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APRESENTACAO

O interesse na investigacdo de processos mitigadores de Poluentes Organicos
Persistentes (POPs) surgiu pela constatacdo de sua bioacumulacdo através das
cadeias tréficas, efeitos adversos a saude humana e ao meio ambiente. Com as
evidéncias de transporte destes compostos a longas distancias, incluindo regides
onde elas nunca foram utilizadas ou produzidas, e 0s consequentes riscos que estes
podem causar, a comunidade internacional (UNEP - United Nations Environment
Programme) considera importante a reducao e eliminacédo destes compostos.

Uma vez que os métodos atualmente disponiveis para a remocao destes
compostos sdo extremamente caros e de dificil execucdo, existe uma crescente
necessidade pelo desenvolvimento de metodologias mais eficientes e com custos
menores. As tecnologias fitorremediativas e a aplicacdo de TiO2 nanoestruturado
para a degradacdo de POPs surge como uma alternativa atrativa para reverter o
impacto destes poluentes no meio ambiente.

Uma vez que os estudos de remediacdo para esta finalidade necessitariam de
grandes quantidades de materiais e ao final poderiam gerar matrizes contaminadas,
a proposta desse trabalho foi implementar um método de remediacao inédito por ser
desenvolvido in vitro, utilizando quantidades exponencialmente menores de
materiais e poluentes, minimizando custos, residuos e sendo ambientalmente
adequado.

Todas as metodologias usadas nesse trabalho seguiram as mesmas diretrizes
com a preocupacdo no desenvolvimento de tecnologias e processos capazes de
reduzir ou ndo gerar residuos téxicos, minimizando o impacto dos processos ao
meio ambiente, gerando resultados de forma limpa e sustentavel.

Reagentes utilizados em processos de desinfec¢des, como o tradicional Cloreto
de Mercurio II, antifingicos generalistas, banidos de atividades agricolas comuns e
ainda usados em técnicas de producdao in vitro, bem como, elevadas quantidades de
solventes organicos clorados usados em processos de extracdo, foram substituidos

por reagentes com menor toxicidade e em quantidades significativamente menores.
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Outrossim, os efeitos do material nanoestruturado de TiO2 no cultivo dos vegetais
in vitro foram avaliados e as espécies estudadas manuseadas com o maximo de
controle e supervisionamento técnico a fim de, minimizar e evitar riscos ambientais.

O projeto FAPESP n° 2009/17248-0 sob a coordenacdo da Profa. Dra. Sandra
Regina Rissato forneceu o suporte financeiro para a execuc¢do do presente trabalho,
inclusive um equipamento de Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de
Massas (GC/MS), que possibilitou a andlise e confirmacdo dos poluentes organicos
persistentes e consequentemente a avaliacdo dos processos de remediacao
estudados.

Este estudo foi conduzido no Laboratério de Quimica Analitica e Novos Materiais
da Faculdade de Ciéncias da UNESP campus de Bauru-SP, em parceria com o Prof.
Dr. Claudio Anténio Cardoso do Grupo de Materiais e Dispositivos do Departamento

de Fisica da Universidade Federal de Sao Carlos, UFSCar.
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RESUMO

A poluicdo ambiental € um problema capcioso com consequéncias ecologicas
generalizadas. Entre todas as substancias quimicas produzidas, existe uma série de
compostos organicos, de uso variado, que pelo conjunto de seus efeitos ao meio
ambiente e & salde humana, foram agrupados sob a sigla POPs, POLUENTES
ORGANICOS PERSISTENTES, as quais tém sido alvo de discussdes com
diferentes énfases em convenc¢des mundiais sobre o meio ambiente.

Técnicas como biorremediacdo, fitorremedicdo, tratamento térmico entre
outras, vem sendo testadas nos Ultimos anos e em alguns casos demonstraram
bons resultados de descontaminacdo das matrizes como solo e &agua, frente a
diversos agentes poluidores. A nanotecnologia surge como uma importante
ferramenta para remediacdo de matrizes ambientais e vem se destacando por se
apresentar como uma tecnologia de oxidacao “verde”. Plantas por sua vez também
sdo elementos de agregacao e transformacdo de compostos organicos em seus
tecidos e podem também ser aplicadas em processos fitorremediativos in vivo ou
como uma opcao de estudo utilizando modelos in vitro.

Este trabalho desenvolveu um método de remediacao totalmente in vitro, em
contraste aos tradicionais métodos in vivo. Para tanto, foi possivel estabelecer dois
protocolos inéditos para o desenvolvimento de cultura in vitro: um para espécie de
bambu Bambusa vulgaris var. vitatta e outro para o girassol Helianthus annuus. L. O
estudo dos efeitos biorremediativos dessasespécies mantidas in vitro apresentou
resultados promissores para dezessete dos vinte e quatro compostos avaliados com
0 uso do girassol alcancando até 87 % de remediacdao. Além disso, foi possivel
constatar a toxicidade do TiOz nanoestruturado para as espécies testadas, em
diferentes estagios do desenvolvimento do vegetal.

A utilizagdo do TiO2 nanoestruturado na remediacdo de amostras aquosas
contaminadas com POPs apresentou resultados promissores com degradagao ao
redor de 50 % para a maioria dos poluentes.

Este estudo possibilitou uma comparacéo interessante sobre o potencial
dessas técnicas em aplicacdes ambientais com relacdo a eficiéncia, praticidade e
toxicidade especialmente focando-se nos processos de remediagcéo que certamente
devido a sua dinamica tendem a propiciar resultados ecologicamente atraentes e
gue podem inclusive serem usados em conjunto.

Palavras chaves: POPs, Remedicéo In vitro, fitorremedi¢do, nanoparticulas, TiO,, Bambu e

Girassol.

Marcos Vinicius de Almeida



Xi

ABSTRACT

Environmental pollution has been a complex problem which generates a lot of
ecological consequences. Among all chemicals produced by anthropic activity
human, there isa wide range of organic compounds affecting on the environment and
human health, which were grouped under the acronym POPs, Persistent Organic
Pollutants. These compounds have been targeted at all conventions on the global

environment.

Bioremediation, phytoremediation and thermal treatment are techniques that
have been tested in recent years and in many cases showed good results for
decontamination matrices such as soil and water. Nanotechnology emerged in the
recent years as an important tool for environmental purification and has been highly
used by presenting itself as technological option for "green oxidation". Plants can
also be considered as component of aggregation and transformation of organic
compounds in their tissues and can also be applied in phytoremediation purposes

both in vivo and in vitro models.

This study developed a remediation method fully in vitro, in contrast to
traditional methods in vivo. Two novel protocols were established by the
development of in vitro culture: one for bamboo species Bambusa vulgaris var. vitatta
and other for sunflower Helianthus annuus. L. The study of bioremediation effects of
these species in vitros howed promising results for seventeen from twenty-four
compounds evaluated using sunflower reaching until 87% for remediation. Moreover,
it was possible to verify the nanostructured TiO2 toxicity to the studied species at

different stages of development.

The use of nanostructured TiO2 in the remediation of aqueous samples
contaminated with POPs showed promising results in degradation of around 50% for

most pollutants.

This work suggests an interesting comparison of the potential of these
techniques in environmental applications with respect to efficiency, practicality and
toxicity especially focus in go remediation processes certainly due to its dynamic

results can provide environmentally attractive and can even be used together.

Key words: POPs, Remediation In vitro, Phytoremediation, Nanostructured TiOz,

Bambu and Sunflower.
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1. Introducéo

O ciclo da agua é um ciclo natural que ocorre ha milhdes de anos, em que
transformacdes sofridas permitem sua renovacgdo e reutilizacdo. Porém uma das
principais transformacdes que os sistemas hidricos vém sofrendo no ultimo século
Sao suas crescentes contaminacdes, que afeta principalmente as zonas litoraneas e
as grandes cidades. Entre os principais fatores que influenciam a poluicdo das
dguas estdo o lancamento de esgotos domésticos e efluentes industriais, a
urbanizacdo desenfreada, as atividades agricolas e de mineracdo, os poluentes
presentes na atmosfera carregados pelas chuvas, as mudancas climaticas, entre
outros. Esses fatores comprometem de modo irrefutavel a qualidade da agua para
consumo na Terra e ja provocaram a morte de quase dois milhdes de criangcas no
mundo nos ultimos vinte anos (RELATORIO DO DESENVOLVIMENTO HUMANO
2013).

O artigo 3° da Declaragédo Universal pelos Direitos da Agua recomenda: “Os
recursos naturais de transformacédo da agua em agua potavel sao lentos, frageis e
muito limitados. Assim sendo, a agua deve ser manipulada com racionalidade,
precaucdo e parciménia” (WORLD WATER FORUM 6, 2012). Segundo relatorio da
Organizacdo das NacgOes Unidas (ONU) divulgado no dia 12 de marco de 2012
durante o 6° Forum Mundial da Agua, 80% das aguas residuais néo é recolhido ou

tratado e muitas vezes esse percentual é descartado com outros efluentes,

resultando em contaminagdes do lencol freatico.

No Brasil os rios mais poluidos se encontram em areas urbanas. Segundo Ney
Maranhdo, superintendente de Planejamento de Recursos Hidricos da Agéncia
Nacional de Aguas (ANA), de acordo com o Censo 2010, a populagdo urbana do
Pais é de cerca de 161 milhdes de pessoas o que correspondente a 84,4% da
populacéo total (IBGE, 2010). Este elevado nivel de urbaniza¢do causa um impacto
significativo nos rios que atravessam as cidades, pois somente 42,6% dos esgotos
domeésticos sao coletados e apenas 30,5% recebe algum tratamento (ATLAS
BRASIL 2012).
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No ambito dos tratamentos convencionais a maioria é inadequada na remocéao
de contaminantes organicos, fato que tem propiciado o desenvolvimento de novas
tecnologias de tratamento. Dentre estas se destacam o0s processos fisicos
fundamentados em adsorcdo e alguns processos quimicos que utilizam oxidantes
como cloro e ozénio. Nos ultimos anos, processos oxidativos avangados tem se
mostrado uma alternativa promissora de tratamento, permitindo a degradacéo de
inimeros poluentes resistentes. Em geral, os radicais que surgem neste tipo de
reacoes, principalmente hidroxila, permitem a completa degradacdo de substratos
organicos, com elevadas taxas de mineralizacdo. Neste sentido, novas tecnologias
vém sendo propostas, porém sem o estabelecimento sistematico da técnica, que
permita constituir-se como uma nova tecnologia. Com vistas a essa finalidade, esses
processos de inovacdo devem ser embasados em estudos cientificos a fim de
propiciar viabilidade técnica, seguranca a saude humana e ao meio ambiente e
fornecer dados seguros sobre os efeitos de novos produtos ou técnicas a serem

aplicados.

2. Revisao Bibliografica

2.1.Contaminacdo de solos e 4guas subterraneas

7

A contaminacdo de solos e aguas subterrdneas é um dos grandes problemas
ambientais contemporaneos. A origem das areas contaminadas esta relacionada ao
desconhecimento em épocas passadas do grau de toxicidade, de procedimentos
seguros para 0 manejo de substancias perigosas e a ocorréncia de acidentes ou
vazamentos durante acgOes produtivas, de transporte ou de armazenamento de
matérias primas e produtos acabados. Com o advento da industrializacéo, a visdo de
desenvolvimento voltou-se para a reducdo de custos e para 0 aumento da
capacidade de producdo (DUBOIS, 2008; TERRY& BANUELOQOS, 2000).
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Uma area contaminada pode gerar comprometimento da qualidade dos recursos
hidricos, restricbes ao uso do solo e danos ao patrimonio publico e privado, com a
consequente desvalorizacdo de propriedades, além de danos ao meio ambiente
(CAESPMA, 2009A; NYSDOH, 2009; TERRY& BANUELOS, 2000).

A CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental é a
agéncia do Governo do Estado de S&o Paulo responsavel pelo controle, fiscalizagéo,
monitoramento e licenciamento de atividades geradoras de poluicdo, com a
preocupacao fundamental de preservar e recuperar a qualidade da agua, do ar e do
solo (CAESPMA, 2009b).

Em maio de 2002, a CETESB divulgou pela primeira vez a lista de areas
contaminadas, registrando a existéncia de 255 pontos no Estado de Sdo Paulo. Em
novembro de 2008, o numero de areas contaminadas avaliadas totalizou 2.514. As
Figuras 1 e 2 apresentam a avaliagdo de é&reas contaminadas ja cadastradas
(CETESB/GTZ, 1997).

Evolugio do numero de areas contaminadas cadastradas
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Figura 1: Numero de &reas avaliadas pela CETESB durante o periodo de maio de 2002 a
novembro de 2008 (CETESB, 2009).
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Figura 2: Principais compostos determinados em &reas contaminadas em novembro de
2008 no estado de Séo Paulo (CETESB, 2009).

Dentre os compostos identificados em areas avaliadas pela CETESB
encontram-se uma série de compostos organicos, de uso variado pertencente a
distintas classes quimicas, que pelo conjunto de seus efeitos no meio ambiente e na
saude humana, foram agrupadas e classificadas como POPs (Poluentes Organicos
Persistentes) (RAND, & PETROCELLI, 1998).

A contaminagcdo do subsolo de aterros tem origem principalmente na
infiltrac&o dos lixiviados através das camadas impermeabilizantes. A interacdo solo-
contaminante é muito complexa, uma vez que, muitos fendmenos fisicos, quimicos e
biolégicos podem ocorrer simultaneamente. Sendo assim, sdo inumeros 0sS
fenbmenos que controlam o transporte de contaminantes no solo, que se constitui de
um meio poroso, onde o contaminante pode mover-se solubilizado (dgua) pelas

lacunas do meio poroso (solo) seja ele saturado ou ndo (NOBRE, 1987).

O transporte depoluentes ndo depende apenas do fluxo do fluido no qual
essas substancias podem estar solubilizadas, mas principalmente dos mecanismos

gue sao caracterizados por processos fisicos, quimicos e bioldgicos.
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O movimento da agua nos solos ocorre em um meio poroso heterogéneo,
onde o tamanho, a forma e as conexdes entre as lacunas existentes nessa matriz e
a viscosidade do fluido acabam por determinar a velocidade de percolacdo. Os
poros que estdo presentes na matriz solo podem estar interconectados formando
caminhos, e, por esses, os fluidos podem migrar em sub-superficie (BEAR &
VERRUIJT, 1979). Para que ocorra o deslocamento de um poluente em sub-
superficie € necessario uma pressao para gerar um gradiente hidraulico que force
esse movimento (BEAR & VERRUIJT, 1979).

Um contaminante lancado em quantidade suficiente pode percolar de forma
descendente uma sub-superficie ndo saturada (FETTER, 1999). Um contaminante

organico que atinge o subsolo pode se encontrar, principalmente em quatro formas:
(a) fase livre — parte ndo miscivel sobre o topo do lencol freatico;
(b) fase dissolvida — na agua do lencol freatico;

(c) fase adsorvida ou residual — na interface envolvendo grumos de solo ou

descontinuidade na rocha,;
(d) fase vaporizada — na fase gasosa que ocupa vazios do solo ou da rocha.

As propriedades dos contaminantes como pressao de vapor e solubilidade em
agua definirdo o equilibrio entre as 4 fases (FETTER, 1999). As propriedades que
afetam a persisténcia de um contaminante em sub-superficie incluem a
hidrofobicidade ou hidrofilicidade (medida pelo coeficiente de particdo octanol/agua),
a volatilidade (relacionada com a pressao de vapor) e o grau de halogenacao do
contaminante. Os contaminantes com alto grau de halogenacdo sdo lentamente
biodegradados em solos aerobicos por causa do seu alto estado de oxidacéao.
Contaminantes hidrofébicos tendem a se adsorver ao solo (Walker, 2002) e
contaminantes com baixa pressdo de vapor volatiizam Ilentamente,
consequentemente, o alto grau de halogenacéo, a alta hidrofobicidade e a baixa
pressdo de vapor sdo caracteristicas comuns de contaminantes recalcitrantes
(WALKER, 2002). Devido a baixa solubilidade e alta toxicidade, contaminantes como
0s poluentes organicos persistentes (POPs) podem continuar a degradar a

qualidade do aquifero por muitos anos por processos de dissolucéo.
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2.2. Poluentes Organicos Persistentes (POPs)

Os poluentes organicos persistentes ou POPs sdo encontrados amplamente
distribuidos em todo o planeta nos solos, 4guas, alimentos, organismos vegetais e ja
foram detectados também em tecido adiposo dos seres humano e em amostras de
leite materno (YOGUI, 2001).

Em 1985 a EPA, Agéncia de Protecdo Ambiental Americana, do inglés
“‘Enviromental Protection Agency” classificou as dioxinas, POPs gerados pela
combustdo de materiais clorados, como 0s mais potentes carcinogénicos jamais
testados em laboratério (KOOPMAM-ESSEBOOM et al.,1994).

Por se desconhecer os efeitos nocivos a saude humana e ao meio ambiente,
tais como, acumulagéo quimica e persisténcia na cadeia alimentar, estes compostos
foram amplamente introduzidos no mercado visando a diminuicdo, controle ou
exterminio de pragas entre outros organismos que afetavam a producdo agricola
(COUTINHO & BARBOSA, 2007).

Devido a sua alta solubilidade em compostos apolares, os POPs sédo
encontrados depositados em gorduras, ceras e outros compostos lipidicos de
animais e plantas, destacando-se por sua estabilidade quimica perante a
degradacdo natural, decomposi¢cdo e pela sua toxicidade amplamente relatada ha
mais de 30 anos (KOOPMAM-ESSEBOOM et al., 1994).

Sua nomenclatura “POPs” (poluentes organicos persistentes) foi atribuida
guando confirmado seus efeitos acumulativos por mais de 40 anos na cadeia
alimentar. Até a confirmacdo destes efeitos acreditava-se que sua toxicidade a
humanos fosse muito baixa e sendo agudamente téxico apenas para insetos e
outros artropodes (MAHLER et al., 2007).

Apoés varias pesquisas, foram reconhecidos como compostos de elevada

toxicidade e rotulados de POPs.
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A partir disso, passaram a ser alvo de leis, estratégias politicas e sanitérias
que proibiram sua fabricagdo, comercializacdo e aplicagcdo e forcaram a sua
eliminacdo em todo mundo, decisdo reafirmada pela convencdo de Estocolmo no
ano de 2004. Foram propostos ainda estudos que possibilitassem sua separacao e a
descontaminacdo de toda cadeia biolégica e meio abidtico (STOCKHOLM
CONVENTION, 2004). Frente a esta decisdo muitas técnicas de descontaminacéo e
eliminacdo foram propostas para areas ja poluidas como, métodos como
biorremediacéo e tratamento térmico as quais vém sendo testadas para averiguacao
de sua eficacia, viabilidade técnica e econémica (COUTINHO & BARBOSA 2007,
DINARDI et al., 2003).

Uma vez liberados no ambiente natural uma substancia poluidora pode

apresentar trés comportamentos distintos:
a) permanecer inalterado no local ou préximo ao local de sua liberacao.

b) ser deslocado para agua, solo e ar por processos de solubilizacéo,

volatilizacéo, dissolucdo, adsorcéo e precipitacao.

c) ser transformado em outros compostos através de reacdes quimicas
como: oxido-reducédo, reacdes de acido base, complexacdes, hidrolises, fotolises, e

por processos biolégicos como biodegracdo (ARTIOLA et al., 2004)

Independentemente do destino ou trajetoria do poluente apds sua liberacédo, o
risco de sua contaminacéo e toxicidade ao meio ambiente e a saide humana fazem
dos POPs moléculas de alta prioridade a serem removidas da natureza. Para isto,
técnicas como fitorremedicédo, biorremediacdo, degradacdo enzimética ou métodos
guimicos diversos vem sendo aplicados com o objetivo de remover, remediar ou
destruir estes poluentes (JACOBSON & JACOBSON, 1990).

2.2.1. Ciclodienos

Os ciclodienos séo um grande grupo de compostos organoclorados, dentre os

quais estéao Aldrin, Dieldrin, Endrin, Clordanos, Heptacloro, entre outros.
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2.2.1.1. Aldrin, Dieldrin e Endrin

Os compostos mostrados na Figura 3 sao obtidos pela reacdo da sintese

diénica descoberta por Ouo Diels e Kurt Alder (dai a origem dos nomes).

Primeiramente a agao inseticida do aldrin foi descoberta em 1948, por Julius
Hyman, que o denominara "composto 118". Em 1950 comecou a produgdo em
escala industrial do inseticida, primeiro nos Estados Unidos e em seguida na

Holanda.

Ci Cl

Ci Cl Cl Ci
Cl

Cl Cl

Cl

Cl o) Cl Cl
Cl Cl 0

Figura 3: Férmulas estruturais (da esquerda para a direita): Aldrin, Dieldrin e Endrin.

O aldrin é um inseticida de amplo espectro e altamente efetivo, matando os
insetos por contato e ingestao, possuindo também acdo fumigante leve dentro da
terra, 0 que assegura o controle de insetos na camada superficial do solo. Uma vez
no solo, o aldrin pode se volatilizar, contaminando a atmosfera. O teor restante &
rapidamente epoxilado e convertido a dieldrin, que € mais resistente a
biotransformacédo e a degradacédo abiética que o aldrin. O aldrin e o dieldrin foram
extensivamente usados durante os anos 50 a 70 como inseticidas em lavouras de
milho e algoddo. Nos Estados Unidos, o uso agricola destes compostos foi restrito a
partir de 1970 e, para controle de térmitas em 1987, quando o fabricante
voluntariamente solicitou o cancelamento de seu registro. No Brasil, o aldrin,
juntamente com diversos outros inseticidas organoclorados teve seu uso,
comercializacdo e distribuicdo proibidos pela Portaria 329, de 2 de Setembro de
1985, do Ministério da Agricultura (Adaptado de Neto, 2002).

O dieldrin pode ser encontrado na natureza tanto como resultado direto de

seu uso como inseticida quanto como metabdlito pela epoxidacéo do aldrin.
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Nos Estados Unidos, foi proibido como inseticida em 1970, voltou a ser
liberado em 1972 para combate a cupins e formigas. Finalmente em 1987 ocorreu o
cancelamento total de seu uso naquele pais. No Brasil, ele foi proibido pela mesma
Portaria 329, mas continuou sendo produzido para exportacdo até 1990. Em 1993
houve entdo a proibicdo total para esse inseticida. Na América Latina, a maioria dos
paises (Argentina, Brasil, Chile, Coldmbia, Equador, México, Paraguai e Peru) ja

vetou completamente o dieldrin.

O Uruguai permite o uso restrito do composto e na Venezuela, a aplicacao
do inseticida (mesmo na agricultura) ainda € totalmente permitida (Adaptado de
Leite, 2002).

O endrin, que € um estereoisdmero do dieldrin, teve sua patente requerida
pela Shell Development Company em abril de 1950 e concedida em abril de 1954. A
partir de entdo, o endrin foi utilizado em varios paises como inseticida, rodenticida e

avicida, bem como em culturas de algodéo, trigo e maga.

Seu uso declinou a medida que a resisténcia desenvolvida pelos insetos
crescia. O endrin teve sua fabricacdo encerrada nos Estados Unidos em 1991,
guando a Velsicol Chemical Company solicitou voluntariamente o cancelamento do
registro da producdo. O endrin ndo chegou a ser produzido no Brasil; todas as
formulacdes utilizadas aqui foram preparadas com produto importado. Atualmente, o
IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis)
permite a comercializacado de endrin e produtos afins apenas para preservacao de

madeira, sendo vetado a qualquer outra atividade (Adaptado de Assumpcéo, 2002).

2.2.1.2. Clordano

O clordano (mostrado em suas duas formas na Figura 4) € um inseticida de
contato de amplo espectro, utilizado na agricultura em diversas culturas e no

controle de cupins.
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Figura 4: Formulas Estruturais do Clordano cis e trans, da esquerda para direita (fonte: U.S.
Fish and Wildlife Serviee).

O clordano técnico € uma mistura de mais de 140 compostos, sendo sua
composicdo aproximada: 15% cis-clordano, 15% trans-clordano, 21,5% de isbmeros
de clordene, 3,8% heptacloro, 9,7% trans- nonacloro, 2,7% cis-nonacloro, 3,9%
octaclordano, 2,6% "Composto K", 2,2% dihidroclordene, 2% Nonaclor, 10,2% de
trés estereoisdmeros do dihidroheptacloro. Os 33% restantes sdo uma mistura de
135 outros compostos. Do clordano propriamente dito, o isbmero cis € o que possui
maior atividade inseticida. O clordano foi primeiramente sintetizado em 1947 pela
Velsicol Chemical Corporation e durante 35 anos foi, junto com o heptacloro, um dos

agrotéxicos mais utilizados nos Estados Unidos.

Em marco de 1978, a Agéncia de Protecdo Ambiental norte americana (EPA)
noticiou a suspensaodo uso do clordano nos EUA, mas manteve a autorizagédo para
injecbes para controle de cupins em fundacdes e em plantas ornamentais,
autorizacdo essaque prosseguiu até 1987 para as plantas ornamentais e 1988 para
os cupins. Neste mesmo ano, foram anunciados o cancelamento do uso comercial e
a suspenséao de todos os produtos de Clordano e foram impostas restricoes para a
venda e uso do estoque existente nos EUA, mas até 1995 a Velsicol possuia
autorizacdo para a exportacdo do produto. Em 1997, a empresa interrompeu
voluntariamente a producéo tanto nos EUA como em outros paises. No Brasil, ndo
h&a agrotoxicos cujo principal ingrediente ativo seja o clordano, mas sim trés produtos
destinados a preservagdo de madeira (por adigdo a cola, pincelamento ou imersao):
Biarbinex 200 CE, Biarbinex 400 CE e Nadefour 400, todos contendo além de
clordano, heptacloro e nonacloro. Esses produtos s&o feitos pela Action Agro,
subsidiaria brasileira da Velsicol (Adaptado de Oliveira, 2002).
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2.2.1.3. Heptacloro

O heptacloro € um inseticida organoclorado isolado do clordano em 1946 e foi
extensivamente usado entre os anos de 1953 e 1974 no controle de pragas do solo,

de sementes como milho e sorgo.

Também foi usado no controle de formigas, larvas de mosca, cupins e outros
insetosem solos cultivados e nao cultivados e para insetos domésticos. O heptacloro
epoxido, produto da degradacéo do heptacloro (ambos representados na Figura 5) é

mais toxico e mais persistente no ambiente do que 0 seu precursor.

Cl Cl
Cl al « C

4

! ol cl Cl
cl cl

Figura 5: Formulas Estruturais do Heptacloro Ep6xido e Heptacloro (fonte: NOAA).

Vale ressaltar que o heptacloro € um constituinte importante do clordano grau
técnico, chegando a 20% em peso. Quanto a producdo e comercializacdo, quase
todos os registros foram cancelados em 1974, devido ao seu potencial risco
carcinogénico, persisténcia e bioacumulacdo na cadeia alimentar. Sua venda foi
cancelada espontaneamente em 1987, pelo uUnico fabricante, a Vesicol Chemical
Corporation e a venda e distribuicdo dos estoques foram proibidas em abril de 1988.
Todavia, seu uso ainda é permitido nos EUA para controle de formigas de fogo em
transformadores e os estoques domésticos, para controle de cupins subterraneos.
No Brasil, ainda é usado na preservacao de madeira. Desde meados dos anos 80, a
utilizagdo de organoclorados tem sido restringida no Brasil. Entretanto, sabe-se de
grandes estoques na agropecuaria e que provavelmente estejam sendo vendidos

por industrias ndo registradas (adaptado de Lima, 2002).
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2.2.2. DDT e metabdlitos

O DDT (mostrado com seus metabdlitos na Figura 6) é um inseticida
persistente de amplo espectro que foi utilizado largamente na agricultura e no
controle de vetores de doencas.

CLOr Ll oL

—
=

n—l)—c

o _““;, g Sa
0p DDT 0.2-DDD 0.0 DDE
o L L |

| o tm o a
22-DOT pp-DDD 2.2 DDE

Figura 6: Férmulas Estruturais do DDT e seus metabolitos.

O DDT foi sintetizado pela primeira vez em 1874 por Othmar Zeidler, mas
suas propriedades inseticidas foram descobertas apenas em 1939 por Paul Muller,
que recebeu o Prémio Nobel de Quimica em 1948 pela importancia da descoberta e
pelo posterior uso no combate a mosquitos transmissores de doencas. Porém, os
insetos passaram a desenvolver resisténcia ao composto e 0s efeitos ambientais
negativos foram evidenciados. Aléem do DDT, ha também o DDD e o DDE, como
resultado da transformacéo do DDT e também como impurezas no DDT grau técnico
(JESUS, 2002). Na transformagé&o por via oxidativa, a molécula do DDT perde um
atomo de cloro e outro de hidrogénio, se transformando em DDE. Na via redutiva, ha
apenas a perda de um atomo de cloro e a formacdo de DDD, que ainda apresenta
alguma atividade inseticida, mas é menos téxico para peixes do que o DDT. Ja o
DDE € o menos toxico dos trés, porém encontrado em maiores concentracdes nos

organismos.
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Estima-se que 80% do total de DDTs estejana forma de DDE nos organismos
marinhos (adaptado de Yogui, 2002). No inicio da década de 70, seu poder residual,
antes tido como qualidade, comecou a ser encarado como sério inconveniente de
grande significado ecoldgico, dados os diversos efeitos deletérios reportados. A
Suécia proibiu seu uso em 1970 e desde entdo diversos paises tém banido ou
restringido rigorosamente sua utilizacdo. Os EUA proibiram seu uso agricola em
1973 e diversos paises europeus na década seguinte. No Brasil, a proibicdo ocorreu

em 1985, exceto para questdes de saude publica.

Atualmente, seu emprego é limitado ao controle de zoonoses em paises em

desenvolvimento (Adaptado de Jesus, 2002).

2.2.3. HCB E MIREX

O HCB (Hexaclorobenzeno, mostrado na Figura 7) € um produto quimico
sintético, utilizado principalmente como fungicida, que foi introduzido no mercado em
1945. Sua introdugdo no ambiente ocorreu também como subproduto de diversos
processos industriais, como a fabricacdo de outros pesticidas, de tetracloreto de
carbono, pentaclorofenol e monémeros de cloreto de vinila (YOGUI, 2002) e também
como resultado da decomposicao térmica incompleta em incineradores de diversos

compostos organoclorados.

¢l

HCB mirex

Figura 7: Férmulas Estruturais do Hexaclorobenzeno (HCB) e o dodecaclorohidro-1,3,4

metano -1 H- ciclobuta [c,d] pentaleno (Mirex).
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Devido a sua capacidade de volatilizacdo, o HCB pode contaminar também a
agua da chuva, evidenciando o processo de destilacdo global e por isso o transporte
de longa distancia tem importancia significativa na sua redistribuicio no meio
ambiente (TOLEDO, 2002).

O mirex (também representado na Figura 7) foi sintetizado pela primeira vez
em 1946, mas sO apareceu em formulacbes de agrotoxicos em 1955 e foi
comercialmente disponibilizado em 1958. Por ter grande especificidade no combate
a formigas, foi utilizado no sudeste dos EUA, na América do Sul e na Africa do Sul. A
mesma substancia, porém com o nome de declorano foi utilizada como retardador
de chama em plasticos, borracha, papel e materiais elétricos. O uso como retardante
de chama superou, em alguns casos, o agricola. Nos EUA, estima-se que 75% do
total tenham sido usados em aplicacdes ndo agricolas. No Canada, ele sequer foi
registrado como agrotdoxico, mas apenas como retardante de fogo (Adaptado de
Fernicola, 2002).

2.2.4.I1sbmeros do HCH

cl
Kl cl cl
~gl g cl
&l
a-HCH 3-HCH

Figura 8: Formulas Estruturais dos isbmeros do hexaclorociclohexano HCH.

O HCH (hexaclorociclohexano), também chamado erroneamente de BHC
(hexacloreto de benzeno), comecou a ser utilizado quase na mesma época do DDT,

como veneno de contato para insetos.
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Ele é um composto muito volatil, sendo perdido em altas taxas para a
atmosfera durante sua aplicacdo. Clark (1992) demonstrou em um estudo no sul da
india, que 99,6% do HCH aplicado em campos de arroz podiam ser perdidos para a
atmosfera. Em um contexto mundial, o HCH foi muito usado na fumigacdo de
sementes, devido a sua estabilidade térmica. No Brasil, ele foi especificamente
usado nas culturas de café, soja e algodao, bem como no controle da doenca de
Chagas (WEBER & MONTONE, 1990).

A formulacéo técnica possui uma série de isdbmeros (Figura 8), porém, o Unico
que apresenta propriedades inseticidas € o y-HCH. Ele também foi vendido
purificado com o nome de Lindano, mas devido ao preco, foi menos utilizado do que

o produto técnico (Adaptado de Yogui, 2002).

2.3.Remediacdo e Biorremediacéo

O conceito de ecologia sustentavel € muito comum na atualidade e torna-se

cada vez mais importante e difundido na sociedade contemporanea.

7z

Conferéncias mundiais, como a de Kyoto, definram que € necessario
aumentar as buscas por métodos mais eficazes de descontaminacdo de matrizes
imprescindiveis para vida humana tais como, alimentos, 4gua e solo (KYOTO
PROTOCOL, 2009).

Atualmente muitas tecnologias sdo propostas com este intuito, uma vez que é
evidente que ha uma pressdo muito intensa por uso de recursos naturais

despoluidos, os quais sdo cada vez mais raros na natureza.

A remediacdo ambiental € um conceito amplo para um conjunto de medidas
mitigadoras que visam reparagcdo dos danos ambientais ocasionados por
interferéncia antrépica ou natural, como contaminantes quimicos, fisicos ou

radioativos no meio ambiente.
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Nessa constante busca de alternativas para despoluir &reas contaminadas por
diversos compostos organicos, tem-se optado por solu¢des que englobem processos
com alta eficiéncia, simplicidade, rapidez e baixo custo. Nesse contexto, cresce o
interesse pela utilizacdo da “biorremediagao”, que é caracterizada como uma técnica
que consiste em descontaminar solo e agua por meio da utilizacdo de organismos

Vivos, como microorganismos e/ou plantas (SURESH, 2004).

Tecnologias que visam a remoc¢ao de poluentes organicos do meio ambiente,
utilizando processos de separagéo e estabilizacdo (adsor¢cdo em carvao ativado ou
lavagem de solo) ndo fornecem solugcdo permanente, apenas transferem o
contaminante de um sistema para outro. A incineracdo do material contaminado
pode ser outra solucdo desfavoravel, pois além de demandar custo, pode produzir
outros compostos quimicos tdo ou mais téxicos que os originais (BURKEN, 2002;
LITCHFIELD, 2005).

A biorremediacdo (utilizacdo de organismos vivos para eliminacdo de
compostos téxicos) vem sendo muito estudada nos ultimos anos porque, além de
menos dispendiosa, pode resultar na mineralizagcdo ou na transformacdo dos
contaminantes em produtos finais in6cuos. Pela biorremediacdo, grandes volumes
de solo, agua ou sedimentos podem ser tratados pela estimulacdo dos
microrganismos autoctones ou pela introducdo de microrganismos com capacidade
comprovada de degradar o poluente. Entretanto, estas técnicas de biotecnologia
possuem custo elevado e ha a necessidade de definicdes de normas especificas
para utilizacdo comercial. A fitorremedicdo se destaca como uma técnica muito
eficaz, de baixo custo, segura, rentavel, renovavel e com maiores retornos sociais e
ambientais do que a utilizacdo de microorganismos selecionados e/ou modificados
(BURKEN, 2002; LITCHFIELD, 2005; ATTERBY et al., 2002).
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2.3.1. Fitorremedicéo

Dentro do conceito de biorremediacdo insere-se a fitorremediacdo, que
envolve o emprego de plantas, sua microbiota associada e de amenizantes
(corretivos, fertilizantes, matéria organica etc.) do solo, além de praticas
agrondmicas que, se aplicadas em conjunto, removem, imobilizam ou podem tornar
0S contaminantes inofensivos ao ecossistema. A utilizacdo da fitorremediacdo tem
sido estudada e difundida nos ultimos anos, principalmente nos Estados Unidos e na
Europa (DAVIS et al., 2005).

Os mecanismos fisioldgicos responsaveis pela remediacdo mais relatados na
literatura sao a fitoextracdo (SCHNOOR et al., 1995) e a fitoestimulacdo. Na
fitoextracdo, o0 contaminante € absorvido pelo sistema radicular da planta
remediadora, podendo ser posteriormente fitocompartimentalizado, fitovolatilizado,
fitoexsudado ou fitodegradado (SUSARLA et al., 2002). J4 na fitoestimulagdo a
planta remediadora libera no solo compostos que estimulam determinada microbiota
a metabolizar o xenobidtico (rizodegradacédo) (SANTOS et al.,, 2007). Ambos os
mecanismos podem ser influenciados pela densidade populacional das espécies
remediadoras (SANTOS et al., 2006a), pois o aumento no volume de exploracdo do
sistema radicular e da transpiracdo das plantas por area pode resultar em maior
absorcdo dos xenobidticos, além de aumentar a populacdo dos microrganismos

rizodegradadores associados as suas raizes.

A selecéo de vegetais destinados a processos fitorremediativos tem como

principais caracteristicas:

o Alta produtividade e desenvolvimento vegetativo de folhas,
galhos e ramos;

o Sistema radicular exuberante e denso;

o Resisténcia a adversidades de solo como pH, matéria organica,
compactacao etc;

o Facil cultivo, pouco trato cultural e preferencialmente com

retorno econdémico.
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Obedecendo a estas caracteristicas, diferentes vegetais foram estudados
para este objetivo. Plantas como capim Sapé, capim Brachiaria, Aguapé, Mamona
entre outras se destacaram em estudos com poluentes orgénicos e elementos
toxicos. Outros tipos de culturas como eucalipto, também foram utilizadas
experimentalmente em processos fitorremediativos de esgoto doméstico ou lodo de
esgoto (FARIA & RODRIGUEZ, 2008).

Grupos de plantas com crescimento rapido como as Gramineas ou Poaceas
sdo indubitavelmente um dos melhores grupos vegetais com finalidades

fitorremediativas, e que obedecem a todos os critérios de selecao.

Estas plantas podem ser utilizadas como fonte de biomassa energética e nao
carecem de nenhum tipo de correcao do solo ou implementos, o que diminui o custo
de producdo frente as culturas agricolas ou florestais convencionais. O bambu
sendo uma graminea lenhosa também foi utilizado com sucesso em tratamentos de
esgoto doméstico, uma vez que possui em seus feixes condutores uma vasta
ocorréncia de microorganismos aerébios e anaerébios que auxiliam em seu
metabolismo e secundariamente atuam na degradacdo de possiveis moléculas
poluidoras (CARNEIRO et al., 2002).

2.3.1.1. Bambu como fitorremediador

Diferentemente das culturas florestais tradicionais, os bambus tém
crescimento rapido e excelentes resultados ecolégicos de plantio, como alta
diversidade de animais e invertebrados concomitantes (LOZOVEI, 2001; ZIMMER &
ISLER 2003; RAJAO & CERQUEIRA, 2006). Além de ndo utilizar 4gua subterranea,
uma vez que, suas raizes sao superficiais, suportam bem solos arenosos, acidos e
pouco produtivos. Essas caracteristicas fazem desta cultura uma excelente fonte de
biomassa para aproducéo de alcool, carvao ou papel (AZZINI et al., 1998; PEREIRA
& BERALDO, 2007).
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O bambu possui forte vitalidade, grande versatilidade, propriedades
estruturais e admiravel beleza natural, e estas caracteristicas tém permitido a esta
planta milenar o mais longo e variado papel na evolugdo da cultura humana. Suas
caracteristicas fazem do bambu uma interessante alternativa para os diferentes
propoésitos e aplicagbes tecnoldgicas incluindo fitorremedicdo e controle de
elementos erosivos do solo (HSIUNG, 1988; FARRELY, 1984).

Existem no mundo 75 géneros e 1250 espécies de bambu, dos quais 62%
s&o nativos da Asia, 34% das Américas e 4% da Africa e Oceania. Entretanto, no
ambito global, 75% das espécies de bambu conhecidas possuem apenas uso local,

e somente 50 espécies sdo intensivamente utilizadas.

Desde 1994 o INBAR (International Network for Bamboo and Rattan -6rgdo
internacional de pesquisa, promocdo e comércio de tecnologias com bambus)
recomenda o plantio e experimentacdo de 19 espécies consideradas como
prioritarias, com base em critérios relativos a utilizacdo, cultivo, processamento,
producao, recursos genéticos, recuperadores de areas degradadas e agroecologia,
(INBAR, 1994).

Outra caracteristica importante para o uso do bambu como uma espécie
adequada a fitorremedi¢do consisteem sua boa propagacédo in vitro, a qual permite
executar estudos pré-campo. Os experimentos preliminares contribuem de forma
irrefutavel na elaboracdo de processos de fitorremediacdo in vitro, com geracao

minima de residuos toxicos.

O estudo de obtencéo de plantas de bambu in vitro foi descrito por Alexander
e Rao em 1968, utilizando embrides zigoticos maduros. Desde entdo, foi
demonstrado a producédo de protoplastos de folhas e cultura de calos (HUANG &
MURASHIGE, 1983), regeneracao de plantas de Bambusa oldhamii Munro (YEH &
CHANG, 1986A) e Bambusa beecheyana Munro var. beecheyana (YEH & CHANG,
1986b). Komatsu (1995) realizou um estudo da morfogénese em calos de
Phyllostachys bambusoides Sieb. & Zucc e empresas internacionais, como a Oprens
vem comercializando com sucesso milhares de mudas/ano mantidos por sistema in

vitro de cultivo.
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No Brasil existem atualmente poucas empresas ligadas ao ramo, porém
algumas alcangam a producdo de mais de 3 milhdes de mudas/ano com destino a

biomassa energética.

Quanto as condicbes dos meios nutricionais destinados a regeneracao de
bambus, na maioria das espécies testadas, os pesquisadores utilizaram como
explantes sementes e inflorescéncias (ALEXANDER & RAO, 1968; MEHTA et al.,
1982; YEH & CHANG, 1996A; YEH & CHANG, 1986B; TSAY et al., 1990;
CHAMBERS et al., 1991; MURUNTHAKUMAR & MATHUR, 1992; LEMOS et al.,
2006); e para poucas espécies, outras partes da planta adulta como gemas apicais
e/ou laterais, rizomas e nés (RAO et al., 1985; EL-HASSAN & DEBERGH, 1987;
PRUPTONGESE & GAVINLERTVATANA, 1992; CHATURVEDI et al., 1993; LEMOS
et al., 2006).

O meio de cultura basico (MS) Murashige & Skook (1962) com suas
modificacdes e diluicbes tem demonstrado ser satisfatorio para diversas espécies,
tanto herbaceas como lenhosas no desenvolvimento de calos e regeneracdo de
plantas. Para o bambu, o meio MS modificado e complementado com diferentes
concentracbes de citocininas (cinetina e benzilaminopurina), auxinas (acido
naftalenoacético e &cido indolbutirico) e agua de coco, constituiram o meio de
cultura para a grande maioria dos estudos envolvendo as diferentes espécies de
bambu (KOMATSU, 1995).

2.3.1.2. Girassol como fitorremediador

A espécie vegetal Helianthus annuus L., conhecida popularmente como
girassol € uma espécie pertencente a familia das Asteraceae, e utilizada pelos seres
humanos a mais de 1000 anos. Dos seus frutos, popularmente chamado semente, é
extraido o Oleo de girassol que € comestivel e no Brasil € utilizado como fonte para
producdo de biodiesel. Atualmente, a producdo mundial ultrapassa 20 milhdes de
toneladas anuais de grao (CENPES, 2008).
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Devido ao seu crescimento rapido, o girassol vem sendo aplicado como
alternativa de ciclo intermediario a outras culturas como soja e milho. Entretanto,
nessas areas, observou-se que o0s produtos utilizados em cultivos anteriores
estavam sendo detectados em seus frutos e em sua biomassa, indicando um
provavel processo de fitoextracdo de residuos do solo para partes da planta. Varios
estudos tém mostrado a utilizacdo do girassol em processos fitorremediativos para
elementos toxicos, ferro, uranio entre outros contaminantes ambientais de dificil
remocao (JANUARY et al., 2008).

Por se tratar de uma planta amplamente difundida e de fécil cultivo, ndo foram
grandes os interesses de pesquisas em estabelecer um protocolo in vitro completo,
com finalidade comercial, para essa espécie, pois a semeadura mecanizada, o baixo
custo das sementes e a alta taxa de germinacdo superariam monetariamente o
cultivo in vitro, (SEMENTES DO BRASIL, 2001).

Mesmo sem um protocolo especifico, testes com o cultivo seletivo apenas de
raizes in vitro evidenciaram a toxicicidade de antibiéticos como tetraciclina e
oxitetraciclina para estes tecidos (GUJARATHI, et al. 2005).

2.3.2. Utilizacdo de nanomateriais na remediacdo ambiental

A nanotecnologia estende a ciéncia de materiais para o dominio de particulas
e interfaces com dimensdes extremamente pequenas, da ordem de um a cem
nanémetros. Particulas deste tamanho, ou “nanoparticulas”, apresentam uma
grande area superficial e, frequentemente, exibem propriedades mecanicas, opticas,

magnéticas ou quimicas distintas de particulas e superficies macroscépicas.

Os processos de remediacdo ambiental utilizando nanomateriais se baseiam
na geracdo de radical hidroxila como agente oxidante e sdao conhecidos como
processos oxidativos avancados (POAs). O radical hidroxila tem um alto potencial
padrdao de reducado (cerca de 2,8 V) possibilitando a oxidacdo de uma elevada
variedade de substancias organicas (DERBALAH et al., 2004).

Marcos Vinicius de Almeida



22
Tese de Doutorado — PPG Biotec

Estes processos podem ser divididos em homogéneo e heterogéneo, ambos
com ou sem uso de radiacdo UV (ANDREOZZI et al., 1999). A diferenca entre os
processos homogéneos e heterogéneos estd no mecanismo de produgédo de HO-,
nos reagentes utilizados para sua producdo e na fase em que se encontra o
fotocatalisador, quando presente (FATTA-KASSINOS et al., 2011).

2.3.2.1. Processos Homogéneos

Nos sistemas homogéneos ndo existe a presenca de catalisadores na forma
sélida, estes processos apresentam formas diferentes quanto ao modo de geracéo
de radicais hidroxila, podendo ocorrer com ou sem o uso da radiagdo UV. Os mais
utilizados séo os processos fenton, foto-fenton, ozondlise e H202/UV (LEGRINI et al.,
1993).

2.3.2.2. Processos Heterogéneos

Fotocatalise heterogénea é um processo no qual duas fases ativas solido e
liguido estéo presentes. A fase solida € um catalisador, geralmente um semicondutor
gue possui a possibilidade de gerar bandas denominadas banda de valéncia (BV) e
banda de conducéo (BC), que € comumente caracterizada por uma faixa de energia
(“band gap”). A absorgéo de fétons na superficie de um semicondutor com energia igual
ou maior a energia de “band gap” resulta na promo¢éo de um elétron da banda de
valéncia para a banda de conducéo, gerando um par elétron/lacuna. Esse par pode
sofrer recombinacgé&o interna ou migrar para a superficie do catalisador. Na superficie,
pode sofrer recombinacdo externa ou participar de reacdes de oxirredugdo, com
espécies adsorvidas como H20, H, Oz e compostos organicos (LITTER, 1999;

NOGUEIRA & JARDIM, 1998).
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Os semicondutores podem ser foto excitados para formar sitios elétron-
doadores (reducéo) e elétron-receptores (oxidacao), propiciando as rea¢des redox.
Quando ocorre incidéncia de luz sobre um semicondutor é iluminado com um féton
(hv) maior do que a energia da lacuna da banda, um elétron é promovido da BV para
a BC deixando um buraco positivo na banda de valéncia e um elétron na banda de

conducao, como ilustrado na Figura 9.

Radical superoxido =~ n+

o M

2 P
2 ’-\ R= lon Metalico, POPs etc

Banda de condugéo FOTO-REDUCAO
\l/ J

o)

. CB J‘ e Mm'(m<n)
hv TiO
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Radical hidroxila
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Figura 9: Mecanismo fotocatalitico de degradacdo napresenca de radiagédo UV.

Especialmente, a lacuna que pode ser considerada como um sitio elétron-
receptor (h+ov) pode reagir com moléculas de H:20 ligadas a superficie ou OH™ para
produzir o radical hidroxila e o sitio elétron-doador (enc-) € captado pelo oxigénio

para gerar o anion radical superéxido(Oz2).

O mecanismo proposto na Figura 9 mostra que o processo de fotocatalise

ocorre em etapas, e pode ser esquematizado de acordo com as reagdes 2 a 12.

Fotoativacao da particula de semicondutor:

TiO22h vt + enc )
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Reacdo entre a lacuna fotogerada e a agua adsorvida:

H20 (ads) +thov*>eOH + H* (3)
Reacdo entre a lacuna fotogerada e os grupos OH™ na superficie da particula do
TiOz:

OH(superficie) + hpv*>eOH 4)

Formacao de ion radical superoxido:

Oz + ebc> O2° (5)

Formacao de perdxido de hidrogénio:

O2 *+ H*> HO:* (6)
HO2*+ HO2*> H202 + O2 (7)
O2 * + HO2*2>HO2+ O2 (8)
HO2 + H* 2> H20:2 (9)

Geracao de radicais hidroxila pela quebra de perdxido de hidrogénio:
H202 + ebc> oOH + OH" (10)

H202 + 02*-> eOH +OH + 02 (11)

Quebra da molécula de peroxido de hidrogénio sob irradiacéo (fotolise) com
producao de radicais hidroxilia:

hw
H202—2 eOH (12)
Para ocorrerem reacoes de oxidagéo, a BV deve ter um potencial de oxidagao
superior ao do analito ou poluente. O potencial redox da BV e da BC para diferentes

semicondutores varia entre 4,0 e -1,5 volts contra o eletrodo de hidrogénio (NHE).
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As energias de BV e BC para o TiO2 sédo estimados em 3,1 e -0,1 volts,
respectivamente, o que significa que a seu “band gap” é de 3,2 eV e, portanto,
absorve no UV com A<387 nm. Muitos compostos organicos possuem um potencial
redox superior ao do TiO2 e, por conseguinte, podem ser oxidados. Em contraste, 0s
compostos organicos raramente podem ser reduzidos uma vez que poucos
compostos possuem um potencial inferior ao da banda de conducdo de

semicondutores.

O aproveitamento dessas propriedades em aplicacfes tecnoldgicas forma a
base da nanotecnologia de materiais. Ndo ha duvida de que essa area da ciéncia
apresenta-se como uma perspectiva que permite melhorar a qualidade de vida e

ajudar a recuperar o meio ambiente.

2.3.3. TiO2 Nanoestruturado

As nanoparticulas de diéxido de Titanio (TiO2) na forma anatase apresentam
comportamento fotocatalitico quando expostas a radiacdo UV e podem oxidar
substancias organicas e organismos bioldgicos como fungos e bactérias (FERREIRA
& DANIEL, 2004; RODRIGUES, et al.,2007).

Fujishima e Honda descreveram que em eventos de oxidagdo da agua na
presenca de TiO2 nanoestruturado observou-se a producéao de Oz e H2 num processo

de catélise heterogénea em células foto eletroquimicas.

A partir dai, outros estudos foram encaminhados para aprofundar o
mecanismo fotocatalitico do TiO2 (FERREIRA & DANIEL, 2004).

O dibéxido de titAnio se apresenta sob trés formas diferentes, rutilo, anatase e
brookite, que variam na propriedade e forma. Os métodos mais comuns para sintese
do TiO2 nanoestruturado sé@o o tratamento hidrotermal, a sintese eletroquimica e a
sintese quimica via template (FERREIRA & DANIEL, 2004; RODRIGUES et al.,
2007; NOGUEIRA, 1995; ZIOLLI & JARDIM, 1997).
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Sob irradiacdo da luz, um elétron € promovido da banda de valéncia para a
banda de conducdo formando sitios oxidantes e redutores com capacidade para
catalisar reacdes quimicas, reduzindo outras espécies presentes (FERREIRA &
DANIEL, 2004). O processo altamente oxidativo (POA) constitui um sistema
heterogéneo utilizando TiO2 que forma na presencga da irradiacdo por luz UV,
radicais hidroxila, os quais sdo agentes altamente oxidantes (Eo=2,33V). Esses
radicais mostraram elevada reatividade com inUmeros compostos organicos e
inorganicos, gerando diferentes efeitos de degradacédo em tratamentos de efluentes
industriais pela reducdo de elementos toxicos presentes na agua, utilizando a luz
solar como fonte de radiacdo UV (FERREIRA & DANIEL, 2004; RODRIGUES et al.,
2007; NOGUEIRA, 1995; ZIOLLI & JARDIM, 1997). Seus efeitos de degradacédo em
amostras de pesticidas organofosforados também foram relatados em experimentos
conduzidos para amostras ambientais (CHEN et al., 1999A; ZHAO et al., 1995).

Atualmente, a degradacdo fotocatalitica com semicondutor pode ser
considerada como um método promissor para a remediacdo de contaminantes
organicos e inorganicos em agua e solo (HAN, et. al. 2004). A fotocatalise
heterogénea com TiO2 tem sido aplicada com sucesso na degradacdo de algumas
classes de compostos, devido a sua alta eficiéncia na decomposicdo de alguns
poluentes organicos, bem como seu baixo custo, biocompatibilidade e baixa
toxicidade (JOO & CHENG, 2006; QUAN et al. 2005; HAN, et al, 2004; ZHAO et al.,
2004).

Fotocatalise heterogénea de poluentes organicos utilizando TiO2
nanoestruturado sob radiacdo UV e/ou luz solar tem demonstrado um 6étimo
desempenho em varios sistemas de remediacdo de solos contaminados. A adicao
de pequenas quantidades de TiO2 (0, 5, 1, 2 e 3 %m/m) aumentou significativamente
a fotodegradacao de p,p-DDT em solo, sendo que o pH do solo, fluxo de fotons e
substancias huamicas presentes também influenciaram o processo de degradacdo
fotocatalitico (ZHAO et al. 2004; JANG et al. 2005).

O tratamento fotocatalitico utilizando TiO2 combinado com a luz solar
apresentou resultados positivos na degradacao de pesticidas como Diuron em solo
contaminado, sendo que a taxa de degradacdo notavelmente mostrou-se
dependente da intensidade de radiagdo (KATSUMATA et al. 2009).
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Os solos contaminados com atrazina, 2-clorofenol, 2,7-diclorodibenzodioxina
foram misturados com TiO2 e expostos a radiacdo UV. Os contaminantes organicos
foram destruidos em um tempo relativamente curto (MCMURRAY, et al. 2006;
WEBER, 2007). Bifenilas policloradas (PCBs) presentes no solo podem ser
efetivamente fotodegradadas em uma dispersdo contendo surfactante anionico
fluorado e TiO2 (HUANG & HONG 2000). Em amostras de 4gua, TiO2/UV apresentou
eficiéncia na remocdo de varios compostos presentes na gasolina como MTBE e

hidrocarbonetos aromaticos (HU et al. 2008).

Giri e colaboradores (GIRI et. al. 2008), estudaram 0s processos de
degradacdo do acido 2,4-dicloroacético em solucdo aquosa com Os3/UV/TIOz2 e
compararam com sistemas usando Os e TiO2, mostrando que quando combinados a

velocidade de degradacao é cerca de 1 a 2 vezes maior.

2.4. Métodos analiticos para a determinacdo de poluentes organicos

O trabalho de remediacdo de poluentes organicos em matrizes ambientais
requer o desenvolvimento e/ou aplicacdo de metodologias adequadas para a
obtencado de resultados seguros. Em analise de residuos de poluentes organicos, a
validacdo do método de ensaio ocorre, usualmente, por meio de ensaios de
recuperacdo a partir de amostras livres de interferentes utilizando as condi¢des

experimentais do método a ser validado.

Dentro da validacdo de um método, a especificidade representa a capacidade
de avaliar de forma inequivoca o (s) analito (s) de interesse na presenca de

componentes que poderiam interferir em sua determinagao qualitativa e quantitativa.

Grandes esfor¢cos tém sido realizados no intuito de aprimorar a determinacao
de substancias toxicas a baixas concentragbes utilizando principalmente
metodologias analiticas que possam garantir a seletividade, especificidade e

exatidao dos resultados.
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2.4.1. Extracao e “Clean-up”

Dentre as técnicas de extracdo normalmente utilizadas para isolar e
concentrar analitos destacam-se: a extracdo liquido-liquido (LLE, Liquid-Liquid
extraction), a extracdo solido-liquido (SLE, Solid Liquid Extraction), extracao em fase
sélida (SPE, Solid Phase Extraction), micro extracdo em fase sélida (SPME, Solid
Phase Microextraction), a extragdo sortiva em barra magnética (SBSE, Stir Bar
Sorptive Extraction) e a microextracdo liquido-liqudo dispersiva (DLLME, Dispersive
Liquid-Liquid Extraction) (CALDAS et al.,2011)

O método de extracdo solido-liquido (SLE) consiste na dissolucao do analito
presente em uma amostra em um solvente apropriado. Um exemplo da extracéo
SLE utilizado em situacdes especificas € a extracdo Soxhlet. As extracdes SLE,
embora muito utilizadas, apresentam uma série de inconvenientes quando
comparadas a outros métodos. Frequentemente, sdo envolvidas etapas de ajuste de
pH, uso de grandes volumes de solventes téxicos, concentragcdo do analito,
guantidade grande de amostra, altas temperaturas para extracdo, colocando em
risco a integridade do analito e sdo em geral processos demorados que originam

resultados pouco quantitativos e de baixa seletividade.

O método Soxhlet € um dos mais antigos e normalmente utilizados na

extracdo do analito de interesse de uma matriz.

Foi o procedimento de extracdo padrédo por quase 90 anos, apesar de falhar
em muitos dos itens de um método de extracdo considerado ideal, ou seja, uma

operacdo com baixo custo e que ndo altere a composi¢ado quimica do analito.

Apés o término, a extracdo produz um grande volume de solvente que na
maioria das vezes necessita ser concentrada antes da analise. Em muitos casos, a
SE ndo é seletiva, pois compostos interferentes podem ser extraidos pelo solvente

escolhido e, assim, prejudicar a analise do(s) analito(s) de interesse.
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A escolha do solvente controla o poder de solvatacdo e também a
temperatura de extracdo. Nestas condigcbes a integridade do analito pode ser

alterada, ocorrendo degradacao térmica.

Umas das maiores desvantagens desse método € a utilizacdo de grandes
volumes de solventes organicos de alta pureza, o que eleva o custo do

procedimento analitico.

Em trabalhos quantitativos, deve ser tomado extremo cuidado para evitar a
introducdo de contaminantes e para minimizar perdas nas transferéncias de
amostras e trocas de solventes (ANDERSON, 1987).

A extracao em fase sélida (SPE) é baseada na cromatografia liquida de baixa
pressdo, consistindo de uma pequena coluna preenchida com um determinado
adsorvente. A técnica € empregada tanto para a analise de analitos polares como
para ndo polares, porém a amostra e o analito devem estar dissolvidos em um
liguido. A SPE é utilizada para purificagdo da amostra, concentracao de analitos e
remocao de compostos de interesse de uma determinada matriz. As vantagens da
técnica SPE com relacdo a extracdo liquido-liquido s&o: diminuicdo do uso e
exposicdo a solventes téxicos, metodologia adaptavel a automacgédo, menor tempo
consumido e extragbes que ndo estao sujeitas a formacdo de emulsdo (WELLS &

MICHAELS, 1987).

A SPE tem sido utilizada para a determinacdo de pesticidas em agua, devido
a necessidade de concentracdo destes compostos antes da analise cromatografica.
Os adsorventes mais usados sdo octadeccyl (C-18) e mais recentemente também
carbono grafitizado apresentando grande eficiéncia no processo de analises de agua
(SILVA & COLLINS, 2011).

A SPME foi introduzida em 1990. Nesta técnica, uma fibra de silica fundida é
coberta com a fase estacionaria, geralmente de polidimetilsiloxano (PDMS), que é
exposta a amostra aguosa por um determinado tempo, para que o equilibrio seja
alcancado e posteriormente o analito e dessorvido pela fase moével ou por

aquecimento direto no injetor do cromatégrafo a gas.
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A técnica SBSE foi introduzida em 1999 e baseia-se na extracdo sortiva sobre
uma camada polimérica, que reveste uma barra de agitacdo magnética, ou seja, tem
como base o mesmo principio da SPME, com a diferenca de utilizar maior volume de
fase extratora. A DLLME foi desenvolvida em 2006 como avan¢o das técnicas de
microextracdo em fase liquida, cujo método baseia-se no sistema ternario de
solventes, que € uma miniaturizacao da LLE e utiliza microlitros de solvente extrator
(DUROVIC et al. 2010; SILVA & COLLINS, 2011).

2.4.2. Andlise

hY

Devido a natureza complexa das amostras ambientais sdo indispensaveis
poderosos métodos de separacdo tais como: Cromatografia Gasosa (GC) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para a determinacdo analitica dos

contaminantes.

A alta eficiéncia e velocidade de analise e facil combinacdo com mecanismos
de deteccao tornam a Cromatografia Gasosa (GC) uma importante técnica analitica
em determinacdes de residuos de poluentes organicos em amostras ambientais.
Uma das vantagens mais importantes da GC sobre outros métodos de separacao é
a disponibilidade de muitos mecanismos de deteccdo sensiveis e seletivos. Nos
recentes anos, 0s detectores seletivos tem se tornado cada vez mais populares
devido ao fato de diminuir o tempo na etapa de preparacdo de amostras como
também o risco de identificacdes falsas. O uso de sistemas de deteccdo seletivos
proporciona a determinacdo de compostos de interesse e diminuindo co-eluentes na

etapa de andlise.

As quantidades minimas detectadas para varios detectores estao
apresentadas na Tabela 1, estes valores representam a quantidade de um
componente requerido para obter um pico com uma razdo sinal/ruido (HYVER,
1989).
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Tabela 1: Limites de deteccdo e intervalos lineares de varios detectores usados em

Cromatografia Gasosa.

Detector Quant. Minima Detectada (g) Intervalo de Linearidade
FID! 10°
5.10%

ECD? 1012 10*
NPD?3 101 10®
FPD* 5.10% 10°
MS®

SIM 1012 10®

“Full Scan” 1010 10°

1Detector de ionizacdo de Chama; 2Detector de Captura de Elétrons; 2Detector Nitrogénio-
Faésforo; “Detector Fotométrico de Chama,; SSpectrémetro de Massas.

Em alguns casos, como em técnicas cromatograficas, devem-se usar técnicas
adicionais como cromatografia gasosa ou liquida acoplada a espectrometria de
massas (GC/MS; LC/MS), apdés os processos de extracdo e limpeza da matriz
estudada. O acoplamento de um cromatégrafo com o espectrdmetro de massas
combina as vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separacéo)
com as da espectrometria de massas (obtencdo de informacdo estrutural, massa

molar e aumento adicional da seletividade) (Vékey, 2001).

GC/MS é uma das principais ferramentas aplicadas em analise multiresiduo
de poluentes por permitir que a confirmacao e a determinacado de um grande nimero

de compostos sejam realizadas simultaneamente (BEZBARUAH et al., 1949).

Os baixos limites de deteccéo obtidos sdo consequéncia da alta seletividade
promovida pelo uso de diferentes modos como, por exemplo, 0 modo SIM que tem
sido utilizado para determinar residuos de pesticidas em alimentos (RISSATO et al.,
2005a, RISSATO et al.,b; RISSATO et al., 2007). Além disso, com a evolucédo dos
analisadores de massas quadrupolos e ion trap, bem como seus softwares de
aquisicdo e operacgdo, contribuiram de maneira inquestionavel em determinacfes de
residuo de poluentes organicos (CHIARADIA, et al., 2008).
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Na seletividade, porém, interferéncias provenientes da matriz podem
influenciar o resultado e a identificacdo dos analitos pode ficar comprometida.
Recentes avancos em MS propdem um aumento da especificidade, a partir da
exclusdo dos ions dos interferentes da amostra. Uma maior seletividade também é
observada quando se utiliza Cl, entretanto, a informacéo relacionada a estrutura dos
compostos que estdo sendo analisados também € diminuida (HOFFMANN &
STROOBANT, 2007).

Basicamente, o GC/MS consiste de um cromatografo, geralmente com coluna
capilar, uma interface que conecta os dois sistemas, uma camara de ionizacao
mantida sob vacuo, onde ocorre a separacdao dos ions e um sistema de deteccao

dos ions e interepretacdo dos dados.

Os ions que sao formados, tanto por EI como por Cl precisam ser separados
de acordo com suas razGes m/z. Ha 4 classes de analisadores (filtros de massas),
gue sdo utilizados para selecionar e filtrar os ions, sendo eles: radio frequéncia
(tanto quadrupolo quanto trapeamento de ions); tempo de vbéo; Transformada de
Fourier e setor magnético, sendo que os mais utilizados sé@o a radio frequéncia e o
tempo de véo (HOFFMANN & STROOBANT, 2007).

Os métodos de ionizacdo mais empregados em GC/MS séao ionizagdo por
impacto de elétrons (“electron ionization”) - IE e a ionizagdo quimica (“chemical
ionization”) — 1Q (Vékey, 2001; Kitson, et al.1996). Na IE o analito de interesse, em

fase gasosa, € bombardeado com elétrons de alta energia (geralmente 70 eV).
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As moléculas do analito absorvem esta energia desencadeando varios
processos, dentre 0s quais o mais simples € aquele em que o analito € ionizado pela
remocao de um unico elétron (M+e). Este processo requer tipicamente 10 eV e o
restante da energia gera fragmentacdo dos analitos (Ardrey, 2003; Kitson, et
al.,1996). Isto consiste em um dos maiores problemas encontrados na aplicacao de
IE, pois a fragmentacdo rapida pode conduzir a ndo observacao do ion molecular no
espectro, perdendo-se, portanto, uma das mais importantes informacdes analiticas
oferecidas pela MS. A facilidade do acoplamento GC/MS, além da disponibilidade de
um banco de espectros de massas padrédo obtidos no modo de ionizagdo por
impacto de elétrons (Electron lonization, EI) contribuiram para a disseminacdo da
técnica GC-MS (LEANDRO et al., 2005).

2.4.3. Validacao de métodos analiticos

A validacdo de métodos analiticos é o processo de estabelecimento de
caracteristicas de desempenho e limitacbes de um método, bem como a
identificacdo das influéncias que podem alterar estas caracteristicas e em qual
extensdo (EURACHEM, 2010). Segundo a Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ISO/IEC 17025, 2005) a validagcdo de métodos é um dos requisitos

técnicos para a garantia da qualidade dos resultados analiticos.

Os parametros analiticos normalmente usados para a validacdo de métodos
sdao: seletividade; linearidade e faixa de aplicagédo; precisdo; exatiddo; limite de

deteccao; limite de quantificacao e robustez (RIBANI et al., 2004).
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2.4.3.1. Especificidade e Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
especifico independente da matriz da amostra e de suas impurezas. Para analise
qualitativa (teste de identificacdo) € necessario demonstrar a capacidade de sele¢céo
do método entre compostos com estruturas relacionadas que podem estar

presentes.

Isto deve ser confirmado pela obtencédo de resultados positivos em amostras
contendo o analito, comparativamente com resultados negativos obtidos com
amostras que ndo contém o analito, contendo estruturas semelhantes. A
especificidade e a seletividade estdo relacionadas ao evento da detecgdo. A
especificidade refere-se a um método especifico para um Unico analito e a
seletividade refere-se a um método utilizado para varios analitos com capacidade de

distincao entre eles.

2.4.3.2. Faixa de Trabalho e Faixa Linear de Trabalho

Em qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracbes do
analito no qual o método pode ser aplicado. Os primeiros valores da faixa podem ser
os valores dos limites de deteccdo e de quantificacdo e os ultimos dependem do
sistema de resposta do equipamento de medicdo. A faixa linear é definida como a
faixa de concentracdes do analito na qual a sensibilidade pode ser considerada
constante sendo normalmente expressa nas mesmas unidades do resultado obtido
pelo método analitico. Os resultados obtidos precisam estar dentro da faixa de
trabalho, e os valores que se encontrarem proximos ao limite inferior da faixa de

trabalho necessitam ser diferentes dos brancos dos métodos (INMETRO, 2007).

Marcos Vinicius de Almeida



35
Tese de Doutorado — PPG Biotec

2.4.3.3. Linearidade

A linearidade pode ser definida como a habilidade de um método analitico em
produzir resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito
em uma dada faixa de concentracdo. A quantificacdo requer que se conheca a
dependéncia entre a resposta medida e a concentragédo do analito.

A linearidade é obtida por padronizagdo interna ou externa e formulada como
expressdo matematica usada para o calculo da concentracdo do analito a ser
determinado na amostra real. A equacdo da reta que relaciona as duas variaveis

pode ser descrita como:
y=ax+b (13)

Onde:

y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentracgao;

a = inclinacao da curva de calibragcédo = sensibilidade;

b = intersecdo com o eixo y, quando x = 0.

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados
dos ensaios em funcdo da concentracdo do analito ou entdo calculada a partir da

equacdao da regressao linear, determinada pelo método dos minimos quadrados.

O coeficiente de correlacdo linear (r?) é frequentemente usado para indicar o

guanto pode ser considerada adequada a reta como modelo matematico.

Um valor de (r?) maior que 0,90 é, usualmente, requerido. O método pode ser
considerado livre de tendéncias se o corredor de confianca da reta de regressao

linear contiver a origem (ISO/IEC, 2005).

E necessario, entretanto, verificar até que ponto a faixa de concentracdo do
analito coincide com a faixa dinamica linear e assegurar que nenhum outro

fendbmeno tenha impacto indesejavel na resposta (AOAC, 1999).
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2.4.3.4.Sensibilidade

Sensibilidade é um parametro que demonstra a variacdo da resposta em

funcdo da concentragao do analito.

Pode ser expressa pela inclinagéo da curva de calibracdo e pela equacao de
regressao linear e é determinada simultaneamente aos testes de linearidade. A

sensibilidade depende da natureza do analito e da técnica de deteccao utilizada.

2.4.3.5.Limites de Deteccéao (LD) e Limites de Quantificagdo (LQ)

Na validacdo de um método analitico os resultados referentes tanto ao LD e
LQ estdo relacionados a sensibilidade do método desenvolvido. Ambos os limites
podem ser calculados de trés diferentes formas: método visual, método relacéo
sinal-ruido e método baseado em parametros da curva analitica. Um procedimento
comum é aceitar como LD a concentracdo ou massa do analito que geram um sinal
trés vezes maior do que o ruido do sistema. E para o célculo do LQ considera-se
aceitdvel uma relacdo sinal-ruido de 10:1. O LD pode também ser calculado
considerando-se a regra da IUPAC de aproximadamente 3 desvios padrdes e o LQ
com base em 10 desvios padrées. No processo estatistico sdo considerados todos
os efeitos a que o método esta sujeito (variagbes do branco e variacbes das
amostras fortificadas) (ICH Q 2B, 1996).

De acordo com o procedimento estatistico utilizado para analises de residuos
de pesticidas, por exemplo, o LQ corresponde ao menor nivel de fortificagdo
estudado. A recuperacao pode variar entre 70 e 120%, com coeficiente de variacao
de até 20% (EURACHEM GUIDE, 2005; ISO/IEC, 2005).
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2.4.3.5.1. Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a concordancia entre o resultado de um
ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro.

A exatiddao pode ser calculada como porcentagem de recuperacdo da
quantidade conhecida do analito adicionada a amostra, ou como a diferenca
porcentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de
confianca.

A exatiddo do método deve ser determinada apdés o estabelecimento da
linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a
partir de, no minimo, 9 (nove) determinagdes contemplando o intervalo linear do
procedimento, ou seja, 3 (trés) concentracdes, baixa, média e alta, em triplicata. A
tendéncia pode ser expressa como recuperacao analitica (valor observado/valor
esperado). A tendéncia deve ser corrigida ou demonstrada ser desprezivel, mas em
ambos 0s casos, a incerteza associada com a determinacdo da tendéncia
permanece como um componente essencial da incerteza global.

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método
sdo, dentre outros: uso de materiais de referéncia, participacdo em comparagdes
interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de recuperacdo (RIBANI et al., 2007,
INMETRO, 2007).

2.4.3.5.2. Precisao

A precisdo é um dos critérios mais relevantes na avaliacdo do desempenho
de um procedimento analitico. Esse critério expressa a concordancia entre varios
resultados obtidos para uma mesma amostra, ou seja, avalia a dispersdo dos
resultados entre ensaios independentes repetidos para uma mesma amostra,

amostras semelhantes ou padrées em condi¢des definidas (INMETRO, 2001).
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A precisdo é normalmente determinada em termos de repetitividade (precisdo
intra-corrida), reprodutibilidade (preciséo interlaboratorial) e preciséo intermediaria.

Repetitividade é a preciséo intra-corrida, ou seja, o grau de concordancia
entre os resultados de medicdes sucessivas, efetuadas sob as mesmas condi¢cbes

de medicao.

Todas as medi¢cdes com 0 mesmo procedimento; mesmo analista; mesma
instrumentacdo, dentro de um curto periodo de tempo. A repetitividade pode ser
expressa quantitativamente em termos da caracteristica da dispersdo dos resultados
sendo possivel calcular o limite de repetitividade “r’ que capacita o analista a decidir
se a diferenca entre andlises duplicatas de uma amostra é significante para um nivel

de confianca de 95%.

A reprodutibilidade refere-se a precisdo avaliada sobre 0 mesmo método para
a mesma amostra, no mesmo laboratério ou em laboratérios diferentes variando
uma das seguintes condi¢Oes: diferentes analistas, diferentes equipamentos ou
diferentes tempos. A precisdo intermediaria é a concordancia de resultados do
mesmo laboratdrio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. A avaliagdo dessas trés formas de precisdo pode ser
efetuada pelo calculo do desvio padrado relativo (RSD, do inglés: Relative Standard
Deviation), também conhecido como coeficiente de variacdo (CV). A precisdo de um
método analitico pode ser expressa como o desvio padrdo ou desvio padrédo relativo
de uma série de medidas (INMETRO, 2011; OLIVEIRA et al., .2009).
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3. Justificativa e relevancia da pesquisa

Métodos para limpar solos contaminados com POPs incluem incineracéao,
dessorcédo, solidificacaolvitrificacdo, fotorremediacdo, biorremediacdo e métodos
eletrocinéticos. No entanto, uma vez que 0s custos envolvidos para alguns destes

processos sdo muito elevados, estes métodos raramente sédo aplicados.

A fitorremediacdo é capaz de degradar poluentes organicos a concentracées
inferiores as maximas aceitaveis pelo organismo humano e vem sendo usada na
destruicdo de diversos Poluentes Organicos como pesticidas organoclorados em
amostras de solo e aguas subterraneas. Além disso, essa técnica apresenta-se
como uma das mais relevantes pela sua eficacia, imobilizacdo do poluente em seus
tecidos e no retorno financeiro, que pode ser obtido pela venda ou comercializagéo

da biomassa gerada durante o periodo de descontaminacéo de determinada area.

Os materiais nanoestruturados quando aplicados de forma sistematizada e
segura em processos de remedicdo de poluentes organicos tém apresentado
resultados inovadores e eficientes. Uma vez que, comprovadamente moléculas de
TiO2 nanoestruturado sao passiveis de efeitos fotocataliticos e reativos, sua
aplicacado frente a POPs pode indicar uma nova perspectiva em processos de

recuperacdo de matrizes como agua, solo e alimentos (ARANTEGUI, 1995).

Nas pesquisas realizadas e citadas em literatura um dos maiores problemas
de estudos de técnicas fitorremediativas € o destino final das matrizes contaminadas
utilizadas durante os experimentos. Além disto, grandes quantidades de solo muitas
vezes precisam ser incineradas e/ou submetidas a tratamentos térmicos, o que limita
0 processo de selecdo de plantas aptas a fitorremediacdo (FIGUEIREDO, 1994).
Porém quando tais estudos utilizam técnicas de biotecnologia, como a cultura de
tecidos in vitro, estes tém seus volumes e quantidades finais de residuos diminuidos
exponencialmente em relacéo a estudos realizados em casa de vegetacao. Espécies
de porte herbaceo, arbéreo ou florestal podem ser testadas previamente in vitro,
estabelecendo normas relevantes como: relacdo de competéncia fitorremediativa,
limites maximos de tolerancia a toxicidade aos poluentes, avaliacdo de amostras em

guantidades estatisticas muito maiores do que as de campo, adi¢cado de reguladores
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do metabolismo e isolamento de variaveis como temperatura, luminosidade e
pressdo. Desta forma, a utilizacdo depequenas quantidades de material em estudos
in vitro possibilita minimizar o descarte de residuos gerados, custos econémicos,
espaco fisico, tempo de execucdo e respostas, e utilizacdo de mao de obra
envolvida. Frente a estas caracteristica a técnica de fitorremediacdo In vitro,
proposta neste trabalho serviria a verificacdo de hipéteses, condicdes e testes de

modelamento pratico atuando na etapa piloto de um estudo fitorremediativo in vivo.

Uma vez que ambas as tecnologias de remediagcdo, materiais
nanoestruturado e plantas possuem elevado potencial para alcancarrem bons
resultados em processos remediativos de matrizes ambientais, seria de grande valor

cientifico a avaliacdo desses processos em ambientes controlados.

Marcos Vinicius de Almeida



41
Tese de Doutorado — PPG Biotec

Os resultados poderiam orientar futuros trabalhos de campo, aplicacdes
tecnologicas, bem como processos de inovacdo agroindustrial na recuperacdo de
recursos naturais contaminados e possiveis projetos de producao de energia e papel

provenientes de fontes renovaveis fitorremediadoras.
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4. Objetivos

4.1. Objetivos gerais

- Estabelecer um protocolo de cultura in vitro para os vegetais propostos (bambu e
girassol) como possiveis fitoremediadores de Poluentes Organicos Persistentes

(POPs) em matrizes ambientais.
- Avaliar os efeitos toxicologicos de TiOz em cultura de tecidos in vitro.

- Estudar o processo remediador de POPs em agua utilizando material

nanoestruturado de TiO2.

4.2 Objetivos especificos

* Desenvolvimento de um protocolo para culturas in vitro (bambus do género
Bambusa, Dendrocalamus e Guadae girassol da espécie Helliantus annus L. para a
aplicacdo como fitorremediadores dos seguintes POPs: 2,4,5,6 Tetracloro-m-xileno,
a-HCH, B-HCH, y-HCH, 6-HCH, Aldrin, trans-chlordano, 4,4-DDE, 4,4-DDT, 4,4~
DDD, Clordano, Dieldrin, Endosulfan Alfa, Endosulfan Beta, Endosulfan sulfato,
Endrin Aldeido, Endrin, Endrin cetona, Hexabromo benzeno, Heptacloro, Heptacloro

epoxido, metoxicloro, Mirex e Decacloro Bifenila.

* Estudo da degradacdo fotocataliica de POPs em &gua com material

nanoestruturado de TiO2 de uso comercial, P-25, DegussaCo, Alemanha.
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5. Materiais e métodos

5.1. Delineagao experimental do trabalho

O estudo da aplicacdo de técnicas de fitorremedicdo e catalise por material
nanoestruturado de POPs em culturas vegetais in vitro, foi elaborado e subdividido
em etapas distintas, afim de, possibilitar o isolamento de variaveis peculiares a cada

etapa do trabalho que podem ser visualizadas no fluxograma da Figura 10.

Os vegetais selecionados para o estudo obedeceram aos critérios descritos
por Burken, 2002, como sendo primordiais para 0S grupos mais propensos a
processos fitorremediativos. Os dois vegetais escolhidos como possiveis candidatos
aos testes in vitro foram bambu e girassol, sendo que ambos 0s grupos poderiam
ser utilizados como fontes de biomassa para obtencdo de energia e ndo seriam

destinados a alimentacdo humana e/ou animal.

Dentre os grupos de bambus foram escolhidos aqueles mais propensos ao
uso bioenergético como descrito por BRITO & TOMAZELLO, 1987, generalistas a
condicdes climéticas e edaficas de plantio. A variedade de girassol selecionada,
Helianthus annuus L. também, levou em consideracao sua producéo total de matéria
seca em biomassa, seu farto desenvolvimento radicular e rapido crescimento

vegetativo.

Avaliou-se também o possivel efeito do TiO2z nanoestruturado frente as
culturas in vitro que obtiveram sucesso no estabelecimento de seus protocolos. Este
procedimento experimental visou verificar possiveis efeitos tdxicos e poluidores
desta técnica em particular e prever sua aplicabilidade em ambiente natural e

vegetado.
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Experimento 4
Selegdo dos poluentes prioritdrios ao

estudo de fitorremediagdo /n vitro Estudo de degradagdo dos POPs em agua
na presencga de TiO, nanoestruturado

Experimento 1

Geragdo de matrizes Esterilizagao
Desenvolvimento dos Protocolos in > em estufa primaria

vitropara as espécies propostas \l/

Antibiogramas

Meio de culturas Ideais | &€&——

para as espécies Seletivos

Experimento 2 Aclimatagdo em casa
de vegetagdo
Avaliagdo da toxicidade do TiO; /n

vitro
Experimento 3 Desenvolvimento de metodologias
analiticas para a determinagdo
: I —>
Fitorremediagdo multiresiduo dos POPs
\ y
Estudo de fitorremedia¢do de POPs Validagao da metodologia e Obtengdo
com Bambusa vulgaris e Helianthus das Curvas de calibragdo
annuus L.
Extragdo das amostras “Clean up” das amostras

Analise por GC/MS
Quantificagdo — padrao
externo

Figura 10: Fluxograma incluindo um resumo das principais etapas do presente trabalho.
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Com o objetivo de apresentar todas as etapas experimentais desenvolvidas e
suas padroniza¢gbes de modo elucidativo, o trabalho foi dividido em experimentos

distintos que se encontram descritos abaixo.

Experimento 1

Estabelecimento de protocolos in vitro para cada um dos vegetais
selecionados (bambu do género Dendrocalamus ssp, Bambusa ssp, Guada ssp e
girassol Helianthus annuus L. propiciando adaptacfes a métodos existentes que
culminaram em protocolo inédito na literatura e fornecimento de materiais

vegetativos padronizados, aptos para os testes de fitotoxicidade e fitorremediacgéo.

Experimento 2

Teste de fitotoxicidade do material nanoestruturado de TiO2, utilizando os
vegetais que tiveram sucesso no estabelecimento de protocolos de cultura in vitro e

gue foram considerados aptos no experimento 1.

Experimento 3

Testes de fitorremediagdo com o0s vegetais estudados que tiveram seus
protocolos estabelecidos no experimento 1 na presenca de poluentes organicos
(POPS).

Experimento 4

Teste de degradacdo dos POPs em agua na presenca de material
nanoestruturado de TiO2 comercial P-25 (diametro de particula: 25 nm, BET = 50

m?/g, 80% anatase e 20% rutilo, DegussaCo, Alemanha).
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5.2. Reagentes

Solventes:
Diclorometano (Merck, Alemanha) - grau pesticida;
Acetona (Mallinckrodt Chem) - grau pesticida;
Acetona (Chemis) - PA;
Hexano (Fisher Scientific) - grau pesticida;
Hexano (Mallinckrodt Chem), 95% n-hexano - grau pesticida;
Acetato de Etila (Mallinckrodt Chem) - grau pesticida;
Metanol (J.T. Baker) -grau pesticida;
Etanol (J.T.Baker) — PA.
Adsorventes
Sulfato de sédio anidro 60 mesh (J.T. Baker) - grau pesticida;
Sulfato de sédio anidro (Chemis) —PA;
Sais de cultivo vegetal
KNOs(Synth) - P.A;;
NHiNO3(Synth) - P.A.;
CaCl2.2H20(Synth) - P.A;
Mg SO4.7H20(Synth) - P.A;
KH2PO4(Synth) - P.A.;
MnS0O4.4H20 (Synth) - P.A.;
ZnS04.7H20 (Synth) - P.A;;
HsBOs P.A. (Synth) - P.A;;
KI P.A. (Synth) - P.A,;
Na2Mo004.2H20 (Synth) - P.A;;
CuSo04.5H20 (Synth) - P.A.;
CoCl2.6H20 (Synth) - P.A.;
NazEDTA (Synth) - P.A,;
FeSO4(Synth) - P.A;
Phytagel ™. (Sigma Aldrich);
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Outros:

Agua purificada foi obtida a partir de um sistema de purificagéo de agua Milli-
Q (Millipore, Bedford, MA, EUA).

O mix de padrbes de 24 pesticidas organoclorados foi adquirido da Absolute
Standards na concentracdo 1000 pg.mL™* em tolueno/hexano [1:1, v/v] com pureza

acima de 98 %.

5.2.1. Preparacéo das solugdes padroes.

5.2.1.1. Preparo das solugdes de trabalho

O preparo das solucdes de trabalho foi baseado no método EPA 8270D. O
mix de padrdes de 24 pesticidas organoclorados foi adquirido da Absolute Standards
na concentracdo 1000 ugmL* em tolueno/hexano [1:1, v/v] e foi utilizado no preparo
da solucéo estoque.

As solucdes de trabalho foram diluidas a partir da solucdo estoque com
hexano/tolueno (1:1, v/v) e utilizadas nos estudos de recuperacao e na obtencéo das
curvas de calibracdo (EPA, 1999).

5.2.1.2.Solucédo de meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962).

A solucdo de meio de cultura vegetal descrita como Meio MS, foi proposta
Murashige e Skoog, em 1962, e consiste na mistura de quatro solu¢des: 100 mL de
solugéo de macronutrientes, 5 mL de solucdo de micronutrientes vegetais, 10 mL de
solucdo de ferro-EDTA e 10 mL de solugédo organica de vitaminas; acrescidos de
100 mg de mio inositol e 30 g de sacarose, como fontes de carboidratos. Depois de
transferir todas as solu¢des para um baldo volumétrico de 1 litro tendo seu volume
ajustado com agua destilada e o pH corrigido para 5,72, com solu¢édo de HCI 0,1 M
e/ou solugdo de KOH 0,1 M.
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- Solucéo estoque de macronutrientes:

A solugéo estoque de macronutrientes foi preparada em um baldo de 1000mL
utilizando agua como solvente com 0s seguintes reagentes:

- KNOs: 15,20 ¢

- NH4NOs: 13,20 g

- CaCl2.2H20: 3,52 g

- MgS04.7H20: 2,96 g

- KH2PO4: 1,36 g

Solucgéo estoque de micronutrientes

A solucao estoque de micronutrientes foi preparada em um baldo de 1000mL
utilizando agua como solvente com 0s seguintes reagentes:

- MnS04.4H20: 4,46 g

-ZnS04.7H20: 1,72 g

- HsBOs3: 1,24 g

- KI: 0,166 g

- Na2M004.2H20: 0,05 g

- CuS04.5H20: 0,005 g

- CoCl2.6H20: 0,005 g

Solucéo de Ferro-EDTA

A solucéo de Ferro- acido etilenodiamino tetra-acético foi preparada em um
baldo de 1000mL utilizando agua como solvente com 0s seguintes reagentes:

- Na2EDTA: 3,72 ¢

- FeS04: 2,78 g
Solucéo estoque de vitaminas

A solucdo aquosa de vitaminas é acrescentada aos meios de cultura para
fornecer um aporte nutricional a células vegetais em seu primeiro estagio de
desenvolvimento e foi preparada a partir de:

- Glicina: 2 mg mL™.

- Acido Nicotinico: 0,5 mg mL™.

- Piridoxin: 0,5 mg mL™.

- Tiamina: 1 mg mL™.
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5.3. Remediacao

Os vegetais selecionados para o estudo de remediacdo obedeceram aos
critérios descritos por Burken, 2002, como sendo primordiais na sele¢do dos grupos
mais susceptiveis a suportar de maneira eficaz processos remediativos. Os dois
vegetais selecionados para os testes in vitro foram bambu e girassol, que podem
também ser empregados como fonte de biomassa para obtencéo de energia e via de

regra ndo sao destinados a alimentacdo humana e/ou animal.

Dentre os grupos de bambus foram selecionados aqueles mais propensos a
utilizacdo bioenergética como descrito por Brito & Tomazelo, 1997. As espécies
foram estrategicamente selecionadas por apresentarem caracteristicas generalistas
a condi¢cdes climaticas e edéficas de plantio. Com relacdo a variedade de girassol,
Helianthus annuus L., utilizada nos testes, alguns parametros norteadores foram
considerados tais como: a producéo total de matéria seca em forma de biomassa,

farto desenvolvimento radicular e rpido crescimento vegetativo.

Em uma etapa posterior, foi possivel observar os efeitos do TiO2
nanoestruturado em culturas in vitro, os quais foram de grande utilidade na avaliagao
da toxicidade deste material e dos prognésticos de aplicabilidade em ambiente
natural e de vegetacdo exuberante. Além disso, este experimento possibilitou o
estabelecimento dos protocolos de remediacédo a serem desenvolvidos para ocultivo

de cada cultura in vitro.

5.3.1. Experimento 1: Estabelecimento dos protocolos de micropropagacéo

Esta etapa experimental visou estabelecer protocolos especificos para cada
um dos vegetais propostos nesse trabalho. Para a definicdo dos protocolos a serem

aplicados as diferentes matrizes, algumas etapas preliminares foram inseridas com o
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objetivo de testar, reproduzir e validar os resultados obtidos. Conforme as etapas 1 a
3, abaixo relacionadas.

Etapa 1: nesta primeira fase, um jardim somaclonal de matrizes foi cultivado e as
espécies mantidas em ambiente com luminosidade, temperatura e
umidade controladas para que fossem obtidos explantes e ramos sadios
e serem utilizados como fonte fidedigna de células indiferenciadas aptas
a clonagem e geracao dos canteiros de mudas in vitro.

Etapa 2: diferentes métodos de assepsia e desinfeccdo do material vegetal
(sementes e explantes) foram testados com vistas a obtencdo das
matrizes a serem cultivadas em casa de vegetacdo. Esta etapa foi
imprescindivel, pois existem elevadas variedades e possibilidades na
introducdo de contaminantes enddégenos em tecidos vegetais e por
estarem em ambiente controlado podem ser introduzidos como fontes de
in6cuo contaminantes biologicos (fungos e bactérias).

Etapa 3: apds o estabelecimento de um protocolo eficaz com vistas a desinfec¢éo
dos explantes e sementes seguiu-se 0 estudo visando estabelecer meios
de cultura ideais a serem usados como suporte e nutrientes para o
cultivo in vitro. Foram priorizados em cada meio de cultura, seus
respectivos balanceamentos nutricionais e hormonais, bem como as
demais condicbes de desenvolvimento das mudas. Os parametros
estudados e otimizados foram: temperatura, luminosidade e tempo de
residéncia para que a relacédo crescimento da planta x remediacdo fosse

maxima.

5.3.1.1. Etapa 1. Procedimentos para geracdo de matrizes: explantes vegetais

lenhosos de bambus
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As mudas foram confeccionadas por sistema vegetativo de ramos laterais
primariose colmos (Figura 11) dos trés géneros em estudo (Dendrocalamus Figura
12, Guada e Bambusa). Estas mudas foram plantadas em vermiculita de granulacao
meédia expandida e soluc¢do nutritiva para hidropénia, solucédo de Hoagland & Arnon,
1950. Estas mudas foram acondicionadas em casa de vegetagdo em ambiente
controlado de temperatura e umidade de 30° Celsius e 60%, respectivamente. A
area foi sombreada com 50% de luminosidade e a irrigacao feita diariamente por

gotejamento de ferti-irrigacdo com a solucéo.

Figura 11: Gema de ramo lateral e Gema de Colmo de Bambusa Vulgaris var.Vitatta.
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Figura 12: Moita madura de Bambu Dendrocalamus Giganteus, da Fazenda Experimental
do laboratério de Experimentacdo de Bambus Faculdade de Engenharia,
UNESP de Bauru.

Apos transcorridos 3 meses do plantio destas mudas, notou-se o brotamento
lateral e o aparecimento de diversas gemas caulinares com tecido meristematico de
crescimento. Os brotos (Figura 13) ricos em células meristematicas nao
diferenciadas foram seccionados por incisdo feita com uma lamina de bisturi
devidamente esterilizada. Outras partes da planta, reconhecidamente promissoras

com vistas a regeneracdo como ramos laterais (Figura 11) e apices dos colmos

foram submetidas aos procedimentos de esterilizagéo.
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Figura 13 Broto com 2 semanas de brotacdo estadgio em que realizaram as obtencdes de

células meristematicas.

5.3.1.2. Etapa 2. Procedimentos de exterizacao e desinfeccao

5.3.1.2.1. Procedimentos gerais de esterilizacdo das gemas caulinares

O desenvolvimento desta etapa foi realizado em estacas provenientes de

ramos laterais, apices de colmos e de sementes de girassol Helianthus annuus L.

Cada uma das partes dos materiais vegetais foi submetida a uma etapa de
lavagem com agua corrente utilizando escova de cerdas macias, permanecendo em
solucdo de detergente neutro por 5 min.. Apds esse tratamento de esterilizacdo
prévia para todas as espécies testadas foram adotados os seguintes protocolos

experimentais de desinfec¢do generalista e primaria:
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Procedimento 1: Desinfeccao

Apbés o procedimento de lavagem em &gua corrente as plantas foram
colocadas em sistema de pré-esterilizacdo, que consistiu de uma solucdo de

hipoclorito de Calcio 30 %.

Como objetivo de eliminar patégenos e manter a integridade da planta foi
realizado um estudo da influéncia do tempo de contato com a solucdo em diferentes

tempos de permanéncia: 15, 20, 30 e 40 min..

Com vistas a completar o processo de desinfeccdo, os explantes foram
transferidos para uma solugcdo alcodlica de 70%, v/v. Um estudo similar visando
otimizar a influéncia do tempo de contato da planta com a solucdo alcodlica foi
realizado em 5, 10, 15 e 20 min.; buscando encontrar equilibrio entre eliminacdo de
provaveis fungos presentes, e manter a integridade da planta em relacdo a
desidratacdo. Logo em seguida, os explantes foram submetidos a triplice lavagem
com agua destilada e esterilizada e transferidos para um frasco também esterilizado
contendo 20 mL de uma solu¢do de Benomil (Benlat®) nas concentracfes de 0,1%,

1% e 10% por 15 min., para completar o protocolo de desinfeccao da planta.

Procedimento 2: Desinfecc¢dao utilizando cloreto de mercurio (Il)

Os explantes submetidos ao estudo descrito no procedimento 1 foram entao
transferidos para um frasco esterilizado contendo 20 mL de uma solucao de cloreto
de mercuario (ll) seguindo procedimento realizado por Nadgir e colaboradores
(NADGIR, et al., 1984) na concentracéo de 0,5% por 5 min. Este procedimento por
ser reconhecido na area como seguro e eficaz, foi utilizado como referéncia de

desinfeccao durante todo desenvolvimento no presente trabalho.

Procedimento 3: Desinfeccdo por métodos combinados

Devido as caracteristicas peculiares da matriz e visando aprimorar o sistema

de desinfeccdo, o presente método que utiliza controle de temperatura e pressao

7

gue normalmente € aplicado a outras matrizes como esséncias florestais e de
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plantas lenhosas e micropropagadas (MC COMB & BENNETT, 1986) foi utilizado
nas seguintes condigdes:

A- Tratamento térmico com solucdo de hipoclorito de Calcio nas seguintes
concentragbes: 10, 15, 20, 30 e 40%, (v/v). Um estudo visando otimizar o
tempo de pré-esterilizacao foi realizado a 5, 10, 15 e 20 min. na temperatura
de 50 °C visando evitar degradacdo de enzimas. Os explantes foram entdo
sujeitos a triplice lavagem com agua destilada e esterilizada.

B- As amostras provenientes do item A foram transferidas para um frasco
contendo 20 mL de solucéo de benomil nas concentracdes de 0,1, 1 e 10%
sob a pressao negativa de 0,01, 0,02 e 0,03 atm., de maneira semelhante,
procedeu-se a otimizacdo do tempo de esterilizacdo em 5, 10, 15 e 20 min.
Em seguida os explantes sofreram triplice lavagem com &gua destilada e
esterilizada.

C- Posteriormente, os explantes foram submetidos a banho de agua esterilizada
(triplice lavagem) onde foram testadas condicdes de vacuo nas mesmas
pressées 0,01, 0,02, 0,03 com estudo de variacdo de tempo em 5, 10, 15 e 20

min.

Procedimento 4: Desinfec¢cdo por método combinado reverso

De maneira similar e devido as dificuldades de migracdo axial de moléculas
com capacidade de eliminacéo de fungos e/ou bactérias, uma adaptacdo ao método

descrito no item 3 foi testada nas seguintes condicgdes:

A- As amostras foram transferidas para um frasco contendo 20 mL de solucao de
benomil nas concentracdes de 0,1, 1 e 10% (m/v) sob a pressédo negativa de
0,01, 0,02 e 0,03 atm. de maneira semelhante, procedeu-se a otimizacédo do
tempo de esterilizagdo em 5, 10, 15 e 20 min. Em seguida os explantes
sofreram triplice lavagem com agua destilada e esterilizada.

B- As amostras provenientes do item A sofreram tratamento térmico com
solucéo de hipoclorito nas seguintes concentragfes: 10, 15, 20, 30 e 40%,
(V/v).
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C-

Um estudo visando otimizar o tempo de pré-esterilizacdo foi realizado a 5, 10,
15 e 20 min. na temperatura de 50 °C com objetivo de evitar degradacgéo de
enzimas. Os explantes foram entdo sujeitos a triplice lavagem com agua

destilada e esterilizada.

Posteriormente, os explantes foram submetidos a banho de agua esterilizada
(triplice lavagem) onde foram testadas condi¢cdes de vacuo na pressao 0,03

atm. com estudo de variacao de tempo de 5, 10, 15 e 20 min.

Procedimento 5 de desinfeccéo

Devido as caracteristicas peculiares da matriz utilizada e visando aprimorar o

sistema de desinfeccdo, uma variacdo do método 3 foi desenvolvida nas seguintes

condicoes:

A-

Tratamento térmico com solucao de hipoclorito nas seguintes concentracdes:
10, 15, 20, 30 e 40% (v/v). Um estudo para otimizar o tempo de pré-
esterilizacdo foi realizado a 5, 10, 15 e 20 min. a temperatura de 50 °C
visando evitar degradacdo de enzimas. Os explantes foram entdo sujeitos a
triplice lavagem com agua destilada e esterilizada.

As amostras provenientes do item A foram ent&o transferidas para um frasco
contendo 20 mL de solugéo de benomil nas concentragbes de 0,1, 1 e 10%
sob a pressdo negativa de -10, -15 e -20 Hg e de maneira semelhante,
procedeu-se a otimizacdo do tempo de esterilizacdo em 5, 10, 15 e 20 min.
Em seguida os explantes sofreram triplice lavagem com agua destilada e
esterilizada.

Transferiu-se entdo os explantes para um frasco contendo 20 mL de solugéo
alcoolica a 70 e 80% (v/v), sendo realizado um estudo em 5, 10 e 15 min. de
exposicao, e em seguida por triplice lavagem sob vacuo de 0,03 atm por 5

min.

Todos os estudos desenvolvidos para desinfecdo foram entéo aplicados a todas

as 6 espécies dos trés géneros utilizados. ApGs estes procedimentos as estacas

foram levadas a inoculacdo em camara estéril como segue:
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5.3.1.2.1.1. Inoculacao das estacas

Apés a etapa de esterilizacdo, as estacas foram inoculas em meio de cultura
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) modificado com adi¢cdo de 30 g de sacarose e
solucdo organica de vitaminas e aminoacidos, descritas no item solugfes. A
utilizacdo deste meio de cultura aliado ao procedimento experimental teve como
objetivo manter a integridade da planta facilitando a deteccdo de possiveis
contaminantes remanescentes, como fungos e bactérias residuais provenientes de

desvios ndo controlados na etapa de desinfecgéo.

5.3.1.2.2. Procedimentos especificos: avaliacdo de diferentes antibiogramas

Devido a possibilidade estatistica de contaminacdo em qualquer amostra
desta natureza, foi utilizado um procedimento de controle especifico para os
contaminantes resistentes aos protocolos primarios de desinfeccdo. Foram entdo
selecionadas diferentes classes de antibioticos a fim de desenvolver um estudo
baseado em antibiograma seguindo metodologia preconizada por Kirby-Bauer e por
proposta por Stukus, 1997. Discos de papel, 60, de filtro de 1 cm de diametro foram
previamente auto clavados, sendo em seguida secos em estufa a 50 °C e
transferidos para um copo Becker com 30 mL de solucdo de antibidticos de
diferentes classes, visando um amplo espectro de atividade bacteriana agrupados

conforme a relacdo abaixo:

1-grupo dos betalactamos: Ampilicilina 10 pg; Carbecilina 10 pg; Cefalosporina

10 pg; Amoxilina 25 pug.

2- grupo do aminoglicosideos: Estreptomicina 10 pg; Nomicina 10 pg; Canamicina

30 pg; Gentamicina 10 pg.
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3- grupo dos macrolideos: azitromicina 10 ug; eritromicina 10 pg.
4- grupo das quinolonas: ciprofloxacina 10 ug e a norfloxacina 10 pg.

5- grupo das tetraciclinas: foram utilizados os produtos comerciais terramicina

10 pg e a vibramicina 10 pg.

5.3.1.3. Etapa 3. Avaliacdo de diferentes tipos de meio de cultura in vitro

5.3.1.3.1. Bambu

A regeneracdo das espécies de bambu in vitro foi realizada seguindo as
escassas recomendacdes encontradas na literatura e a partir destes textos

refazendo protocolos com pequenas modificacdes.

Protocolo 1

Inicialmente, utilizou-se o meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
por ser de uso comum na area da cultura in vitro e por produzir efeitos considerados
bons para outras matrizes. Com os resultados preliminares foram introduzidas
modificacdes como adi¢do de 30,0 g de sacarose e solucdo organica de vitaminas e

aminodacidos, mio-inositol e Agar na concentragéo de 7,0 g L.

Uma aliquota de 25 mL do meio de cultura como descrito acima, foi
transferido para frascos de vidro sodado que foram autoclavados por 15 min. a
1,2 atm e 121 °C. Ao final do processo, os frascos foram resfriados por 24 h ainda
dentro da autoclave e cada um deles foi assepticamente inoculado em capela de
fluxo laminar previamente esterilizada com alcool 70%, seguido de luz ultravioleta

por pelo menos 15 min. antes do procedimento.
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O procedimento de inoculagéo consistiu em transferir 5 explantes de cada tipo
sendo: ramos laterais, primarios, secundarios, terciarios e meristemas de brotos
devidamente repicados e previamente esterilizados conforme protocolo
anteriormente testado e validado, cujo teor encontra-se com descricdo e
procedimento judicial em andamento, visando solicitacdo de patente. Os explantes
inoculados foram entdo submetidos inicialmente a uma etapa de auséncia de luz por
(48 h) sendo o estudo desenvolvido em fotoperiodos del0, 12, 14 e 16 h de luz e as
demais horas para completar o ciclo diario em ambiente escuro. A temperatura
durante todo o estudo foi de 25 °C. Além disso, foram executadas as seguintes
modificacdes no método: diminuicdo da concentracdo de micro, macro nutrientes em
25, 50 e 75%, combinados também com a diminuicdo de sacarose em gquantidades
de 0,0; 7,0; 5,0; 15,0; e 20,0; g de sacarose por litro.

Protocolo 2

O protocolo 2 baseou-se na utilizacdo do meio de cultivo denominado RM
conforme descrito no item preparo de solugbes de trabalho. Foram estudadas
diferentes padrbes de tempo de iluminacgédo diaria como 6, 8,10 e 12 h.

Por se desconhecer as condi¢des ideais de regeneracdo e o comportamento
dos tecidos averiguados quanto a fotoblastia e/ou fotooxidacdo, foi testado outra
condicdo quanto a iluminacdo, que consistiu em manter escuro total, por 7 dias dos
explantes inoculados e posteriormente, transferi-los para ambiente iluminado de
8 h/dia.

Protocolo 3

Este protocolo foi desenvolvido com o meio de cultura preconizado por Morh e
Hoagland & Arnon, 1950, que sofreu modificacbes pela adicdo de solucdo de macro

e micro nutrientes em concentracdes de 2,5; 5 e 10%.
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Protocolo 4

Utilizacdo dos meios MS 3, descrito no item preparo de solugdes do presente
trabalho. Ao meio foram acrescentados 250 mL. L'* de &gua de coco e diferentes
concentracbes de macro e micro nutriente (25, 50 e 75%), visando o estudo e
encontrar a melhor combinacdo de concentracdo destes e o desenvolvimento

adequado dos explantes.

Protocolo 5

Somente as variagbes nas concentracdes de macro e micronutrientes, 0s
tipos de meio e os aditivos organicos como vitaminas e diferentes fontes de
carboidrato, podem n&o ser suficientes para promover uma regeneragao ou ativacao
das células meristematicas de um vegetal. Com o intuito de estudar possiveis
estimulantes para re-diferenciacao de células totipotentes presentes nos tecidos dos
explantes, foram adicionados diferentes relagcdes de concentracfes, utilizando dois
tipos diferentes de hormonios vegetais das classes auxinas e cinetinas. As tabelas a
seguir apresentam o0s protocolos utilizados para caracterizar os estudos dos

balanceamentos realizados.

Utilizacdo de meio MS1 e MS 3 com diferentes quadrados latinos de
concentracdo de auxinas e cinetinas conforme um planejamento experimental
(Tabelas 2, 3 e 4).

Testou-se ainda a variagdo da combinagdo de outros tipos de auxinas e
cinetinas, a fim de se averiguar, possiveis seletividades quanto ao tipo de fonte
hormonal nos vegetais estudados. Utilizaram-se os hormoénios 2,4 D, como fonte de
auxina e giberilina, como fonte de cinetinas. Foram ainda, testadas as seguintes
combinagdes, ANA/giberilina e 2,4 D/ BAP.

Todas estas combinagdes utilizaram dos mesmos quadrados latinos como

descritos nas Tabelas 2, 3 e 4.
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Combinacéao 1

Tabela 2 — Quadrado latino de combinacdes de concentracdo (mg.L?) variando de 0,0 a
10,0 mg, para os horménios auxinas (Acido Indol Acético — AIA) e citocinina
(Benzol Amino Purina — BAP). Estudos realizados em triplicata.

AlA> 0,0 mg 2,0mg 4,0 mg 6,0 mg 8,0 mg 10,0 mg
BAP

0,0 mg 0,0/0,0 2,0/0,0 4,0/0,0 6,0/0,0 8,0/0,0 10,0/0,0
2,0 mg 0,0/2,0 2,0/2,0 4,0/2,0 6,0/2,0 8,0/2,0 10,0/2,0
4,0 mg 0,0/4,0 2,0/4,0 4,0/4,0 6,0/4,0 8,0/4,0 10,0/4,0
6,0 mg 0,0/6,0 2,0/6,0 4,0/6,0 6,0/6,0 8,0/6,0 10,0/6,0
8,0 mg 0,0/8,0 2,0/8,0 4,0/8,0 6,0/8,0 8,0/8,0 10,0/8,0
10,0 mg 0,0/10,0 2,0/10,0 4,0/10,0 6,0/10,0 8,0/10,0 10,0/10,0

Combinacéo 2

Tabela 3— Quadrado latino de combinag6es de concentragées (mg.L™) variando de 1,2
a 2,0 mg para os horménios auxinas (Acido Indol Acético — AlA) e citocinina

(Benzol Amino Purina — BAP). Estudos realizados em triplicata.

AlA > 1,2mg 1,4 mg 1,6 mg 1,8 mg 2,0 mg
BAP

1,2mg 1,2/1,2 1,4/1,2 1,6/1,2 1,8/1,2 2,0/1,2
1,4 mg 1,2/1,4 1,4/1,4 1,6/1,4 1,8/1,4 2,0/1,4
1,6 mg 1,2/1,6 1,4/1,6 1,6/1,6 1,8/1,6 2,0/1,6
1,8 mg 1,2/1,8 1,4/1,8 1,6/1,8 1,8/1,8 2,0/1,8
2,0 mg 1,2/2,0 1,4/2,0 1,6/2,0 1,8/2,0 2,0/2,0
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Combinacéao 3

Tabela 4 - Quadrado latino de combinagées de concentragdes (mg.L™?) variando de 3,0
a 10,0 mg para os hormdnios auxinas (Acido Indol Acético — AIA) e

citocinina (Benzol Amino Purina — BAP). Estudos realizados em triplicata.

AlA> 3,0mg 4,0 mg 5,0 mg 6,0 mg 8,0 mg 9,0 mg 10,0 mg

BAP

3,0mg 3,0/3,0 4,0/3,0 5,0/3,0 6,0/3,0 7,0/3,0 8,0/3,0 10,0/3,0
4,0 mg 3,0/4,0 4,0/4,0 5,0/4,0 6,0/4,0 7,0/4,0 8,0/4,0 10,0/4,0
5,0 mg 3,0/5,0 4,0/5,0 5,0/5,0 6,0/5,0 7,0/5,0 8,0/5,0 10,0/5,0
6.0 mg 3,0/6,0 4,0/6,0 5,0/6,0 6,0/6,0 7,0/6,0 8,0/6,0 10,0/6,0
7.0 mg 3,0/7,0 4,0/7,0 5,0/7,0 6,0/7,0 7,0/7,0 8,0/7,0 10,0/7,0
8,0 mg 3,0/8,0 4,0/8,0 5,0/8,0 6,0/8,0 7,0/8,0 8,0/8,0 10,0/8,0
9,0 mg 3,0/9,0 4,0/9,0 5,0/9,0 6,0/9,0 7,0/9,0 8,0/9,0 10,0/9,0

10,0 mg 3,0/10,0 4,0/10,0 5,0/10,0 6,0/10,0 7,0/10,0 8,0/10,0 10,0/10,0

5.3.1.3.2. Para o girassol

Com o objetivo de desenvolver/adaptar o conhecimento adquirido para o
bambu e aplica-lo no cultivo in vitro de semente de girassol, inicialmente foi utilizado
1 litro do meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) que apés algumas
adaptacdes mostrou-se interessante para o cultivo de explantes de bambu por ser
de uso comum na area da cultura in vitro e por produzir efeitos considerados
adequados para outras matrizes. Com os resultados preliminares foram introduzidas
as seguintes modificacdes; adicdo de 100 mg de mioinositol, 30 g de sacorose,
10 mg de tiamina, 20 mg de glicina, 50 mg de piridoxina e 50 mg de acido nicotinico.
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Com o objetivo de aumentar o grau de entrecruzamento das proteinas no
meio de cultura e promover sua polimerizagdo, foram adicionados 2,62 g de
Phitagell por litro de meio de cultura e finalmente o pH da solucéo foi ajustado para

5,72. Todas as solu¢cbes foram entdo auto-clavadas por 15 min. a 121 °C e 1,5 atm.

A este meio foram adicionadosa cada trés frascos, uma quantidade especifica
e balanceada entre citocinas e auxinas, filtradas com uso de filtro de membrana

milipore™ 0,45 um, nas concentracdes citadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Quadrado latino de combinagdes de concentragdes (mg.L?) variando de 0,0 mg a
10,0 mg para os horménios auxinas (Acido Indol Acético — AlA) e citocinina
(Benzol Amino Purina — BAP). Estudos realizados em triplicata.

AlA> 0,0 mg 2,0 mg 4,0 mg 6,0 mg 8,0 mg 10,0 mg
BAP

0,0 mg 0,0/0,0 2,0/0,0 4,0/0,0 6,0/0,0 8,0/0,0 10,0/0,0
2,0 mg 0,0/2,0 2,0/2,0 4,0/2,0 6,0/2,0 8,0/2,0 10,0/2,0
4,0 mg 0,0/4,0 2,0/4,0 4,0/4,0 6,0/4,0 8,0/4,0 10,0/4,0
6,0 mg 0,0/6,0 2,0/6,0 4,0/6,0 6,0/6,0 8,0/6,0 10,0/6,0
8,0 mg 0,0/8,0 2,0/8,0 4,0/8,0 6,0/8,0 8,0/8,0 10,0/8,0
10,0 mg 0,0/10,0 2,0/10,0 4,0/10,0 6,0/10,0 8,0/10,0 10,0/10,0

5.3.2. Experimento 2

5.3.2.1. Estudo da fitoxidade do material nanoestruturadoTiO2

A incorporacao de aditivos quimicos a culturas in vitro pode levar a necrose e
ao nao desenvolvimento dos vegetais. Existem estudos na literatura que sugerem
um atraso significativo no desenvolvimento em plantas submetidas a exposicao de

material nanoestruturado de carbono (SHEN et. al. 2010).
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Com base nesta realidade, o experimento 2 teve como meta estudar o efeito e
a compatibilidade das nanoestruturas de TiO2 com as culturas propostas, sendo
descartadas as que geraram insucesso e implementadas as compativeis que

tiveram seus respectivos protocolos padrées estabelecidos no experimentol.

Neste sentido os protocolos foram repetidos seguindo as especificacdes de
desinfeccdo e quantidades de nutrientes e horménios anteriormente estabelecidos

para cada uma das culturas.

Para a cultura de bambus da espécie Bambusa vulgaris var.vitatta, a Unica
espécie de bambu que obteve sucesso em todas as fases de desenvolvimento dos
protocolos foi preparadaem meio de cultura MS padrao e ao final foram adicionados
0,05 mg de Hormbnio Benzol Amino Purina - BAP e 0,1 mg do horménio auxina -

2,4 D por litro de solugéo.

Os explantes escolhidos, ramos laterais de galhos primarios foram
desinfectados de possiveis microrganismos com solucao de 70 % de hipoclorito de
calcio (v/v). Com o intuito de promover a percolacdo axial da solucdo devido aos
problemas de impermeabilidade radial da matriz em estudo, os explantes foram
transferidos para um copo Becker de 50 mL e submetidos a vacuo em uma camera
apropriada por 5 min. a 0,03 atm.; seguido de triplice lavagem com agua destilada
auto clavada e adicionados 5,0 mgL* de benomil.

A este meio de cultura foram adicionadas particulas nanoestruturadas de TiO2
nas concentracfes por litro de meio: 0 mg (grupo controle), 5,0; 10,0; 20,0; 40,0;
50,0; 100,0 e 200,0 mg. Foram preparados 15 frascos contendo 30 mL de meio por

vidro para cada grupo.

Apoés adicionar estas quantidades a cada um dos grupos, os explantes
previamente desinfectados foram inoculados em ambiente estéril que consistiu de
uma capela de fluxo laminar previamente esterilizada com alcool 70%, seguido de
luz ultravioleta por pelo menos 15 min. antes do procedimento. O procedimento de
inoculacdo consistiu em transferir 5 explantes de cada tipo sendo ramos laterais
primarios. Estes explantes foram mantidos sob as seguintes condigbes de
temperatura e luminosidade: 25 £+ 2 °C e 8 h que corresponde a 400 Watt/h,

respectivamente.
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Transcorridos 30 dias, as mudas remanescentes produzidas em todos 0s
grupos foram retiradas dos frascos e tiveram suas partes aéreas e radiculares

avaliadas. Os resultados foram comparados ao grupo controle.

5.3.3 Experimento 3. Estudo de fitorremediagdo de POPs com Bambusa

vulgaris var. vitatta e Girassol Helianthus annuus L.

Neste experimento foram avaliados efeitos fitorremediativos das plantas de
bambu (Bambusa vulgaris var. vitatta) e girassol (Helianthus annuus L.) cultivadas in
vitro. A estes explantes foi aplicado o protocolo de maior eficiéncia geral encontrado

no experimento 1.

Foram preparados 2,5 L de cultura MS padrao, sendo utilizado 1 L para cada
grupo vegetal selecionado. A cada um destes foram adicionadosa mistura padréo
dos 24 POPs na concentracdo de 2 pg.mLt. Foram entdo inoculados os explantes
previamente esterilizados e sob fluxo laminar em ambiente estéril conforme
protocolo padrdo de procedimento desenvolvido. Os frascos foram mantidos nas
condicbes de temperatura e luminosidade do protocolo de estudo para estas

amostras.

Transcorridos 30 dias as mudas foram colhidas, separadas em partes aéreas
e radiculares e secas a temperatura ambiente em dessecador contendo silica gel

sob véacuo.

Posteriormente, as amostras foram pesadas, trituradas, peneiradas,
embaladas em frascos de polietileno e armazenadas em freezer (-20 °C) até o

momento da extracdo, que nao ultrapassou 72 h.
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5.3.4. Experimento 4 - Estudo do efeito de remediagdo do TiO2

nanoestruturado em agua contaminada com POPs

Essa etapa consistiu em avaliar aeficiéncia do TiO2 nanoestruturado na
remediacdo de uma amostra de agua contaminada com 24 POPs na concentracao
de 1 pg.mL1. O material nanoestruturado de TiO2 comercial P-25 possuia as
seguintes caracteristicas: diametro de particula: 25 nm, BET = 50 m?/g, 80% anatase
e 20% rutilo, DegussaCo, Alemanha. Este estudo teve a finalidade de avaliar
interferéncias do material nanoestruturado no processo de degradacdo dos POPs
(Tabela 6).

Tabela 6: Condigfes testadas no estudo de degradagédo de POPs em agua utilizando TiOx.

Teste pH Concentragédo de TiO2  Tempo A (nm)
(mg.mLY)* (min)
1 7,0 0,50 30,0 290- 400
2 7,0 0,50 60,0 290- 400
3 7,0 0,25 60,0 290 - 400
4 7,0 0,25 30,0 290-400

*mg de TiO2 por mL de amostra

5.3.5. Desenvolvimento de metodologia analitica para a determinacdo dos

POPs em amostras de plantas e agua

5.3.5.1. Lavagem da vidraria

Com o objetivo de eliminar possiveis interferentes, toda a vidraria utilizada foi
lavada e tratada de modo sistematico com a seguinte sequéncia: agua corrente,

imersdo por aproximadamente 12 h em solugcdo aquosa 10% de detergente Extran
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alcalino, agua corrente, agua destilada e agua purificada em sistema Milli-Q. Todo o
material foi entdo enxaguado com pequenas porc¢des de acetona e levado a estufa a
150 °C por 1 h.

Os solventes usados na diluicdo dos extratos e no preparo das solucdes
padrao foram adicionados aos frascos e analisados por GC/MS para a avaliacdo do
branco. Este procedimento foi realizado durante toda a execucdo dos experimentos
a fim de manter a qualidade dos resultados e detectar possiveis contaminantes que

pudessem de alguma forma interferir nos resultados finais.

5.3.5.2. Equipamentos usados

e Cromatagrafo a Gas da Agilent Technologies serie 7890A acoplado a um
Espectrdmetro Massa da Agilent Technologies serie 5975C.

e Sistema Milli-Q Plus (Millipore);

e Bomba de véacuo;

e Rotaevaporador.
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5.3.5.3. Extracdo e “clean-up” das amostras de plantas e 4gua

a) Plantas

-Extracao

10,0 g da amostra triturada (préviamente seca em estufa a 60 °C por 2 h)
foram transferidos para um copo Becker e submetidos a um processo de extracao
utilizando 50 mL de uma mistura de n-hexano/tolueno (50/50; v/v) em banho de ultra-

som por 5 min.

O extrato resultante foi em seguida filtrado em funil de Buchner utilizando
papel de filtro Whatman, n.60 O extrato obtido foi submetido a etapa de
concentracdo em evaporador rotativo sob pressao reduzida a temperaturade 50 °C,
solubilizado em 2 mL de n-hexano/tolueno (50/50; v/v) e submetido a etapa de

“clean-up”.

-“Clean-up”

Com o intuito de eliminar interferentes, efeitos de matriz e também otimizar a
recuperacdo dos analitos, utilizou-se colunas de Florisil ativado por 4 h a 240 °C
para a etapa de “clean-up” das amostras obtidas no item anterior. Uma bureta foi
usada para a montagem da coluna pela inser¢cdo de uma pesquena porgao de la de
vidro silanizada, seguido de 15,0 de Florisil e 2,0 g de sulfato de sddio anidro. A
coluna foi condicionada com 20,0 mL de hexano. Em seguida, a amostra foi
adicionada ao topo da coluna e a eluicao foi realizada com 50 mL de uma solucéo
de acetato de etila/hexano (50:50, v/v). O extratoobtido foi concentrado a secura sob
fluxo de nitrogénio 5.0. Imediatamente antes da andlise, o volume final do extrato foi
ajustado para 1,0 mL com solucdo de acetato de etila/hexano (50:50, viv) e
submetido a analise por GC/MS (Eichelberger,1994, Munch, 1995).

Marcos Vinicius de Almeida



69
Tese de Doutorado — PPG Biotec

b) Agua

-Extracao/“clean-up”

500 mL da amostra de 4gua foram transferidos para um funil de separacéo e
submetidos ao processo de extracdo com 3 porcdes de 100 mL de solucdo n-
hexano/tolueno 50/50; (v/v). Em seguida, os extratos organicos foram combinados,
concentrados em evaporador rotativo sob pressdo reduzida a temperatura de 50 °C

até um volume de aproximadamente 20,0 mL.

O extrato foi entdo concentrado a secura sob fluxo de nitrogénio 5.0.
Imediatamente antes da analise, o volume final do extrato foi ajustado para 1,0 mL
com solucao acetato de etila/lhexano (50:50, v/v) e submetido a andlise por GC/MS.

5.3.5.5. Validacdo do método

As valida¢gBes dos métodos desenvolvidos foram realizadas com base nos
seguintes documentos: DOQ-CGCRE-008 do INMETRO, AOAC (Association of
Analytical Communities) e ISO/IEC 17025 (INMETRO, 2007; AOAC, 1999; ISO/IEC
17025:2005, 2005).

Os parametros de desempenho avaliados foram: linearidade, exatidao,

precisao, limite de deteccao (LD) e limite de quantificacéo (LQ).

- Linearidade

No estudo de linearidade avaliou-se a coeréncia da faixa de trabalho para
todos os POPs estudados. Foram preparadas duas curvas de calibragcdo em cinco

niveis com injecédo em triplicata:
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Curva 1:1,0; 3,0; 5,0; 7,0 e 10,0 yg.mL*
Curva 2:0,1;0,4;0,7;1,0e 1,3 ug.mL™*

Cada curva de calibracdo foi construida atravées da relacdo entre
concentracdo do analito/area. Os valores de relagdo de concentragdoe area foram
usados para obter a equacdo de regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados. O coeficiente de correlacdo quadrado (r?) foi utilizado para avaliar a
adequacdao da representacao do modelo matematico expresso pela equacao de reta.
Um valor de r> maior que 0,995 foi requerido para considerar o modelo linear (ISO
5725, 1994).

- Limites de deteccgéo e de quantificacéo (LD e LQ)

Para a obtencéo dos LD e LQ foram injetados os 3 extratos em cada nivel de
fortificacdo. O LD foi obtido multiplicando por 3 os desvios-padrédo encontrados e
para o LQ multiplicando por 10 os desvios-padréo.

- Precisao e Exatidao

A precisdo e a exatiddo do método foram investigadas por ensaios de
recuperacdo relativa e coeficientes de variacdo das replicatas. Os testes de
recuperacdo relativa foram feitos adicionando-se o0s analitos as amostras
testemunha de agua e girassol, livres de intereferentes. Para as amostras de agua,
as avaliacdes foram realziadas em dois niveis de concentracdo estabelecidos em
torno de 2 a 10 vezes o valor do limite de quantificacdo (0,1 e 1,0 pg.L?). Nos
estudos de fortificacdo para as amostras de girassol (partes radicular e aérea), 0s
ensaios de recuperacdo foram realizados em trés niveis: 0,2; 2,0 e 10,0ug?, sendo

todos preparados em triplicata.
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- Seletividade

A seletividade nas andlises por GC/MS é considerada elevada. A seletividade
do método foi garantida pela auséncia dos ions de quantificacdo e qualificacdo no

tempo de retencao dos analitos em uma amostra “testemunha”.

Em amostras reais a seletividade foi garantida pela relacdo entre ions de
quantificacdo e qualificacdo com tolerancia de 20%. Préximo do limite de

quantificacdo essa tolerancia pode ser aumentada para 30%.

5.3.5.6 Analise

As andlises das amostras obtidas nos procedimentos descritos foram
realizadas num Cromatografo a Gas da Agilent Technologies serie 7890A acoplado
a um Espectrébmetro Massa da Agilent Technologies serie 5975C.

O sistema de aquisicdo e tratamento de dados foi realizado utilizando o
softwvare MSD Productivity ChemStation Data Analysis. As condi¢des

cromatograficas encontram-se descritas abaixo:

- Gés de arraste: Hélio.

- Velocidade linear média: 32 cm.s™.

- Fluxo: 1,19 mL/min-.

- Coluna — DB1-dimetilpolisiloxano (50 m x 0,22 mm x 0,2 um).
- Temperatura do injetor: 250°C.

- Temperatura inicial: 85°C.

- Tempo de espera em 85°C min-2,

- Rampa 1 de temperatura: 3.5°C min-,

- Temperatura 2: 195°C.

- Tempo de espera: 195°C: min®.

- Rampa 2 de temperatura: 5°C/mint.

- Temperatura final: 280°C.

- Tempo de espera: 280°C min%

- Tempo total de corrida: 60,43min.

- Injecdo Splitless: Véalvula fechada por 34 s.
- Fluxo de Split: 18 mL.min™.
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O procedimento de quantificacdo foi feito pelo método do padrdo externo.

Segue abaixo a relacdo dos poluentes avaliados no presente trabalho na ordem em

que foram encontrados nos cromatogramas:

1-2,4,5,6 Tetracloro-m-xileno 13- 4,4°-DDE

2 - Delta-HCH 14 - Endrin

3 -Alfa HCH 15 - Endosulfan Beta

4 - Gamma HCH 16 - 4, 4°'DDD
5-BetaHCH 17 - Endrin Aldeido
6—Heptacloro 18 - Endosulfan Sulfato
7—Adrin 19-4,4°DDT

8 - Heptacloro Epoxido
9 - Trans-Clordano
10 - Endosulfan Alfa

11-Clordano
12-Dieldrin

20 - Endrin Cetona

21 - Hexabromo benzeno
22 - Metoxi Cloro

23 - Mirex

24 - Decacloro Bifenila

5.3.5.7. Quantificacao

A quantificacdo dos POPs nas amostras de girassol e agua foram calculadas
com base na area dos picos integrados obtidos nas analises por GC/MS em
comparagao com as concentracdes conhecidas do padréo analitico, considerando o

volume de diluicdo e massa da amostra.

O residuo foi determinado pela quantidade do analito presente novolume
injetado (obtido a partir da curva de calibragdo) que foi entdo multiplicado pelo
volume de diluigéo final para indicar a massa de analito presente neste passo. Para
determinar o residuo em partes por milhdo (ppm), a massa presente no volume de
diluicdo (mg) foi, em seguida, dividida pela massa inicial da amostra de agua ou
girassol (g). Este residuo foi entdo, ajustado, de acordo com a taxa de recuperacao

média obtida para cada método (Equagéol):

C.Vi.100

R =
(19/9)
m.R,

(14)
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C= concentrac¢éo analitica (obtida a partir da curva de calibrac&o);
V= volume final de dilui¢éo;
m= massa da amostra,;

Rec= recuperacao média.
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6. Resultados

6.1. Resultados do Experimento 1
6.1.1. Etapa 1. Formag&o do jardim somaclonal

6.1.1.1. Bambus do género Dendrocalamus ssp, Bambusa ssp e Guada ssp.

Todos os géneros e espécies de bambus testados foram reproduzidos com
sucesso em casa de vegetacdo nas condicbes experimentais avaliadas. As
condi¢Oes ideais foram idénticas para todos os géneros testados e 0s experimentos
foram conduzidos de acordo com as seguintes condi¢des: 20 L de substrato florestal
(35% de argila, 35% matéria organica, 30% de vermiculita de granulacdo meédia);
temperatura de 25+2°C; umidade relativa de 60%; luminosidade 8 h de luz solar dia,
com sombreamento de 80% atingido pelo uso de telado metalizado com malha de
retencdo luminosa de 20%; irrigacdo de 500 mL de agua por m3/dia, acrescida de
solucdo nutritiva de NPK na composicdo de 20-5-20 na proporc¢do de 1 g Lt d’agua
(m/v). O periodo de surgimento de brotos foi em média de 40 dias ap0Os o plantio em

potes flexiveis para mudas florestais experimentais.

6.1.1.2. Girassol Helianthus annuus L.

As condi¢cbes experimentais ideais para o cultivos dos girassois foram: potes
flexiveis para mudas florestais de 10 L com substrato para floreira (30% de argila,
40% de substrato organico, 30% de vermiculita de granulacdo média), temperatura
de 25 +2°C; umidade relativa de 60%; luminosidade 8 h de luz solar dia sem
sombreamento; 700 mL de &gua por m3/dia, acrescida de solucdo nutritiva de NPK
na composicdo de 10-10-10 na concentragdo de 1,0 g L't d’agua (m/v); o periodo de
obtencdo das mudas até a fase de frutificagdo quando foi possivel a obtencdo de
sementes aptas ao plantio foi de 60 dias ap6s a inoculagdo das destas nos potes

flexiveis para mudas florestais (Figura 14).
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Figura 14: Mudas de girassol Helianthus annuus L. mantidas em casa de vegetagao.

6.1.2 Etapa 2: Esterilizacdo dos explantes

Os melhores resultados, comparando todos os métodos de desinfeccao ja
descritos, foram obtidos com solugéo 0,1% de cloreto de mercurio (II) em éter etilico
(v/v). Este procedimento experimental foi adotado para reproduzir as condigfes
experimentais preconizadas pela literatura (NADGIR, 1984) como desinfetante
padrao (branco de esterilizacdo). Entretanto, esse reagente nao foi utilizado no
desenvolvimento do trabalho devido a sua toxicidade e sua proibicdo pela ANVISA a

partir de 2008 para préaticas em cultura de tecidos vegetais.

Entre todos os protocolos testados, o que apresentou melhor resultado foi o

do protocolo de esterilizagdo namero 3, conduzido em 2 etapas:
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1- Tratamento térmico: Os explantes foram imersos em 150 mL de solug&o
de benomil 1% acrescido de 5 gotas de surfactante Tween 80® visando a
guebra da tensédo superficial. Em seguida, os explantes foram submetidos
ao procedimento de pré-esterilizacao/ativacdo pelo incremento de
temperatura em condi¢Bes balisticas no intervalo de 45 a 55 °C por 15

min.

2- Tratamento hipobéarico: A amostra proveniente da etapa anterior foi
estabilizada a temperatura ambiente e imediatamente transferida para
solucdo de hipoclorito de célcio a 30%. Em seguida, a amostra foi
submetida ao tratamento hipobarico de -0,02 atm. visando forcar a
percolacdo das solugcdes de esterilizagcdo pelos vasos condutores de
xilema e floema dos explantes por 15 min. O vacuo foi entdo diminuido de
maneira lenta (10 min.) até zero e a amostra transferida para 150 mL de
uma solucdo de alcool 70% sob pressdo negativa de —0,02 atm. por 5
min., sendo em seguida aplicado novamente o0 mesmo procedimento para
a diminuicdo do vacuo. Finalmente, a amostra foi transferida para 150 mL
de solucédo de HCI 0,1% sob presséo negativa de -0,02 atm. por 5 min. e
ap6s a diminuicdo lenta do vacuo, os explantes foram retirados em
ambiente asséptico na capela de fluxo laminar sofrendo triplice lavagem
com agua destilada, auto clavada.

O indice de descontaminacdo obtido foi de 95 a 98% para a maioria das
espécies estudadas. O género “Guada spp” exibiu baixo indice de descontaminacao,
ao redor de 40%, provavelmente devido a presenca de saliéncias, reentrancias,

dobras, criptas e espinhos, mesmo com utilizacdo de cloreto de Mercurio (II).

Apés 4 semanas da inoculacdo, indicios de bactérias foram notados em
alguns dos frascos nos géneros testados. Visando a especificidade antibidtica para
0S microorganismos resistentes ao protocolo preliminar de desinfeccdo, um

antibiograma foi desenvolvido e aplicado em etapas posteriores.
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6.1.2.3. Antibiogramas

Dentre as 5 classes de antibioticos testados (betalactamos, aminoglicosideos,
macrolideos, quinolonas, tetraciclinas), o que apresentou melhor resultado frente as
bactérias presentes e cultivadas in vitro, foi o grupo dos betalactamos, mais
especificamente desta classe o antibidtico cefalosporina D. Este em particular
mostrou os maiores halos de contencéo evidenciando seu poder bactericida mesmo

apds 6 semanas de teste.

6.1.3. Etapa 3: Inoculacdes

Das espécies estudadas, as que exibiram melhores resultados pertenciam ao
género Bambusa, dentro deste género para as espécies B. Vulgaris variedade
vitatta, com a utilizacdo de ramos laterais terciarios (98% de brotacdes) e
secundarios (92% brotacdes), nas condicbes de meio MS sélido e liquido com
concentracfes de 75% e 100% de macro e micro nutrientes, respectivamente. Foi
possivel constatar ainda que, s6 brotaram os explantes que receberam banho
térmico de 45 a 55°C e coletados até abril. Apos esse periodo ndo houve brotacéo

nem mesmo a oxidacéo e necrose dos tecidos.

Com relagédo ao género Guadua foi possivel notar o aparecimento de pontos
de contaminacdo bacterioldogica mesmo em meios acrescidos de antibidticos e, além
disso, supressdo de brotacfes levando a forte oxidacdo dos tecidos também foi

constatada.
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6.2. Resultados do experimento 2.Estudo de fitotoxicidade de TiO2

nanoestruturado

6.2.1. Plantas testadas

Como nem todas as plantas (Dendrocalamus giganteus, Guada angustifolia)
puderam ter seus protocolos de cultivo in vitro estabelecidos no experimento 1,
foram testadas as plantas de bambu do género Bambusa vulgaris variedade vitatta e

o girassol Helianthus annuus L.

6.2.2. Testes de fitotoxicidade

6.2.2.1. Bambusa vulgaris var. vitatta

No teste de fitotoxicidade os resultados demonstraram que, para 0 grupo
controle houve apenas 13% de necrose com mortalidade para os explantes
inoculados. Todavia, todas as concentracdes acima de 10 mg (20, 40, 50, 100 e
200 mg) de nanoparticulas de TiOz adicionado a cada litro de solug¢éo nutritiva (m/v),
mostraram-se extremamente toxicas pois 0s explantes inoculados ndo apresentaram
brotacdo. Observou-se ainda o aparecimento de coloracdo negra nas gemas apos 8
dias da adicdo do material nanoestruturado, o qual consiste de um indicativo de
necrose dos tecidos conforme mostra a Figura 15. Foram ainda infrutiferas as
tentativas de execucdo de cortes histologicos destes explantes, por j4 estarem
degradados, impossibilitando a visualizagcdo da estrutura anatébmica interna, que

pudesse ser corada, identificada e analisada.

Marcos Vinicius de Almeida



79
Tese de Doutorado — PPG Biotec

Figura 15: Necrose dos tecidos em cultura in vitro na presenca de TiO>

Para as concentragdes de 5,0 e 10,0 mg.L? de TiO2 (m/v), a necrose foi
menos intensa, abarcando 36% das amostras. Entretanto, transcorridos 30 dias
apos o experimento notou-se que nao havia desenvolvimento vegetativo (radicular
ou foliar) nos explantes. Ap6s 50 dias da inoculacdo todos os explantes ja haviam

necrosado e atingindo a morte da espécie.

6.2.2.2. Girassol Helianthus annuus L.

Nos testes com girassol, o grupo controle apresentou bons resultados no
desenvolvimento a partir das sementes, exibindo taxa de germinacdo acima de 98%
e expressivo desenvolvimento radicular e vegetativo (Figura 16). Para os demais
grupos, o Unico que apresentou inicio de germinacdo foi aquele que utilizou
5,0 mg.L* de solucdo nutritiva, sendo que em todas as demais concentracdes ndo

houve germinacao.

O estudo com material nanoestruruado de TiO2 na concentracédo de 5,0 mg.L™*
apesar de ter apresentado germinacao inicial, ndo houve posterior desenvolvimento

de partes radiculares ou vegetativas, como folhas e brotos.
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Figura 16: Grupo controle do girassol em cultivo in vitro

Em cortes histoldgicos, porém, notou-se a quebra de dorméncia das
sementes, que € um indicativo de estagios iniciais de formacdo do embrido (Figura
17). No entanto, esse processo ndo apresentou desenvolvimento por até 45 dias

guando foram constatadas a necrose e morte dos tecidos embrionarios vegetais.

endosperma

hipocaétilo

coifa
Meristema fundamental Eixo embrionario

Figura 17: Semente de girassol Helianthus annuus L., corte longitudinal do embrido,
aumento 40 x, grupo tratado com TiOzna concentracéo de 5 pg.mL™* (m/v).
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6.3. Experimento 3:Avaliacdo das plantas para o processo de fitorremediagcéo

Dentre os vegetais que obtiveram seus protocolos estabelecidos com sucesso
no experimento 1 e que puderam ter avaliadas suas possiveis capacidades
fitorremediativas, estdo somente 0 género Bambusa e a espécie vugaris variedade

vitatta e a oleaginosa, girassol (Helianthus annus L.).

6.3.1. Bambusa vulgaris variedade vitatta.

Os resultados demonstraram forte necrose dos tecidos e posterior morte de
todos os explantes testados. Apenas o0 grupo controle, sem adicdo de nenhum

poluente organico desenvolveu-se até 60 dias de testes.

Como néao foi obtida nenhuma muda ou material para analise deste tipo de
vegetal ndo foi possivel dar continuidade as avaliacdes analiticas para plantas
lenhosas de bambus de nenhum género ou espécies selecionadas como as mais

indicadas pela literatura como fitorremediadores.

6.3.2. Girassol Helianthus annuus L.

As plantas de girassol se mostraram aptas em seu desenvolvimento frente
aos POPs avaliados. Estas apresentaram um bom desenvolvimento nas
concentracdes utilizadas para o estudo (Figura 18). Foi possivel notar a formacao de
radiculas, raizes, brotos e folhas em todos os frascos de cultura perfazendo um total

de 98,5% de plantas sobreviventes.
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o

Figura 18: Girassol com 12 dias de desenvolvimento, apds germinacao.

Apés serem coletadas, as plantas de girassol foram secas, homogeneizadas,
trituradas obtendo-se um montante de massa secade acordo com a Tabela 7.

Tabela 7-Peso (g) de amostras de girassol provenientes do cultivo in vitro

Parte aérea Parte radicular Massa seca total

Peso (9) 127,10 59,30 186,40

6.3.3. Validacdo da metodologia analitica

A validacdo do método analitico € a confirmacao por exame e fornecimento
de evidéncia objetiva, de que os requisitos especificos para um determinado uso
pretendido sdo atendidos [NBR ISO/IEC 17025, 2001] e que permite demonstrar que

0 método é "adequado ao objetivo" requerido.
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Nesse trabalho as caracteristicas de desempenho investigadas no processo
de validacdo para os métodos desenvolvidos foram: linearidade, exatiddo, preciséo,

limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacédo (LQ).

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos para os limites de deteccéo (LD) e
regressao linear da curva de calibracéo (r?). Além disso, a Tabela 8 também mostra
os limites de quantificagcdo (LQ), recuperacdo média (%) em dois niveis de
fortificacdo, desvio padréo relativo (DPR) e para a matriz agua.

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos para os limites de quantificagéo
(LQ), recuperacao média (%) em dois niveis de fortificacdo, desvio padrdo relativo

(DPR) para a matriz girassol (partes aérea e radicular).

6.4. Resultados dos processos de remediacao

6.4.1. Estudo de fitorremediacéo utilizando girassol

Os resultados das avaliacdes indicaram que dos 24 compostos avaliados, 16
apresentaram resultados de remediacao utilizando girassol: partes radicular e aérea
(Tabela 10).

6.4.2. Experimento 4: Estudo de Remediac&o de POPs em Agua utilizando TiOz

Nanoestruturado (Degusa P25)

Esta avaliagéo foi conduzida com objetivo avaliar a degradagao dos POPs em
matriz aquosa na presenca TiOz nanoestruturado. A Tabela 11 apresenta 0s
resultados de remediacdo para duas concentracdes distintas de TiO2 (0,5 e
2,0 pg.mLY).
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Tabela 8: Resultados obtidos para os limites de deteccdo (LD), limites de quantificacdo (LQ),
recuperacdo média (%) em dois niveis de fortificacdo, desvio padrédo relativo
(DPR%) e regresséao linear da curva de calibracéo (r?) para a matriz gua.

POPs LD LQ Recuperagéo (%) Curva de
(ug.mL?Y)  (ug.mLY) Calibragéo r?

0,1pg.mL? lpg.mL*

1- Tetra-cloro-xileno 0,001 0,006 91,25 (4,7) 88,39 (5,2) 0,99934
2- 3-HCH 0,001 0,005 98,54 (4,2) 98,80 (3,4) 0,99892
3- o-HCH 0,003 0,007 70,81 (4,3) 87,52 (2,7) 0,99927
4- y-HCH 0,002 0,005 96,38 (3,8) 96.04 (2,9) 0,99853
5- B-HCH 0,002 0,006 73,28 (2,9) 90,89 (3,8) 0,99781
6- Heptacloro 0,003 0,008 65,35 (3,2) 87.06 (4,2) 0,99993
7- Aldrin 0,002 0,005 59,95 (3,5) 76,34 (4,5) 0,99905
8- Heptacloro-epoxido 0,001 0,012 79,44 (3,4) 98,12 (3,6) 0,99965
9- trans-chlordano 0,002 0,005 76,45 (4,3) 95,15 (2,6) 0,99753
10- Endosulfan Alfa 0,001 0,005 81,47 (3,0) 98,63 (4,9) 0,99756
11- Chlordano 0,003 0,007 76,58 (4,0) 95,07 (5,0) 0,99926
12- Dieldrin 0,001 0,005 86,06 (4,4) 107,93 (4,7) 0,99557
13- 4,4’ DDE 0,002 0,005 85,06 (3,9) 105,41 (4,4) 0,99728
14-Endrin 0,003 0,006 81,44(5,7) 98,36 (4,6) 0,98045
15- Endosulfan Beta 0002 0,005 89,42 (4,3) 106,78 (2,5) 0,9961
16-p,p’ DDD 0,003 0,007 95,48 (4,1) 109,69 (3,1) 0,99126
17- Endrin Aldeido 0,004 0,010 82,20 (4,7) 92,50 (3,6) 0,99741
18- Endosulfan Sufato 0,002 0,006 91,29 (2,9) 108,38 (4,1) 0,99687
19-p,p’ DDT 0,002 0,007 94,84 (3,0) 118,35 (3,2) 0,99848
20- Endrin Ketone 0,001 0,006 84,78 (4,1) 97,42 (3,7) 0,99827
21- Hexabromobenzeno 0,006 0,010 81,39 (5,3) 88,07 (5,6) 0,99957
22- Metoxicloro 0,004 0,007 92,36(5,7) 91,68(4,6) 0,99914
23- Mirex 0,004 0,010 81,15 (3,8) 99,86 (2,9) 0,99768
24- Decacloro bifenila 0,003 0,011 85,77 (3,2) 105,39 (4,2) 0,99937
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Tabela 9: Resultados obtidos para os limites de quantificacdo (LQ), recuperacdo média (%)

em trés niveis de fortificacdo para a matriz girassol (partes aérea e radicular) e

respectivos desvios padréo relativo (DPR%).

POPs LQ (DPR) Recuperagéo (%)
(ng.g™h) Parte Radicular Parte Aérea
0.2pg.g* 2pg.g* 10pg.g™* 0.2pg.g* 2pg.g* 10pg.g*

1- Tetra- cloro-m-xileno 0,04 (4,22) 84,72 (4,9) 90,18 (5,4) 88,06 (3,6) 102,35(3,9) 100,93 (5,8) 98,70 (4,5)
2- 8-HCH 0,03 (4,45) 95,21 (5,4) 88,32 (6,1) 81,36 (4,4) 88,41 (3,3) 92,91 (6,3) 88,52 (5,1)
3- a-HCH 0,01 (3,24) 88,17 (6,1) 93,21 (3,9) 90,22 (4,8) 90,15 (6,2) 88,25 (3,8) 91,46 (4,2)
4- y-HCH 0,05 (4,06) 78,34 (4,6) 88,54 (3,3) 95,70 (5,3) 79,05 (5,6) 83,64 (4,7) 88,25 (3,9)
5- B-HCH 0,07 (5,32) 93,49 (3,2) 91,03 (3,5) 80,25 (3,7) 92,54 (3,9) 89,05 (5,9) 91,18 (3,4)
6- Heptacloro 0,06 (4,48) 86,90 (3,9) 102,14 (5,3) 94,72 (3,9) 89,47 (4,2) 91,22 (4,6) 96,46 (3,7)
7- Aldrin 0,07 (5,69) 68,17 (3,7) 67,22 (6,2) 66,28 (5,1) 65,21 (3,9) 62,34 (5,7) 60,38 (5,4)
8- Heptacloro-epoxido 0,05 (6,22) 83,91 (5,0) 89,17 (5,5) 90,47 (4,7) 91,65 (4,6) 90,28 (4,3) 93,69 (5,1)
9- trans-chlordano 0,05 (4,13) 91,67 (3,8) 87,31 (4,9) 91,69 (5,3) 87,20 (4,9) 89,18 (4,9) 93,85 (3,8)
10- Endosulfan Alfa 0,03 (6,55) 89,12 (5,3) 92,09 (4,2) 89,18 (4,6) 84,35 (3,9) 94,56 (6,1) 91,22 (4,1)
11- Chlordano 0,04 (3,97) 87,52 (4,7) 103,44 (5,7) 93,22 (5,2) 88,11 (5,1) 94,77 (5,4) 96,30 (3,9)
12- Dieldrin 0,07 (5,20) 90,36 (3,8) 91,07 (3,8) 89,69 (4,8) 94,36 (4,8) 104,61 (4,2) 102,38 (3,7)
13- 4,4’ DDE 0,05 (4,84) 92,11 (4,9) 88,28 (3,6) 94,85 (4,5) 91,55 (5,5) 90,39 (5,8) 93,66 (4,8)
14- Endrin 0,07 (6,13) 81,23 (5,3) 91,58 (4,9) 95,67 (3,3) 92,39 (5,3) 94,11 (3,9) 95,89 (5,3)
15- Endosulfan Beta 0,06 (5,51) 78,20 (4,8) 101,34 (6,3) 97,89 (5,5) 87,06 (4,7) 91,23 (4,4) 90,26 (4,7)
16-p,p’ DDD 0,04 (6,03) 91,33 (4,5) 92,37 (5,7) 97,26 (4,8) 88,25 (6,2) 93,06 (5,3) 94,11 (5,0)
17- Endrin Aldeido 0,07 (5,22) 81,52 (5,9) 90,19 (3,4) 96,81 (5,2) 83,41 (5,9) 91,55 (4,7) 86,32 (3,9)
18- Endosulfan Sufato 0,01 (6.34) 90,36 (3,7) 105,69 (5,6) 95,63 (4,3) 92,87 (3,8) 98,70 (5,8) 99,17 (4,5)
19-p,p’ DDT 0,03 (6.28) 83,44 (4,6) 93,19 (5,3) 92,55 (4,6) 85,31 (5,1) 91,86 (4,9) 90,60 (3,7)
20- Endrin Cetona 0,05 (6,37) 87,60 (4,8) 89,64 (4,4) 87,91 (5,8) 94,25 (4,9) 93,24 (4,8) 101,09 (3,8)
21-Hexabromobenzeno 0,06 (5,42) 81,39 (4,2) 83,69 (5,3) 90,56 (5,4) 88,07 (5,6) 90,64 (5,2) 96,31 (4,4)
22- Metoxicloro 0,05 (6,21) 90,45 (6,3) 93,66 (5,8) 88,77 (4,5) 89,71 (4,8) 92,36 (5,0) 97,25 (4,8)
23- Mirex 0,02 (4,12) 90,07 (5,3) 95,12 (4,9) 90,29 (3,9) 89,14 (4,7) 97,55 (3,6) 90,89 (4,3)
24- Decacloro bifenila 0,03 (5,88) 88,25 (6,2) 89,22 (5,8) 92,67 (4,6) 87,93 (5,9) 90,36 (4,5) 93,43 (4,9)
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Tabela 10: Resultados obtidos no processo de fitorremediacdo para o girassol (partes

radicular e aérea: folhas, galhos e brotos).

Radicular Aérea
N° POPs Concentracdo % Remediagéo Concentracéo % Remediac&o
1 Tetra- cloro-m-xileno 0,94 9,40 0,84 8,40
2 5-HCH 2,46 24,60 1,19 11,90
4 y-HCH 1,52 15,20 2,03 20,30
6 Heptacloro 3,04 30,40 0,64 6,40
7 Aldrin 2,49 24,90 0,83 8,30
8 Heptacloro epoxido 4,70 47,20 <LQ* <LQ*
9 Trans clordano 2,25 22,50 0,88 8,80
10 Endosulfan Alfa 0,10 1,00 0,17 1,70
11 Clordano 7,59 75,90 1,28 12,80
12 Dieldrin <LQ* <LQ* 0,17 1,70
13 4-4 DDE 2,79 27,90 0,17 1,70
16 4,4°DDD 1,93 19,30 0,73 <LQ*
19 4,4 DDT 8,73 87,30 <LQ* <LQ*
22 Metoxicloro 0,28 2,80 0,20 2,00
23 Mirex 5,08 50,80 0,25 2,50
24 Decacloro bifenila 6,92 69,20 0,31 3,10

*<LQ (LQ vide Tabela 9).
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Tabela 11: Resultados de remediacdo de POP em &gua obtidos dos experimentos de

remediacéo utilizando TiO, comercial Degusa P25.

Composto % Remediacao
0,5 ug.mL? 2 pg.mL?t

a-HCH 41,6 54,2
y-HCH 44,9 53,0
B-HCH 43,1 53,0
Heptacloro 0 36,9
Aldrin <LQ* 52,0
Heptacloro Epoxido 12,9 44,2
Trans-clordano 52,4 50,3
Endosulfan Alfa 311 48,2
Clordano 43,1 53,3
Dieldrin 29,1 49,2
4-4°-DDE 33,8 52,9
Endosulfan Beta 32,3 52,1
4,4°-DDD 22,0 45,5
Endrin aldeido 30,7 56,8
Endosulfan Sulfato 32,2 56,0
4,4°-DDT 39,5 59,2
Mirex 41,4 54,7
Decacloro bifenila 21,0 63,5

*<LQ (LQ vide Tabela 9).
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7. Discussao

7.1. Validacdo da Metodologia Analitica

A linearidade para as metodologias desenvolvidas no presente trabalho foi
determinada utilizando-se o método matemético conhecido como analise de
regressao linear. Foram determinados os coeficientes de regressao angular (a) e
linear (b), bem como o coeficiente de correlacdo quadrado (r?). Este ultimo
parametro permitiu uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais
préximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a
incerteza dos coeficientes de regressao estimados. As curvas de calibracdo para
cada um dos 24 analitos apresentaram coeficiente de correlagdo quadrado maior
que 0,995, indicando um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao. O valor
do coeficiente linear sempre proximo a zero indicou que o sistema estava livre de
tendéncias. O método apresentou-se linear para a faixa de trabalho utilizada e os
residuos da curva de calibracdo apresentaram distribuicdo aleatéria. O método

apresentou-se linear nas faixas de trabalho: 0,1 a 1,0ug.mL?* e 1,0 a 10,0 yg mL™.

Todas as curvas de calibracdo e respectivas equacdes encontram-se no Anexo I. A

Figura 19 apresenta um cromatograma de uma solucdo padrdo dos 24 POPs

estudados na concentragdo de 0,5 pg.mL™.

O LD e o LQ foram determinados utilizando o desvio padréo (S) de 10
replicatas de branco com adi¢gdo de pequena concentragédo dos analitos (0,1 pg.g?),

de acordo com as equacgoes (15) e (16), respectivamente.
LD =3xS (15)
LQ =10 xS (16)

Os valores de LD encontrados para todos os POPs estao descritos na Tabela
8. Os valores de LD encontrados estdo entre 0,001 pyg.mL?! para o 8-HCH e

0,006 pg.mL*para o hexabromobenzeno.
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Os resultados de LQ encontrados para a matriz agua estdo entre
0,005 pyg.mLpara o aldrin e 0,012 uyg.mL'para o heptachlor epoxide e para o

girassol os valores estédo entre 0,01 ug.g* para o a-HCH e 0,07 ug.g* para o endrin

aldeido.
o 23
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300000 ;
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Figura 19: Cromatograma do ion Total (TIC) obtido por GC/MS de uma solugéo padréo de
24 POPs na concentragéo de 0,5 yg.mL™.

A precisdo é um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes
ou padrdes, em condi¢Bes definidas (INMETRO, 2007). A precisdo do método foi
determinada através de estudos de repetitividade, calculando-se o desvio padrdo

relativo (% DPR), das amostras analisadas em replicata.

Para o céalculo do desvio padrao relativo, utilizou-se a equacgéao 3, onde s € 0
desvio padrdo das leituras no nivel de concentracdo estudado e ma média dos

resultados obtidos.
DPR (%) = (s/m) * 100 a7)

Nas Tabelas8 e 9 estdo descritos 0s valores minimos e maximos de DPR (%)
encontrados na faixa de trabalho para cada POP. Todos os valores encontrados
estdo abaixo de 6,00%, sendo considerados aceitaveis para 0s métodos

desenvolvidos.
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A exatiddo de um método analitico é a concordancia dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor de referéncia aceito convencionalmente
como verdadeiro (ISO/IEC 17025, 2005; INMETRO, 2007).

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sao:
materiais de referéncia; comparacdo de meétodos, participacdo em ensaios

interlaboratoriais e realizacao de ensaios de recuperagao.

No presente trabalho, a exatiddo do meétodo foi avaliada por ensaios de
recuperagdo utilizando amostras testemunha fortificadas em 1 LQ e 10 LQ para a
matriz aquosa e 1 LQ, 10 LQ e 50 LQ para o girassol que contemplaram toda a faixa

de trabalho para cada analito.

As Tabelas 8e 9 apresentam os valores minimos e maximos de recuperacao
(%) obtidos para os analitos estudados em matriz de agua e girassol (partes
radicular e aérea). Todos os valores encontrados estdo entre 70 % e 118 %, exceto
para o aldrin em girassol que apresentou resultados ao redor de 65 %. De acordo
com a literatura os resultados obtidos podem ser considerados aceitaveis
(INMETRO, 2007).

7.2 Experimento 1

Os resultados encontrados na primeira etapa experimental demonstraram
sucesso na formacdo de um banco somaclonal com mudas padronizadas e aptas a
fornecer material de propagacdo como brotos, galhos, apices de raizes e caule.
Aléem disso, estes materiais apresentaram elevada quantidade de células
meristematicas, 0 que ja era esperado de acordo com a literatura (FILGUEIRAS,
2009, INBAR 2010). O cultivo em condi¢cdes controladas de Iluminosidade,
temperatura e umidade facilitou o manejo e destacou-se como um fator primordial

para a execucdo desta etapa.
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Para o estabelecimento do jardim somaclonal de girassol, as condicdes em
ambiente controlado também se mostraram essenciais no desenvolvimento dessa
etapa. Outro fato relevante quanto a este ambiente consistiu na possibilidade de
obtencéo de plantas de girassol fora do periodo ideal de cultivo, que nao ocorreria
em ambiente natural. Outrossim, o controle dessas condi¢des tornou o trabalho

exequivel, possibilitando a aquisicdo de explantes em qualquer periodo do ano.

Na segunda etapa do experimento 1, que teve como escopo a desinfeccéo
dos explantes provenientes de bambus, foi utilizada grande diversidade de técnicas
estabelecidas na literatura, bem como novas énfases foram abordadas durante o
desenvolvimento e testes metodoldgicos, os quais podem ser considerados inéditos

para as plantas e finalidades estudadas.

A utilizacéo de cloreto de mercurio Il como descrito por Nadgir 1984 e INBAR,
mostrou-se como uma das melhores alternativas devido principalmente a sua rapida
execucdo. Porém, devido a elevada toxicidade e seu uso banido em todo o mundo,

esse composto ndo foi utilizado durante os experimentos.

pY

A busca por protocolos aptos a reproducdo em grande escala de plantas
como bambus vem sendo estudada ha anos por diversos laboratérios de cultura de
tecido e em muitos casos foram relatados resultados promissores para alguns
géneros e espécies (YEH & CHANG, 1986, b; HUANG, 1988; CHAMBERS et
al.,1991; HASAN & DEBERG, 1987).

Além disso, os melhores resultados obtidos sdo provenientes de paises
asiaticos, onde se concentra a maioria das espécies de clima temperado como
bambu Mossé e outros bambus alastrantes, como os do género Phyllostachy sssp
(INBAR, 2013).

Nas pesquisas mais recentes, ha um déficit de dados na literatura com
relacdo a bambus tropicaise principalmente estudos relacionados a cultura de
tecidos. Os bambus s&o reconhecidamente plantas recalcitrantes, que se

caracterizam pela dificil reproducao in vitro (FILGUEIRAS 1988).
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Outro fator importante que dificulta o cultivo do bambu in vitro € a sua
poliploidia, podendo apresentar pentaploides, decaploides ou mais (SOLTIS &
SOLTIS, 1995; SODERSTRON, 1981) e terem esses genomas expressos de acordo
com as variagcdes ambientais onde se encontram (WRIGHT, 1964; RAO, 2000).
Dessa forma, quando se obtém sucesso para um género de bambu tropical que foi
coletado em um pais ou regido, cujo clima e condi¢cdes edéficas sédo distintas, terdo
diferentes genes expressos, e, por conseguinte o0s resultados serdo distintos
(GUANG-ZHU, 1987a, GUANG-ZHU, 1987b; INBAR, 2013; PEREIRA, 2009).

Outra caracteristica importante que dificulta a cultura in vitro dos bambus é a
presenca de bactérias simbiontes que se desenvolvem nos vasos condutores da
planta (FUKATSU, 2000; KLEIN, 2012) e também em suas raizes, onde podem ser
encontrados bactérias e fungos micorrizicos que auxiliam na absor¢do, aumento da
area de contato e metabolismo de nutrientes essencias para a planta (VERMA &
ARYA 1998, SILVA et al. 2006). Estes micro-organismos em ambiente natural ndo
se proliferam demasiadamente pelo proprio controle competitivo da microbiota do
solo, porém quando inoculados em ambiente de cultura in vitro onde muitos sais
nutritivos e outros aditivos sdo disponibilizados, tendem a se multiplicar
exponencialmente e causar um descontrole bioquimico do meio que pode ocasionar

uma fermentacdo e consequente perda da cultura vegetal.

Devido a sua presenca interna nos tecidos de conducdo vascular, esses
microorganismos sao de dificil acesso aos produtos de descontaminacdo, sendo
necessaria autilizacdo de produtos de acdo sistémica e/ou tratamento hipobarico.
Além de todos os esfor¢cos no controle destes organismos dos bambus durante a
fase de procedimentos in vitro, ainda ha a necessidade de sua re-inoculacéo na fase
de aclimatizacdo que precede a fase de plantio em campo, pois sem esta
associacdo podera ocorrer um deficit nutricional e consequente morte da planta
(VERMA & ARYA 1998; MAZIAH, 1991).

Analisando os resultados que apresentaram sucesso na etapa de desinfeccéo
foi possivel verificar que um Unico procedimento ndo se mostrou suficiente para
eliminar com seguranca a presenca de micro-organismos, 0 que pode estar

relacionado a diversidade da microbiota e localizacédo desses nas plantas de bambu.
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Métodos quimicos nao seletivos de controle como utilizacdo de hipoclorito de
calcio e alcool 70% mostraram grande eficiéncia quando aliados ao tratamento
hipobérico, que notoriamente propiciou 0 acesso da solugdo pelos vasos condutores
do vegetal. A utilizacdo de banho térmico a 45° Celsius, também auxiliou neste
processo uma vez que o0 simples aumento de temperatura contribui para a
desinfeccéo.

Os resultados obtidos pela utilizacdo de antibioticos e particularmente ao
sucesso da Cefalosporina D, mostraram os maiores halos de contencdo de
crescimento bacteriano e consequentemente 0os menores niveis de contaminagao
dos meios de cultura até as fases de replantio e troca do meio. Esse resultado pode
estar relacionado principalmente ao mecanismo de acédo especifico de inibicdo das
sinteses protéica e também de ergosterol, bem como a acao no anel beta-lactamico
(BOUNAIM et al., 2001) localizado na parede celular (KOTRA, 1998; TRABULSI &
ALTERTHUN, 2008). Dessa forma, os antibioticos apresentaram acao bactericida e
bacteriostatica em bactérias Gran positivas e negativas, encontradas nos explantes.

Quanto aos grupos de bambu em particular, para o género Guada ssp., 0S
resultados mostraram elevada resisténcia a todos os protocolos de desinfeccéao.
Existem relatos na literatura que indicam a dificuldade na penetracdo nos aculeos
caulinares, que possuem muitas criptas, reentrancias e paredes impermeabilizadas
com tecidos esclerificados e lignificados (LIESE, 1998; LEMOS et al. 2006).

A espécie de bambu Bambusa vulgaris var. vitatta foi a Gnica que apresentou
bons resultados em todas as etapas do protocolo e por consequéncia apta a fase de
aclimatacdo em casa de vegetacdo. O sucesso alcancado quanto ao tipo de
explantes utilizados, ou seja, ramos terciarios foram contrastados com resultados de
estudos in vivo realizados em estufa e em campo. Nestes estudos, discutidos pela
literatura, os propagulos mais viaveis e de melhor capacidade regenerativa de novos
brotos foram: gemas caulinares de colmos, ramos primarios, secundarios e
raramente descritos, os ramos terciarios (MEDINA et al., 1962; SALGADO, 1987,
PEREIRA & BERALDO, 2006).

A utilizacdo de menores concentragdes (75%) de macro e micro nutrientes,
bem como n&o utilizacdo de agente polimerizador (Phytagel) ao meio MS foi
compativel a outros tipos de plantas recalcitrantes, de dificil reproducéo in vitro,
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como é o caso de pteridophitas heterosporadas (sambambaias) (LE, 1983;
KNAUSS, 1976).
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Seria relevante a realizacdo de estudos que pudessem explorar limites de
concentracdo maxima e minima de nutrientes e outros aditivos, compativeis com
particularidades metabdlicas aplicados a bambus, devido as suas propriedades

fisicas, morfolégicas e mecanismos bioquimicos de acéao.

7.3. Experimento 2

Os testes de fitotoxicidade dos vegetais Bambusa Vulgaris e girassol
Helianthus annuus L. apresentaram resultados similares, apesar das regeneracdes
constatadas a partir de diferentes fontes de explantes como células meristematicas

para bambus e sementes para girassol.

No experimento de adi¢cdo de TiO2 nanoestruturado no meio de cultura da
espécie de bambu, observou-se a toxicidade letal aos tecidos. No grupo controle o
desenvolvimento ocorreu satisfatoriamente, o que pode estar relacionado com a
Gnica variavel passivel de causar a morte dos explantes: a insercdo de TiO:2

nanoestruturado.

Este vegetal possuia boas perspectivas de resisténcia a materiais
nanoestruturados, uma vez que historicamente esta espécie tem resistido a
condicdes de alta concentracdo de metais, elementos toxicos, poluentes organicos e
até mesmo radioatividade (HASENSTEIN, 1987). Entretanto, as andlises dos
explantes mostraram uma necrose intensa em todos os tecidos apdés um longo
periodo sem desenvolvimento. Nenhuma contaminacdo exdégena por fungo ou

bactéria que pudesse interferir nos resultados negativos foi constatada.

Igualmente, ndo foram detectados sinais de desidratacdo ou ressecamento
dos explantes, o que poderia indicar morte causada por desidratacdo, um fato

comum em testes efetuados com sais de cloreto, cadmio, entre outros.

Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura que relaciona a
toxicidade e geno-toxicidade de TiO2 nanoestruturado (GHOSH et al.,, 2010,
MARIANO et al., 2005) em cultura de tecido de vegetais.
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GHOSH constatou atraso no desenvolvimento e morte de Nicotina Tabacum

(GHOSH, 2008) na presenca deTiO2 nanoestruturado.

Os resultados obtidos para o estudo de girassol (Helianthus annuus L.)
mostraram grande similaridade aos do bambu. Para os estudos com girassol, o uso
de sementes foi extremamente adequado, uma vez que a toxicidade néo interferiu
na etapa de germinacédo, isto pode ser constatado na Figura 18 que apresenta
desenvolvimento desse vegetal. E possivel verificar o surgimento microscopico do
cotilédone, indicando que ndo houve toxicidade sobre o embrido da semente mesmo
no processo de quebra de dorméncia. Estes resultados estdo de acordo com as
relacbes de outros elementos que nédo interferem em processos de germinacao
como alguns metais, por exemplo, Ferro e Aluminio (MORAIS, 2002) e também em
concordancia com o efeito positivo de nanotubo de carbono sobre a germinacéo de
sementes (KHODAKOVSKAYA, 2009).

Pelo fato das sementes serem consideradas auto-suficientes, ap6s a quebra
de dorméncia por hidratacdo em seu desenvolvimento e até o surgimento das
primeiras folhas, algumas substancias e condicdes, podem interferir nessas etapas.
E o caso de alguns herbicidas que atuam na cadeia carreadora de elétrons como
Glifosato, os que mimetizam a agéo de auxinas como Picloran (HERBICIDE ACTION
COURSE, 2003), ou ainda frente a presenca de solventes organicos apolares que

solubilizam a membrana plasmatica levando a morte do embrido.

Transcorridos alguns dias foi possivel observar um desenvolvimento lento
com relacdo ao grupo controle para a espécie e mesmo apds o tempo total previsto
para o desenvolvimento completo das mudas, a maioria dos potes de cultura in vitro
apresentou necrose dos explantes e morte do tecido vegetal. Por se tratar de um
material em escala nanométrica e de dificil identificacdo, pouco se podepropor com
relacdo aos mecanismos de toxicidade dessas nanoparticulas, seu isolamento,
cinética e mecanismos de acédo. Estes dados ainda sdo pouco conhecidos na
literatura e inconsistentes com outros materiais poluidores a exemplo de elementos
toxicos que atuam diretamente em processos energéticos e de hidratacdo vegetal
(ROSSI, 2001).
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bY

Uma possivel hipétese de toxicidade, pode estar relacionada a propria
caracteristica ou mecanismo de fotocatalizagdo do TiO2, uma vez que estas
nanoestruturas geram radicais (superoxido, e hidroxila) quando em presenca de
agua. Assim sendo, estes atuardo como agentes redutores e oxidantes a diversos
compostos como moléculas orgéanicas e inorganicas (VINU & MADRAS, 2010).
Novos estudos se fazem necessérios com aplicacdes de tecnologias concomitantes
visando elucidar as questbes relacionadas a toxicidade, uma vez que o TiOz,
nanoestruturado até o momento, vem sendo descrito como principal agente
nanométrico para aplicagdes ambientais, por ser considerado totalmente atoxico e
altamente benéfico ambientalmente (VINU & MADRAS, 2010). Entretanto, como ja
verificado por GHOSH et al. (2010) e constatado nesse experimento, o TiO2
nanoestruturado apresentou resultados que demonstraram consideravel toxicidade

para as plantas estudadas.

7.4. Experimento 3

Os resultados dos processos fitorremediativos de POPs utilizando girassol
Helianthus annuus, L., mostraram maior concentracdo de contaminantes organicos
nas raizes em relagdo a presenca destes nas partes aéreas; resultados
apresentados na Tabela 10. Estes resultados estdo em concordancia aos descritos
na literatura, que relacionam maiores acumulos de poluentes nas raizes dos
vegetais que se desenvolveram em solos contaminados com POPs. Muitos autores
associam esse acumulo apresenca de fungos micorrizicos arbusculares encontrados
nas raizes e que por sua vez ampliam a superficie de contato desta com o solo.
Autores como VERMA & ARYA (1998) constataram que estes fungos sao os reais
fitorremediadores e que as plantas hospedeiras sdo contaminadas por processo de

transferéncia do poluente (SOUZA, 2011).

Outros autores ainda sugerem que, ndo somente os fungos, mas a rizosfera

ao redor da planta auxilia nos processos de fitorremediacao (KUIPER, et al., 2004).
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Entretanto, no presente estudo, conduzido in vitro ndo foi possivel fazer
referéncia a tais interacdes ou associagdescom 0s vegetais, uma vez que, todos 0s
organismos bioldgicos, exceto os proprios explantes, foram removidos da cultura

durante os processos de assepsia.

Os resultados de acumulo de residuos dos POPs na raiz do girassol ficou
entre 9,4 % para o composto 2,4,5,6-tetracloro-m-xileno a 87,0 % para o 4,4’-DDT
(Tabela 10). Este efeito pode estar relacionado ao fato das raizes, frutos, sementes
e brotos serem reconhecidamente 6rgdos drenos de fotossintatos e entdo
desprovidos de cloroplastos, sendo que nestes casos uma transferéncia em vasos
condutores floeméaticos seria evidenciada no processo e residuospoderiam ser
detectados. As hipoteses de acumulo destes poluentes em raizes relacionando ao
contato com os poluentes dos meios de cultura sédo inconsistentes com a anatomia e
morfologia destes tecidos vegetais, pois as raizes séo isoladas por uma camada de
células esclerificadas “endoderme” que sao impermeaveis (LIESE, 1998). A hipbtese
mais provavel é a de transporte de fluxo de massa pelas raizes diretamente ao
xilema por via apoplastica e simplastica, sua transferéncia pelo vegetal e posterior
translocacdo juntamente com os fossintatos a 6érgdos drenos como raizes e
sementes, analogamente ao que acontece com 0s nutrientes e a agua, Figura 20
(HERBICIDE ACTION COURSE, 2003).

Estudos que focaram a dinamica poluente/planta na transferéncia de
poluentes e suas respectivas bioconcentracdes para tecidos vegetais, descrevem
fisico-quimicamente a importancia do coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), a
pressdo de vapor dos poluentes organicos e a temperatura do ambiente,
relacionando-os a mobilidade e solubilidade em agua (PATERSON et al., 1994;
KATAOKA et al. 2010). Em condicdes ideais, tais poluentes naturalmente apolares,
podem ser solubilizados em agua e transportados para as plantas. MATSUMOTO,
(2009) propde que exsudatos eliminados pela raiz de baixo peso molecular como
acido citrico, proteinas e outros acidos organicos podem contribuir para um aumento
da solubilidade de compostos como os POPs e, além disso, cita que poucas familias
vegetais possuem esta capacidade a exemplo da familia das curcubitaceas
MATSUMOTO et al. 2009; JOHGENSON, 2001).
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Figura 20: Esquema representativo da translocacdo de fotossintatos, H.O, nutrientes,
compostos organicos, e outros compostos (POPs) em floema e xilema de

plantas.

Outros autores descrevem particularmente outros compostos hidrofébicos
encontrados em folhas e frutos (HULSTER et al. 1994; INUI et al. 2008), PCBs
(WHITE et al. 2006; INUI et al. 2008), DDT e seus metabolitos (WHITE, 2001,
WHITE et al. 2003a; LUNNEY et al. 2004), clordano (MATTINA et al. 2000, 2004),
HCB (ECKER & HORAK, 1994), heptacloro (LICHTENSTEIN et al. 1965), e
heptacloro epoxido (CAMPBELL et al. 2009).

Os poluentes fitorremediados pelo girassol possuem estes valores favoraveis
a este tipo de mobilidade estudada. A Tabela 12 apresenta alguns parametros fisico-

quimicos dos POPs avaliados no presente trabalho.

Processos descritos na literatura, porém ainda ndo estudados para o girassol,
como descloracdo, metabolizacdo de compostos e geracdo de metabdlitos
provenientes da degradacdo da molécula (VERMA et al, 2006; SOLYANIKOVA &
GOLOVLEVA, 2011), podem estar relacionados com os resultados obtidos para o
Endosulfan alfa.
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Os estudos foram conduzidos através de biorremediacédo de endosulfan com
uso de bactérias e fungos e descrevem sua degradacdo em 3 produtos finais como:
endosulfan lactona, endosulfan dimetileno e endosulfan monoalcool (Figura 21),
propondo rotas de biotransformacdo para gerar metabolitos e subprodutos de

degradacgéo.

Tabela 12: Propriedades fisico-quimicas dos POPs estudados.

POPs

Presséao de
vapor
(mm Hg, 20 °C)

Solubilidade
em agua
(Mg mL™)

Log Kow*

(2,4,5,6)Tetra-

Na&o disponivel

Né&o disponivel

Né&o disponivel

cloro-m-xileno

8-HCH 3,6 x 107 5 4,14
y—HCH 4,2 x10° 7,3 3,61-3,72
Heptacloro 4x10* 0,056 6,1
Aldrin 7,5x10° 0,011 6,5
Heptacloro 1,95x10° 0,0275 5,4
epoxido

trans-clordano 2,9x10° 0,056 5,54
Endosulfan Alfa 1,2x10° 0,32 4,74
Clordano 0,1x10% insoluvel 5,54
Dieldrin 3,1x10° 0,110 6,2

4-4- DDE 6,2 x 10°® 0,14 6

Endrin 2 x 107 0,2 5,6

4 -4 DDD 1,6 x 107 0,025 6,91
4-4-DDT 1,1x107 0,085 6,79
Metoxicloro 1,4x10° 0,45 4,68-5,08
Mirex 7,5 x 107 3,4 5,28
Decacloro bifenila 4 x 10-* 0,42 5,6
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*Coeficientes de distribuicdo Octanol-agua (Kow).
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Figura 21: Proposta de vias de biotransformacé&o descritas por Weir et al. (2006), envolvem

“Ese mooxigenase”. A seta (#6) indica uma reacdo que ocorre na presenca do

microorganismos Mycobacterium sp. A via ESD indica a via descrita por

(SUTHERLAND et al.

endosulfan monoaldeido ou endosulfan hidroxieter de 3-endosulfan.

2002b) e envolve ESD monooxigenease, gerando
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Os resultados obtidos para a acumulacdo radicular dos isbmeros HCH
apresentaram acumulacao de 15,2 % para y-HCH e 24,6 % para 6-HCH.

Os contaminantes organicos, como os HCHs, podem acumular nas raizes
essencialmente como resultado de dois diferentes processos: (i) absorcéo e
translocacdo (BURKEN & SCHNOOR, 1998), para compostos com baixa
hidrofobicidade (log Kow valores entre 0,5 e 3,5, Schnooret al, 1995) e (ii) adsor¢cao
em tecidos de raiz (PEREIRA et al., 2007).

Considerando que os isomeros 3-HCH e y-HCH apresentam valores de
log Kow de 3,60 e 4,14 respectivamente, 0s 2 processos podem ser considerados
possiveis.

Os isébmeros HCH podem ter se acumulado nas raizes e sua adsorcdo sobre
a superficie radicular (particdo hidrofobica) pode ser considerada uma importante
rota de contaminacdo por este poluente. Adsorcdo ocorre através de
particionamento reversivel e preferencial do contaminante hidrofébico e as
superficies hidrofébicas (cuticula ou os compostos hidréfobos das paredes celulares)
(PIVETZ, 2001), sendo esse processo afetado tanto pela quantidade de composto
disponivel como pela frag&o lipidica presente.

Para prever a captacao de poluentes organicos por plantas, (BRIGGS et al.
1982) e BURKEN & SCHNOOR (1998) desenvolveram relagcbes experimentais com
base em Ilog Kow. De acordo com seus modelos, apenas compostos
"moderadamente hidrofobicos" (0,5 < log Kow < 4,5) seriam absorvidos e
translocados significativamente dentro de tecidos vegetais.

No presente trabalho, o processo fitorremediativo estudado utilizando girassol
apresentou eficiéncia na absor¢cédo dos POPs com log Kow no intervalo de 4,50 a 6,79
(heptacloro, aldrin, heptacloro epdxido, trans-clordano, clordano, dieldrin, DDE, DDT,
metoxicloro, mirex e decacloro bifenila). Observou-se ainda que dentre as moléculas
citadas acima, as com menores valores de log Kow foram encontradas em maiores
concentracbes na parte aérea da planta, exceto o clordano, aldrin e heptacloro.
Estes resultados sugerem que, apesar das previsdoes com base em log Kow serem
adequadas ao modelo, a transferénciade alguns POPsem plantas ocorre em grande
parte por absorcéo e translocacdo, devido também a velocidade de deslocamento

iGnico de solucao no xilema.
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Além disso, os possiveis metabdlitos e suas rotas de degradacéo ndo foram
estudados no presente trabalho. Porém, vale ressaltar que, em uma avaliacdo
exploratdria foram encontrados muitos compostos clorados diferentes dos POPs
estudados e que poderiam ser provenientes de reacdes adversas ou até de
degradacgéo na planta avaliada. O fato de monitorar 24 compostos ao mesmo tempo
em um processo de remediagcédo pode ser considerado um grande desafio, visto que,
sdo muitas as variaveis e intereferéncias para alcancar um estudo mais detalhado

para cada poluente.

7.5. Experimento 4

O termo fotocatdlise (fotoquimica + catalise) pode ser definido como a
aceleracdo de uma fotorreacao pela presenca de um catalisador. O catalisador pode
acelerar a fotorreacdo por interacdo como substrato em seu estado fundamental ou
excitado e/ou com umdos foto-produtos primarios dependendo do mecanismo

defotorreacdo e permanecendo inalterado no final de cada ciclo catalitico.

Com o objetivo de explorar o efeito da concentracdo do catalisador no
processo de degradacdo de POPs, neste trabalho foi possivel avaliar o aumento da
concentragdo de TiO2 nanoestruturado de 0,5 pg.mL? para 2 ug.mL* na degradacéo
dos POPs estudados (Tabela 9). Os resultados mostraram um aumento da atividade
de TiO2 de modo ndo proporcional adegradacdo de POPs. Este resultado é
esperado, pois estudos tém indicado que a degradacdo fotocatalisada esta
relacionada a capacidade da nanoestrutura em gerar radicais livres que serdo em
dltima andlise, os responsaveis por reduzir ou oxidar os poluentes (VINU &
MADRAS, 2010), levando-os a subprodutos com menor toxicidade ou em agao
conjunta com a biota do meio, por processo de mineralizacao.

A Tabela 9 em discussdo mostra ainda que, o potencial de fotodegradacéo
tende a ser mais eficiente com o aumento da quantidade de sitios ativos presentes,
esse fato pode ser observado nos resultados obtidos para a degradagdo do

heptacloro.
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Por outro lado em situagdes de alta concentracdo de poluentes poderd haver
producdo de intermedidrios, que serdo adsorvidos na superficie do catalisador
diminuindo sua atividade catalitica ou mesmo inativando-o (BAHNEMANN et al.,
2007).
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8. Conclusao

A producdo de cultura in vitro dobambu Bambusa vulgaris var. vitatta foi
obtida a partir do desenvolvimento de varias etapas metodolégicas resultando num
processo inédito e ecbnomicamente vantajoso quando comparado a producdo usual

in vivo.

A toxicidade do TiO2 nanoestruturado (P25 da Degussa Co, Alemanha) foi
constatada para ambas as espécies estudadas, em diferentes estagios de
desenvolvimento dos explantes demonstrando a importancia de se conhecerseus
efeitos no meio ambiente eem sistemas bioldgicos, uma vez que ja veem sendo

utilizado comercialmente em diferentes ramos da atividade humana.

A espécie, Bambusa Vulgaris var. vitatta, ndo apresentou resisténcia aos

poluentes organicos avaliados impossibilitando o estudo fitorremediativo.

A espécie de girassol Helianthus annuus L. demonstrou excelente capacidade
fitorremediativa in vitro para a maior parte dos compostos estudados, inclusive
isolando os efeitos da acdo de fungos micorrizicos arbusculares sobre os de

extracdo, acumulacéo e remediacao de poluentes do meio.

O estudo da fitorremediacdo fornece informacdes importantes para duas
situagcbes: uma quanto a prevencdo de se produzir girassol com finalidade
alimenticia em areas contaminadas pelos POPs, e outra no aproveitamento da
planta apdés o processo de fitorremediagdo com na producdo energética de

biomassa e biodiesel.

O processo de remediacdo dos POPs em meio aquoso realizado com TiO2
nanoestruturado apontou uma variagdo na taxa de degradagdo minima del2,9% a
uma taxa maxima de 56,8% demonstrando a capacidade para a aplicagdo

tecnoldgica em diferentes processos para a despoluigao de corpos d’agua.
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bY

Estas propostas, em tese, podem estar a ordem, como diretrizes para
procedimentos futuros no estabelecimento de novas tecnologias no campo da
biotecnologia industrial, mais especificamente na recuperacédo de areas, matrizes e
recursos contaminados por POPs tendo em vista que a metodologia de remediagao
desenvolvida in vitro, apresentou vantagens como uso exponencialmente menor de
materiais e reagentes, diminuindo custos e residuos, além de ser ambientalmente

adequada.
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10- Anexos

Curvas de calibracao para os 24 compostos
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Endrin Aldeido
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Hexabromo benzeno
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Cromatogramas

Cromatograma da parte aérea

Parte aérea
8000000
7500000
7000000
6500000
6000000
5500000
5000000 1
4500000
4000000 1
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000

20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Abundance

12
+I3 16

Time

Cromatograma do fon Total (TIC) obtido por GC/MS de uma amostra de girassol (parte aérea) apds o

processo de fitorremedia¢do. Os numeros identificam os POPs detectados (vide Tabela 8).

Cromatograma da parte radicular

Parte Radicular

8000000
7500000
7000000
8500000
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000 4
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000

1000000 FJ

500000

Abundance

22

T L

— i B pa ——
20.00 45.00 50.00 55.00 Time

Cromatograma do ion Total (TIC) obtido por GC/MS de uma amostra de girassol (parte radicular)

apos o processo de fitorremediagdo. Os nimeros identificam os POPs detectados (vide Tabela 8).
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Cromatograma do grupo controle Parte radicular e parte aérea juntos

7000000

6000000

5000000

4000000

Abundance

3000000

2000000

1000000

Cc

]

ontrole: parte radicular + parte aérea

" P A S |

LA L [ S LS SO BN LS B AL
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Time

Cromatograma do fon Total (TIC) obtido por GC/MS de uma amostra controle de girassol (parte

radicular e aérea) apds o processo de fitorremediacdo na auséncia dos POPs. Ndo existem picos nos

tempos de retenc@o dos compostos estudados.
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Espectros de massasdos 24 POPs

1- (2,4,5,6 tetracloro-m-xileno)

o] 207
244
cl
cl
5H
cl
136
85
17
75 ]
o 62 ‘ 121
97 H 109 ‘
133 145 157 ‘ 223
) !||| \|_|I.||‘|I ; ||_|5!D; ||||! |||||||!|.. |I|| I|‘|__|I |.|I||I L1y LI ||.1%P|185 .'1%3'158. | -.H' Z%D ||.|234 I| |_|= .
60 70 80 50 100 110 120 130 140 150 160 170 120 130 200 210 220 230 240 250 260

2,4,5,6 tetracloro-m-xileno

2 —Delta- HCH
o] 183
215
Cl
Cl
111 ™
50
Cl
Cl
a5
5
23 145
77 a7
61 % 121
63 98 e
133
o b | it
B 120 T T 1 |
60 70 80 50 00 110 120 130 140 180 160 170 180 150 200 210 2200 230 240 250 260 270 280 250 300

Delta lindano
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3-Alfa- HCH
100 219
181
109
Cl
Cl
Cl
5H
Cl
23
145
254
e & 121
&l e 1 B8 e 290
A A O |
it !||| I|‘I|I |‘I|:| 1l 1l |I Lty |I. o |||I |__|!. |__!| .|=|I } || |154 IZI.}S.I | I|u . . I_|_|_I‘: . . ll|| . .
60 70 80 30 00 10 1200 130 140 150 16D 170 180 150 200 210 2200 230 240 280 260 270 280 230 300 310
Alfa lindano
4 — Gamma HCH
100d 1
181
219 Cl
Cl
504 Cl
Cl
75 a5
| 23 145
27
B 1
56
63 o 156 254
133
250
tix]
169
! HE}‘I5 || ||. |‘||! ||I| |!|I Ilhh .l ||| . ‘|‘!| “II |.| ‘ll. . . .|‘ . . I!I_I!\I . . l“l . .
60 70 20 5% 100 110 120 130 140 150 160 1Y0 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280 250 300 310

Gama lindano
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5 - Beta HCH
100 219
181
a
C|\
109
504 c
a
85 145
75 83
7| 121
96 156 254
61
I bl 2 |l |
U T 1 1 R ‘| P O N || T YO
0 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Beta lindano
6- Heptacloro
100 100
al 272
cl
cl
a
5t a
cf
65
237
135 256 337
73 154 =0
T 143 180
115 - M‘ . n 372
151 A %] 7
203 253 ‘
Al = I Wl
60 70 30 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

Heptacloro
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7- Aldrin
wl 6
50
79
EUNRTY

60 70 80 30
Aldrin

100 110 120 130

a

a

cl c 263

293
298
257
186 220
150 - 228 937 28
il Uit it Wl 279 (ke 25, il 3 47

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 250 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380

8- Heptacloro Epoxido

a1

109

123
115

a
c
a
I
a!
cr
a
)
151 27 263
15 217 253 o7
143 1 a7
167 93 m 282 7

353

333

i | ||| ! |‘||,|

50 70 80 90 100 110 120 120 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410

Heptacloroepoxido
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9 — Trans clordano

a
Cl

cl (o]
Cl

237

65

109 119 143

a5 99 123 230
160 193 o4 301 237
183 219 253 7

%7 313 l

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 120 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

Trans-clardane

10 — Endosulfan Alfa

Cl a
241

20

a 170
265

159

120
63 8 103
07
- 143
% g5 133 295
63
. 323
181
252
B3y
||| .ll'. . ||! .l' —
340

60 70 80 S50 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 350 360 370 380
Endosulfan M
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11- Clordano

.y ki)
al
cl
al
cf
3 o al
a
27
2
. 263
78 109
35 135
. 19 W 1%, 230 301 237
51 168 -
183 ! 253 ‘
Y |:2.$7r3I (TR |324| |'|I|' . . | —
§0 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 250 2/0 280 290 300 310 320 330 340 350 360 3/0 380 330
Clordane R
12- Dieldrin
100 79
al
al
i
cr o
5
c
263
108 5
237
279
243
151
a5 173
65 57 |13 143 209,
91 1 157 183 217 u5 30
L2 30931735 ... 363 L

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
Dieldrin

13 -4,4 DDE
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100 246
Cl
318
Cl
54
176
105
75 R
87 123 210
55
110 140 q5p 283
62 170
TR EE I
ol | | T 1R 1 _lll il I
60 70 80 5 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330
4,4'DDE
14 — Endrin
100 iyl
Cl Cl
Cl
263
67
ol Cl
54
281
245
113
147
205
7 345
101 173 qg3 183
73 217 37
139 !’ 237 253
86
121 143|159 189
330
i 1 |1 "

¢ ey
60 70 80 S50 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330 400 410

Endrin

15- Endosulfan Beta
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100 135
cl a
a
Oz, /O
""\-\.\_\_\_\S
207 |
0
237 a
170 Y
159
267
- 243
228
83 277
75 12 339
7 103
63 143
103 133
.85
78 2% o
& 181
257 ‘ 23
B8 47 87
'l.l \||II | .|||. I 1 311 I N

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
EndosulfanR

3
16- 4,4’- DDT
100 235
cl
cl
165
5
= 159
82 gp
63 m 127 178
106 212
T 2 o ol |
o |“| EIE |||| |||| L I|H|.I|I N TP ||| Al alllly ||||||I .| .||| I |2?E|\ lll
60 70 80 %0 100 MO 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330
4,4'DDD

17- Endrinaldeido
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a a

13 147
101 a0

172 a3

245 28

a7
63 135 345

123 196 27
159
230 59g 263 273 || 180
LU Ly . Al Ly iH

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330
Endrinaldeido

18- Endosulfansulfato

387

a
Cl

263

85 121 L
102 123 .

78 133 - 357
61 7 253
311 ‘
i

69 180 216 ‘
L I!|||III|.|I|=|||||. 37 M il

60 70 80 90 100 110 120 130 14D 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Endosulfansulfato

19- 4,4 DDT
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100]
o
50
o
§ 70 80 S0 100 110 120 130
aappT '

20- Endrincetona

1004

50

13
m

52 a7

123

60 70

Endrin cetona

21- Hexabromobenzeno

Cl

135

165

173 4g3

156
159

(8]

208

pal

235

284
I||||||

315

354
[,

o o

a

245 28

230 599 263 273

345

140 150 180 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370

380
m.“. Al

80 50 100 110 120 130 140 150 160 170 130 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 350 400
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1004
232
Er
B Er
[ O
B Br
504 151
Br
196 192
18
n
276
60 75
]|
H 17 B s 208 ‘
103 S R
| R ||. |.| . !I 172 b I %!ZP | Ul 287 2?5 III‘ 388 \

50 70 B0 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410

Hexabromobenzeno

22- Metoxicloro

1004 27
0. )
5
Cl 1
Cl
152
114 169 212 274
63 141 196 238 244
75 89 | 132 ‘ 184 ‘ m 308
d— \||| —lll IE‘Z L |." ?ls. | Lol | |.| | | i Ll "I 202 I il ||. 2?5 il lil | L

B0 70 80 30 100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 340 350 360

Metoxicloro

23- Mirex
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100d 272
50 237
13z
143 167
. 118 43 190 202 262 0 55 an4
ol B0 71 B 1|!|}E\|. HU |“. .h‘I?I]1 e ..I|| L“JA 215 25 1248 ||||| | .|2|.?|5 27 3 ‘_I_|| I|||. = 352 |||.‘I N
60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 350 400 410
Mirex

24- Decaclorobifenila

1001
214
a
!
178
o |
. o |
107 143
50
26
!
160 a
29
120 288
122 166
% 195
190
B4 155 21 391
B0 gg o 02 231 22 273 ol h .
il [ Y A 1 1 | YT 373 |. m ¥

50 70 B0 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280 230 300 310 320 330 340 350 30 370 380 380 400 410

Decaclorobifenila
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