada a partir da adigdo deste
composto em agua destilada até o ponto de saturagdo. Previamente a sua adi¢do nos
reatores, a solugdo estoque permaneceu em agitador orbital em ambiente fechado a 25 °C
durante trés dias.

A concentragdo do benzeno apds o equilibrio na fase aérea dos reatores foi
calculada em fung¢do do volume de fase aérea disponivel apos a fase liquida nos reatores
(55ml), da sua concentragdo inicial na agua (20mg/L), da temperatura ambiente do local
(25°C) e das caracteristicas fisico-quimicas do composto em questdo, como pressdo de
vapor e constante de Henry (Ky). O valor encontrado foi de 0.00417mg/L. Portanto,
apenas 0,005% da massa inicial do benzeno poderia ser encontrada na fase aérea dos
reatores, nestas condigdes, apos o equilibrio.

Aliquotas de 1ml da fragdo liquida foram retiradas de cada reator em intervalos de
24 horas com auxilio de pipetas (Iml - Vidrex ) e transferidos para frascos de 20ml. Os
frascos foram selados com o auxilio de lacradores (Hewlett Packard-HP) e estocados em
freezer a 4°C para posterior analise por cromatografia gasosa. A leitura do benzeno foi
realizada em um cromatdgrafo a gas (CG), marca Hewlett Packard (HP) 5890 - Série II
acoplado ao aparelho “Headspace Sampler” HP 7694, sendo o “Headspace” programado
para operar a uma temperatura de 75°C durante 3 minutos para a extra¢do da fragdo gasosa

do benzeno dos frascos.



Figura 13 Reator com estaca de S.babylonica em fase de enraizamento. O mesmo modelo de
reator foi utilizado para os experimentos de absorg¢do direta do nitrato e do etanol e

também para os experimentos de fitotoxicidade.

Figura 14  Reator com estaca de S.babylonica utilizado para o experimento de absor¢do direta do benzeno
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A leitura do benzeno no CG foi feita através de detector de chama ionizada (FID) sendo as
amostras injetadas em coluna capilar HP-1 (30m comprimento, 0.53mm de didmetro e
2.65um de espessura, HP) com um fluxo de gas de 3mL/min. As condigdes de operagdo do
aparelho foram as seguintes: temperatura do forno de 90°C, temperatura do injetor de
225°C e temperatura do detector de 250°C. Previamente a anélise de cada lote de amostras,

foi feita a curva com o auxilio de padrdes adicionados com benzeno a 1, 5 e 10mg/L.

3.5.Experimento de Fitoxicidade com o Etanol

3.5.1 Delineamento experimental

A metodologia utilizada neste experimento adotou o procedimento descrito por
Thompson et al. (1998) e foi baseado em diferengas nas medidas de transpiragdo entre
plantas dosadas com concentragdes variadas de etanol e seus controles. A transpiragdo foi
monitorada por gravimetria através de balanga analitica manual e a massa adicionada de
etanol (Merck) foi calculada como a massa necessaria para que se alcangasse
concentragdes de 500, 1000 e 2000 mg/L na solug@o nutritiva.

O ensaio foi realizado de modo semi-continuo sendo a solugdo totalmente
substituida a cada nova dosagem com o etanol. A biomassa fresca total de cada planta foi
pesada antes do inicio das dosagens com o objetivo de se normalizar os resultados obtidos
para o volume de agua transpirad6 por cada planta (em mL/dia). Desta forma, pode-se
minimizar as defasagens de volume dé agua transpirado ocasionados por diferengas de
biomassa entre cada planta e, assim, homogeneizar o conjunto de dados para cada
tratamento.

Em termos estatisticos, o experimento de fitotoxicidade utilizou uma abordagem
completamente randomizada e baseada no teste de hipoteses. Foram realizados no minimo
trés repetigdes por tratamento (cada repeticdo consistiu de um reator com a presenga de
uma Unica estaca) e, por se tratarem de amostras dependentes, utilizou-se para a
comparagdo das médias o teste-t pareado (Rothman e Ericson, 1987).

O experimento foi totalmente conduzido sob condi¢des de estufa.
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do etanol e benzeno.

Propriedades Etanol Benzeno
Foérmula Molecular C,HsOH CeHs
Peso Molecular 46,07 78,11
Densidade a 25 °C 0,79 0,87
Solubilidade em agua a 25 °C - 1791
(mg/L)

Log do Coeficiente de -0,31 2,13
Partigdo octanol/agua (K,w)

Pressdo de vapor a 20 °C (mm - 5.2

Hg)

b

Notas: Hg = mercurio
Fonte : Howard (1990)



CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimentos de Absorcio Direta

4.1.1 Absorg¢do direta do nitrato

A remogdo do nitrato a partir da solug@o hidroponica foi avaliada de duas maneiras:
diretamente pelos resultados obtidos a partir das leituras no cromatégrafo i6nico ou
avaliadas indiretamente utilizando a equagdo de balango de massa. Em termos de
concentragdo, observou-se que os valores médios obtidos para o NO3-N, tanto nos reatores
com estacas como para o controle se mantiveram praticamente estaveis ao longo do
experimento (figura 15). A concentrag@o na solug@o para os reatores com estacas variou de
166,20 para 154,89 mg/L, o que representou uma redugdo de apenas 6,8 % na sua
concentragdo original. Os valores obtidos para o controle também demostraram pouca
variagdo nos seus valores, estabilizando-se na faixa de 145mg/L no final da data de
amostragem.

Quando expresso em termos de balango de massa, por outro lado, os resultados
para o tratamento com estacas demonstraram de maneira mais pronunciada o processo de
absor¢do sofrido pelo nitrato (figura 16). A massa do NO;-N na solugdo ao longo
experimento, neste caso, decresceu de 63,23mg para 45,74 mg, representando uma redugdo
de 27,6% em relagdo a sua massa original. Ja o valor obtido para a massa do controle ao
final do experimento foi de 57,41mg, o que significou uma redugdo de apenas 6,42 % em
relag@o a sua massa inicial (Apéndice A).

Em nivel estatistico, os resultados do teste t de Student revelaram que os valores
médios obtidos para o NO3™-N, tanto para a concentragdao como para o balango de massa,

‘ndo foram significativamente diferentes daqueles obtidos para o controle para todos os
tempos computados (Apéndice A). Contudo, os resultados para o tratamento com estacas
indicaram uma tendéncia gradual para a redugdo da massa de nitrato na solu¢do que ndo
pode ser explicada pela ocorréncia de fendmenos abioticos ou abioticos nos reatores, caso

contrario, valores semelhantes teriam sido igualmente observados nos controles.
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Figura 15

Figura 16
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equagdo de balango de massa. Barras de erro representam o desvio padrdo para n= 3.

40



Embora a concentragdo deste ion tenha permanecidoA aparentemente em equilibrio
(steady state) na solugdo, a deplegdo do volume de agua dos reatores, como conseqiiéncia
da transpirag@o, foi o processo responsavel pela redugdo da massa de NO3™-N nos reatores
com estacas, como mostra a figura 17 (A, B e C), onde estdo os valores para o NO3-N
juntamente com o volume da solugdo consumido pelas plantas em fungdo das suas
diferentes taxas de transpiragdo. Observa-se que a redugdo foi sensivelmente mais
pronunciada para o reator com o maior valor médio para a transpiragdo diaria (18,04
ml/dia) e consequentemente com o maior valor para o volume de consumo da solﬁq:io
(figura 17 A). Para este reator, o percentual de redu¢io da massa de NO*-N em relagdo a
concentrag¢do inicial foi ao redor de 50% ao passo que, para os reatores com valores
menores para a transpira¢do diaria (15,40 e 10,04 ml/dia), as redugdes foram ao redor de
15% (figura 17 B e C) (Apéndice A). Em nivel estatistico, a regressdo linear também
apontou um alto indice de correlag@o os valores médios obtidos para a redugdo do NO3-N
nos reatores em fungdo da transpiragio das estacas (r’= 0,95), comprovando assim a
influéncia deste processo na absorgio direta do NO>-N a partir de cultivo hidropdnico
(figura 18).

O comportamento do NO5™-N nos reatores com estacas pareceu obedecer a cinética
de absorgdo de nutrientes descrita por Jungk (1991), uma vez que a demanda nutricional
das plantas foi suprida a partir da solugdo nutritiva . De acordo com esta cinética, o
principal mecanismo de transporte envolvido no processo de absorgdo do nitrogénio e de
outros elementos € o fluxo de massa, o qual é igueil ao produto da multiplicagdo do volume
de agua transpirado pela concentragdo média de nutriehtes presente na solugdo.

Portanto, pode-se concluir que as variagdes obtidas para a redugdo da massa do nitrato
foram linearmente relacionadas ao volume de agua transpirado por cada reator.

A absor¢do vegetal de um determinado ion a partir da solugdo nutritiva também
pode ser influenciada pela presen¢a ou auséncia de outros ions. A remogdo de cadmio
relatada para plantas do género Brassica (B.juncea) foi 47 vezes mais elevada a partir de
cultivo em agua destilada quando comparada a remogdo a partir de cultivo em solugdo
nutritiva. Tal aumento foi explicado pela auséncia de “ions competidores” na solugdo, os

quais limitaram a absor¢do de cadmio pela planta ( Salt ef al., 1997).
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Figura 17 A, B e C. Massa de NO;-N (em mg) restante na solugdo hidroponica e transpiragdo
acumulada para reatores individuais com a presenca de estacas de S. babylonica. Os
valores obtidos para a massa de NO5™-N foram determinados pela equagdo de balango
de massa. A transpiragdo média diaria para cada reator esta mostrada na legenda.
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Figura 18 Massa de NO;-N (mg) em fungdo da transpiragdo acumulada das estacas nos
reatores.

Como a férmula da solugdo nutritiva, como mostrado na tabela 1, contém como fontes de
nitrogénio o fosfato de amdnio dibasico (NH4H,PO4), o nitrato de potassio (KNOs) e o
nitrato de calcio (Ca(NOs)2), decidiu-se pela repetigdo deste experimento sem a presenga
dos elementos que compdem a formula nutritiva da solugdo de Hoagland, usando-se
somente agua destilada e, como contaminante, 0 KNOs.

Os resultados obtidos mostraram que a concentragdo de NOj;-N para os reatores
com estacas se manteve praticamente estavel ao longo do experimento, apesar do declinio
observado na passagem do dia O para o dia 1 (figura 19). Os valores iniciais e finais para
este tratamento oscilaram de 122,86 para 103,68mg/L ao término da data de amostragem.
O controle apresentou um comportamento similar ao tratamento com estacas durante os
primeiros 3 dias, sendo que ao final do experimento o valor médio encontrado para a sua
concentragdo foi de 95,67mg/L; portanto, abaixo do valor final encontrado para o
tratamento com estacas.

Quando expressos em termos de balango de massa, os resultados para o tratamento
com estacas demonstraram, da mesma forma que o experimento anterior, uma tendéncia
para a redugdo da massa de nitrato na agua destilada (figura 20). Neste caso, os valores
observados decresceram de 49,14mg para se estabilizarem com 33,74 mg ao término do
experimento, o que representou uma redugdo de 31,33%. Apesar do controle ter
apresentado uma redugdo de massa de NO3™-N na passagem do dia 0 para o dia 1, os seus
valores foram sempre acima daqueles obtidos para o tratamento com estacas. O teste-t de
Student realizado nas mesmas condi¢des do experimento anterior revelou que os valores
obtidos para o tratamento com estacas, tanto em termos de concentragdo como de massa,

também n3o diferiram significativamente em relagdo ao seu controle (Apéndice A).
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Figura 19

Figura 20
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Massa de NOs-N (em mg) restante na agua destilada em fungdo do tempo. Os valores
mostrados representam a média de trés repetigbes e foram determinados pela

equagdo de balango de massa. Barras de erro representam o desvio padrio para n= 3.
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Os resultados obtidos para os dois experimentos revelaram tendéncias semelhantes
para a redugdo da massa do nitrato pelas estacas, independentemente do meio de cultivo
utilizado. As diferengas obtidas entre ambos os experimentos para este parametro foram de
apenas 3,67 % ( 27,66 e 31,33 respectivamente para o percentual de redu¢do da massa do
nitrato com e sem a presen¢a da solu¢do nutritiva) o que indica, portanto, que a eficiéncia
de absorg¢do do nitrato pelas estacas ndo foi influenciada pela presenga de outros ions na

solugd@o nutritiva, descartando assim, a hipotese da ocorréncia de competigdo idnica.
4.1.2 Absorg¢io direta do etanol

Os resultados obtidos neste experimento demonstraram que o comportamento do
etanol na solugdo foi bastante influenciado pela presenga de estacas e também pela
presenga isolada de suas raizes. O tratamento com estacas, por exemplo, mostrou redugdes
marcantes da concentragdo de etanol com valores médios que oscilaram de 1358,49 a 8,7
mg/L ao final do experimento, o que correspondeu a uma redugdo de 99,3% em relagdo a
concentragdo original. O tratamento com a presenga de raizes, por outro lado, foi
responsavel por reduzir em quase 50% a concentragdo de etanol na solugdo. Neste
tratamento, os valores obtidos variaram de 1188,94 a 600mg/L ap6s 4 dias do inicio das
dosagens (figura 21).Quando os resultados obtidos para a concentragdo foram plotados na
equac¢do de balango de massa pode-se observar, pela figura 22, um padrdo de resposta
| bastante similar aquele apresentado na figura anterior. O tratamento com estacas, por
exemplo, apresentou valores médios que oscilaram de 543,39 a 4,69mg no final do
experimento, a0 passo que, no tratamento com a presenga de raizes os valores iniciaram-se
a partir de 475,57mg e decresceram para 236,34 mg ao final do experimento. J4 o controle,
tanto em nivel de concentragdo como em nivel de balango de massa, manteve-se com
valores praticamente estaveis ao longo do experimento (Apéndice A) .

A utiliza¢@o da analise de varidncia (ANOVA) fator unico permitiu a comparagdo
estatistica das médias obtidas para a redugdo do etanol em fungdo dos tratamentos
investigados. Em termos de concentragdo, os resultados obtidos pela ANOVA revelaram
que as diferengas observadas entre os tratamentos foram significativas somente apds o

terceiro dia do experimento.
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Figura 21

Figura 22
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equagdo de balango de massa. Barras de erro representam o desvio padrao para n= 3.

46



Em nivel de massa, por outro lado, a ANOVA revelou diferenqés estatisticamente
significativas para todas as datas de amostragem, sendo que nas duas ultimas datas, as
diferengas observadas entre os tratamentos alcangaram um grau de probabilidade superior
a 99% (p = 0.001) (Apéndice A). Os resultados sugerem, portanto, que a deple¢do da
massa do etanol observada na solugdo foi conseqiiéncia de dois processos distintos: da
sor¢do do etanol a superficie das raizes e da sua absor¢do pelo sistema radicular. Juntos,
estes dois processos foram respectivamente responsaveis por uma deplegdo de 48 e 99,1%
do etanol na solugéo de cultivo hidropdnico.

Apesar das diferengas encontradas entre os tratamentos, ndo € possivel visualizar
uma relagdo direta entre o volume da solugdo consumido por cada estaca durante a
transpiragdo e a subsequente absorg¢do do etanol (figura 23 A, B e C). Porém, como a
transpiragdo foi o processo responsavel deple¢do do volume da solugdo nos reatores com
estacas e, paralelamente a isto, a concentragio e a massa de etanol diminuiram de maneira
significativamente superior na solugdo em relagdo aos demais tratamentos, ficou claro que
a entrada deste composto na planta ocorreu juntamente com a entrada da solug@o através
da corrente transpirativa. A regressdo linear realizada para os valores médios encontrados
para a redugdo da massa do etanol em fungdo da transpiragdo acumulada das estacas
confirma estatisticamente este efeito com um alto coeficiente de correlag@o obtido a partir
da equagdo da reta (r’=0,99) (figura 24).

Como foi descrito no capitulo I, tanto o processo de sor¢do de compostos organicos
as raizes como a translocag@o destes na planta estdo bastante relacionados a caracteristica
lipofilica dos compostos quimicos organicos (Briggs ef al., 1982,'Ryan et al., 1988 e
Burken, 1996). O processo de sor¢do dos quimicos envolve duas fases: a sua partigdo a
fragdo solida e lipofilica das raizes, e a sua posterior absor¢do pela fra¢50 aquosa e polar
destas. Esta ultima fase acontecendo tanto nos espagos intercelulares como no interior das
células que formam o tecido radicular. Quando o composto organico ¢ muito lipofilico
(valor para o Log de Ko > 3.0) o fendmeno dominante no processo de sor¢do € a sua
parti¢do a fragdo solida da raiz. Compostos muito polares (valor para o Log de Kow < 0.5),
por outro lado, podem ficar adsorvidos a fragdo liquida das raizes. Como o processo de
sor¢do foi responsavel por quase 50% da deplegdo do etanol na solugdo, pode ser

acrescentado que este composto obedeceu ao processo de sorgdo descrito acima.
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Figura 23 A, B e C. Massa de Etanol (em mg) na solugdo hidropdnica e transpiragdo acumulada
para reatores individuais com a presenca de estacas de S. babylonica. A transpiragdo
média diaria para cada reator esta mostrada na legenda.
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A caracteristica polar do etanol pode ter sido responsavel pela sor¢do deste
composto a fragdo aquosa e polar das raizes até o ponto de saturagido(Briggs ef al., 1982;
Ryan ef al., 1988)

Em relag@o a translocagdo do etanol, o seu valor para o Log de Ky (-0.31) prevé
uma movimenta¢do bastante limitada nos tecidos vegetais. No entanto, os resultados
obtidos demonstraram que a sua absor¢do foi bastante efetiva pelas estacas. A
transpiragdo, neste caso, agiu como forga motriz favorecendo a translocagdo deste
composto das raizes para os ramos da planta, caso contrario a sua concentragdo ficaria

estavel nos reatores como conseqiiéncia do processo de sorgao.

4.1.3 Absorgao direta do benzeno

A concentrag¢do de benzeno neste experimento variou significativamente em fungéo
dos tratamentos testados (figura 25). No tratamento com estacas, por exemplo, nota-se que
a concentragdo de benzeno oscilou de 5,95 a 0,15mg/L ao longo do experimento, o que
representou redugdes que variaram de 72 a 99,3% em relag@o aos valores obtidos para o
controle, que mantiveram-se na faixa de 22mg/L ao longo do experimento. O tratamento
com a presenga de raizes apresentou valores intermediarios durante o periodo de
amostragem. Os valores obtidos para este tratamento durante a data inicial estiveram na
faixa de 4,5mg/L e foram aumentando gradualmente até o final do experimento, onde o

valor médio encontrado foi de 14,6mg/L. (Apéndice A).
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Para se determinar se as médias obtidas para a redugdo do benzeno diferiram
significativamente em fungdo dos trés tratamentos investigados, utilizou-se a analise de
variancia (ANOVA) fator inico (one-way). Os resultados obtidos pela ANOVA revelaram
que as diferengas observadas entre os tratamentos foram estatisticamente significativas,
com um grau de probabilidade superior a 99 % (p = 0.001). Portanto, a concentragio de
benzeno na solugdo foi influenciada por dois processos: a sua sor¢do a superficie das raizes
e a absorgdo pelo sistema radicular. O fendmeno de sorgdo foi responsavel inicialmente
por uma deplecdo de até 79,5% do benzeno na solugdo. Este valor, contudo, decresceu ao
final do experimento para 33,2%. Tal redugdo demonstrou que a sorgio, neste caso, nao
agiu como um processo continuo. Pelo contrario, o aumento gradual da concentragdo na
solugdo indicou uma tendéncia de saturagdo para a sor¢do do benzeno a superficie das
raizes (Apéndice A).

A concentragdo de benzeno na solugdo também foi bastante influenciada pela
transpiragdo das estacas (figura 26). Nota-se pela figura que tanto a concentragido de
benzeno na solugdo como a transpiragdo diaria obedeceram a um padrdo de resposta
simetricamente oposto. A transpiragdo novamente comandou o processo de absorg@o do
benzeno, favorecendo a sua translocagdo das raizes para os ramos através da corrente
transpirativa das estacas a favor de um gradiente de concentragdo; caso contrario a sua
concentragdo aumentaria nos reatores como conseqiiéncia do processo de sorgao.

Como comentado anteriormente, as caracteristicas fisico-quimicas do benzeno
sugerem ser este um composto bastante adequado para ser absorvido pela vegetagdo. O seu
valor para o Log Kow (2.13), por exemplo, se insere dentro do intervalo entre 0.5 € 3, o que
indica um elevado potencial para a absorgdo e translocagdo deste composto no sistema
vascular das plantas (TSCF proximo de uma unidade). A absor¢do direta do benzeno a
partir de cultivos hidroponicos em solugdo nutritiva ja foi investigada para o género
Populus sp. (Burken, 1996). Analises das amostras liquidas por cromatografia gasosa
revelaram que as redugdes observadas, que correspoderam a 30 % da concentragdo de
benzeno original apds 4 dias de experimento, foram consequéncia do processo de absorg¢do
direta pelas raizes. Analises da fragdo gasosa dos reatores indicaram ainda que este
composto, apds absorvido, foi translocado para a regido da parte aérea da planta onde foi
volatilizado pelas folhas. A volatiliza¢@o, neste caso, esteve bastante relacionada as taxas
transpirativas das plantas. Resultados adicionais com absor¢do do benzeno a partir de

experimentos conduzidos no solo também evidenciaram o processo de volatilizagd@o deste
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composto pelas folhas juntamente com o processo de mineralizagdo no solo, promovido
pela atividade microbiana. Ambos os processos contribuiram significativamente para a
redugdo da massa deste composto.

No entanto, algumas consideragdes merecem ser colocadas principalmente no que
concerne a sua utilizagdo para fins de remediacdo de contaminantes organicos volateis. A
volatilizagdo pelas folhas como destino final de contaminantes organicos volateis, como
foi observado com o benzeno, ndo € o objetivo almejado pela fitorremediagdo, embora a
sua liberagdo lenta e de maneira controlada através das arvores seja até certo ponto
aceitavel quando os compostos presentes na dgua atinjam concentragdes que excedam em
muito os padrdes de potabilidade estabelecidos por lei. Contudo, muitos profissionais que
trabalham com a remogdo de contaminantes quimicos de solos e aguas superficiais e
subterrdneas (na sua maioria microbiologistas , quimicos e engenheiros ambientais) tém
expressado preocupagdo a respeito dos possiveis impactos ambientais da fitorremediag@o,
principalmente aqueles relacionados a contaminagdo da cadeia alimentar. E importante
lembrar, no entanto, que mesmo em locais que tenham sofrido algum tipo de
contaminag¢do, ou sejam alvo de despejos industriais, ndo estdo isentos de virem a sofrer as
consequéncias dos possiveis impactos ambientais que os compostos quimicos organicos
podem provocar devido a sua interagdo com a comunidade vegetal ali presente.
Tecnologias atualmente utilizadas nos Estados Unidos para a limpeza de locais
contaminados, além de ndo atingirem 100 % de eficacia, costumam ocasionar outros
problemas como a destruigdo do perfil do solo, trazendo como conseqiiéncia sérios
prejuizos ecoldgicos ao local. As alternativas atualmente vidveis para a remediagdo de
aguas subterraneas, no caso de contaminantes organicos volateis, envolvem a utilizagdo de
bombeamento e extragdo de vapores do solo (SVE), as quais consistem na transferéncia
destes compostos para a atmosfera sob a forma de vapores e a um custo muito elevado. A
utilizagdo de arvores para a remogao destes contaminantes e a sua posterior conversao a
metabolitos inativos nos tecidos vegetais, como ja foi relatado para o TCE, atrazina e TNT,
ndo seria uma tecnologia ecologicamente mais correta, além de mais viavel

economicamente ?
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Figura 25 Concentragdo de Benzeno (em mg/L) na solugdo hidroponica de reatores com a presenca
de estacas de S. babylonica em regime semi-continuo. Os valores mostrados
representam a média de trés repetigdes, exceto para o tratamento com a presenga de
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Figura 26 Concentragio de Benzeno (em mg/L) na solugdo hidroponica e transpiracdo diaria para
reatores com a presenca de estacas de S. babylonica. Os valores mostrados representam
a média de trés repeti¢des. Barras de erro representam o desvio padrdo para n= 3. A
transpiracdo média esta mostrada na legenda.
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4.2. Experimento de Fitotoxicidade com o etanol

Uma caracteristica peculiar da gasolina brasileira € a presenga do etanol a 22%. Por
ser totalmente soluvel em agua, derramamentos de gasolina podem contribuir para que este
composto esteja presente em altas concentragdes nas aguas subterraneas, o que pode
representar riscos de toxicidade as espécies envolvidas no processo de fitorremediagéo.
Para a avaliagdo do efeito fitotoxico do etanol, foram realizados experimentos com
concentragdes variadas do etanol. Os resultados obtidos revelaram que os valores obtidos
para a normalizagdo da transpiragdo pela biomassa (em mL/g) para os dois grupos de
plantas foram praticamente similares quando as dosagens de etanol estiveram na faixa de 0
a 1000mg/L, como mostram as figuras 27, 28 e 29. As variagGes observadas nos padrées
de resposta também demonstraram uma relagdo bastante proxima com as variagdes
encontradas para a temperatura média no periodo. A presenga de sintomas visiveis de
fitotoxicidade, como o secamento e abscisdo das folhas ou clorose, indicaram que as
concentragdes testadas durante os doze primeiros dias do experimento aparentemente nao
provocaram danos fisioldgicos nas plantas.

Apos o décimo segundo dia, no entanto, aumentou-se a concentragdo de etanol nos
reatores para 2000mg/L. Como pode ser observado pela figura 30, os reatores contendo
plantas dosadas demonstraram o efeito fitotoxico desta concentragdo 24 horas apés o inicio
do aumento da dosagem. Os valores obtidos para o controle confirmaram este efeito. E
importante notar que a influéncia da temperatura, nesta concentragdo, também influenciou
nos padrdes de resposta para ambos os grupos de plantas, o que demonstra que esta
dosagem, apesar de provocar redugdes nas taxas de transpiragdo, ndo foi suficiente para
ocasionar a morte das plantas.

Os valores encontrados para o teste-t pareado revelaram que as defasagens
encontradas entre os dois grupos de plantas para o volume de 4gua transpirado durante os
doze primeiros dias do experimento ndo foram estatisticamente significativos, o que sugere
que as trés primeiras concentragdes testadas de etanol ndo foram suficientemente toxicas
para provocar alteragdes no comportamento fisiologico das plantas. No entanto, com a
elevagio da concentragdo de etanol para 2000mg/L, o teste-t revelou, com exceg¢@o dos
dias 16 e 21, que os dois grupos de plantas apresentaram diferengas significativas em
relagdo aos valores da normalizagdo da transpiragdo pela biomassa, demonstrando assim o

potencial fitotoxico do etanol nesta concentragdo (Apéndice A).
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Na figura 31 estdo apresentados os resultados obtidos para o experimento de
fitotoxicidade em fungdo de todas as concentragGes testadas de etanol. Observa-se que os
valores médios obtidos para a normalizagdo da transpiragdo pela biomassa para os dois
grupos de plantas a 0, 500 e 1000mg/ L de etanol sdo bastante proximos e que as
diferengas entre ambos os grupos de plantas nesta concentragdes tiveram uma faixa de
variagdo de 0,05 a 0,10 mL/g. Na concentragdo de 2000 mg/L, no entanto, estas diferengas
chegaram a 0.57 mL/g. Tais resultados refletem, portanto, o potencial fitotéxico do etanol
nesta concentragdo. Em termos estatisticos, o teste-t comprovou que as diferengas
observadas entre os dois grupos de plantas foram significativas (P >0.001) somente nesta
concentragdo (Apéndice A).

A comparagdo entre as taxas transpirativas de plantas dosadas e seus controles sdo
metodologias comumente utilizadas para a avaliagdo do potencial fitotoéxico de compostos
quimicos orgénicos sobre a fisiologia e o crescimento de espécies de plantas. Em estudos
com o nitrobenzeno, por exemplo, foram encontradas redugdes nas atividades
fotossintéticas e transpirativas de oito espécies de plantas com uma dosagem inferior a 10
mg/L. A redugdo de tais atividades, que caracterizam os principais sintomas de
fitotoxicidade na planta, foram identificados apds dez horas da adigdo do nitrobenzeno na
solugdo (McFarlane e Pfleeger, 1990). O potencial fitotdxico do tri-nitrotolueno (TNT) em
arvores do género Populus sp. também foi investigado. Os resultados demonstraram que
decréscimos significativos nos valores da normalizagdo da transpiragdo pela biomassa
somente foram observados quando a concentragdo deste composto foi aumentada de 5 para
25mg/L apos quatro semanas de amostragem. Pardmetros adicionais como as comparagdes
entre a medidas de didmetro do caule também foram metodologias utilizadas para
evidenciar o efeito fitotoxico deste composto, embora ndo tenham revelado diferengas
estatisticamente significativas (Thompson et al., 1998).

Outras abordagens cientificas, como cultura de células em meio liquido, também
tém permitido caracterizar o efeito fitotoxico do 4-n-nonifenol, composto quimico
organico originado a partir de surfactantes anidnicos. Em estudos com cultivo de 14
linhagens diferentes de suspensdes celulares, Bokern e Harms (1997) concluiram que a
concentragdo deste composto responsavel por ocasionar efeitos fitotoxicos em 100 % das
linhagens celulares encontrou-se na faixa de 0,05 a 1mM. Para este caso, o parametro
fisiologico que caracterizou o efeito fitotoxico foi a redugdo de 50% no crescimento das

culturas de suspensdes celulares em relagdo ao controle.
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Figura 27
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Concentragdo de etanol na solugdo = 0 mg/L. Os valores mostrados representam a
média de trés repeticdes e foram determinados pela equagdo de balango de massa.
Barras de erro representam o desvio padrao para n= 3.

2,5
5
£ 2 o
3 3
« 1,5 g
5 g
e}
s 1 1
U
s ()]
£o,5 2
£0,
7]
&
= 0
Tempo, Dias I controle
I dosadas
—a—temperatura

Figura 28

Normalizagdo da transpiragio pela biomassa ( em ml/G) e temperatura média ( em °C)
em fungdo do tempo para reatores com a presenga de estacas de S. babylonica.
Concentragdo de etanol na solugdo = 500 mg/L. Os valores mostrados representam a
média de trés repetigdes e foram determinados pela equagdo de balango de massa.
Barras de erro representam o desvio padrao para n= 3.
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Figura 29
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média de trés repeticdes e foram determinados pela equagdo de balango de massa.
Barras de erro representam o desvio padrao para n= 3.
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Figura 30

Normalizagio da transpiragdo pela biomassa ( em ml/G) e temperatura média ( em °C)
em fungdo do tempo para reatores com a presenga de estacas de S. babylonica.
Concentragdo de etanol na solugdo = 2000 mg/L. Os valores mostrados representam a
média de trés repeticdes e foram determinados pela equagdo de balango de massa.
Barras de erro representam o desvio padrdo para n=3.
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Figura 31  Normalizagdo da transpiragdo pela biomassa ( em ml/G) em fungdo da concentragdo
de etanol para reatores com a presenca de estacas de S. babylonica. Os valores € as
barras de erro mostrados representam, respectivamente, a média e o desvio padrido
obtidos para cada periodo de dosagem.

57



CAPITULO V
CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Este trabalho avaliou o potencial do chordio —S. babylonica- no processo de
absor¢do direta do nitrato, etanol e benzeno como uma etapa inicial no estudo da
fitorremediagdo € também permitiu acessar informagdes adicionais a respeito do potencial
fitotoxico do etanol a esta espécie. As principais conclusdes foram :

Os resultados obtidos para a absorg¢do direta do nitrato em cultivo hidropdnico
demonstraram que nio houve diferengas signiﬁbativas entre os reatores com a presenca de
estacas e o controle para os valores registrados em nivel de concentraq:id por
cromatografia idnica ou derivados a partir do balango de massa. No entanto, a eficiéncia de
rémogio deste ion em relagdo a sua massa inicial no tratamento com estacas chegou a
27,6% e foi conseqiiéncia da deplegdo do volume de agua como resultado da atividade de
transpiragdo das estacas. No reator cujo valor médio para a transpiragio diaria foi o mais
elevado, o percentual de redugdo chegou a 50%. Tais resultados indicaram que a massa de
nitrato nos réat(}res foi significativamente inﬂuenciéda pela franspira(;a”xo das plantas e
pareceu obedecer a cinética de absorg@o de nutrientes, envolvendo o fluxo de massa como
principal mecanismo de transporte. Experimentos adicionais conduzidos com a adigdo
isolada de KNO; em 4gua destilada revelaram que a presenga de outros fons na solugdo
ndo afetou a absorgdo do nitrato pelas estacas, o que descartou a hipétese de competicdo
iOnica

Ja para o experimento de absor¢do direta com o etanol em cultivo hidropdnico, os
resultados revelaram diferengas signiﬁcativas tanto em nivel de concentragdo como em
nivel de balango de massa. Para o tratamento com a presenga de estacas a eficiéncia de
remogio deste contaminante da solugdo foi de 99 % em relagdo a sua concentra¢do inicial
e foi notada a partir do terceiro dia do experimento. A presenga isolada de raizes foi
também responsavel por uma redugo de 48% do etanol na solugdo e foi conseqiiéncia do
processo de sorgdo deste composto a superficie das raizes. O efeito da transpiragdo na
redu¢do do etanol foi demonstrado estatisticamente através da utilizagdo regressao lineér,
sugerindo assim que a entrada deste composto ocorreu juntamente com a entrada da agua
nas raizes pela corrente transpirativa.

Os resultados para a absorgdo direta do benzeno demonstraram que os tratamentos
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testados influenciaram significativamente na sua concentragdo na solugdo. O tratamento
com a presenga de estacas revelou redu(;c")es de até 99% na concentrag¢do de benzeno e foi
bastante influenciado pela transpiragéo, a qual viabilizou a entrada do benzeno na planta,
através da corrente transpirativa, simultaneamente com a entrada da solugdo. O
comportamento do benzeno na solugdo variou bastante no tratamento com a presenga
isolada de raizes. As redugdes para a concentragio do benzeno neste tratamento foram
observadas nas datas iniciais do experimento e foram devidas ao processo de sor¢do do
benzeno a superficie das raizes até o ponto de saturagdo, a partir do qual houve o aumento
gradual da concentragdo de benzeno na solugdo até o final do experiménto.

Os resultados para a fitotoxicidade do etanol revelaram diferengas significativas
entre as plantas dosadas e o controle somente quando a concentragdo de etanol foi
aumentada para 2000mg/L a partir do 13" dia. Nesta concentragdo, foi observada que a
diferen¢a entre ambos os grupos de plantas, para a normalizagdo da transpiragdo pela
biomassa chegou quase a 60%. Por outro lado, em dosagens inferiores (na faixa de 0 a
1000 mg/L) as diferengas observadas foram no maximo de 12%. No entanto, em todas as
concentragdes testadas, os padrdes de resposta observados entre os dois grupos de plantas
foram bastante influenciados pela temperatura média do local. Apesar da ocorréncia de
redugdes nas taxas transpirativas das plantas a 2000mg/L de etanol, sintomas aparexites de
fitotoxicidade como o secamento e abscisdo das folhas ou clorose ndo foram observados
no decorrer do experimento, o que pode indicar que esta dose n&o foi letal para as plantas

Os resultados deste estudo indicaram que, sob as condigdes testadaé, o “chordo”
tem o potencial de absorver, diretamente pelo sistema radicular, nitratos, etanol e benzeno
‘em determinadas concentragdes, o que pode significar que esta espécie poderia ser
utilizada com o objetivo de se remediar locais contaminados por. resi.d»uos de praticas
agricolas, como é o caso do nitrato, ou compostos quimicos orginicos provenientes de
dérramamentos de gasolina, como é o caso do etanol e do benzeno. Neste caso, estas -
arvores, orientadas em fileiras formando um sistema radicular denso e profundo, poderiam
funcionar como um filtro natural controlando e reduzindo a percolagdo vertical de
contaminantes no solo. Em se tratando de aquiferos rasos, as raizes, uma vez alcangando o
nivel do lengol, poderiam absorver os contaminantes dissolvidos na agua, reduzindo,
assim, o tamanho da pluma e protegendo os pontos receptores (pogos de abastecimento de
agua, rios , lagos , etc) de uma eventual contaminag@o.

Os resultados desta pesquisa também tem um impacto positivo na biorremediagio.
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de 4guas subterraneas contaminadas por misturas de etanol e gasolina onde foi
demonstrado, experimentalmente, que a degradagdo aerobia dos BTX € retardada na
presenga do etanol (Corseuil e Alvarez, 1996, Santos, 1996). A causa da persisténcia
.destes contaminantes foi explicada pela demanda extra de oxigénio exigida para a
biodegradagdo do etanol, que tornou o meio anaerobio e limitou a degradagio aerdbia dos
BTX. Consequentemente, a presenga do etanol aprevsenta-se como um problema adicional
para a biorremediacio de areas coﬁtaminadas por derramamentos de gasolina e,
principalménte, para a biorremediagio de 4guas subterrineas, onde as condigdes de
oxigénio sio bastante limitadas. A remogio do etanol pelo chordo, portanto, podera
garantir a demanda'de. oxigénio necessaria para a biodegradagdo dos BTX em aquiferos
contaminados. Além disso, o chordo, que consegue sobreviver sob condi¢des limitadas de
o oxigénio mantendo um fluxo contino de oxigénio para a rizosfera, também poderia
favorecer o processo de degradaggo aerobia dos BTX nestes locais.

A enorme diversidade vegetal presente no Brasil, aliada as suas condig3es
climaticas, colocam o pais numa situagdo bastante favoravel para a introdugdo de
tecnologias que utilizem a vegetagdo como uma alternativa para a minimizar o impacto de
residuos quimicos descarregados diariamente no meio ambiente, o que justifica a

implementagdo de estudos mais aprofundados nestas areas.
Como recomendagdes para trabalhos futuros gostariamos de citar:

e O estudo, em escala de laboratorio, do destino final de compostos organicos volateis
(BTX, etanol, etc) nos tecidos vegetais, o qual permitira acessar informagdes
importantes a respeito do potencial de volatilizagdo destes compostos pelas folhas de S.

babylonfca‘

e Investigagdes dos mecanismos de degradagdo e transformagdo de contaminantes
" mediados por esta espécie. A identificagdo dos produtos finais acumulados nos tecidos
de S. babylonica assim como a elucidagdo das suas vias metabolicas de origem
contribuirdo significativamente para a aplicagdo desta espécié na fitorremediagdo de

locais contaminados.
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e Estudos em escala piloto e de campo do potencial de S. babylonica em solos e
aqiiiferos rasos contaminados por BTX e etanol, os quais permitirdo verificar a atuagdo
da rizosfera na biodegradagdo e na absorgdo direta de compostos oriundos a partir de

derramamentos de gasolina.
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Experimento de absorgdo direta do NO;™~ N em cultivo hidropdnico com S. babylonica.

Tabela A-1 Transpiragdo acumulada para o experimento com NO;'- N em solugdo nutritva.
Valores expressos em mL ‘

Tempo, D R 10 R5 R3
0 0 0 0
1 19,18 . 20,98 10,79
2 31,78 35,80 18,99
3 43,66 - 49,37 26,53
4 53,35 59,93 32,97
5 77,00 90,22 50,08

Tr. média 15,40 18,04 . . 10,04

Tabela A-2 Resultados para a concentragdo de NO;'- N em solug3o nutritiva. Valores expressos em
mg/L. Cada valor é a média de trés repetigSes , exceto quando indicado (*). Os tratamentos sdo

comparados na horizontal pelo teste-t de Student ao nivel de 5 % (p < 0.05).

Tempo,D c/ estacas (x £ d.p.) controle (x + d.p.)
0 166,20 +10,55 155,82 + 0,79 (NS)*
1 151,95 + 7,94 152,67  + 365 (NS)*
2 154,80 +19,43 } 143,54 + 18,93 (NS) *
3 150,21 + 5,96 ' - 148,81 + 3,08 (NS)*
4 155,58 + 5,34 149,88 +14,18 (NS) *
5 154,89 + 23,08 145,73 + 0,50 (NS)*

x* d.p.: média = desvio padrio : '

NS : ndo significativo (p > 0.05)

Tabela A-3 Resultados para o balango de massa do NO;- N em solugdo nutritiva. Valores
expressos em mg. Cada valor é a média de trés repetigdes , exceto quando indicado (*). Os
tratamentos sdo comparados na horizontal pelo teste-t de Student ao nivel de 5 % (p < 0.05).

Tempo,D c/estacas (x+ dp.) controle (x* dp.)
0 63,23 +3,50 62,32 +0,31 (NS)*
1 55,73 +2,31 60,76 +1,45 (NS) *
2 54,78 +6,22 56,98 +7,52 (NS) *
3 51,57 +2,10 58,92 +1,22 (NS) *
4 49,24 +1,49 59,19 +5,57 (NS) *
5 45,74 +9,62 57,41 +0,20 (NS) *

x t d.p.: média + desvio padrao

NS : ndo significativo (p > 0.05)
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Tabela A-4 Transpiragdo acumulada para o experimento com NOs™- N em agua destilada. Valores
expressos em mL

Tempo, D R 20 R15- R10

-0 0 0 0
1 25,17 13,97 18,39
2 43,14 22,57 31,97
3 65,34 ' 34,56 48,05
4 85,49 46,16 63,15

Tabela A-5 Resultados para a concentragio de NO5- N em agua destilada. Valores expressos em
mg/L. Cada valor é a média de trés repetigdes , exceto quando indicado (*). Os tratamentos so
comparados na horizontal pelo teste-t de Student ao nivel de 5 %(p < 0.05).

Tempo, D c/estacas (xtdp.) controle  (x+tdp.)
0 122,87 + 2,44 119,48 +8,65 (NS)
1 92,26 + 4,78 99,80 +3,32 (NS) *
2 101,34 ~ + 344 103,37 +8,67 (NS) *
3 105,49 * 4,56 94,72 4,71 (NS) *
4 103,68 +10,19 95,67 +4,10 (NS)
x* dp.: média + desvio padrao

NS : ndo significativo (p > 0.05)

Tabela A-6 Resultados para o balango de massa do NO;- N em agua destilada. Valores expressos
em mg. Cada valor é a média de trés repetigdes , exceto quando indicado (*). Os tratamentos sdo
comparados na horizontal pelo teste-t de Student ao nivel de 5 %(p < 0.05) .

Tempo,D c/estacas (x+dp.) controle  ( x+dp.)
0 49,14 + 0,97 47,79 +3,46 (NS)
1 34,88 +1,32 39,71 1,32 (NS) *
2 36,80  + 231 40,93 +3,43 (NS) *
3 35,63 + 1,81 37,31 +1,85 (NS) *
4 33,74  + 254 37,50  +161 (NS)

X+ d.p.: média £ desvio padrao
NS  : ndo significativo (p > 0.05)
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Experimento de fitotoxicidade com o etanol em cultivo hidropdnico com S. babylonica.

Tabela A-7 Resultados para a normalizagio da transpiragdo pela biomassa. Concentragio de etanol
= 0 mg/L. Valores expressos em mL/g e °C. Cada valor é a média de trés repetigdes , exceto quando
indicado (*). Os tratamentos sdo comparados na horizontal pelo teste-t pareado ao nivel de 5 % (p <
0.05).

Tempo, D controle (x dp.) dosadas (x +d.p.) temperatura
1 0,75 + 0,17 085 £ 0,12 (NS) - 18
2 1,13 + 0,38 1,30 £ 0,20 (NS) 22
3 0,19 + 0,06 021  + 0,03 (NS) 18
x + d.p.: média + desvio padriao
NS : ndo significativo (p > 0.05)

Tabela A-8 Resultados para a normalizagdo da transpiragdo pela biomassa. Concentragdo de etanol
= 500 mg/L. Valores expressos em mL/g e °C. Cada valor ¢ a média de trés repeti¢des , exceto
quando indicado (*). Os tratamentos sdo comparados na horizontal pelo teste-t pareado ao nivel de
5 % (p <0.05). o ,

Tempo,D | controle (xtdp.) dosadas (x+dp.) temperatura
4 0,60  +0,16 0,63 0,12 (NS) 26
5 080 40727 0,88  +0,13 (NS) 30
6 0,79  +0,22 0,81 40,14 (NS) 24,5
7 144 0,40 1,61 4027 (NS) 31

x + d.p.: média + desvio padriao
NS : ndo significativo (p > 0.05)

Tabela A-9 Resultados para a normalizagdo da transpiragdo pela biomassa. Concentragdo de etanol
= 1000 mg/L. Valores expressos em mL/g e “C. Cada valor é a média de trés repetigoes , exceto
quando indicado (*). Os tratamentos sio comparados na horizontal pelo teste-t pareado ao nivel de

5% (p <0.05).

Tempo, D controle (x+dp) dosadas - (x+dp.) temperatura
8 1,01 *+ 0,26 1L12 1+ 0,19 (NS) 26,5
9 1,67 + 0,36 1,74  + 0,32 (NS) 27
10 0,32 * 0,08 0,40 % 0,05 (NS) 24,5
11 1,34 * 0,29 131+ 0,22 (NS) 245
12 0,45 . + 0,05 0,44 + 0,10 (NS) 20
x * d.p.: média + desvio padrio

NS

: ndo significativo (p > 0.05)
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_ Tabela A-10 Resultados para a normalizagdo da transpira¢3o pela biomassa. Concentragio de
* _etanol = 2000 mg/L. Valores expressos em mL/g e °C. Cada valor é a média de trés repetigdes ,
‘exceto quando indicado (*).Os tratamentos sdo comparados na horizontal pelo teste-t pareado ao

NS : ndo significativo (p > 0.05)

nivel de 5 % (p < 0.05).
Tempo, D controle (xtdp.) dosadas (xtdp.) temperatura

13 1,30 £ 021 0,57 + 0,11 32
14 0,34 + 0,04 0,19 + 0,04 32
15 0,23  + 0,03. 0,14 = + 0,01 25,5
16 0,28 + 0,02 0,20 £ 0,02 (NS) 22
17 0,51 + 0,09 0,28 + 0,02 22,5
18 1,55 + 0,27 0,59 0,10 30,5
19 - 1,47 + 0,24 0,59 0,10 30,5
20 0,50  + 0,07 031 + 0,02 31,5
21 0,32 - + 0,08 021 + 0,01 (NS) 22,5
22 0,95 + 0,18 0,47 + 0,11 23
23 1,35 + 0,12 0,44 0,12 29,5
24 2,00 + 0,15 0,66 +£ 0,19 32
25 1,81 + 0,08 0,43 + 0,18 34

x + d.p.: média = desvio padrio

Tabela A-11 Resultados péra a normalizagdo da transpirag3o pela biomassa em fung¢do da
concentra¢do de etanol. Cada valor ¢ média obtida para cada tratamento. Valores expressos em

mL/g. Os tratamentos sdo comparados na horizontal pelo teste-t pareado ao nivel de 5 % (p < 0.05).

EtOH, mg/L controle  ( x tdp) dosadas (xtdp)
0 0,69 +0,46 0,79 + 0,49 (NS)
500 0,90 + 0,40 0,98 +0,42 (NS)
1000 0,95 +0,57 1,00 +0,56 (NS)
2000 0,96 +0,62 0,39 +0,19 **

x + d.p.: média £ desvio padrao
** - significativo com p < 0.001
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Experimentb de absor¢do direta do etanol em cultivo hidropdnico com S. babylonica.

Tabela A-12 Transpira¢do acumulada para o experimento com etanol em solugo nutritiva.

Valores expressos em mL.

Tempo, D R20 R15 RI12
0 0 0 0
1 42,90 43,68 45,83
2 98,62 108,37 113,67
3 142,98 161,51 167,39
4 182,37 207,69 206,90
5 200,60 226,06 221,90

Tr. Média 40,12 4521 44,38

Tabela A-13 Resultados para a concentragdo de etanol em solugdo nutritiva. Valores expressos em
mg/L. Cada valor € a média de trés repetigdes. Os tratamentos foram comparados na horizontal pela

ANOVA em uma diregdo ao nivel de 5 % (p < 0.05).

Tempo, D c/estacas  (xtdp) c/raizes (xtdp.) controle  (x*dp.)
0 135849  + 16745 1.188,94 + 148,63 147842 +200,15 (NS)
1 1.195,35 + 139,60 988,44 + 517,37 1824,69 +213,34 (NS)
2 783,29 1+ 387,30 1.133,97 + 505,22 1794,62 + 384,87 (NS)
3 298,75 + 261,56 888,69 + 24579 1397,58 +10322
4 80,52 + 131,25 609,20 + 70,82 1553,04 +103,74 *
5 8,80 + 0 598,35 + 5325 1673,17 + 163,10 *

x + d.p. : média + desvio padrio '

NS : ndo significativo (p > 0.05)

* : signicativo com p < 0.001

Tabela A-14 Resultados para o balango de massa do etanol em solugdo nutritiva. Valores expressos
em mg. Cada valor é a média de trés repeticdes. Os tratamentos foram comparados na horizontal

pela ANOVA em uma diregdo ao nivel de 5 % (p < 0.05).

Tempo, D|. c/estacas (x+tdp) o/ raizes (xxdp.) controle  (x*dp)
0 543,39 + 66,98 475,57 + 59,45 554,48 + 80,06
1 425,25 *+ 50,89 391,72 +£207,49 728,04 + 85,12
2 22795  +110,77 573,57 + 2937 71425  +153,18
3 105,19 149,28 255,28 + 79,67 583,03 + 40,96
4 23,31 +25,33 24124 + 2804 615,00 + 41,08 *
5 469  + 271 236,34  + 21,03 651,09 + 4862 *
x * d.p.: média = desvio padrao
*

: signicativo com p < 0.001
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Experimento de absorgdo direta com o benzeno em solugdo nutritiva.

Tabela A-15 Resultados para a concentragdo do benzeno em solugdo nutritiva. Valores expressos
em mg/L. Cada valor é a média de trés repeticGes, exceto quando indicado(*). Os tratamentos foram
comparados na horizontal pela ANOVA em uma diregao ao nivel de 5 % (p < 0.05).

controle  (x+dp)

gl : graus de liberdade

- amostras inviabilizadas

Tabela A-16 Transpiragio média diaria para o experimento com o benzeno em solugao nutritiva.
Valores expressos em mL. '

Tempo, D| ~c/estacas  (x+dp) | c/mizes (x+dp)
1 4,85 +0,90 - - 2282 + 2,25
2 5,95 +0,53 - - 2241 £ 2735
3 5,69 +0,34 4,51 +143 * 23,60 + 0,86
4 4,80 +0,69 - 4,68 +2,11 * 2234 + 0,78
5 0,15 +0,19 6,86 +4,07 * 22,97 + 0,21
6 0,93 +0,84 * 868 +168 * 22,97 + 1,86
7 0,71 +£0,61 1469 + 691% 22,97 + 1,86
analise de varidncia
gl F F- critico
49 261,47 ** - 318
. x* dp.: média + desvio padrao
*¥ : signicativo com p < 0.001

Tempo, D R10 RS R3 x +d.p.
1 1,31 2,09 2,66 © 2,02 0,68
2 1,41 2,81 2,71 2,31 0,78
3 2,717 2,82 2,81 2,80 0,03
4 5,12 2,62 3,27 3,67 1,30
5 3,97 3,03 3,95 3,65 0,54
6 - 3,06 3,23 3,15 0,12
7 2,97 1,69 3,7 2,79 1,02
+ dp.

L

: média + desvio padrdo
: amostras inviabilizadas
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Experimento de absorgdo direta do nitrato em cultivo hidroponico com S. babylonica.

Tabela B-1 Resultados do experimento de absor¢io direta do NO; -N em solugio nutritiva. Valores
obtidos a partir da leitura de amostras liquidas em cromatografo i6nico. Valores expressos em mg/L.

Tempo,D c/ estacas
R 10 R5 R3
0 160,63 178,38 159,6
1 " 146,6 161,08 148,19
2 138,91 176,47 149,03
3 145,08 156,76 148,8
4 155,48 160,97 150,29
5 . 174,2 129,32 161,15
Tempo,D controle
C1 C2 C3
0 156,38 155,26 -
1 150,09 155,26 -
2 156,93 130,15 -
3 146,63 150,99 -
4 139,89 159,87 -
5 145,37 146,09 -

Tabela B-2 Resultados do experimento de absor¢do direta do NOs™-N em solugao nutritiva. Valores

obtidos a partir da equagao de balango de massa e expressos em mg.

Tempo,D : ¢/ estacas
' R10 R5 R3
0 60,71 67,24 61,76
1 53,36 57,98 55,86
2 48 61 61,05 54,69
3 4928 52,04 53,41
4 48 65 48,13 50,94
5 50,69 34,65 51,89
Tempo,D ‘controle
Cl1 C2 C3
0 62,55 62,1 -
1 59,73 61,79 -
2 62,3 51,66 -
3 58,06 59,79 -
4 55,25 63,14 -
5 57,27 57,56 -
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Tabela B-3 Resultados do experimento de absorgdo direta do NO;™ -N em agua destilada. Valores
obtidos a partir da leitura de amostras liquidas em cromatografo idnico. Valores expressos em mg/L.

Tempo, D ¢/ estacas
R20 R15 R12
0 125,67 121,72 121,21 .
1 96,06 86,89 93,85
2 97,76 104,64 101,61
3 103,03 99,42 108,48
4 114,31 102,76 93,98
Tempo, D controle
C1 C2 C3
0 112,89 116,28 129,28
1 97,45 - 102,15
2 97,23 109,5 -
3 91,39 98,06 -
4 100,41 93,4 93,21

Tabela B-4 Resultados do experimento de absorgdo direta do NO;™ -N em agua destilada. Valores

obtidos a partir da equagdo de balango de massa e expressos em mg.

Tempo,D c/ estacas
R20 R15 R12
0 50,26 48,68 48,48
1 35,73 33,36 35,56
-2 34,41 39,03 36,98
3 33,79 35,69 37,42 .
4 34,97 35,45 30,82
Tempo,D controle
Cl C2 - C3
0 45,15 46,51 51,71
1 38,78 - 40,65
2 38,5 43,36 -
3 36 38,63 . -
4 39,36 36,61 36,53




Experimento de fitotoxicidade com o etanol em cultivo hidropénico com S. babylonica.

Tabela B-5 Resultados para a normalizacio da transpirago pela biomassa em reatores dosados com
etanol a 0 mg/L. Valores expressos em ml/G.

Tempo, D Controle
’ R4 R9 R11
1 0,93 . 0,61 0,7
2 _ 1,55 0,83 1
3 0,25 0,14 0,17
Tempo, D Dosadas
‘ R10 RS- : R3
1 0,72 0,86 0,96
1,08 1,38 1,45
3 0,17 0,22 0,23

" Tabela B-6 Resultados para a normalizagdo da transplraqao pela blomassa em reatores dosados com
etanol a 500 mg/L. Valores expressos em mV/G.

Tempo, D : Controle
R4 R9 R11
4 0,78 0,47 0,56
5 1,07 - 0,54 0,78
6 1,03 0,61 0,72
7 1,88 1,12 : 1,31
Tempo, D Dosadas '
R10: R5 R3
4 0,5 0,66 0,73
5 0,73 0,97 . 0,95
6 0,66 0,84 0,94
7 1,3 1,69 1,83

76



Tabela B-7 Resultados para a normalizagio da transpira¢do pela biomassa em reatores dosados com

etanol a 1000 mg/L. Valores expressos em ml/G.

Tempo, D Controle
R4 R9 R11
8 1,28 0,76 1
9 2,07 1,36 1,59
10 0,39 0,24 0,34
11 1,65 1,08 1,29
12 0,5 0,4 0,44
Tempo, D Dosadas
R10 R5 ‘R3
8 0,91 1,15 1,29
9 1,38 1,85 1,99
10 0,46 0,38 0,37
11 1,06 1,4 1,47
12 0,37 0,4 0,55
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Tabela B- 8 Resultados para a nomalizag3o da transpiragdo pela biomassa em reatores dosados

com etanol a 2000 mg/L. Valores expressos em ml/G.

Tempo, D controle
) R4 R9 R11
13 1,33 1,07 1,49
14 0,34 0,31 0,38
15 0,24 0,20 0,26
16 0,29 0,26 0,3
17 0,55 0,4 0,58
18 1,69. 1,24 1,71
19 1,45 1,24 1,71
20 0,47 0,45 0,58
21 0,29 0,25 0,41
22 0,85 0,84 1,15
23 1,29 1,27 1,48
24 1,97 1,87 2,16
25 1,74 1,90 1,8
Tempo, D dosadas
R10 RS R3
13 0,67 0,59 0,45
14 0,23 0,16 0,19
15 0,15 0,13 0,15
16 0,20 0,19 0,22
17 0,28 0,29 0,26
18 0,64 0,65 0,47
19 0,64 0,65 0,47
20 0,32 0,32 0,29
21 0,20 0,22 0,21
22 0,40 0,60 0,42
23 0,36 0,58 0,39
24 0,55 0,88 0,54
25 0,28 0,63 0,38
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Experimento de absorg¢do direta do etanol em cultivo hidropénico com S. babylonica.

Tabela B-9 Resultados do experimento de absorgdo direta do etanol em solugdo nutritiva. Valores

obtidos a partir da leitura de amostras liquidas em cromatografo a gas e expressos em mg/L.

Tempo, D c/ estacas
R20 R15 R12
0 1.169,36 148787 1.418,24
1 1.211,52 1.326,17 ' 1.048,37
2 395,75 1.170.35 783,78
3 0 409,68 486,56
4 0 9,59 231,98
5 0 0 26,39
Tempo, D ¢/ raizes
’ R13 R14 R19
0 1.096,78 1.360,41 1109,64
1 549,06 857,58 1558,68
2 556,65 1.350,0 1495,22
3 379,80 682,76 866,53
4 634,41 663,96 529,22
5 644,21 610,88 539,95
Tempo, D controle _ v
Cl C2 , C3
0 1436,49 1696,21 1302,56
1 1991,80 1897,88 1584,38
2 147821 2223,08 1682,57
3 1397,58 1586,97 1421,12
4 144430 1650,93 1.563,90
5 1557,84 1788,50 1,598,638
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Tabela B- 10 Resultados do experimento de absorgio direta do etanol em solugdo nutritiva. Valores
obtidos a partir da equacdo de balango de massa e expressos em mg.

Tempo, D - ¢f estacas
R20 R15 , R12
0 467,74 595,14 567,29
1 432,51 472,11 371,12
2 119,12 340,57 224,16
3 0 97,50 112,88
4 0 1,84 44,77
5 : 0 0 4,69
Tempo, D ' , c/ raizes : _
R13 R14 R19
0 438,71 544,16 443,85
1. 219,07 334,19 621,91
2 557,04 537,31 595,09
3 150,78 271,05 344,01
4 251,22 262,92 209,57
5 254,46 241,29 21328
Tempo, D controle
Cl ] C2 C3
0 574,59 678,48 521,02
1 794,72 757,25 632,16
2 588,32 884,78 ’ 669,66
3 554,89 630,02 564,18
4 571,94 653,76 - 619,30
5 615,34 - 706,45 631,47
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Experimento de absorgao direta do benzeno em cultivo hidroponico com S. babylonica.

Tabela B-11 Resultados do experimento de absorgédo direta do benzeno em solugio nutritiva. Valores
obtidos a partir da leitura de amostras liquidas em cromatografo a gas e expressos em mg/L.

Tempo, D c/ estacas
R10 R5 R3
1 - . 4,55 4,13 5,86
2 6,10 6,39 5,36
3 5,75 6,00 5,33
4 5,28 4,31 0
5 0,36 0,09 0
6 1,62 1,17 0
7 1,09 1,03 0
Tempo, D ' ¢/ raizes
‘ R9 R4 R2
1 - - -
2 - - -
3 6,13 3,98 3,43
4 6,17 3,19 -
5 9,74 - 3,98
6 7,49 9,86 -
7 9,80 19,57 -
Tempo, D controle
Cl C2 C3
1 22,91 25,02 20,52
2 22,03 20,27 24,92
3 - 22,99 24,20
4 22,10 23,21 21,71
5 22,76 22,97 23,18
6 20,83 24,22 23,86
7 23,86 20,83 24,22
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