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RESUMO

Cabe ao gedgrafo buscar entender os elementos do ecossistema e sua complexa relagdo com o
meio. A humanidade, em seu processo adaptativo, desenvolveu mecanismos que acabaram
interferindo diretamente na qualidade de vida de diversos organismos vivos. Com capacidade
fisica relativamente moderada e estrutura corpdrea mediana, para os padrdes do planeta, o
Homo sapiens sapiens teve que criar meios de locomocéo réapida e eficiente. Ap6s um longo
processo de desenvolvimento tecnoldgico, o surgimento dos automdveis pareceu resolver, de
forma satisfatéria, o problema de locomocdo. Porém, a fonte de energia desses meios de
transporte se converteu num novo problema, uma vez que sua distribuicdo geogréafica é
limitada. Hoje, a esta questdo de ordem logistica e econdmica adicionam-se questdes
referentes a qualidade do ar. Buscando diminuir a dependéncia econémica desses
combustiveis e, como consequéncia, diminuir os impactos gerados por seu consumo
excessivo, novos combustiveis foram desenvolvidos com a designacao de renovaveis. O mais
recente expoente desse grupo é o biodiesel. Incrementos desse combustivel em diesel de
petrdleo (petrodiesel) tém tentado diminuir a emissdo de poluentes. Uma forma de mensurar e
quantificar a quantidade de poluentes na atmosfera € o uso de elementos da biota como
monitores das variagdes ambientais. Tal monitoramento se faz por meio da observacdo do
comportamento e da fisiologia dos individuos estudados. Esse processo é conhecido como
biomonitoramento. Dentre as diversas espécies que podem ser utilizadas para monitorar a
presenca de poluentes atmosféricos, esta a Cladonia verticillaris (Raddi) Fr., espécie
endémica do Brasil e muito comum no Nordeste brasileiro. No presente estudo, objetivou-se
avaliar a resposta biologica do liquen C. verticillaris a poluentes emanados por motor
estacionario movido a biodiesel B5 (5% de biodiesel diluido em 95% de petrodiesel), em
condicGes laboratoriais: analisando os teores de pigmentos fotossintéticos da espécie e como
estes se comportam apds exposicdo aos poluentes; analisando a producdo de fendis pela
espécie, durante o periodo pds-exposicdo; avaliando a vitalidade celular apds o experimento; e
determinando se em periodos curtos de exposicdo o liquen ja demonstra respostas negativas e
danos consideraveis em sua estrutura. Para tal, se dividiu o material liquénico, coletado em
areas saudaveis, em trés grupos: Experimental 1, Experimental 2 e Experimental 3.
Decorridos 30 e 60 dias, as amostras foram submetidas & analise de clorofila e feofitina;
producdo fenodlica; e avaliacdo da vitalidade celular: Vermelho Neutro e Azul de Evans. O
grupo Experimental 3 so foi analisado apds 30 dias. Ao final do estudo se percebeu que
durante exposic¢Ges por tempo igual ou superior a 15 minutos, o liquen varia metabolicamente,
em funcdo da distancia da fonte poluidora; a producdo de pigmentos foi afetada de forma
significativa nas amostras expostas por 15 minutos; os tempos de 15 e 30 minutos do grupo
Experimental 3 obtiveram uma taxa de vitalidade celular, bem baixa; a maior interferéncia na
producdo de fenois ocorreu apds 60 minutos de exposi¢do, no grupo Experimental 3; e,
embora o grupo Experimental 1 ndo tenha mostrado uma diminuigdo dréstica na producéo de
seus pigmentos e fendis, é possivel indicar um decréscimo médio, quando comparado ao
controle. Assim, € possivel afirmar que a adicdo de 5% de biodiesel em petrodiesel mostrou-
se incipiente, revelando, talvez, a necessidade de majoracdo desse percentual, para minimizar
a emissdo de compostos nocivos como o0 SO, e eventuais danos a estruturas vivas.

Palavras-chave: Biodiesel. Biomonitoramento. Liquen. Poluentes.



ABSTRACT

It is up to the geographer to seek to understand the elements of the ecosystem and its complex
relation with the environment. Humanity, in its adaptive process, developed mechanisms that
interfered directly in the quality of life of several living organisms. With relatively moderate
physical capacity and median body structure, for the patterns of the planet, the Homo sapiens
sapiens had to create fast and efficient means of transportation. After a long process of
technological development, the emergence of automobiles seemed to solve, satisfactorily, the
problem of locomotion. But the source of energy of these means of transportation has become
a new problem, since their geographical distribution is limited. Today to this logistic and
economic question are added issues related to air quality. Seeking to decrease economic
dependence on these fuels and, consequently, reduce the impacts generated by its excessive
consumption, new fuels were developed and named renewable. The most recent exponent of
this group is the biodiesel. Increments of this fuel in petroleum diesel (petrodiesel) have
attempted to reduce the emission of pollutants. One way to measure and quantify the amount
of pollutants in the atmosphere is the use of biota elements as monitors of environmental
variations. Such monitoring is done through observation of the behavior and physiology of the
studied individuals. This process is known as biomonitoring. Among the different species that
can be used to monitor the presence of air pollutants is Cladonia verticillaris (Raddi) Fr.,
endemic species from Brazil and very common in Northeast Brazil. The present study aimed
to evaluate the biological response of the lichen C. verticillaris to pollutants emanating from
stationary engines running on biodiesel B5 (5 % biodiesel diluted in 95% petrodiesel), on
laboratory conditions: analyzing the content of photosynthetic pigments of the species and
how they behave after exposure to pollutants; analyzing phenolic production by the species,
during the post-exposure period; evaluating the cellular vitality after the experiment; and
determining if on short periods of exposure the lichen already shows negative responses and
considerable damage on its structure. To this, the lichen material was divided, collected in
healthy areas, in three groups: Pilot 3min, Pilot 30min and Experimental 3. After 30 and 60
days, the samples went under chlorophyll and phaeophytin analyses; phenolic production; and
evaluation of cellular vitality: Neutral Red and Evans’ Blue. The Experimental 3 group was
only analyzed after 30 days. At the end of the study it was noticed that during long exposures
by equal or more than 15 minutes, the lichen varies metabolically, depending on the distance
from the pollution source; the pigment production was significantly affected in samples
exposed for 15 minutes; the times of 15 and 30 minutes, of the Experimental 3 group,
achieved a rate of cell vitality, very low; the biggest interference in the production of phenolic
occurred after 60 minutes of exposure, in the Experimental 3 group; and although the Pilot
3min group hasn’t shown a drastic decrease in production of its pigments and phenolic, it iS
possible to indicate a medium decrease when compared to the control. Thus, it is possible to
say that the addition of 5 % biodiesel in petrodiesel proved to be incipient, revealing, perhaps,
the need to increase this percentage to minimize the emission of harmful compounds such as
SO, and possible damage to living structures.

Keywords: Biodiesel. Biomonitoring. Lichen. Pollutants.
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1 INTRODUCAO

O planeta Terra, desde sua origem, vem sofrendo enormes alteractes fisico-quimicas
em sua estrutura. Por este motivo, 0s gases componentes da atmosfera estiveram em processo
de constante mudanca. As alteracGes ocorreram de forma natural e, mesmo assim, sempre
causaram forte impacto nos ecossistemas. Ross (2009, p. 190) lembra que “milhares de
espécies ja nasceram e morreram nesses 3 bilhdes de anos da historia da vida no planeta
Terra”, ¢ que cada uma delas, em ciclos temporais distintos, tragaram/tracam relacdes de
dependéncia com o seu meio, adaptando-se e adaptando seu habitat da melhor forma possivel.

Esse processo de adaptacdo, bem como a relacdo espécie-meio, foi primeiramente
descritos por Charles Darwin ha 175 anos (RICKLEFS, 2010), que, ao observar diversas
espeécies das ilhas Galapagos, notou que alguns individuos possuiam caracteristicas distintas
mesmo tendo nitidamente provindo de ancestrais comuns. Para Darwin, estas diferenciagdes
sO poderiam ser explicadas por modificacfes independentes dos descendentes dos
colonizadores originais, como forma de adaptacdo as condi¢des fisicas das diferentes ilhas
componentes do arquipélago. Mais tarde, tal constatacdo foi o motivo para o desenvolvimento
da Teoria da Evolucdo pela Selecdo Natural, que se sustenta na premissa de que os fatores
naturais presentes em determinada localidade funcionam como um seletor natural de
individuos e espécies.

Hoje, observar espécies para, a partir de suas respostas fisiologicas, perceber
alteracdes no meio em que estdo inseridas tornou-se préatica corriqueira no ambito cientifico-
académico. Nomeadas de biomonitoramento e/ou bioindicacdo, estas préaticas/técnicas
converteram-se numa forma menos onerosa de monitorar mudancas no habitat, tendo em vista
gue monitores mecanicos demandam alto investimento financeiro, com resultado qualitativo
equivalente. Essa observacdo contemporanea somente € possivel em virtude das reflexdes de
Darwin no que diz respeito a adaptabilidade de organismos vivos e suas respostas a mudancas
no ecossistema.

N4o diferentemente das outras espécies, 0 homem? surgiu de forma a interagir com o
meio e tracar relagdes proprias com este. Ao longo do tempo passou a interferir tdo
intensamente neste ambiente de suas acdes que analisar o ambiente desconsiderando as agdes

humanas chega a ser irresponsavel e/ou condescendente demais.

2 Onde se 18 homem, durante todo o texto, deve-se entender ser humano (homem e mulher). Apenas optou-se
por usar o termo homem como género ndo marcado buscando melhorar a estética da narrativa textual.
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Na busca por praticidade e comodidade, o0 ser humano criou meios e mecanismos, a
partir de aparatos técnicos, que facilitam sobremaneira sua vida, adaptando o ambiente a si
sem que o inverso acontecesse plenamente. A tentativa de sanar um déficit locomotivo,
inerente a0 Homo sapiens sapiens, impulsionou o homem na busca por maneiras de
locomogdo no espaco, comprimindo o tempo. Dentre as resolu¢bes primérias para este
problema surgiu o automovel, meio de transporte rapido, que se difundiu de forma espetacular
ao redor do mundo. Contudo, percebeu-se, ap6s anos, que seu uso em larga escala trouxe um
onus grande demais para o planeta. Movidos predominantemente por derivados de petréleo,
bem mineral finito, os veiculos, apds se multiplicarem e ocuparem as ruas das grandes
metrépoles tornaram-se uma das maiores fontes poluidoras das &reas urbanas.

Uma vez constatado que a queima de combustiveis fdsseis libera gases nocivos a
salde humana, dentre eles o CO, (dioxido de carbono) — composto quimico que em grande
quantidade na atmosfera causa o agravamento do efeito estufa e problemas respiratérios — e o
SO, (dioxido de enxofre), iniciou-se a busca por combustiveis alternativos, menos
impactantes ao meio natural e a qualidade de vida na Terra. Durante essa busca, percebeu-se a
possibilidade de sintetizar combustiveis a partir de espécies vegetais, possibilitando a
obtencdo de matéria prima renovavel com baixo impacto ambiental.

Os chamados biocombustiveis surgiram, primeiramente, como alternativa as grandes
crises do petrdleo experimentadas no inicio do século XX. Passadas essas crises e com 0
crescente entendimento mundial de que os combustiveis fosseis sdo finitos, eles assumiram o
porto de combustiveis renovaveis. Entretanto, as constantes descobertas de novas jazidas de
petroleo e gas e o reincidente prolongamento da expectativa de vida Gtil das reservas mundiais
acabaram por deixar esses combustiveis em segundo plano. Hodiernamente, porém, com a
constante discussdo acerca da necessidade de preservacdo da qualidade de vida e da
salubridade ambiental, esses combustiveis ganham destaque como fonte menos poluidora do
ambiente, dando a possibilidade de conquista do conforto necessario/procurado com um
menor impacto.

Um grande expoente desses combustiveis renovaveis € o biodiesel. Capaz de substituir
o diesel de petréleo de forma satisfatdria, esse combustivel promete emanacéo de SO, na casa
dos 2%, e emissdo de particulados bem baixos. Contudo, o uso de 100% desse combustivel no
motor exige modificacOes, tornando inviavel a troca da frota nacional. Visando resolver esse
problema o governo brasileiro decidiu obrigar a mistura de biodiesel no diesel de petréleo. Os

motores em uso hoje conseguem rodar sem déficit de qualidade nem danos a estrutura, com



14

20% de biodiesel diluido em petrodiesel. De todo modo, hoje a legislacdo brasileira sé obriga
a adicdo de 5%.

Entretanto, a producdo destes “biocombustiveis”, ou combustiveis “renovaveis”, ou
“agrocombustiveis”, deixa lacunas para uma série de questdes: quao limpos séo? O beneficio,
em comparagdo aos combustiveis comuns, € apenas a sua renovabilidade? Quando misturados
a combustiveis comuns (derivados de petréleo), reduzem a nocividade destes? A proporgado
hoje usada na mistura biocombustivel/petrocombustivel é suficiente para denomina-la
sustentavel? E possivel indicar estes combustiveis de origem biologica como resposta aos
problemas dos poluentes automotivos? Como organismos Vvivos reagem aos gases emanados
pela queima de algum destes biocombustiveis?

Perante tantas questdes a serem respondidas, a lacuna cientifica deixada pela auséncia
de estudos que se proponham a investigar a resposta biologica dada por organismos vivos
expostos ao produto da queima do biodiesel e suas diluicGes em petrodiesel é inadmissivel.

E verdade que seria inviavel, nesta pesquisa, responder & metade das questdes recém
levantadas, porém, no intuito de responder a algumas delas, e, entendendo que é pertinente ao
geografo o papel de estudar o meio de modo dinamico e sistémico, intentou-se aqui perceber,
a resposta bioldgica dada, pelo liquen, a acdo de poluentes atmosféricos emanados pela
queima do biodiesel (biocombustivel) diluido em diesel comum a 5%.

Assim sendo, buscando propiciar ao leitor o entendimento dos caminhos percorridos
para as reflex6es propostas neste trabalho, apresentar-se-do a seguir uma revisao da literatura
— produto alcancado a partir da costura de recortes de corpos tedricos e empiricos que
compuseram a lente com que foram analisados os dados de pesquisa —, 0s objetivos (geral e
especificos), os materiais e 0s métodos usados durante a investigacdo, seguidos pela
apresentacdo dos resultados e suas respectivas discussdes. Concluiu-se entdo com a

construcdo de algumas consideragdes finais.
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2 TEXTOS E CONTEXTOS DE UMA BIOGEOGRAFIA DAS SOCIEDADES
HUMANAS

2.1 Geografia: a ciéncia das relacdes ...ou... O homem no meio

A observacdo e a busca da compreensdo da “primeira natureza™® so foco de estudo
da humanidade ha muito tempo. Esse fato pode ser justificado pela necessidade que o humano
tem de controlar o espaco e deste se apropriar. Quando 0 Homo sapiens sapiens dominou as
técnicas de plantio e cultivo de géneros vegetais, bem como a criacdo de espécies animais,
acabou desencadeando um processo de modificagdo do “espago natural”, que pode até ser
considerado sem volta (COX; MOORE, 2009; ROSS, 2009). Este processo nem sempre pode
ser visto como malévolo, devendo apenas ser entendido como parte da adaptacdo do meio as
necessidades humanas.

O processo adaptativo que impele uma dada espécie a modificar o meio para melhor se
organizar e/ou se proteger de intempéries ndo é exclusivamente humano. Formigas causam
modificagdes descomunais na estrutura fisica das areas de atuacdo dos formigueiros. Seus
tlneis e camaras internas demonstram como uma sociedade pode modificar o meio para
garantir sua sobrevivéncia. Cupins sdo, também, 6timos exemplos de espécie modificadora de
seu habitat. Organizaces estruturais complexas sao tipicas de espécies frageis que vivem em
sociedade, como os cupins (BICUDO, 2010). A diferenca marcante entre o ser humano e 0s
exemplos aqui apresentados é a escala de atuacdo: engquanto formigas e cupins atuam em
escala local (CZEPAK, 2003), interferindo apenas no microambiente, a humanidade tem
influéncia sobre todo o globo terrestre.

O gedgrafo, neste contexto, tem se dedicado especialmente ao estudo do espaco, bem
como das complexas relages humanas nele experimentadas. E verdade que nem sempre foi
objeto da Geografia o estudo das relagdes do homem no/com o meio, contudo, desde o
naturalismo, a observacdo do ambiente ja movia os primeiros geografos. E € a partir desta
necessidade de entender o espaco fundamental de sobrevivéncia do homem que a Geografia
Moderna tem se consolidado e direcionado a descrigéo e o estudo das relagdes. Ross (2009, p.

16), falando sobre esta Geografia, faz a seguinte afirmacéo:

% O termo “primeira natureza” é usado por Corréa (2005) para definir a natureza livre das interferéncias humanas
em suas feicBes, é 0 que alguns podem chamar apenas de “Natureza”. A escolha da distingdo destes termos se faz
no intuito de destacar que sob nossa otica a “Natureza” com interferéncia das acdes humanas também constitui a
natureza.
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E objeto de preocupacio da Geografia de hoje conhecer cada dia mais o
ambiente natural de sobrevivéncia do homem, bem como entender o
comportamento das sociedades humanas, suas relacbes com a natureza e
suas relagBes socio-econdmicas e culturais.

Fazendo desta afirmagdo uma premissa, pode-se afirmar que cabe ao gedgrafo buscar
entender as complexas relacfes que regem os conflituosos interesses do homem frente a
natureza. Vale destacar que ao se referir a tais interesses tem-se, como mote do pensamento, o
entendimento de que o ser humano, ao se organizar no espacgo, causa, muitas vezes,
modificagdes de ordem estrutural, que poderdo a longo ou curto prazo, provocar extremo
prejuizo a prépria organizagdo do espaco das relagcdes humanas.

Ao se pensar em natureza (meio ambiente), ndo se deve encarar o0 homem como
externo a esta. Corréa (2005, p. 154) chama a atencéo para esse problema, dizendo que:

O meio ambiente ndo pode deixar de incluir o homem, mas um homem
qualificado pelas suas relagbes sociais, sua cultura, seu ideario, mito,
simbolos, utopias e conflitos. Afinal, toda conceituagdo que exclua o homem
em sua complexa plenitude é falha, incompleta, pois alija 0 agente que
simultaneamente é produtor e consumidor do meio ambiente, mas também,
por meio dele algoz e vitima.

E verdade que no contexto da observacdo recém-citada o autor destaca que suas
colocacgdes estdo amparadas nos argumentos e na visdao geografica humana. No entanto, seria
mais do que correto extrapolar tais consideracdes e trazé-las ao ambito da Geografia Fisica.
Seria possivel estudar padrdes atuais de dispersdo de espécies sem levar em consideracdo o
forte poder seletor da espécie humana? Seria possivel estudar processos de erosdo e
degradacdo do solo sem considerar as possiveis interferéncias humanas na area estudada?
Ross (2009) afirma que, ao passar de simples coletor e cagador para agricultor, criador de
rebanhos e abrigos, o homem comega inadvertidamente a alterar o ‘“equilibrio” e a
funcionalidade dos ambientes naturais, privilegiando a expansdo de um restrito nimero de
espécies e causando a exting¢do de tantas outras. Cox e Moore (2009), sobre 0 mesmo assunto,
vao além e ousam dizer que o homem nédo sO selecionava as espécies, como tambem, por
meio do transporte destas, causava a hibridizacdo e o surgimento de novas espeécies, a
exemplo do trigo (Triticum aestivum). Desta forma, ndo considerar o poder do Homo sapiens
sapiens na distribuicdo geogréafica de outras espécies é tdo academicamente delicado/perigoso
como analisar o clima e o relevo sem considerar as fortes influéncias humanas na cobertura

vegetal e na emissdo de poluentes.



17

Neste sentido, entendendo o ser humano como um ser bioldgico, integrante do
ecossistema e dotado de capacidade sociocultural para produzir e alterar 0 meio onde vive,
pode-se afirmar que é papel do Geografo (e mais especificamente do biogeografo) estuda-lo
como uma espécie ecologica, integrante dos varios ecossistemas terrestres, sem, contudo,
desconsiderar sua complexidade.

Considerando as dificuldades de analisar o homem como ser integrante do
ecossistema, dada sua forte influéncia e capacidade modificadora — superior a qualquer outra
espécie —, foram criadas outras determinacdes para esse sistema que contém as a¢des humanas
e suas modificacdes no espago. O geossistema, neste panorama, denota essa maior influéncia
do ser humano no espaco e distingue o espaco de agcdo do homem dos demais espagos, ditos
“naturais”. Nascimento e Sampaio (2005) chamam esse (geo) sistema de ambiente natural que
se configura com a interferéncia da sociedade humana e toda sua complexidade. Os autores
ainda ressaltam a importancia das diferenciacdes existentes entre 0 geossistema e 0
ecossistema, pois, segundo argumentam, “todo o geossistema engloba um ecossistema, sendo
a reciproca uma inverdade” (p. 176).

Sobre as afirmacGes dos autores cabem algumas reflexbes. Ora, € fato amplamente
aceito no ambito da academia que o ser humano integra 0 meio ambiente e compde 0
ecossistema. Sendo esta uma verdade, na condi¢do de componente do ecossistema, nao seria
de se esperar que suas acOes também fossem consideradas naturais? O fato de uma dada
espécie ter funcdes e dindmicas distintas das outras, ndo a torna externa ao ecossistema; na
verdade, o ecossistema parte da premissa da convivéncia de diversas espécies em uma dada
localidade interagindo com o meio (RICKLEFS, 2010). Assim, deve-se considerar o humano
como um ser biologicamente constituido, tal qual outras espécies, e que sua dindmica social
altera o “meio natural”, bem como fazem formigas e cupins, respeitando-se, € claro, as escalas
de acdo destes individuos distintos.

Muitas das relagdes sociais humanas extrapolam os ecossistemas, € verdade. As
consideracOes de Nascimento e Sampaio (2005) estdo corretas a este respeito, contudo, ainda
restam davidas se apenas este fato é suficiente para embasar/justificar uma nova conceituacao.
Neste sentido, considerando que o geossistema estuda a acdo do homem no ecossistema, €é
turvo, para nés, o motivo pelo qual esta nova terminologia foi criada visando descrever um
sistema que enxergue 0 homem como elemento componente, mesmo ja existindo algo que
assim o considerava — o ecossistema. E fato que, muitas vezes, as definigbes de ecossistema

ndo dao o devido destague ao ser humano, porém, é um tanto precipitado considerar que 0
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geossistema é uma categoria puramente distinta do ecossistema e que a ideia de continéncia
seria 0 norte da distin¢do entre eles, como afirmam Nascimento e Sampaio (2005).

E importante que fique claro que ndo é objetivo desta dissertacdo discutir
minuciosamente 0 geossistema, nem sua correta ou incorreta aplicacdo nos estudos
geogréficos. O destaque anterior apenas foi feito por acreditar-se que proposi¢des que, mesmo
indiretamente, desconsideram o homem como componente do meio foram, por muito tempo,
0 norte da sociedade moderna. Tais pensamentos acabaram por levar a humanidade a um
estagio de descompromisso com seu habitat, causando profunda degradacdo do mesmo. Este
status de interventor potente no meio influenciou o pensamento de autores como Cox e Moore
(2009, p. 2), que, embora preocupados com a preservagdo ambiental, chegam a afirmar que,
“do ponto de vista bioldgico, a evolugdo da espécie humana foi, de certo modo, uma
catastrofe”, e, por este motivo, “seria irreal qualquer tentativa de sintese em Biogeografia que
ndo considere os impactos humanos”. Ainda sobre este assunto, consideram que, desde sua
origem, o ser humano € responsavel por impactos ambientais de grande porte, como a
extincdo de mamiferos da mega fauna. Afirmacdes desse tipo, mesmo que sob uma ética
velada, reforam a ideia de “homem externo ao meio” e puramente interventor, responsavel
pelos problemas ora discutidos.

Recentemente 0 homem vem sentindo os impactos das mudancas causadas no planeta
e, por isso, lembrando-se de que é um elemento deste ambiente, vulneravel aos impactos tal
qual outras espécies. Alteracbes na constituicdo e pureza do ar atmosférico podem ser
ressaltadas como as mudancas de maior impacto na vida humana. Ao perceber-se que acbes
deliberadas de queima de combustiveis fosseis podem alterar a constituicdo da atmosfera e
interferir diretamente na qualidade da vida humana, iniciou-se, a partir da década de 1960, um
movimento que visava criar mecanismos de protecdo do meio ambiente e recuperar areas
degradadas em todo o planeta. Tal movimento levava em consideracdo as recorrentes
afirmacdes de que o homem integra 0 meio ambiente, e, proteger este ultimo implica,
diretamente, cuidar da qualidade de vida humana.

A sociedade moderna tem dado profundo destaque as questdes referentes a qualidade
de vida, porém,

tradicionalmente o Geodgrafo vem estudando muito mais a morfologia urbana
e o sitio das cidades do que as questdes de qualidade de vida das sociedades
urbanas. Estas s6 mais recentemente vém sendo incorporadas & pratica
cientifica dos gedgrafos (ROSS, 2009, p. 400).
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Ciente desta deficiéncia busca-se aqui ndo apenas um estudo que interrogue/reflita
sobre os impactos causados no meio pelas agdes de uma sociedade que preza o lucro acima de
todas as coisas. Este estudo pretende inferir alternativas que consigam conciliar as
necessidades hodiernas e, as opc¢des produtivas de menor impacto ao meio, sem incorrer no
constante vezo académico, das ciéncias humanas, do abandono do valor econdmico das
questdes naturais.

Mesmo tendo, anteriormente, dispensado tempo, de escrita, para criticar algumas
visdes geossistémicas, reforca-se aqui que ndo se constitui objetivo da presente perquisicdo a
determinacdo do melhor (ou pior) uso do conceito de geossistema frente ao de ecossistema.
Levantou-se tal questdo, simplesmente, para justificar a escolha, nesta investigacdo, do
entendimento do homem como componente do ecossistema, dotado de complexidade e
distingdo, componente ativo dos sistemas ecoldgicos terrestres, ndo merecedor, para este fim,
de andlise distinta dos demais componentes. E a partir desta ideia ampara-se, acima de tudo,
no argumento de que € possivel usar outras espécies para inferir probleméticas na qualidade

de vida humana.

2.2 Problemas ambientais e respostas biologicas ...ou... Olhando os liquens e pensando 0s

homens

E imperativa a ampliacdo do nimero de estudos que tenham como fonte inquietadora a
condicdo da vida humana, e suas relacdes de dependéncia com a qualidade do ambiente. Por
este motivo, profissionais das mais diversas areas do conhecimento, na busca desta qualidade
de vida, comegaram a monitorar, por exemplo, a qualidade do ar em regiGes mais densamente
povoadas ou sob forte influéncia das agdes humanas. No entanto, equipamentos que
monitoram a qualidade atmosférica tém alto custo de aquisicdo e manutencdo, além da
necessidade de corpo técnico especializado para sua manutengédo, diminuindo assim o0 acesso
de forma substancial (CACERES, 1996).

Problemas como estes, que limitam financeiramente os avangos nos estudos de
qualidade ambiental, acabam por impulsionar o desenvolvimento de técnicas que buscam
baratear tal monitoramento. Desta forma, 0 monitoramento e a indicacdo bioldgica tem se
tornado uma alternativa para pesquisadores que desejam aferir o impacto sofrido por

determinadas areas, sem que seja necessario 0 uso de monitores mecanicos.
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Diversos estudos ja apontam organismos da fauna e da flora como 6timos monitores e
indicadores naturais da poluicdo ambiental. Estes estudos acabam determinando, a partir da
resposta bioldgica ou de modificacbes no padrdo de dispersdo de determinadas espécies,
interferéncias no habitat e impactos, das mais variadas ordens, no meio ambiente (CACERES,
1996; MAZZITELLLI et al., 2006; SILVA, R., 2002; SILVA, A, et al., 2009; SILVA, A, et
al., 2010b).

Mota Filho et al. (2005) descrevem esses organismos como sendo biomonitores e
bioindicadores do seu meio. E importante destacar que quase todos os seres vivos podem ser
considerados bioindicadores do seu ambiente. Darwin, ao descrever o processo natural de
evolugdo das espécies, indica que individuos de uma dada area sofrem mudangas em sua
estrutura fisica, proporcionadas por varia¢es ocorridas no meio fisico. Assim, € possivel,
hoje, amparando-se nesta ideia, e entendendo que dadas mudancas, de origem antropica,
podem também causar mudancas adaptativas, concluir a viabilidade da bioindicacao.

Hawksworth (1992 apud MOTA FILHO et al., 2005)" caracteriza tais individuos da

seguinte forma:

S8o considerados como bioindicadores organismos que expressam sintomas
particulares ou respostas que indiguem mudangas em alguma influéncia ambiental,
geralmente de forma qualitativa. Biomonitores sdo os organismos, cuja distribuicdo
e populagdes sdo estudadas durante um certo espago de tempo, e comparados com
um modelo, onde os desvios do esperado sdo avaliados.

Posthumus (1983 apud MAZZITELLI et al., 2006)°, comentando 0 mesmo assunto,
divide os organismos citados em dois grupos: “plantas indicadoras sdo aquelas que mostram
claramente os sintomas e efeitos, indicando a possibilidade da presenca de poluentes e, as
plantas acumuladoras sdo as que facilmente retém compostos de poluentes especificos”.

A observacdo de determinadas espécies ndo é importante apenas para garantir a
preservacdo delas, mas tornou-se, também, uma forma de fazer prognoésticos a respeito dos
seres humanos. Assim, quanto mais se conhece as outras espécies (animais ou vegetais), mais
se valoriza a posi¢édo, na ordem natural, alcangada pela humanidade (COX; MOORE, 2009).

Neste contexto, diversos organismos ja sdo descritos como Otimos indicadores e

monitores ambientais. O posto de biomonitores é relegado a um grupo mais restrito de

* HAWKSWORTH, D. L. Litmus tests for ecosystem health: the potential of bioindicator in the monitoring of
biodiversity. In: SWAMINATHAN, M. S.; JANA, S. (Ed.). Biodiversity. Implications for global food
security. Madras: Macmillan, india, v.17, p. 184-204, 1992.

> POSTHUMUS, A. C. Higher plants as inndicators and accumulators of gaseous air pollution. In: BEST, E. P.
H.; HAECK, J. Ecological indicators for the assessment of the quality of air, wester, soil and ecosystems.
Dordrecht: D. Reidel, 1983. 263 p.
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espécie, pois requer uma relagéo forte com o foco da analise. Hawksworth (1992 apud MOTA
FILHO et al., 2005), sobre este assunto, afirma que ‘“organismos com intimas relacdes
ecofisioldgicas com a atmosfera, ao invés de com o seu substrato, sdo particularmente
candidatos promissores para a bioindicacdo e, consequentemente, biomonitoramento da
poluicdo do ar”. Os liquens, neste ambito, sdo apontados em vasta bibliografia (ARAUJO et
al., 2009; SILVA, R., 2002; SILVA, A, et al.,, 2009; SILVA, A, et al., 2010a, 2010b) como
exemplos claros de 6timos biomonitores da qualidade do ar.

Inseridos no reino Fungi, mesmo tendo sua estrutura formada a partir de uma
associacao entre fungos e algas (ou cianobactérias), os liquens ja sdo usados ha algum tempo
como indicadores de qualidade atmosférica (MAZZITELLI et al., 2006). Sua insercdo no
reino Fungi ocorre porque mais de 95% do volume de sua estrutura é composta pelo
micobionte (fungo). Conforme Marcelli (2006), aproximadamente 20% das espécies de
fungos hoje conhecidas encontram-se de alguma forma associadas a um fotobionte (alga ou
cianobactéria).

Colonizadores de quase todos os ambientes do planeta, esses seres tém uma
distribuicdo geografica bastante diversa. Entretanto, ndo sdo frequentemente encontrados em
areas poluidas. Extremamente sensiveis a poluentes atmosféricos, eles ficam muito
vulneraveis a alteracBes bruscas na constituicdo quimica do ar, uma vez que se nutrem
higroscopicamente® (MARCELLI, 2006). Esse tipo de nutricio torna-os pioneiros na
colonizacdo de rochas, e, gracas a sua interacdo com o substrato, agentes fundamentais na
génese dos solos.

N&o se tenha como contraditérias as afirmacgdes anteriores. Embora o liquen possua
nutricdo higroscépica, ele traca forte interagdo com o substrato, pois a acdo de suas hifas’
provoca forte intemperismo biofisico na rocha, auxiliando, assim, o processo de pedogénese,
sem que haja, contudo, uma significativa troca de nutrientes.

Tanto as observagdes dos liquens como o uso destes para a bioindicacdo ambiental séo
bastante antigos. Sobre isso, Mota Filho et al. (2005) dizem que:

Em 1866, Nylander notou que alguns liquens encontrados em certas espécies
de arvores nos arredores de Paris ndo eram encontrados nas mesmas arvores
gue estavam no centro da cidade; ele concluiu, entdo, que estes liquens
haviam existido anteriormente na area urbana porém haviam sido mortos

® Esse tipo de nutricdo (nutricdo higroscopica) esta baseada na absorcéo de todos os nutrientes, necessarios para
a sobrevivéncia da espécie, do ar atmosférico. No caso do liquen, tal fato é possivel porque, gracas a associacao
existente, fungo e alga (ou cianobactérias) garantem reciprocamente condi¢des de sobrevivéncia, necessitando
apenas da umidade ambiente e um pouco dos nutrientes dispersos.

" Conjunto de filamentos componentes do talo fingico, que serve, também, como fixador no substrato.
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pela acdo de poluentes presentes na atmosfera (Denison, 1973). Este
liquenologista escandinavo foi quem primeiro sugeriu a utiliza¢do de liquens
como bioindicadores da qualidade do ar (Seaward, 1993). Os métodos para
se estudarem os efeitos da poluicdo atmosférica em liquens tém sido,
principalmente, fitossociologicos e ecofisioldgicos. Por estes métodos é
possivel relacionar a presenca ou auséncia de espécie de liquens, seu
namero, sua frequéncia, cobertura, sintomas de danos externos e internos,
com o grau de poluicdo da &rea em estudo.

Nash 111 (2008) confirma que liquens vém sendo reconhecidos como seres bastante
sensiveis a poluicdo do ar, e que, ja no século XIX, observacGes independentes na Inglaterra e
Paris documentaram que nos arredores de areas urbanas eles estavam desaparecendo.

Sobre esse tipo de observacdo, Mazzitelli et al. (2006) afirmam que € possivel
observar mudancas ja na coloracdo do talo liquénico, como variagdes para tons mais claros, e
citam Brodo (1961)%, que conseguiu identificar tais variacdes morfoldgicas.

Carreras et al. (1998 apud SILVA, 2002) transplantaram amostras de Usnea
ambyoclada para cinco zonas de controle na cidade de Cérdoba (Argentina) com altos niveis
de poluicdo industrial e automotiva. Apos o periodo de exposicdo, os autores concluiram que
os teores de clorofila foram bastante afetados, o que indica claramente impacto direto na
fisiologia liquénica.

Guidotti (2003) analisou a presenca de hidrocarbonetos em espécies de liquens
transplantadas, de areas saudaveis, para 18 pontos na cidade de Rieti, na Italia. Ap6s o
periodo de 5 meses foi feita a coleta e analise do material para determinar a concentracdo de
hidrocarbonetos nas amostras e observou concentracdes consideraveis em todas as amostras.

Cruz et al. (2009) ao submeter Cladia aggregata, em condicdes laboratoriais a
formaldeido, muito utilizado na industria como esterilizante, percebeu que alteracbes na
producéo de acido barbatico, tipico desta espécie, e producdo de metabolitos intermediarios,
confirmando a resposta liquénica a poluentes dispersos no ar.

Kéffer et al. (2012) observaram que liquens colocados proximos a ambientes urbanos
na cidade de Porto Alegre, sul do Brasil, demonstraram, ap0s exposi¢do, absor¢do de metais
pesados e acimulo de hidrocarbonetos. Destaca-se que, dentre os 18 tipos de hidrocarbonetos
analisados pelos autores, 15 compdem a lista de prioridades da US Environmental Protection

Agency (USEPA), por serem considerados nocivos aos seres humanos. Estudos como estes

8 BRODO, I. M. Transplant experiments with corticoulus lichens using a new technique. Ecology, Durham, v.
42,n. 4, p. 834-841. 1961.
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deixam clara a viabilidade dos liquens como espécies indicadoras e monitoras do ambiente,

especificamente da qualidade do ar.

2.3 Cladonia verticillaris ...ou... Um biomonitor notoriamente conhecido

Dentre as diversas espécies de liquens ja catalogadas estd a Cladonia verticillaris
(Raddi) Fr., que pertence a familia Cladoniaceae (MARCELLI, 2006) e é uma espécie
endémica do Brasil, podendo ser encontrada em toda a costa leste do pais e em areas do
interior do Nordeste (PEREIRA, E., 1998). Alvo de diversos estudos é utilizada como
biomonitor h&d muito tempo, em especial pelo Grupo de Liquenologia Aplicada da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (CACERES, 1996; SILVA, 2002; FREITAS,
2006; MOTA FILHO et al., 2007; PEREIRA, I., 2011; SILVA, B., 2013).

Céceres (1996) usou C. verticillaris para aferir os niveis de poluicdo no campus da
UFPE e na cidade do Recife-PE, com énfase na poluicdo proveniente de veiculos
automotores. Apds periodo de exposicdo, foi possivel determinar as areas de maior impacto.
Silva et al. (2009), em atualizacdo do referido trabalho, concluiram que as areas com maior
fluxo de veiculos foram as que provocaram degradacdo mais alta nas amostras de liquens
analisadas.

Silva, R. (2002) expds C. verticillaris a uma area urbana do municipio de Jaboat&o do
Guararapes-PE e comparou resultados das analises com as informacGes de monitores
mecanicos da qualidade atmosférica. Os resultados mostraram que o liquen é capaz de
perceber e demonstrar, por variagcbes em sua morfologia, até niveis relativamente pequenos de
metais pesados e outros materiais dispersos no meio.

Freitas (2006) ao transplantar C. verticillaris, coletada em areas saudaveis, para nove
pontos distintos dentro do complexo portuério de Suape — PE conseguiu identificar, por meio
de respostas fisioldgicas, areas de profundo impacto. Indicou também que a diregéo
predominante dos ventos € um contundente fator de dispersdo dos poluentes, destacando a
necessidade de estudos de dindmica atmosférica antes da instalacdo de unidades industriais.

Mota Filho et al. (2007) depois de transplantarem C. verticillaris para locais préximos
a unidades de processamento de chumbo no municipio de Belo Jardim-PE, perceberam que
liqguens transplantados apresentaram deterioracdo de seu principal componente (&cido
fumaprotocetrarico) e danos estruturais consideraveis, observados por microscopia eletrénica

de varredura. Os autores também destacaram que o raio de dispersdo do chumbo, pela



24

atmosfera, ndo ultrapassou os 200 metros uma vez que as amostras localizadas a distancias
superiores das fontes emissoras ou que ndo estavam no caminho de disperséo por correntes de
ar, ndo se mostraram tdo impactadas.

Villarouco et al. (2007) observaram que amostras C. verticillaris submetidas a estireno
(CgHs) e ciclohexano (CgH12), em condigdes laboratoriais, demonstraram, ap6s 15 dias da
montagem do experimento, danos a sua morfologia, com exposi¢cdo das hifas corticais,
producdo de metabodlitos intermedidrios e diminuicdo consideravel do &cido
fumaprotocetrarico.

Santos (2011), ao observar talos de C. verticillaris expostos a areas de plantio de cana-
de-agUcar no Estado de Pernambuco, identificou um aumento no niumero de metais pesados,
indicando a acumulacéo, na estrutura do liquen, dos poluentes ambientais.

Pereira, |. (2011), ao analisar liquens expostos também a &reas de cultivo e
processamento de cana-de-acUcar, na zona da mata pernambucana, observou variacdes
consideraveis na estrutura fisiolégica liquénica nas amostras que ficaram nos vetores de
dispersdo da unidade de processamento da cana. Ainda nesse estudo, 0 autor percebeu que na
area controle, longe de fontes emissoras de poluentes por atividade canavieira, as amostras
que ficaram préximas a estrada de grande circulacdo de veiculos automotores apresentaram
alteracbes em sua estrutura, o que confirma a grande sensibilidade do liquen a varia¢des no
ambiente.

Oliveira (2011) ao estudar areas industriais conseguiu perceber que a C. verticillaris
respondeu de forma significativa indicando pontos de poluicdo que poderiam trazer risco a
salde humana. Em trabalho paralelo, a autora identificou, em condig¢des laboratoriais que a
resposta observada, durante o estudo, se deu predominantemente pela acdo da pirrolidina
(C4HgN), composto utilizado no processo de fabrico da industria analisada.

Silva, B. (2013) usou C. verticillaris para monitorar, em condic¢des laboratoriais, a
resposta bioldgica a policloreto de aluminio e outros coagulantes utilizados no tratamento de
agua pela Companhia pernambucana de saneamento. Apds o periodo de exposicdo liquen
analizado demonstrou perda progressiva dos pigmentos fotossintéticos e diminui¢do do acido

fumaprotocetrarico com aumento dos metabolitos intermediarios.
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2.4 Diesel ...ou... Uma energia potencialmente agressiva

A producdo e o consumo de energia sdo fundamentais para todos os seres. A espécie
humana, ndo diferentemente dos outros componentes do ecossistema, tem a necessidade de
consumir energia para sobreviver. Com o desenvolvimento tecnoldgico, o ser humano
comecou a consumir energias das mais variadas formas. Com o advento da revolucdo
industrial, a necessidade de obtencdo de energia para a producdo de bens de consumo
aumentou exponencialmente. O grande problema no processo de obtencdo de energia € a
baixa utilizacdo do potencial energético total em alguns processos. Rudolf Diesel admite em
seu livro Die Entstehung des Dieselmotors (1913 apud KNOTHE, 2006)°, que sua primeira
provocacdo para a invencdo da maquina, que viria a receber o seu nome, surgiu quando,
durante uma conferéncia sobre termodindmica em Munique, ouviu que as maquinas a vapor
convertiam apenas 6-10% do poder calorifico do combustivel em trabalho. Diesel se prop6s a
estudar a possibilidade de criacdo de uma maquina que conseguisse converter 100% de sua
energia em trabalho (KNOTHE et al., 2006). Foi a partir dessas investigacdes que Rudolf
inventou o motor a diesel. Este se diferencia de outros motores de combustdo interna, como o
movido a gasolina, porque, embora ndo tenha tanta forca de exploséo, seu tempo de expanséo
é bem mais longo, fazendo com que o curso do pistdo no motor seja consideravelmente maior
e tornando-se mais adequado para uso em veiculos de grande porte como énibus e caminhdes.

Nos Estados Unidos da América, os motores movidos a diesel em veiculos de
transporte rodoviario consomem mais de 30 bilhdes de gal6es de combustivel por ano, sendo
praticamente todo esse consumo devido a frota de caminhdes. Os veiculos de passeio que
utilizam ¢6leo diesel correspondem a menos de 1% da frota nacional. Ja na Europa, esse
percentual chega a 33% (KNOTHE et. al., 2006). No Brasil, cerca de 41 bilhGes de litros de
diesel sdo utilizados no setor de transportes e 8 bilhdes de litros na agropecuaria, com uma
tendéncia de aumento para 75 e 18 bilhdes de litros, respectivamente, em 2030 (PNE 2030,
2007).

Embora quando comparado aos motores movidos a gasolina, o motor a diesel emita
menos Hidrocarbonetos (HC) e Mondxidos de Carbono (CO), ele acaba por emitir bem mais
Oxidos de Nitrogénio (ON,) (KNAPP, 2010), o que tem garantido o diesel no local de forte

poluente atmosférico.

% DIESEL, R.. Die entstehung des dieselmotors. Berlin: Verg Von Julius Springer, 1913.
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Assim, ciente da tendéncia de aumento progressivo do consumo de 6leo diesel no
Brasil e no mundo e, das probleméticas advindas dos poluentes emanados como produto da
qgueima desse combustivel, & importante a iniciativa académica de producdo de combustiveis

alternativos e menos poluentes.

2.5 Biocombustiveis ...ou... A esperan¢a de um mundo renovéavel

Diante da realidade anteriormente apresentada e em paralelo as pesquisas de
biomonitoramento e bioindicacdo citadas, estudos que buscam formas alternativas de
exploracdo dos recursos naturais vém sendo desenvolvidos (BUTTERBACH-BAHL; KIESE,
2013; GODOI; OLIVEIRA JUNIOR; MATAI, 2012; MASIERO; LOPES, 2008). A busca
por combustiveis alternativos aos convencionais, derivados de petroleo, surgiu da necessidade
de prevencdo as famosas crises do petréleo, que deixaram os paises importadores em situacao
deveras delicada. Com o passar do tempo, 0 medo de uma nova crise foi diminuindo e dando
lugar a preocupacbes com as condicdes ambientais do planeta. Diversos estudos
demonstraram que a acdo humana e a queima de combustiveis fosseis, em larga escala,
alteraram a estabilidade climética do planeta, deixando diversas populagdes mais vulneraveis
a eventos catastroficos.

Movidos pelas inquietagcbes anteriormente citadas, cientistas de todo o planeta
comecaram a desenvolver combustiveis renovaveis, a partir de organismos vegetais e animais,
que foram chamados de biocombustiveis. Estes biocombustiveis se destacaram em um
primeiro momento por sua renovabilidade. Uma vez produzidos a partir de organismos vivos,
poderiam ser facilmente cultivados e sua producgdo seria garantida por muitas geracdes. E
neste contexto que surge o bioalcool, o qual, no Brasil, é utilizado até hoje como combustivel
automotivo. Produzido a partir da cana-de-agucar e de outras espécies vegetais, como o milho,
0 bioalcool é renovavel e calorificamente viavel para motores automotivos especificos. E bem
verdade que o numero de criticas a0 modo de producdo da cana, no Brasil, e aos impactos
sociais gerados sdo tdo grandes quanto as areas cultivadas, contudo este ndo é foco deste
trabalho.

Outro grande expoente dos biocombustiveis que s6 veio ao conhecimento do grande
publico recentemente € o biodiesel — nome dado a ésteres alquilicos de acidos graxos desde
que atendam a certos parametros de qualidade (DABDOUBE; BRAZEL; RAMPIN, 2009).
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Ele possui origem bioldgica (vegetal ou animal) e pode ser usado como substitutivo do diesel
comum (petréleo), apresentando capacidade energética equivalente.

O biodiesel ja era usado em 1938 na linha comercial de passageiros que ligava as
cidades de Louvain e Bruxelas, na Bélgica. Tal feito foi possivel pela ideia do pesquisador
belga Charles George Chavanne, que propds a transformacdo de um 6leo vegetal em ésteres
metilicos e etilicos de acidos graxos de cadeia longa, e posterior uso em motores de
combustdo interna. Porém, sé recebeu a nomenclatura atual com a publicacdo de um artigo
pelo cientista chinés R. Wang no ano de 1988, intitulado “Development of Biodiesel Fuel”
(DABDOUBE; BRAZEL; RAMPIN, 2009).

No Brasil, a primeira patente requerida acerca de um processo de transesterificagéo
ocorreu em 1980 (DABDOUBE; BRAZEL; RAMPIN, 2009). Tal fato deixa claro o quéo
negligente fomos ao subutilizar, por cerca de 30 anos, esses recursos energéticos naturais
renovaveis, extremamente abundantes em nosso pais, para este fim.

No que diz respeito & viabilidade econdmica da cadeia produtiva do biodiesel, Leiras;
Hamacher; Scavarda (2007) afirmam que é economicamente viavel a producdo em larga
escala e que esta € internacionalmente competitiva. Segundo os autores, 0s precos que podem
ser praticados nas usinas brasileiras se mostram inferiores ao de outros paises, como a
Alemanha.

O biodiesel conseguiu um lugar de destaque no cenario internacional por emitir pelo
menos 50% do material particulado em relacdo ao diesel comum, 98% menos enxofre,
podendo ser considerado virtualmente livre desse elemento. Também é biodegradavel, possui
um alto teor de cetonas, um teor médio de oxigénio e maior viscosidade associada a um ponto
de fulgor maior que o do diesel de petroleo — petrodiesel (POMPELLI et al., 2011).

Confirmando essas ideias, Ramos et al. (2003) elegem o biodiesel como combustivel
verdadeiramente sustentavel dada suas baixas taxas de emissao de poluentes, em comparagao
ao diesel comum (petrodiesel), e sua capacidade de absorver, durante a fase do producdo das
lavouras, o didxido de carbono emanado. Ainda confirmam que o diesel de origem biologica
ndo emite gases sulfurados (mercaptanas e dioxido de enxofre), fonte de grandes problemas
guando emanados em grande quantidade para natureza.

Estas pesquisas, e tantas outras nao citadas, tém feito com que o biodiesel se consolide
ao longo do tempo como combustivel ecologico. Porém, € necessario um pouco de precaucao

no que diz respeito a producao de novos combustiveis.
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Com o advento da Lei n°® 11.097, de 13 de janeiro de 2005, e a consequente inser¢ao
do biodiesel na matriz energética brasileira, a demanda por este tende a aumentar
exponencialmente. Segundo Amorim (2005 apud SARTORI, 2009), a partir de 2013, com a
exigéncia da mistura de 5% de biodiesel no diesel comum, serdo necessarios
aproximadamente 2,4 bilhdes de litros desse biocombustivel. Porém, 5% talvez ainda
represente um quantitativo timido demais perante a necessidade de redugdo da emisséo de
poluentes atmosféricos na dinamica das grandes cidades.

Neste contexto, embora ja consigamos ensaiar uma producdo em larga escala dos
biocombustiveis (e mais recentemente do biodiesel) e reconhegamos sua eficiéncia energética
e renovabilidade, estudos que remetam a acdo desses produtos, puros ou misturados, sobre
organismos Vvivos sao escassos e podem ratificar a viabilidade de seu uso em larga escala.
Assim, levando-se em consideracdo que a eficiéncia dos liquens como biomonitores da
qualidade ambiental é amplamente difundida, qualquer estudo que utilize estes organismos
para aferir os niveis de poluicdo provocados por motores movidos a biodiesel podera
contribuir sobremaneira para o conhecimento do seu real impacto sobre 0s organismos

terrestres, dentre 0s quais se destaca o ser humano.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a resposta bioldgica do liquen Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. a poluentes
emanados por motor estacionario movido a biodiesel B5 (5% de biodiesel diluido em 95% de

petrodiesel), em condicdes laboratoriais.

3.2 Especificos

e Analisar os teores de pigmentos fotossintéticos da espécie e como estes se comportam
apos exposicdo aos poluentes;

e Analisar a producéo de fendis pela espécie, durante o periodo pds-exposicao;

e Avaliar a vitalidade celular, das algas, ap6s o experimento;

e Determinar se em periodos curtos de exposi¢cdo o liquen ja demonstra respostas

negativas e danos consideraveis em sua estrutura.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta e armazenamento do material liquénico

O ligquen Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. foi coletado no municipio de Alhandra-PB,
na quantidade de 360 gramas. O referido municipio encontra-se localizado na Mesorregido da
Mata do Estado da Paraiba e possui uma area de 183 km? e altitude de 49 metros. Inserido na
unidade geoambiental dos Tabuleiros Costeiros'®, possui um relevo formado por platds de
origem sedimentar e solos do tipo Latossolo e Argissolo. Apresenta um clima do tipo tropical
chuvoso com verdo seco, e uma Vvegetacdo predominantemente do tipo Floresta
Subperenifélia (CPRM — Servico Geoldgico do Brasil, 2005). A escolha de tal municipio para
coleta do material aconteceu em face da abundante oferta de material e por sua area nao ser

considerada sob forte influéncia de agentes poluidores (Figuras 1 e 2).
Figura 2 — Local de realizagdo da coleta de
Figura 1 — Cladonia verticillaris (Raddi) Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. no
Fr. em campo municipio de Alhandra-PB
e al = R w = P TRV 2 ; A -

Foto — Iwelton Pereira (2013) Foto — Iwelton Pereira (2013)
O material coletado foi acondicionado em embalagens de papel e levado até o
Laboratério de Geografia Ambiental do Nuacleo de Estudos do Meio Ambiente

(LAGEAM/NEMA) do Centro de Filosofia e Ciéncias Humanas (CFCH) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), onde foi deixado para secar, a temperatura ambiente (28 + 3

10 «Os Tabuleiros Costeiros sdo definidos como a prépria etimologia indica, em fungdo da predominancia de
formas tabulares e da proximidade do litoral, e podem ser diferenciados, por meio das formas erosivas, ou seja,
segundo os processos de erosdo atuantes, estando divididos em Tabuleiros Costeiros caracterizados por
superficie tabular erosiva e Tabuleiros Costeiros caracterizados por superficie pediplanada.” (PEREIRA, V.;
CESTARDO, 2012, p. 391)
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'C), e limpo. A limpeza foi realizada com o auxilio de luvas de latex para procedimento ndo
cirargico e pinga de metal, sendo retirados todo tipo de folha, galhos secos, terra ou qualquer
outro material estranho a estrutura do liquénica.

Uma amostra do liqguen em condicBes naturais (grupo controle de campo) foi
submetida a extragdo de clorofila e feofitina e fendis (&cidos fumaprotocetrarico,
protocetrarico e atranorina) para determinacdo das condicbes fisiologicas do material
coletado. Estas informacgOes serviram de base para as analises dos dados obtidos durante o

estudo como controle de campo, em tempo zero.
4.2 Montagem dos experimentos

Apdbs o processo de limpeza, o material liquénico foi pesado e separado em grupos
amostrais (descritos a seguir), os quais foram dispostos a diferentes distancias do escapamento
de motor estacionario FIAT, modelo C78 ENT, F2B, de ciclo diesel a 4 tempos acoplado a
grupo gerador de energia (Figura 3), abastecido com diesel B5™. Toda a exposicdo do
material foi realizada no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE), com a
estrutura da Divisdo de Biocombustiveis daquela instituicéo.

Figura 3 — Motor estacionario acoplado a grupo gerador. Utilizado na
combustdo do biodiesel B5, durante o experimento

il \ PS> g
Localizagdo — Centro de Tecnologia Estratégicas do Nordeste
(CETENE), Recife, PE.

Foto — Iwelton Pereira (2013)

O experimento foi conduzido em trés etapas, conforme exposto a seguir.

11506 de biodiesel diluido em 95% de petrodiesel.
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Experimental 1: durante essa etapa 9 amostras contendo, cada uma, 10 gramas do
material liquénico foram borrifadas com &gua deionizada e colocadas sobre 1dminas de papel
aluminio (método alterado nos outras fases do experimento) na direcdo do fluxo de
escapamento do motor estacionario, a distancias de 50 centimetros (D1), 1 metro (D2) e 2
metros (D3), sendo trés amostras para cada distancia. Ap6s trés minutos de exposicdo, o
motor foi desligado e as amostras foram levadas a laboratorio e colocadas sob cupula de vidro
em local em que pudessem receber luz solar indireta. Ao conjunto das cUpulas contendo
material exposto foram adicionadas outras trés contendo liqguen ndo exposto para que
atuassem como grupo controle do experimento. O material liquénico recebeu ao longo de 60
dias borrifos de 4gua deionizada (10 mL), duas vezes por semana.

Para a realizacdo dos experimentos nos momentos seguintes se fez necessaria uma
segunda ida a campo para coleta de material. Tal coleta ocorreu no mesmo local que a
primeira.

Experimental 2: durante essa etapa 9 amostras contendo, cada uma, 10 gramas do
material liquénico foram borrifadas com agua deionizada e colocadas em sacos de nailon na
direcdo do fluxo de escapamento do motor estacionario, a distancias de 50 centimetros (D1), 1
metro (D2) e 2 metros (D3), sendo trés amostras para cada distancia. Decorridos trinta
minutos de exposicdo, o motor foi desligado e as amostras foram levadas a laboratério e
dispostas sob cupula de vidro em local em que pudessem receber luz solar indireta. Ao
conjunto das cUpulas contendo material exposto foram adicionadas outras trés contendo
liguen ndo exposto para que servissem como controle laboratorial. O material liquénico
recebeu ao longo de 60 dias borrifos de agua deionizada (10 mL), duas vezes por semana.

Experimental 3: superados os dois momentos anteriores, para ajustes do metodo,
optou-se por expor o liquen por trés tempos (15 minutos, 30 minutos, 1 hora) em duas
distdncias (1 metro e 3 metros). Tal escolha se deu por entender que mesmo o liquen ja
respondendo com trés minutos de exposicdo seria melhor alongar esse tempo no sentido de
tentar perceber, com maior nitidez, os impactos sofridos apds quinze minutos e, a partir desse
tempo, dobrar as exposic¢Bes. Decidiu-se reduzir o nimero de distancias por acreditar que 0s
50 centimetros, entre D1 e D2 das exposi¢cGes Experimental 1 e 2, poderiam sofrer mais
influéncia da temperatura (do escapamento) do que dos gases. Eliminou-se entdo a distancia 1
(50 centimentros), permanecendo apenas as distancias 2 (1 metro) e aumentando-se 1 metro
na distancia 3 (de 2 para 3 metros). Decorridos os primeiros 15 minutos (T1) de exposicéo do
material liquénico, 24 gramas foram retiradas das amostras de cada distancia (48 gramas no
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total) e levadas a local onde ndo pudessem mais receber influéncia direta dos gases do
escapamento do motor. Ap6s mais 15 minutos (isto é, 30 minutos depois do inicio da
exposicdo do material), outros 24 gramas das amostras de cada distancia foram retiradas e
levadas a local fora da zona de influéncia direta do motor. Passados os ultimos 30 minutos (1
hora do inicio), o motor foi desligado e o ultimo grupo recolhido. Todo o material foi levado a
laboratério e separado em cupulas de vidro de acordo com o tempo de exposicao e a distancia
da saida do escapamento (Figuras 4 e 5). Cada amostra de 24 gramas foi dividida em trés
cUpulas contendo 8 gramas, para fins de repeticdo das analises. Ao grupo das cupulas com
liguen exposto aos gases do escapamento foram adicionadas outras trés clpulas (com 8
gramas de liquen cada), para fins de controle laboratorial. Todas as cupulas receberam ao

longo de 30 dias borrifos de dgua deionizada (10 mL), duas vezes por semana.

Figura 4 — Saida do escapamento do motor Figura 5 — Saida do escapamento do motor
estacionario e liquen durante a exposi¢do aos  estacionario e liquen durante a exposicao aos

gases da queima do biodiesel B5. gases da queima do biodiesel B5

Foto — Iwelton Pereira (2013) Foto — Iwelton Pereira (2013)

Em se tratando da distancia entre 0 material e a fonte poluidora durante a exposicdo, é
importante destacar que se tomou o cuidado de colocar o escapamento de maneira que sua
saida formasse um angulo de 45° com as amostras liquénicas (Figuras 4 e 13). Tal método foi
adotado para que o calor do escapamento ndo influisse de forma contundente os resultados,
uma vez que, conforme sugerem Streit et al. (2005), elevacdes consideraveis de temperatura

influenciam diretamente na degradacao da clorofila.
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Figura 6 — Esquema da disposic¢ao das amostras de Cladonia verticillaris(Raddi) Fr.
durante a exposicédo a biodiesel B5, e da influencia dos ventos na dispersao de
poluentes

O Amostras

O Saida do escapamento

Parede de concreto

O Direcao predominante dos
ventos

Desenho — Iwelton Pereira (2014)

4.3 Processamento e andlise das amostras

Decorrido o tempo de acondicionamento, foi realizada coleta do material para analises
das condicdes fisiologicas do material liquénico. Os grupos Experimental 1 e 2 (3 minutos e
30 minutos) tiveram duas coletas (30 e 60 dias) enquanto que 0 grupo experimento sé teve
uma coleta (30 dias). O material controle de campo in natura foi submetido a todas as analises
aqui descritas. O processamento das amostras ocorreu no Laboratorio de Geografia Ambiental
do Nucleo de Estudos do Meio Ambiente (LAGEAM/NEMA) do Centro de Filosofia e
Ciéncias Humanas (CFCH) e no Laboratério de Bioguimica de Produtos Naturais do Centro

de Ciéncias Biologicas (CCB), ambos na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.3.1 Andlise de clorofila e feofitina

Amostras de 500 mg de C. verticillaris foram picotadas a méo livre, com tesoura
esterilizada, colocadas em tubos de ensaio previamente envolvidos em papel aluminio (para
evitar a entrada de luz) e infusas em dimetilsulfoxido — (CH3),SO - a 100%. Os tubos de

ensaio foram deixados a temperatura ambiente (28 £ 3 °C) em local abrigado da luz por 48
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horas (POMPELLI et al., 2013). Apds este tempo, os extratos foram filtrados e submetidos a
analise em espectrofotometro BIOCHORM®, modelo Libra S22, nos comprimentos de onda
de 536, 630, 647, 664, 666 € 691 nm, para quantificacdo de clorofilas (a), (b), (c), (d) e total.

Realizadas as leituras, os resultados foram aplicados em férmulas matematicas para 0s
calculos dos teores de clorofila (a), (b), (c) e (d) (POMPELLI, 2013) e feofitinas (a) e (b)
(VERON 1960), dados em mg L™ descritas a seguir:

Clorofila (a): (-0.3319*Ag30)-(1.7485* Aga7)+(11.9442%* Agea)-(1.4306* Agg1)

Clorofila (b): (-1.2825*Ag30)+(19.8839* Ag47)-(4.886* Ages)-(2.3416* Aso1)

Clorofila Total: (21.3877*Ag30)+(10.3739* Ag47)+(5.3805* Ages) +(5.5309* Agg1)

Feofitina (a): 21,67*Aess-17,42* Asse

Feofitina (b): 31,90*As36-13,40*Aggs

Onde A ¢é a média dos resultados das leituras feitas em cada comprimento de onda (ver
exemplo na Tabela 1), e o nimero que segue o A € 0 respectivo comprimento de onda a ser

analisado.

Tabela 1 — Exemplo da planilha utilizada para calcular os teores de clorofila e feofitina
de Cladonia verticillaris (Raddi) Fr.

Controle

Comprimentos e 630 647 664
de onda

Leitura 1 0,736 0,508 0,615 0,994 1,009 0,391 4,253
Leitura 2 0,734 0,509 0,615 0,994 1,010 0,393 4,255
Leitura 3 0,734 0,510 0,617 0,995 1,010 0,392 4,258

Média 0,735% 0,509 0,616 0,994 1,010 0,392 4,255

Fonte — Ilwelton Pereira (2014)

A utilizacdo desta técnica se justifica no entendimento de que a producéo da clorofila
(produto da fotossintese) é fundamental para a existéncia dos organismos fotossintetizantes
(como a alga, componente do liquen), e que a feofitina € um produto da degradacdo desta.
Assim, quantificar tais produgdes significa perceber possiveis impactos na fisiologia do

organismo.

12 Resultado da soma das Leituras 1, 2 e 3 dividida pelo nimero de Leituras [(L1+L2+L3)/3], que devera ser
multiplicado pela constante da formula (ex: 12,7; 2,69; 22,9 etc.), seguindo o modelo acima descrito para calculo
dos teores de clorofila (a), clorofila (b), feofitina (a), feofitina (b).
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4.3.2 Analise de fendis

A quantificacdo fenolica (acidos protocetrarico, fumaprotocetrarico e atranorina)
torna-se tdo interessante quanto a dos compostos descritos no topico anterior, uma vez que
tais &cidos apenas sdo produzidos de forma balanceada na presenca de condi¢cbes minimas de
salubridade do ambiente. Diante disso, um grama das amostras foi submetido a extracédo
organica por esgotamento, usando 10 ml de éter dietilico [(C,Hs).0], cloroférmio (CHCI3) e
acetona (CsHgO), sucessivamente, com exposicdo de duas horas para cada composto. Assim,
o liquen foi macerado em almofariz, depositado em erlenmeyer (Figura 6) e infuso em éter
dietilico por duas horas. Posteriormente, o éter foi filtrado e guardado em tubo de vidro
esterilizado e pesado em balanca de preciséo SHIMADZU®, modelo AUY220. O material
liguénico restante foi infuso em cloroférmio por mais duas horas. Decorrido este tempo, 0
cloroférmio foi filtrado e guardado no mesmo tubo de vidro que o éter dietilico. O material foi
finalmente infuso em acetona, por duas horas, a qual foi posteriormente filtrada e depositada
no tubo comum as outras extra¢cdes. O material liquénico restante pos-extracao foi descartado.

Durante toda a extracdo o material infuso nos reagentes manteve-se em camara fria.

Figura 7 - Erlenmeyer e tubos de vidro durante
extragdo dos fenois liquénicos de Cladonia
verticillaris (Raddi) Fr.

Foto — Iwelton Pereira (2013)

Ap0s a obtencgdo dos extratos organicos, os tubos de vidro foram deixados para secar a
temperatura ambiente (28 + 3 °C). Uma vez secos, os tubos foram novamente pesados para
determinacdo do peso do extrato neles armazenados. Tais extratos foram diluidos em acetona
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(100%) a 1 mg mL™ e posteriormente lidos em espectrofotdmetro BIOCHORM®, modelo
Libra S22, nos comprimentos de onda de 210, 254 e 366 nm, para quantificagdo dos &cidos,
conforme método descrito por Vasconcelos (2009), com algumas alteracfes. Cada extrato foi
lido trés vezes, de forma similar ao procedimento utilizado nas leituras de clorofila. A média
dos valores obtidos em cada comprimento de onda foi submetida as seguintes formulas para

quantificacdo individual de cada composto de C. verticillaris:

Acido Fumaprotocetrarico: g mL™ = 53,4%Ayss — 17,5% Aot + 29,26*Ages
Acido Protocetrarico: pg mL™ = 47,5%Aggs — 0,23%Ag1g + 0,53%Agsy
Atranorina: pg mL™ = 3,9%Ag10 — 1,72%Agg + 0,05%Agsy

Onde A ¢é a média dos resultados das leituras feitas em cada comprimento de onda (ver
exemplo na Tabela 1), ¢ o namero que segue o A € 0 respectivo comprimento de onda a ser

analisado.
4.3.3 Avaliacdo da vitalidade celular
4.3.3.1 Vermelho Neutro

As amostras expostas, controle de campo e laboratorio foram submetidos a anélise de
vitalidade celular por determinacdo de percentual de células mortas e vivas. Para tal, foi
coletado fragmento de aproximadamente 1 cm do talo liquénico, em sua parte mais jovem, e
depositado em placa de vidro, para analise em microscopio. O fragmento de talo foi
umedecido com uma gota de agua deionizada e macerado, por atrito, entre duas placas de
vidro. Ao produto da maceragédo foi adicionado corante supra vital vermelho neutro a 0,1%
(CALVELO; LIBERATORE, 2004; ONJI; SAEABE; EZURA, 2000; REIS, 2013) e as placas
foram levadas a microscopio 6tico Coleman, modelo N-101B com aumento de 400x. Nas
amostras foram contadas 100 células com uma recontagem. Dentre as 100 células observadas
foi determinado o percentual de células vivas, coradas pelo vermelho, e células mortas, ndo

coradas (Figura 7).
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Figura 8 — Células de Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. submetidas ao Vermelho
Neutro.

Legenda — A) Célula de Cladonia verticillaris (Raddi) Fr., morta, ndo corada pelo

vermelho neutro; B) Célula viva de Cladonia verticillaris (Raddi) Fr., corada pelo
vermelho neutro.

Foto — Iwelton Pereira (2014)

4.3.3.2 Azul de Evans

As amostras expostas e controle foram submetidas a analise de morfologia e vitalidade
para determinacgdo de possiveis danos a estrutura morfoldgica dos individuos. Para tal, foram
coletados 200 mg de material liquénico, o qual foi cortado a mao livre com tesoura
esterilizada e submergido em 10 mL de solu¢do contendo Azul de Evans conforme método de
Baker e Mock (1994) alterado por Ikegawa; Yamamoto; Matsumoto (1998). O material ficou
submetido a solugdo de Azul de Evans por 15 minutos e foi posteriormente lavado com
cloreto de célcio (CaCl,) e observado em lupa para percep¢do qualitativa dos danos estruturais
pela coloracdo azulada (Figuras 8 e 9).

Para quantificacdo dos danos estruturais, as amostras foram maceradas em almofariz e
diluidas em agua deionizada por 12 horas. Transcorrido o tempo de espera, elas foram
filtradas e lidas em espectrofotometro BIOCHORM®, modelo Libra S22, no comprimento de
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onda de 600 nm. Os maiores valores de absorbancia obtidos tendem a representar os maiores

teores de absorcdo de Azul de Evans e, portanto, indicam as amostras mais impactadas

(BAKER; MOCK, 1994).

Figura 8 — Talo de Cladonia verticilaris
(Raddi) Fr., controle laboratorial (n&o
exposta ao biodiesel B5), quase sem
danos estruturais revelados pelo de azul
de Evans.

Foto — Iwelton Pereira (2014)

Figura 9 — Talo de Cladonia verticilaris
(Raddi) Fr., exposta ao biodiesel B5,
com danos estruturais revelados pelo de
azul de Evans.

¢ ¥ » -
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‘ 5 o

Foto — Iwelton Pereira (2014)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os processos de bioindicacdo e biomonitoramento ja se encontram amplamente
consolidados em virtude do incontavel numero de estudos que demonstram a capacidade que
alguns organismos vivos tém de indicar, por meio de alteracGes fisioldgicas, mudancgas em seu
ambiente (CACERES, 1996; KAFFER et al., 2012; PEREIRA, I., 2011; SANTOS, 2011;
SILVA, R., 2002; SILVA, A, et al., 2009).

Durante a revisédo de literatura, outrora apresentada, demonstraram-se diversos estudos
que lancaram mdo de liquens para indicar e/ou monitorar alteracdes de ordem antrdpica no
meio. Acrescente-se também, a estas informacdes, que o processo de transplante de espécies
liquénicas ja era aplicado desde o fim do século XIX na Europa (SEAWARD, 1993 apud
CUNHA et al., 2007)*%. Cunha et al. (2007) afirmam que o biomonitoramento ativo* é um
método de monitoramento de poluentes bem mais acessivel para areas de baixo poder
aquisitivo. Nessa direcdo, Guidotti et al. (2003), por exemplo, conseguiram identificar a
acumulacdo progressiva de alguns hidrocarbonetos em espécies de liquens transplantados para
areas da cidade de Rieti, Italia.

Ao longo do tempo, as técnicas para aferir os danos estruturais, morfoldgicos e
fisiologicos causados pelos poluentes a estrutura das diversas espécies estudadas tém se
modificado e melhorado no sentido de fornecer respostas mais completas e diagnoésticos mais
precisos.

A escolha de analisar as amostras seguindo 0s métodos anteriormente citados se deu
pelo entendimento de que, fazendo uso deles, ja seria possivel detectar ou descartar possiveis
danos a estrutura do liquen e que a ndo utilizacdo de técnicas adicionais ndo traria nenhum

onus para o estudo.
5.1 Clorofila e feofitina em Cladonia verticillaris (Raddi) Fr.
As clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abundantes encontrados nas plantas. Sua

denominacdo foi proposta por Pelletier e Caventou, no ano de 1818, para caracterizar a

substancia verde que, com o auxilio de alcool, se podia extrair das folhas (STREIT et al.,

¥ SEAWARD, M. R. D. Lichens and sulphur dioxide air pollution: field studies. Environ. Rew, v. 1, p. 73-91,
1993.

4 Técnica de biomonitoramento que transplanta liquens de &reas tidas como de pouco ou nenhum impacto de
poluentes para locais considerados poluidos para determinar, por meio da resposta bioldgica, indices de
degradacdo no ambiente.
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2005). Sdo fundamentais para a realizacdo da fotossintese, na medida em que respondem pela
captacdo da energia necesséria a esse processo (SILVA, H., 2011). Sendo assim, ao se
considerar a simbiose alga-fungo (no caso, o liquen), sabe-se que é da alga a responsabilidade
de produzir os nutrientes da estrutura, por meio da fotossintese; dai entdo quantificar as taxas
de producéo de clorofila é fundamental para aferir as condi¢es de salde desses organismos.

Dentre os diversos tipos de clorofilas, os mais comuns sdo a (a) e a (b), que se
encontram, em natureza, geralmente na proporcdo 3:1, respectivamente (MAIOCCHI;
AVANZA, 2004; STREIT et al.,, 2005). Estas duas clorofilas geralmente aparecem em
conjunto com suas formas degradadas: as feofitinas (a) e (b). Principal produto da degradagéo
das clorofilas, a feofitina nada mais é do que uma molécula de clorofila que perdeu o Mg**
(magnésio) e em seu lugar entraram dois atomos de H* (hidrogénio), conforme apresentado na
Figura 10 (SOARES, 2006).

Schoefs (2002) adverte que as clorofilas sdo pigmentos relativamente instaveis,
podendo ser alterados ou destruidos com certa facilidade, dada sua sensibilidade a luz,
aquecimento, degradacdo quimica etc. Sabe-se ainda, segundo as afirmacdes de Nifontova
(1989 apud SILVA, H., 2011)*, que, em estruturas liquénicas, na presenca de radiacdo gama,
os fotobiontes (fotossintetizantes) sofrem bem mais danos que os micobiontes (fungos).

Assim, entendendo que as alteragcdes no ambiente interferem diretamente na producao
de clorofila e feofitina em espécies liquénicas, optou-se na presente perquisicdo pela
quantificacdo desses pigmentos no grupo Experimental 1, decorridos 30 e 60 dias da

exposicao’®, e no grupo Experimental 3, decorridos 30 dias da exposicao.

> NIFONTOVA, M. G., KULIKOV, N. V.; RAVINSKAYA, A. P. Effect of y-radiation on *Sr and *Cs
accumulation in lichens. Ekologia, v. 6, p. 44-50, 1989.

1% Entenda-se exposicdo como o0 momento Unico, durante o experimento, em que o material liquénico ficou
exposto aos poluentes emanados pelo motor movido a biodiesel B5.



Figura 11 — Esquema da molécula de clorofila (a) sendo degradada a feofitina (a).
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Legenda — a esquerda a molécula de clorofila e a direita, apds perder o Mg** e sofrea
adicio de dois H*, uma molécula de feofitina.
Fonte — SOARES (2006)

Ao observarem-se 0s dados obtidos para 0s tempos de 30 e 60 dias pds-exposicdo do

grupo Experimental 1, foi possivel perceber uma evolucdo na resposta bioldgica dada pela

alga depois dos 60 dias. Quando se compara 0 comportamento das amostras controle com o

do material exposto percebe-se que, decorridos 30 dias, a clorofila mantém-se equivalente

para todas as amostras, o que poderia indicar vitalidade para todas elas (Figura 11).

Contudo, quando se observam os teores desses mesmos compostos decorridos mais 30 dias,

pode-se verificar que todos tém decréscimo, a excecdo do que é apresentado pelos liquens

controle, e hd um progressivo aumento nos teores da feofitina (Figura 12).

" Entenda-se B5 como a determinacdo do quantitativo de biodiesel diluido em petrodiesel; D como a indicacdo

da distancia a que o material foi exposto; e T como o tempo em que o material ficou submetido aos gases.
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Figura 12 — Gréfico dos teores de clorofila e feofitina, apos 30 dias, de Cladonia
verticillaris (Raddi) Fr., controle e exposta por 3 minutos aos gases da queima de
biodiesel B5, em trés distancias.

Experimental 1 - 30 dias
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Legenda — amostras controle (CNTL), Distancia 1 (B5 — D1), Distancia 2 (B5 — D2) e
Distancia 3 (B5 — D3)
Fonte — lwelton Pereira (2014)

Figura 13 — Gréfico dos teores de clorofila e feofitina, ap6s 60 dias, de Cladonia
verticillaris (Raddi) Fr., controle e exposta por 3 minutos a fumagca da queima de
biodiesel B5, em trés distancias.
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60.000
50.000
40.000
30.000
20.000
10.000 = - =
0.000
-10.000 — CENTE
-20.000

vs)
U
!
—
vs)
U
!
L]
vs)
U
!

I~

Clorofila (a) Feofitina (a) H Clorofila (b)
m Feofitina (b)  ®mClorofila (total) m Feofitina (total)

Legenda — amostras controle (CNTL), Distancia 1 (B5 — D1), Distancia 2 (B5 - D2) e
Distancia 3 (B5 — D3)
Fonte — Iwelton Pereira (2014)
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Essa variacdo pode ser observada nos graficos apresentados por Silva, B. (2013), que
avaliou a resposta biologica de C. verticillaris exposta a policloreto de aluminio e outros
coagulantes utilizados no tratamento de agua potavel. Durante seu estudo, a autora
demonstrou que, decorridos os primeiros 30 dias, as producGes de clorofila mostraram-se
relativamente altas e que, apds 60 dias do inicio do experimento, esses valores cairam para
menos da metade, chegando a valores extremamente baixos apds 90 dias. Silva, H. (2011)
também demonstrou que a mesma espécie, quando submetida a radiacdo gama, elevou o0s
teores de clorofila apds 30 dias e que, nos meses seguintes, tendeu a diminuicéo, chegando a
valores irrisérios. Essa tendéncia de elevacdo, num primeiro momento, pode ser explicada
como um processo de adaptacdo e/ou como mecanismo de defesa. A referida autora percebeu
aumento em outros compostos liquénicos depois da exposicdo a radiacdo e atribuiu essa
alteracdo a mecanismos de defesa da estrutura liquénica.

A variacdo tardia, como resposta a intempéries, também foi observada por Erbisch
(1974)"8, Jones e Platt (1969)*°, Pollum e Erbich (1972)%°, Synder e Platt (1973)%, todos
citados por Silva, H. (2011). Pawlik-Skowronska e Backor (2011) sugerem a possibilidade de
adaptacdes na estrutura liquénica causarem certa resisténcia a metais pesados como Pb
(chumbo), Zn (zinco) e Cu (cobre), preservando inclusive a estrutura do fotobionte (alga),
quando em exposi¢des prolongadas. Entretanto, diferentemente das espécies analisadas por
estes autores, o liquen aqui utilizado tem demonstrado em diversos estudos (PEREIRA, 1.,
2011; SILVA, H., 2011; VASCONCELOS, 2013) que, apds 30 dias, os danos estruturais
sofridos durante a exposicdo comecam a prejudicar seu metabolismo, comprometendo a
producdo de pigmentos fotossintéticos.

No grupo Experimental 3, embora se tenha feito apenas uma coleta, decorridos 30
dias, € possivel perceber variacbes consideraveis em relacdo ao tempo de exposicdo e da
distancia entre o material e a fonte emissora de polui¢do. Diferentemente do que foi
observado no grupo Experimental 1, situacdo em que, apos 30 dias, todas as distancias
apresentaram uma producdo de clorofila (a) bem semelhante, no grupo Experimental 3

8 ERBISCH, F. H. Effects of acute and chronic gamma radiation on Cladonia sylvatica and Parmelia sulcata.
USAEC REPORT COO-2087-7, Michigan Technological University, 1974.

9 JONES, J. M.; PLATT, R. B. Effects of ionizing radiation, climate, and nutrition on growth and structure of a
lichen, Parmelia conspersa (Ach.) Ach. In: SYMPOSIUM ON RADIOECOLOGY, 2., 1969, USAEC REPORT
CONF-670503, p. 111-119, 1969.

2 POLLUM, P. A., F. ERBISCH, F. H. Effects of gamma radiation on the lichen Cladonia verticillata (Hoffm.)
Schaer. Bryolologist, v. 75, p. 48-53, 1972.

2l SYNDER, J. M.; PLATT, R. B. The effects of chronic gamma radiation on the growth of a crustose lichen,
Trapelia ornate (Sommerfelt) Hertel. Radiation Botany, v. 13, p. 269-271, 1973.
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constata-se diferencas bem marcadas. No Tempo 1 (T1), em suas duas distancias (D1 e D2), a
producgéo de clorofila mostrou-se inferior a 50% dos pigmentos encontrados nas amostras
controle (Figura 14).

Na amostra T1-D2 também € possivel perceber um elevado valor das feofitinas (a) e
(b), 0 que deixa claro o impacto sofrido por esta amostra, que ficou exposta por 15 minutos. A
Distancia 1 deste mesmo tempo (T1-D1), embora apresente valores bem parecidos, indicou
maior resisténcia. Esse fato pode ser atribuido a maior influéncia da direcdo dos ventos
transportando um maior nimero de compostos para a amostra que, mesmo estando mais
distante, estava diretamente no vetor de dispersdo dos gases. Tal explicagdo confirma a
importancia da direcdo dos ventos na dispersédo de poluentes, conforme observado por Freitas
(2006), Mota Filho (2007) e Pereira, 1. (2011).

Figura 14 — Grafico dos teores de clorofila e feofitina, apos 30 dias, de Cladonia
verticillaris (Raddi) Fr., controle e exposta aos gases da queima de biodiesel B5
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Legenda — apresentam-se no grafico as amostras controle (CNTL), e as exposic¢oes a
biodiesel nos trés tempos (1 — 15 min; 2 — 30 min; e 3 — 60 min), representados pela

letra T, e duas distancias (1 — 1 metro e 2 — 3 metros) representada pela letra D.

Fonte — Iwelton Pereira (2014)

Indo, aparentemente, de encontro a esses resultados a amostra T3-D2, submetida ao
maior tempo e localizada na disténcia descrita como insalubre, mostrou a produgdo mais
elevada de clorofilas, dentre os individuos expostos. Contudo, Silva, H. (2011), que submeteu
amostras da mesma especie liquénica a diferentes doses de radiagdo gama, percebeu uma

maior producdo de clorofilas em algumas doses mais altas quando comparados com doses
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menores. O tempo maior de exposicdo pode ter dado ao liquen mais tempo de adaptacédo
(PAWLIK-SKOWRONSKA; BACKOR, 2011) ou exigido uma hiperproducdo desses
pigmentos nos primeiros 30 dias, como mecanismo adaptativo (SILVA, H., 2011; SILVA, B.,
2013). Esta segunda hipotese parece mais aceitavel em face dos resultados obtidos pelo grupo
Experimental 1, ja apresentado, que demonstrou relativa estabilidade nos primeiros 30 dias e
decaimento de quantidades aos 60 dias. Assim, é possivel acreditar que caso fosse realizada
nova andlise deste material apos 60 dias ja se observaria um decréscimo, talvez maior que nas
outras amostras. Destaca-se que o progndstico apontado tem respaldo nas analises de
producdo fendlica de T3-D2, apresentadas posteriormente, que indicaram quantidades
pequenas dos acidos liquénicos, em comparacao aos resultados das outras amostras.

Streit et al. (2005) referem que o excesso de luminosidade pode inibir a fotossintese.
Isso ocorreria por dois processos: a foto-inibicdo; e a foto-oxidacdo, sendo esta irreversivel.
Nessa direcdo, Legaz et al. (1986) observaram que amostras de C. verticillaris ocorrentes em
areas expostas a luz intensa apresentaram quantidades menores de clorofila, quando
comparadas a amostras com crescimento em area sombreada. Diante disso, buscando
minimizar a interferéncia da luz no processo natural de fotossintese, todas as amostras dos
grupos ora estudados, quando em condicdes laboratoriais, receberam iluminacdo natural
indireta, com o intuito de minimizar a influéncia de luz extrema nos resultados apresentados.

Streit et al. (2005) ainda dizem que a clorofila (a) é extremamente sensivel a
degradacdo oxidativa na presenca de acidos graxos insaturados. O biodiesel, por sua vez,
consiste, por definicdo, em ésteres alquilicos de acidos graxos, e, nesse sentido, qualquer
material ndo queimado expelido pelo escapamento do motor pode influir na producéo e
degradacdo da clorofila (a) presente nas amostras, maximizando a influéncia negativa dos
gases emanados.

Por fim, faz-se necessario apenas mais um esclarecimento acerca dos procedimentos
do presente estudo: no grupo Experimental 1, foram realizadas duas coletas para quantificacdo
dos pigmentos liquénicos, por se entender, que, como o referido grupo diz respeito a apenas
um tempo de exposicdo, seria necessario, para fins de comparagdo, perceber a evolucdo
temporal das amostras, tal como fizeram Pereira, 1. (2011), Silva, H. (2011) e Silva, B.
(2013); no grupo Experimental 3, por se considerar a diversidade de tempos e de distancias,
optou-se por uma unica quantificacdo de pigmentos, nos primeiros 30 dias, em detrimento das

variaveis adicionadas, assim como fizeram Oliveira (2011) e Santos (2011). Estas decisdes
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podem ser consideradas acertadas em face dos resultados ora apresentados e dos que ainda

estéo por vir.

5.2 Fendis

Os fendis tém diversos usos comerciais, dentre o0s quais destacam-se aqueles
pertinentes a farmacologia e a agricultura. Falcdo et al. (2002) afirmam que desde a
antiguidade liquens ja sdo usados como plantas medicinais. Estudos realizados pelos autores
demonstraram a acdo bactericida de alguns fendis da espécie Heterodermia leucomela (L.)
Poelt. Os pesquisadores Rankovi¢ e Misi¢ (2008) conseguiram perceber atividade
antimicrobiana e antifungica de acido fumaprotocetrarico isolado de Cladonia furcata. Yano-
Melo, Vicente e Xavier Filho (1999) perceberam, por sua vez, que o acido fumaprotocetrarico
estimula de forma significativa o crescimento radicular de Allium cepa.

Cada espécie liquénica produz seus préprios fendis. Ahti; Stenroos; Xavier-Filho
(1993) descreveram os acidos de 22 espécies de liquens da familia Cladoniaceae coletados
nos Estados da Paraiba, de Pernambuco e de Sergipe, no Nordeste brasileiro. Dentre as
espécies estudadas estava a C. verticillaris, usada aqui como biomonitor, que apresentou
como principais acidos o fumaprotocetrarico (FUM) e o protocetrarico (PRO). Legaz et al.
(2006) identificaram ainda a presenga de atranorina (ATR). O modelo estrutural dessas trés

substancias pode ser observado na Figura 15.

Figura 15 — Modelo estrutural das principais substancias liquénicas ocorrentes em
Cladonia verticillaris (Raddi) Fr.

OOCH=—=CHCOOF

Legenda — A — Acido Fumaprotocetrarico; B — Acido Protocetrarico; C — Atranorina.
Fonte — Silva (2002)
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Pereira, E. et al. (1999) afirmam que a ATR é formada primeiro e, em etapas
subsequentes, 0 PRO ¢ sintetizado, apds acoplar-se a uma porcao fumarato, origina o0 FUM.
Neste sentido, a producédo elevada do PRO e da ATR em detrimento do FUM pode indicar
danos que estejam provocando um bloqueio nestas etapas metabolicas. Cientes disso, diversos
estudos buscam identificar os niveis de producdo do FUM para inferir possiveis alteragdes na
estrutura liquénica por acdo de poluentes (CRUZ et al., 2009; CUNHA et al., 2007; MOTA
FILHO et al., 2007; PEREIRA, E. et al., 1999).

E com este entendimento que se passa a analisar a producéo dos acidos nas amostras
expostas a fumaca expelida por motores movidos a biodiesel B5. Contudo, antes é importante
destacar que, aqui, trabalhou-se com todos os trés grupos (Experimental 1, Experimental 2 e
Experimental 3). Tal qual nos resultados de clorofilas e feofitinas, os grupos Experimental 1 e
2 serdo analisados por distancia da fonte poluidora e tempo de coleta, a0 passo que o0 grupo
Experimental 3 ser& analisado por distancia da fonte poluidora e tempo de exposicao.

Quando se observa o grafico resultante das analises fendlicas do grupo Experimental 1
(Figura 16), é possivel verificar uma proximidade com o que foi percebido na producdo de
clorofila da mesma amostra, indicando uma producdo equivalente ao grupo controle nos
primeiros 30 dias e uma variacdo nos 30 dias seguintes. Aqui, tal qual nos gréaficos de
clorofila, é observado um decaimento da producdo do FUM, principal acido desta espécie, em
todas as distancias, com aumento expressivo do PRO na distancia 2.

A proximidade anteriormente descrita entre os decaimentos de clorofila e a diminuigédo
na producdo do FUM foi destacada e explicada por Silva, R. (2002) como sendo decorrente da
diminuicdo da producdo de carboidratos pelo fotobionte, que prejudica o repasse ao
micobionte, diminuindo a biossintese das substancias liquénicas.

Silva, H. (2011) percebeu perda de capacidade na sintese do FUM, 120 dias decorridos
da exposicdo a radiacdo UVB, em amostras de C. verticillaris. A progressiva diminuicdo do
FUM apos determinado tempo, pds-exposicdo do material, também foi observada por Melo
(2011), que expos C. salzmannii a radiacdo gama e identificou a diminuigdo com 0 mesmo
tempo decorrido. Silva, B. (2013), ao analisar C. verticilaris observou que o tempo de
resposta foi de 60 dias ap0Os exposi¢do ao policloreto de aluminio. Mota Filho et al. (2007)
analisando a mesma especie, expostas a areas sob influéncia do chumbo perceberam o0 mesmo
tempo de reacdo. Assim, pode-se entender que esse tempo de resposta varia de acordo com o
agente causador do estresse e da espécie estudada, demonstrando a eficicia da espécie para o

biomonitoramento.
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Figura 16 — Grafico dos teores de FUM, PRO e ATR de Cladonia verticillaris (Raddi)
Fr. exposta aos gases da queima de biodiesel B5 durante 3 minutos.
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Legenda — Acido fumaprotocetrarico (FUM), acido protocetrarico (PRO) e Atranorina (ATR).
Fonte — lwelton Pereira (2014)

O aumento da producdo do PRO na distancia 2 depois de 60 dias pode indicar que a
amostra tentou metabolizar quantidades consideraveis de FUM, mas foi impedida por algum
agente inibidor. Esse processo foi observado por Cunha et al. (2007), que, em seu ultimo més
de coleta, observaram producdo elevada de PRO e ATR, ndo sendo esta muito comum em
grandes quantidades para C. verticillaris.

O grupo controle comportou-se de forma andmala durante a segunda extragéo,
diminuindo drasticamente os valores de FUM e de PRO e elevando um pouco a quantidade de
ATR. Esse tipo acontecimento é possivel em alguns casos. Cunha et al. (2007) observaram
que seu ponto controle localizado longe das fontes de poluicdo demonstrou ser um dos pontos
mais criticos. Os autores explicaram tal fato em decorréncia de a amostra ter ficado na rota de
transporte do calcario extraido. Pereira, I. (2011) percebeu que uma de suas amostras no ponto
controle, em éarea isolada dentro de uma reserva ecoldgica, apresentou danos severos a
capacidade de sintese de fenois. O autor aventou a possibilidade de esta variacéo ter ocorrido
pela altissima condicdo de salubridade e umidade do local, que poderia ter favorecido uma
hiper-proliferacdo da alga e por isso levado a morte do fungo. De toda forma, é sabido que s&o
diversos os fatores que podem interferir na resposta bioldgica de um individuo; por isso,
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quando em condicdes laboratoriais, busca-se neutralizar ao maximo esses fatores, contudo, é
sempre possivel que algo fuja ao controle.

Observando os resultados do grupo Experimental 2 (Figura 17) € perceptivel a
disparidade entre as quantidades fendlicas no controle e no material exposto, como foi
observado por Mota Filho et al. (2007) apds 8 meses de exposi¢cdo em areas de extracdo e
beneficiamento do chumbo. Os autores ainda perceberam que, embora o maior foco de
exposicdo fosse a contaminacdo por chumbo, amostras de C. verticillaris que ficaram em
locais de intenso fluxo de veiculos, bem como de queimadas em ambientes agricolas, se
mostraram mais impactadas, o que possibilita a afirmacdo de que a resposta aqui apresentada
deriva do efeito dos gases emanados pelo combustivel utilizado. Destaque-se ainda que,
embora as distancias 1 e 2 também apresentem tendéncia de elevacao no valor do FUM, os
quantitativos mais altos, depois de 60 dias, destas duas distancias, ndo se igualaram ao
quantitativo mais baixo do controle (30 dias). Diga-se também que as amostras controle e D1
demonstraram permanéncias nos teores de PRO com elevagao nos teores de FUM, o que pode
indicar uma recuperacdo da capacidade metabolica.

Figura 17 — Gréfico dos teores de fenois produzidos por Cladonia verticillaris (Raddi)
Fr., exposta aos gases da queima de biodiesel B5 durante 30 minutos.
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Legenda — Acido fumaprotocetrarico (FUM), acido protocetrarico (PRO) e Atranorina (ATR).
Fonte — Iwelton Pereira (2014)
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As observacdes de Silva, H. (2011) sobre C. verticillaris, submetida a radiacdo,
destacou elevagfes consideraveis no quantitativo de FUM depois de 30, 60 e 90 dias, e podem
ser contundentes na elucidacdo de possiveis questbes acerca do aumento aqui revelado. A
autora atribuiu 0 aumento a processos adaptativos da amostra, uma vez que foi possivel
observar, para determinados niveis de radiacdo, producdo maior que as observadas no
controle.

Deve-se observar também que, embora todas as amostras se mostrem com tendéncia a
aumento dos metabdlitos secundarios, a distancia 3 foge a esta regra, mostrando um
decréscimo do FUM e do PRO, sendo este ultimo mais expressivo. Essa tendéncia vem
corroborar as ideias, ja expostas, de que as correntes de vento, mesmo que em pequena escala,
atuaram de forma contundente, levando um maior nimero de poluentes as amostras colocadas
nas areas mais distantes da fonte emissora, indo ao encontro do que foi observado por Mota
Filho et al. (2007) e Pereira, I. (2011).

O grupo Experimental 3 guarda uma caracteristica especial em comparagdo aos outros
grupos analisados, pois apresenta uma unica coleta e trés tempos distintos, o que permite uma
analise da resposta imediata em funcdo do tempo ao qual o material foi exposto. Quando
observado o grafico concernente a esse grupo (Figura 18), percebe-se de forma imediata que 0
mais alto teor fendlico ndo é da amostra controle (CNTL) e sim da T1-D1, seguida pela T2-
D2 e a T1-D2. Esse fato poderia, num primeiro momento, nos levar a afirmar que o liquen no
tempo de exposicdo 1 (15 minutos) ndo sofreu danos em sua estrutura, uma vez que as duas
distancias apresentam étimas producgdes de fenois, porém, uma analise mais detida, amparada
nos dados ja apresentados de producdo de pigmentos, nos revela que foram exatamente estas
amostras (T1-D1 e T1-D2) que apresentaram as menores producdes de clorofila, o que indica
claramente um descompasso na producdo fotossintética. Tal descompasso é corroborado na
presenca de elevados teores fenolicos, pois Silva, H. (2011) e Silva, B. (2013) observaram
que, sob diferentes tipos de estresse, o liquen primeiramente eleva a quantidade de seus
fenois, uma vez que esses quando depositados no cértex funcionam como protetores da
estrutura.

As explicagdes anteriores podem ser aplicadas, sem 6nus algum, ao tempo 2, em suas
duas distancias, percebendo-se que os fenois sé@o produzidos em maior quantidade a distancia
2, da mesma forma que pode ser observado o decaimento da clorofila. Como ja foi explicado

anteriormente, este processo € uma tentativa do organismo de se proteger das intempéries.
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Figura 18 — Gréfico dos teores de fenois produzidos por Cladonia verticillaris (Raddi)
Fr., exposta aos gases da queima de biodiesel B5 durante 15, 30 e 60 minutos.
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Legenda — Acido fumaprotocetrarico (FUM), acido protocetrarico (PRO) e Atranorina (ATR).
Fonte — Iwelton Pereira (2014)

Observando os valores referentes ao tempo 3, em sua distancia 2, encontram-se
resultados contraditorios, pois as amostras apresentam os valores mais baixos de todo o
experimento, e, em contrapartida, valores relativamente altos de clorofila. Essa aparente
contradicdo, considerando o exposto até agora, pode ser elucidada a partir dos resultados
obtidos por MUNZI et al. (2013). Estes pesquisadores submeteram Evernia prunastri (L.)
Ach., durante 5 semanas, a nitrato de amonio e perceberam que o incremento progressivo de
composto — que em outras espécies de liquens e plantas geraria um aumento na acumulacao
de carbono em sua estrutura para neutralizar o nitrato — foi compensado com um incremento
na producdo de clorofila (a). Assim, com base nesses resultados, pode-se inferir que, pela
exposicdo aos gases, ricos em didxido de carbono e outros compostos nocivos, por um
periodo relativamente longo, uma super producdo da clorofila (a) tenha sido potencializada.
Em conjunto a estas observacGes, pode-se considerar a possibilidade de os 6xidos de enxofre,
também presentes nesses gases (MOTA FILHO et al., 2007), terem desencadeado uma reagao
de degradacéo tdo grande que, mesmo com clorofila em abundancia, a sintese dos metabdlitos
secundarios foi comprometida, tal como aventado por Silva, H. (2011). O motivo pelo qual a

distancia 1 néo respondeu de forma idéntica, para clorofila pode ser explicada, mais uma ver,
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pela localizacdo em relacdo a rota de dispersdo dos ventos, sendo sua proximidade e tempo de
exposicdo suficiente para interferir na produgdo de metabdlitos secundarios sem contudo ser
suficiente para gerar uma super producao de algas.

E importante destacar que todos os grupos estudados apresentaram valores
extremamente baixos de ATR, o que, segundo Ahti et al. (1993), é extremamente normal para
esta espécie, ndo simbolizando evidéncia de nenhuma anomalia no metabolismo liquénico.

Ainda sobre os graficos apresentados, deve-se dizer que todas as amostras
demonstraram producdes de FUM inferiores ao PRO. Tal fato, observado por Cunha et al.
(2007) e por Cruz et al. (2009), esta diretamente ligado ao estresse provocado pelo transplante

até o laboratdrio e pela mudanca das condicGes de campo para as laboratoriais.

5.3 Danos estruturais e vitalidade celular

Os processos de avaliacdo de danos estruturais e de vitalidade celular nas amostras
consistem em perceber possiveis danos corticais e medulares causados pelo contato com os
poluentes. Dentre as técnicas utilizadas para a verificacdo dessas condi¢fes estdo o Vermelho
Neutro (ONJI; SAEABE; EZURA, 2000) e o Azul de Evans (IKEGAWA; YAMAMOTO;
MATSUMOTO, 1998). A primeira avalia diretamente a taxa de mortalidade das algas, para
determinacdo da vitalidade celular por amostragem, e a segunda avalia os danos causados a
estrutura liquénica, permitindo a observacao visual das partes mais afetadas e a posterior
quantificacdo, por absorbancia, do corante absorvido. Ambas as técnicas consistem em corar
as amostras e, a partir destes corantes, determinar estruturas saudaveis ou afetadas dos

organismos.

5.3.1 Vermelho Neutro

Para obtencdo do percentual de vitalidade celular foram tomadas amostras do talo
liguénico (1 cm) que foram cortadas, maceradas, por atrito de placa de vidro, e submetidas ao
vermelho neutro, sendo posteriormente analisadas em microscépio 6tico. Uma vez no
microscopio, foram contadas 100 células, separando-as entre vivas (corada) e mortas (ndo
coradas) como observado por Onji et al. (2000), de forma a obter um percentual ao fim da
contagem. Esta contagem foi repetida e uma média foi feita entre os dois procedimentos.
Gerando-se assim o grafico da vitalidade celular (Figura 19).
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E importante que se diga que a observacéo isolada do trabalho de Calvelo e Liberatore
(2004) pode gerar davidas sobre como se diferenciou as células vivas das morta, na técnica
apresentada. Contudo, a observacdo dos trabalhos de Onji, Saeabe e Ezura (2000) e Reis
(2013) afastam esta duvida ao deixar claro que o Vermelho Neutro € absorvido apenas por

células vivas.

Figura 19 — Gréfico do percentual de células vivas e mortas de Cladonia verticillaris
(Raddi) Fr., determinadas pela absorcdo do corante Vermelho Neutro.
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Legenda: Células vivas (em vermelho) e mortas (em verde).
Fonte — Iwelton Pereira (2014)

Apenas o grupo Experimental 3 foi submetido a esta técnica, pois o tempo de
acondicionamento em que 0s outros materiais se encontravam poderia interferir nos resultados
obtidos. Essa interferéncia foi observada no controle de campo que n&o pode ser submetido, a
presente analise, no momento da coleta e por este motivo apresentou taxa de mortalidade de
algas superior a 80%. O controle laboratorial, por sua vez, apresentou cerca de 85% de
vitalidade das células algais (Figura 19), o que deixa clara a capacidade de recuperagdo do
metabolismo liquénico na auséncia de poluentes.

Ao observar os tempos e distancias apresentados para o vermelho neutro e para 0s
teores de clorofila e feofitina consegue-se perceber claramente as observagdes feitas por
Mazzitelli et al. (2006), que sugeriram uma proximidade entre os resultados de pigmentos e

vitalidade celular. A amostra T3 — D1, por exemplo, mostra aqui uma taxa de vitalidade
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celular da ordem de 40-60 (%) para células vivas e mortas, respectivamente, o que é melhor
quantitativo depois do CNTL-Experimental 3, e na quantificacdo de pigmentos apresenta a
melhor taxa de producdo, entre 0s expostos, equiparando ao controle. No mesmo sentido, a
amostra T1 — D2, que aqui apresenta a segunda pior relacdo de algas vivas e mortas (19-81),
demonstrando a pior produgéo de pigmentos, obtendo valores de feofitina superior aos de
clorofila.

Ressalta-se que a morte das algas traz sempre atrelada consigo a morte do fungo, pois
este Gltimo depende diretamente dos compostos produzidos pelo fotobionte para realizacao de
seu metabolismo. A diminuicdo da vitalidade celular implica na diminuicéo da capacidade de
metabolizar substancias.

Lima (2009) observou que, mesmo submetido a meio aquoso por um tempo
relativamente grande e em contato com acetato de sodio e caulinita, o liquen
Pseudocyphellaria aurata (Ach.) Vainio apresentou percentuais de 80% de algas vivas em
sistemas imobilizados. Assim, o0s resultados aqui apresentados demonstram o0 qudo

impactadas foram algumas das amostras analisadas.

5.3.2 Azul de Evans

Como recurso para percepcdo de danos estruturais sofridos pelas amostras liquénicas,
submeteu-se o grupo Experimental 3 e o controle de campo a analise por azul de Evans
conforme metodologia apresentada por Baker e Mock (1994), com as modificacdes feitas por
Ikegawa; Yamamoto; Matsumoto. (1998).

As amostras submetidas a esta analise, depois de coradas foram observadas em lupa
estereoscopica para determinacdo dos danos morfoldgicos visiveis. A variacdo na coloragéo,
observada nas imagens, ocorre pela interacdo do reagente, de cor azul, com as proteinas do
plasma (SILVA, B., 2013).

Assim, quando se observa a resposta dada, apds submiss@o ao azul, percebe-se que o
CNTL-Campo (Figura 20 — A) demonstrou danos consideraveis a sua estrutura, 0 que se
justifica pelo tempo de acondicionamento, que o mesmo foi submetido. Quando submetida a
espectrofotdbmetro para verificacdo da absorbancia por Azul de Evans, os valores desta
amostra mostraram-se bastante altos, confirmando a identificacdo visual. O CNTL-
Experimental 3 (Figura 20 — B) por sua vez demonstrou pouquissimos danos morfoldgicos,
confirmados nos resultados de absorbancia (Figura 21). Esta resposta positiva reitera a
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hipotese, j& apresentada, que o liquen, livre de poluentes e agentes abrasivos, consegue se
recuperar de danos causados pelo processo de transplante ao longo do tempo. A amostra T1-
D1 (Figura 20 — C) apresentou danos moderados, mais significativos que o CNTL -

Experimental 3, porém menos contundentes de que a T2 — D1 (Figura 20 — D).

Figura 20 — Imagens do talo de Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. exposta a gases
emanados pela queima de motor movido a biodiesel B5

Legenda - Danos estruturais destacados pelo azul de Evans. A e B — Controle-Campo e
Controle-Experimental 3, respectivamente. C e D — Tempo 1 — Distancia 1 e Tempo 2
— Distancial, respectivamente.

Foto — Iwelton Pereira (2014)
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Figura 21 — Gréfico da absorbancia de Azul de Evans presente em talos de C.
verticillaris submetida a biodiesel B5 e controles.
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Legenda — Quantidade de azul absorvido em cada uma das amostras.
Fonte — O autor

A amostra T2 — D1 se destacou por ndo ter, durante as analises de producdo de
pigmentos, demonstrado danos severos a sua estrutura, em comparagdo com as outras
amostras. Contudo, deve-se destacar que ja durante a andlise de vitalidade celular foi possivel
perceber uma indicacdo de desordem fisiologia, pela apresentacdo do mais alto percentual de
células mortas. Essa analise conjunta dos procedimentos utilizados deixa clara a acertada
decisdo tomada ao fazer uso dos métodos aqui apresentados para verificar as condicGes

fisiologias da espécie estudada.

5.4 Analise integrada

Mesmo na impossibilidade da juncdo dos graficos aqui apresentados, dada a
construcdo desvinculada de cada estudo (grupos Experimental 1, Experimental 2 e
Experimental 3). E possivel tecer alguns comentarios de maneira geral sobre tudo o que aqui
foi comentado.

Num primeiro momento alguns dados podem até parecem contraditérios, pois

interpretacdes distintas sdo dadas a respostas bioldgicas, aparentemente semelhantes. Tais
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conclus@es sb sdo possiveis pelo entendimento que o todo ndo é a mera soma das partes, e que
uma observacdo ndo pode levar em consideracdo apenas os dados apresentados. Aventar
possibilidades e perceber como a interacdo dos fatores pode gerar respostas inesperadas a
perguntas corriqueiras, €, sem duvida alguma, trabalho do pesquisador.

Quando se observam os dados do grupo Experimental 1 pode-se perceber que ndo sdo
demonstradas variagcdes marcantes entre suas distancias. O grupo Experimental 2, por sua vez,
demonstra algumas variacdes em funcao das distancias utilizadas. Assim € possivel inferir que
o liquen responde bem a variacdes no tempo de exposi¢éo e demonstra diferenca na resposta
as distancias a partir de determinado tempo de exposicao.

Foi considerando esses fatores que se decidiu pela variacdo do tempo e da distancia
durante a exposicdo do grupo Experimental 3. Tal escolha gerou resultados consistentes e
demonstraram que tempos intermediarios podem ser extremamente danosos a producdo dos
pigmentos liquénicos (T1 — D1 e D2), enquanto que tempos maiores podem ser mais nocivos
para a sintese dos metabdlitos secundarios, podendo potencializar a producdo de metabolitos
intermediarios (T3 — D2).

Dentre os compostos do biodiesel B5, que podem estar atuando como agentes de
degradacédo da estrutura liquénica pode estar o SO,, um dos produtos da queima do diesel
(MOTA FILHO et al., 2007), que, segundo Richardson e Pucket (1973 apud CACERES,
1996)? pode causar 0 aumento de fons livres de Mg”* e compostos de enxofre em folhas de
plantas, causando uma elevacdo no nivel de feofitina. Como as algas sdo seres
fotossintetizantes, tal qual as plantas superiores, e as estruturas liquénicas sdo boas
acumuladoras de poluentes (BACKOR et al., 2009; GUIDOTTI et al, 2003; MUNZI et al.,
2013; PAWLIK-SKOWRONSKA; BACKOR, 2011), é possivel que as alteracdes aqui
descritas, nos niveis de clorofila e, por conseguinte, na metabolizacéo dos fendis, seja causada
pela presenca desse poluente.

Sobre a presenca de SO, no biodiesel, é importante dizer que 0 mesmo € virtualmente
livre, quando a 100% (POMPELLI et al., 2011; RAMOS et al., 2003), mostrando uma
reducdo de até 98% desses composto, em relacdo ao petrodiesel. Contudo, a diluicdo de 5%
do diesel de origem bioldgica ainda se mostrou incipiente, amparando-se nos resultados desta

perquisicao.

2 RICHARDSON, D. H. S.; PUCKETT, K. J. Sulphur dioxide and photosynthesis in lichens. In: FERRY, B.
W.; BADDELEY, M. S.; HAWKSWORTH, D. L. Air Polution and Lichens, London: The Athlone Press,
1973. p. 283-298.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a desenvoltura dos dados apresentados € possivel entender que a
diluicdo de biodiesel (5%) em petrodiesel utilizada neste estudo se mostrou impactante a
estrutura do liquen C. verticillaris em todos os tempos de exposi¢do e distancias do emitente,
sendo mais contundente a distancias de 2 e 3 metros e ap6s 15 minutos de exposi¢do. Esta
afirmacédo é possivel pela observacdo dos resultados de producdo de pigmentos (clorofila e
feofitina), que variaram em funcdo do tempo exposto, demonstrando diminuigdes
significativas, para tempos intermediérios, depois de 30 dias. Indo também nessa direcéo 0s
resultados obtidos pelas anélises de vitalidade celular e danos estruturais, para o grupo
Experimental 3, acabaram ratificando as analises de pigmentos, subsidiando, por sua vez, a
interpretacdo da producéo fenolica.

Como justificativa para os resultados apresentados pode-se indicar a emanacdo de
poluentes como di6xidos de carbono e enxofre (CO, e SO,). E sabido que as producdes destes
compostos, em diesel de origem bioldgica, sdo bem baixas, contudo, sua pequena
concentracdo, diluida em diesel de petroleo, pode ndo ter surtido um efeito significativo.

Neste contexto, as observacdes poderiam ser comprovadas com o desenvolvimento de
novos estudos que exponham a mesma espécie liquénica a concentracBes crescentes de
biodiesel, chegando ao ideal de 100%, e realizando-se as analises aqui apresentadas. Com a
determinacdo progressiva da resposta liquénica as varias concentragcdes desse combustivel
sera possivel atestar seu carater menos poluente como afirmaram Pompelli et al. (2011) e
Ramos et al. (2003).

Também sugere-se a aplicacdo de técnicas adicionais, a exemplo da quantificacdo dos
hidrocarbonetos acumulados na estrutura do liquen, como fizeram Guidotti et al. (2003), e da
analise por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), como fez Silva, B. (2013).
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