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RESUMO

Estudos realizados com liquens da regido Nordeste destacam Cladonia verticillaris como
biomonitor da qualidade do ar em areas urbanas e industriais. Objetivando-se avaliar o risco de
contaminagdo ocupacional numa indUstria petroquimica no Estado de Pernambuco, utilizou-se C.
vetrticillaris em ensaios de biomonitoramento. Ap6s oito meses de exposicdo ao ambiente
industrial em 12 pontos monitorados, C. verticillaris apresentou comportamento diferenciado em
6, portanto, esse material foi selecionado para realizacdo de testes complementares de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia em camada delgada (CCD) apds
1 e 8 meses de experimento. Nas CLAEs realizadas no material apds um més de experimento
foram constatados teores do principal composto produzido pela espécie (acido
fumarprotocetrarico - FUM) proximos ao do material tempo zero (0,8 mg/mg). Apos 8 meses de
experimento o FUM foi detectado nos ensaios de CCD e CLAE nos pontos 07, 08 e 10. O ponto
09 e 0 11 apresentaram apenas bandas referentes ao PRO na CCD, na CLAE foram obtidos picos
com tempo de retengdo semelhantes ao do PRO. O FUM néo foi detectado em nenhum dos
ensaios referente ao ponto 12. Foram realizados também ensaios em laboratério onde o material
foi submetido a estireno ou pirrolidina (produtos processados na industria) com objetivo de
verificar a acdo isolada desses produtos. O material foi coletado periodicamente para realizacao
de ensaios de CCD, visualizacdo em lupa e quantificacdo de pigmentos (clorofilas e feofitinas). A
partir da analise das CCDs constatou-se a presenca de bandas referentes ao FUM e ao PRO no
material submetido ao estireno. No experimento com pirrolidina houve a auséncia de bandas
referentes aos compostos produzidos pela espécie, demonstrando que o material foi mais sensivel
a pirrolidina do que ao estireno. A partir da quantificacdo de pigmentos observou-se diminuicéo
da producdo de clorofilas e feofitinas no material submetido ao estireno, além do nivel de
feofitina ultrapassar o de clorofila. No material submetido & pirrolidina ocorreu uma producéo
exacerbada de feofitina (15,6 mg/mL). Tais resultados foram ratificados através da visualizacao
do material em lupa onde constatou-se maiores alteracbes quanto a coloracdo no material
submetido a pirrolidina que passou para a cor marrom, refletindo alta concentracdo de feofitina.
Os resultados das analises do material submetido ao ambiente industrial a aos contaminantes em
laboratdrio se ratificam e indicam o ponto 12 como de maior risco de contamina¢do ocupacional
devido a pirrolidina.

Palavras chave: Cladonia verticillaris, biomonitor, contaminacdo ocupacional e &cido
fumarprotocetrarico.



ABSTRACT

Studies with lichen from the Northeastern region highlight C. verticillaris as a biomonitor
of air quality in urban and industrial areas. Aiming to evaluate the occupational risk of
contamination in a petrochemical industry in Pernambuco State, C. verticillaris was used in
biomonitoring tests. After eight months of exposure to industrial environment in 12 locations
monitored, the lichen responded differently to 6 of them, so this material was selected for further
testing of high performance liquid chromatography (HPLC) and thin layer chromatography
(TLC) after 1 and 8 months of experiment. In HPLC testing, after 1 month of the experiment,
levels of the main compound produced by the species (fumarprotocetraric acid - FUM) were
recorded close to the one of zero time material (0.8 mg/mg). After 8 months of exposure the
FUM was detected in the testing of TLC and HPLC in locations 07, 08 and 10. Location 09 and
11 showed bands only for the PRO in TLC and peaks with retention times similar to the PRO
were obtained in HPLC. The FUM was not detected in any of the trials included in location 12.
Tests were also performed in the laboratory where the material was subjected to styrene or
pyrrolidine (processed products in industry) in order to verify the isolated action of these
products. The material was collected periodically for testing of TLC, magnifying glass viewing
and quantification of pigments (chlorophylls and phaeophytins). From the analysis of the TLC,
the presence of bands related to the PRO and to the FUM was found in the material submitted to
styrene. In the experiment with pyrrolidine there was the absence of bands related to the
compounds produced by the species, demonstrating that the material was more sensitive to
pyrrolidine than to styrene. From the quantification of pigments, a decreased production of
chlorophyll and phaeophytins was observed in the material submitted to the styrene, besides the
level of phaeophytin having overcome the level of chlorophyll. In the material submitted to
pyrrolidine, there was an exacerbated production of phaeophytin (15.6 mg/mL). These results
were confirmed by viewing the material under magnification where bigger changes were seen as
to the coloring material submitted to pyrrolidine, which turned brown, reflecting high
concentrations of phaeophytin. The results of the analysis of the material submitted to the
industrial environment and to the contaminants in the laboratory confirm and indicate the location
12 as the one of highest risk of occupational contamination due to pyrrolidine.

Key words: Cladonia verticillaris, biomonitor, occupational contamination and
fumarprotocetraric acid.
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As questdes ambientais passaram a ser discutidas internacionalmente a partir da década de
70 com a realizagdo da Reunido de Estocolmo (1972), onde a dimensdo ambiental passou a ser
vista como um fator importante para o desenvolvimento econdmico. Em 1982 foi publicado “O
relatério Brundtland” que consolidou uma critica ao modelo de produgdo dos paises
industrializados e em desenvolvimento, ressaltando a incompatibilidade entre os padrfes de
producdo, consumo e uso dos recursos naturais. Em 1992, foi realizada no Rio de Janeiro a
"Conferéncia das Nacgdes Unidas sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento™ (Rio-92/Eco-92),
onde foi criada a “Agenda 217 que consiste num programa de acdes voltado para o
desenvolvimento sustentavel em todos os paises. Este documento tem como questdes primordiais
as Mudancas do Clima e a Biodiversidade.

Acidentes com gases, problemas com a chuva acida e, os crescentes niveis de poluicdo do
ar nas cidades do mundo, sdo algumas das questfes que despertaram a consciéncia ambiental
mundial, pois a qualidade atmosférica repercute diretamente na qualidade de vida puablica
podendo causar grandes danos aos seres vivos em geral (FELLENBERG, 1980). Alguns
poluentes possuem efeitos retardados, ao passo que outros sdo imediatos. Portanto, €
imprescindivel a deteccdo precoce de tais alteracbes para evitar ou solucionar possiveis
problemas.

Apesar do desenvolvimento da industrializacdo ser um fato positivo na evolugéo
econémica dos paises, ela tras consigo a intensificacdo da poluicdo atmosférica através do
aumento da emissdo de gases decorrentes da utilizacdo de combustiveis fosseis como fonte de
energia, ou da volatilizacdo destes quando utilizados como matéria-prima. A aceleracdo do
processo de urbanizacdo gera um efeito semelhante ao da industrializacdo em relacdo ao
acréscimo de poluentes na atmosfera. Para a avaliagdo da qualidade do ar e dos impactos

provenientes da poluicdo, tém sido realizados monitoramentos, principalmente em &reas urbanas
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e industriais. Nessas areas, a poluicdo com derivados do petroleo é evidente, cujos subprodutos
geram graves impactos ao ambiente.

No contexto da industria, a exemplo do uso de derivados de combustiveis fosseis como
matéria-prima nas petroquimicas, tem-se em Pernambuco 0 processamento do estireno
(CsHsCHCHy,), que consiste num liquido oleoso e incolor, classificado na categoria de compostos
organicos volateis e é listado como um dos poluentes perigosos do ar. E altamente reativo na
atmosfera e contribui para formacdo de contaminantes secundarios do ar (IPCS, 2009a). Outro
produto quimico utilizado neste tipo de industria € a pirrolidina (C4HgN) um liquido claro com
um desagradavel cheiro de aménia e também toxico (IPCS, 2009b).

O CONAMA, alerta para a necessidade do controle de emissdo de contaminantes em
ambientes diversos e, estabelece grau de toleréncia aos seres vivos (RIOS, 2005). Visando conter
0 avanco dos problemas relacionados a poluicdo atmosférica, as inddstrias estdo sendo orientadas
a adotarem técnicas que minimizem a poluicao do ar, e ja existem cotas de emissdo de poluentes
estipuladas para cada pais. Segundo Cunha (2005) os poluentes lancados na atmosfera,
associados aos fatores geoambientais como umidade, intensidade e direcdo predominante dos
ventos, trazem sérios riscos ao meio ambiente. Eles podem ser dispersos quando integrados a
correntes de ventos, ou serem concentrados em determinadas areas em decorréncia da existéncia
de barreiras orograficas, agravando os niveis de poluicdo de algumas regides. Por isso, torna-se
necessario o monitoramento de amplas areas.

Os dados relativos a composicdo atmosférica podem ser obtidos através de monitores
mecanicos, porém sua utilizacdo em larga escala torna-se inviavel devido aos altos custos de
instalacdo e manutencdo dos equipamentos (SILVA, 2002).

Os seres vivos sdo sensiveis as modificacBes naturais ou antrépicas causadas aos

ambientes, capacitando-os a indicar tais alterag@es. Estes sdo considerados indicadores bioldgicos
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— bioindicadores — que nem sempre sdo eficientes nos ensaios de biomonitoramento, por ndo
permitirem a quantificacdo dos poluentes. No entanto, alguns desses bioindicadores fornecem
respostas qualitativas e mensuraveis, e dentro de certo nivel de confiabilidade. Estes podem ser
considerados como biomonitores, utilizados nos diagnosticos de areas poluidas, nos distintos
compartimentos do ecossistema. Com eles realiza-se 0 biomonitoramento, que consiste num
estudo de organismos durante um determinado tempo comparando-os com um modelo, onde 0s
desvios do esperado séo avaliados (HAWKSWORTH, 1992; MARKERT, 1993; MOTA-FILHO
et al., 2005).

Ao longo de décadas tém sido desenvolvidas técnicas e pesquisas que destacam a flora
epifitica como indicadores bioldgicos. Dentre os componentes deste tipo de vegetacdo, merece
destaque o liquen, que é uma associacdo entre um fungo e uma ou mais espécies de algas
(XAVIER-FILHO et al., 2006), com eficacia comprovada na indicacdo e monitoramento da
qualidade do ar por possuir nutricdo higroscopica, alto poder fixador tornando possivel a
mensuracdo de poluentes através da analise de seu desempenho e caracteristicas do seu talo. Seu
uso viabiliza ndo apenas a bioindicacdo, mas também o biomonitoramento, com estabelecimento
de escalas quantitativas e qualitativas para avaliacdo dos indices de contaminacdo de areas com
as mais diversas caracteristicas de poluicdo atmosfeérica.

No Nordeste do Brasil, 0 biomonitoramento da qualidade do ar vem sendo realizado, com
comprovada eficacia do liquen Cladonia verticillaris. A espécie foi avaliada sob condicGes
ambientais, e em experimentos controlados em laboratério (SILVA, 2002; CUNHA, 2005;
FREITAS, 2006; MOTA-FILHO, 2006). Oliveira (2007) também comprovou a utilidade da
espécie no biomonitoramento em area industrial de uma petroquimica no municipio do Cabo de
Santo Agostinho, Pernambuco, através da observacdo de disturbios na producdo de seus

metabolitos secundarios, tanto os ocorrentes no cortex como na medula, apds oito meses de
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exposicdo. Tais disfuncgdes fisiologicas foram mais intensas em pontos proximos as unidades de
processamento da pirrolidina e do estireno.

Neste trabalho é dada continuidade a investigacdo realizada em ambiente industrial,
transpondo para o laboratério os estudos com o0s contaminantes (estireno e pirrolidina)
isoladamente, sob condi¢gBes controladas, e analise detalhada das amostras utilizadas no
monitoramento industrial. Através da comparacao desses resultados foi possivel confirmar ou ndo
a fonte de contaminagdo que causou tais alteracdes fisiologicas no material exposto, bem como,
através das respostas do biomonitor, indicar os riscos aos trabalhadores que manuseiam

diretamente tais produtos, ou aqueles de unidades vizinhas a de sua producéo.



2 REVISAO DA

LITERATURA
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2.1 Intoxicacao ocupacional

A utilizacdo de técnicas inadequadas de producdo é uma questdo que traz grandes riscos a
salde humana e ao ambiente. No incremento da producdo agricola tem-se usado intensivamente
agrotoxicos (inseticidas, herbicidas e fungicidas) e fertilizantes (ECOBICHON, 2001). Os
agricultores ndo costumam usar equipamento de protecdo individual e nem recebem treinamento
devido para a correta preparacdo, aplicacdo e disposicdo de embalagens vazias de produtos
toxicos. Tal situacdo resulta na facilidade de intoxicacdo ocupacional dos trabalhadores, da
populacdo consumidora, dos produtos agricolas e do ambiente (solo, atmosfera e corpos de agua)

(OLIVEIRA-SILVA et al., 2000).

Outra atividade econbmica que apresenta altos riscos de contamina¢do ocupacional é a
mineracdo. Na exploracdo do ouro, o mercurio ¢ amplamente utilizado para a formagdo do
amalgma, que facilita a aglutinacdo das particulas finas. A contaminacdo ocupacional se da pela
inalacdo de vapores desse elemento que pode causar danos aos sistemas respiratorio e nervoso
(NOGUEIRA et al., 1997).

O departamento da construcao civil apresenta aos trabalhadores risco de desenvolvimento
de doencas pulmonares devido a presenca em larga escala de aerodispersoides (poeiras). No
Brasil a principal doenca ocupacional desenvolvida pelos trabalhadores é a silicose, ja que o pais
emprega grande contingente neste setor (SOUZA; QUELHAS, 2003).

O setor industrial também apresenta varias atividades que trazem grandes riscos de
intoxicacdo aos trabalhadores, como por exemplo, a producdo de baterias chumbo-acidas e a
producdo de lampadas fluorescentes (contaminacdo com mercurio). No dominio das atividades

industriais, as petroquimicas merecem destaque quanto ao risco de intoxicacdo ocupacional, pois
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processam substancias altamente tdxicas na maioria das vezes de facil volatilizacdo, que
provocam a contaminacao de trabalhadores e do meio ambiente (ZAVARIZ; GLINA, 1993).

Numa petroquimica situada no Cabo de Santo Agostinho-PE tem-se o processamento do
estireno (CsHsCHCHy), hidrocarboneto aromatico ndo saturado, de facil volatilizacéo (a partir de
20°C), podendo alcancar uma concentragdo nociva no ar, lentamente, sendo um risco para as
localidades de clima quente (IPCS, 2009a).

Em relacdo a saide humana, pode produzir sensibilidade na pele através do contato com o
liquido, irritacdo nos olhos através da exposicdo aos vapores e, em casos de inalagdo prolongada
ou repetida, provoca asma e também pode afetar o sistema nervoso central. Este material foi
classificado pelo International Agency for Research on Cancer - IARC como grupo 2B (possivel

cancerigeno para seres humanos) (IPCS, 2009a).

Nesta industria também ocorre o processamento da pirrolidina (C4HgN) que € um
composto organico da classe das aminas, com odor desagradavel semelhante ao da aménia.
Volatiliza-se aos 20°C e possui densidade maior do que o ar, podendo contaminar 0 solo. A
exposicdo humana ao produto pode causar danos como queimaduras na pele, tosse, dores na

garganta, dores de cabeca, voémito e convulsdo (IPCS, 2009b).

Diante dos riscos apresentados por tais substancias, tanto aos seres humanos quanto ao
meio ambiente, mostra-se relevante 0 monitoramento da qualidade do ar. Nesse contexto, merece
destaque a pratica de biomonitoramento utilizando liquens, que vem sendo realizada com sucesso

em regides urbanas e industriais.
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2.2 Liquen e seu funcionamento

Os liquens sdo seres de dificil posicionamento nos reinos dos seres vivos, por serem
resultantes de uma associacdo simbidtica entre alga e fungo, denominada liquenizacdo. Em
decorréncia dessa dificuldade existem varias defini¢cGes para liquen. Segundo Marcelli (2006), a
idéia mais simples que se pode ter € a de um fungo que cultiva fotobionte - parte clorofilada da
simbiose liquenica, ou seja, a alga - entre as hifas - unidade estrutural do fungo - de seu micélio.
A simbiose entre estes organismos distintos, onde a alga, que é clorofilada e, portanto capaz de
realizar a fotossintese, e o fungo aclorofilado e heter6trofo, conferem ao liquen um
funcionamento ndo observado em nenhum outro grupo taxonémico (NASH, 1996; MARCELLI,

2006).

O fotobionte e o micobionte se posicionam de forma peculiar dentro do talo liquénico em
camadas sucessivas, ou seja: 0 cortex superior composto de hifas do fungo entrelacadas, visando
proteger a camada das algas, que vem logo abaixo, protegida por outro feixe de hifas frouxas, a

medula, seguida de outro feixe de hifas, o cortex inferior (HALE-JR, 1983) (figura 01).

Figura 01: Estrutura do talo liquénico. (A) Cortex superior; (B) Camada das algas; (C) Cértex inferior.

Fonte:< http://www.sci.muni.cz/lichens> Acesso em: 09 de abr. 2010.
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E nessa estrutura complexa que sdo produzidas substancias resultantes do metabolismo
secundario denominadas substancias liquénicas. Atualmente sabe-se que sua natureza é quase na
totalidade fendlica (NASH, 1996) e sdo essas substancias responsdveis pela maioria dos
beneficios advindos dos liquens (LLANO, 1951). Os fenois produzidos pelo liquen promovem a
defesa do talo frente a agressdes ambientais, como o estresse hidrico, ou contaminacdo do ar. As
substancias, ap6s biossintese no interior do micobionte, sdo excretadas e cristalizadas na
superficie da hifa. Isto confere ao liguen uma protecéo contra as adversidades. Estas substancias
sdo produzidas tanto no cértex como na medula, sendo translocadas, quando insuficientes para
protecdo do talo (MAZZITELLI et al., 2006).

Por isso, os liquens sdo encontrados em vérias regibes do mundo e, geralmente
sobrevivem mesmo quando em areas submetidas a condi¢fes climaticas severas. Mesmo assim,
sdo muito sensiveis a poluicdo do ar atmosférico (SEAWARD, 1977; 1993), tendo sido utilizados
como bioindicadores porque diferentemente dos vegetais superiores, ndo dependem de um
sistema radicular para absorcdo de nutrientes e, incorporam higroscopicamente, com facilidade,
altos niveis de poluentes (PILEGAARD, 1978), assim como dos nutrientes necessarios a sua

sobrevivéncia (SEAWARD, 1977; NASH, 1996).

2.3 Liquen como biomonitor

A pureza do ar atmosférico é um fator crucial a sobrevivéncia dos liquens, visto sua
enorme capacidade de fixar e acumular os elementos nele dispersos, notadamente o nitrogénio.
Estes seres absorvem e retém elementos radioativos, ions metalicos, dentre outros poluentes, o
que possibilita sua utilizacdo como indicadores bioldgicos de poluicdo atmosférica (NIEBOER et

al., 1972; SEAWARD, 1977,1993; FREITAS et al., 2000; LOPPI, 2001; MAZZITELLI et al.,
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2006), funcionando como filtros altamente desenvolvidos no monitoramento do ar e também da
chuva (HAWKSWORTH, 1990).

A relevancia do biomonitoramento com liquens se d& pelo maior conhecimento da
qualidade do ar, pela utilizacdo de recursos naturais (sem sua depredacdo) e, pelos ensaios
técnico-cientificos de baixo custo. Carneiro (2004) alerta que se torna dificil realizar um sistema
abrangente de monitoramento, devido a sofisticacdo dos métodos fisico-quimicos convencionais,
que demandam custos elevados de implantacdo, operagdo e manutengdo, custos estes, que podem
ser minimizados pela adocdo de metodologia complementar. O método pode utilizar liquens
ocorrentes na area a ser estudada (biomonitoramento passivo), ou realizar transplantes para que
se tenha conhecimento do processo em “tempo zero”, por um periodo determinado, enfocando a
area problema, ou um emitente em particular (biomonitoramento ativo) (LE BLANC & RAO,
1975; SILVA, 2002).

A exemplo dos estudos neste ambito foi realizado na cidade de Hadera, em Israel, um
trabalho para analisar o impacto na poluicdo do ar de uma estacdo de energia movida a carvao
mineral. Amostras de Ramalina lacera foram coletadas numa floresta e, transplantadas para 10
pontos nas proximidades da estacdo. ApOs 7 meses 0s liquens foram coletados e submetidos a
analises do potencial fotossintético, producdo de etileno e condutividade elétrica do talo. Os
danos fisiologicos coincidiram com as concentrages de determinados elementos, inclusive
metais pesados. Foi possivel constatar que a cidade de Hadera é menos poluida do que a regido
de Ashdode e a Baia de Haifa. Pode-se reafirmar a aplicabilidade de liquens para a realizacéo de
biomonitoramento da qualidade do ar (GARTY et al., 2002).

Na Italia foi realizado um estudo de biomonitoramento utilizando liquen, que teve como
principal objetivo detectar as concentrac@es de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)

em alguns pontos da cidade de Rieti. O material foi coletado em area livre de poluicdo sendo
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medidas concentracbes de HPAs antes da montagem e instalagdo dos experimentos em oito
diferentes pontos. O material foi coletado a cada cinco meses e submetido a andlises para
deteccdo dos niveis de HPAs. Os pontos que apresentaram maiores niveis de concentracdo de
fenatreno, antraceno, fluoranteno e pireno foram os localizados em éreas de trafego veicular
intenso. Foi constatado um incremento de poluentes entre os meses de setembro e fevereiro
devido a utilizagdo de aquecedores domésticos (GUIDOTTI et al., 2003). Resultados
semelhantes foram encontrados numa pesquisa realizada na cidade de DehraDan (UPRETI;
SHUKLA, 2008). Tais pesquisas demonstram a importancia da urbanizacdo no aumento da
poluicdo atmosférica.

Na cidade de Coérdoba realizou-se um estudo visando a implementacdo do
biomonitoramento com liqguen como politica publica. O trabalho consistiu na elaboracdo de um
mapa com areas homogéneas de distribuicdo de liquens associados a qualidade de vida. Os dados
foram obtidos a partir de estudos prévios de determinacdo do indice de poluicdo do ar (IPA) da
area em estudo. A partir dos resultados foi elaborada uma proposta para implementar um sistema
de monitoramento da cidade (ESTRABOU, 2009).

No Brasil, Saiki et al. (2007) realizou um trabalho para determinar os elementos traco
presentes em Canoparmelia texana coletada em areas ndo poluidas da mata Atlantica e em 6
diferentes pontos do municipio de Santo André (SP). Os resultados confirmaram a utilidade da
espécie em técnicas de biomonitoramento de elementos traco presentes na atmosfera em areas
urbanas.

Na Regido Metropolitana de Sdo Paulo foi realizado um biomonitoramento com C. texana
e foi possivel constatar que os poluentes encontrados acima dos niveis toleraveis estavam

associados ao complexo petroquimico, a atividade de uma metaldrgica e do alto trafego veicular.
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A partir da analise exploratéria dos resultados foi constatado que a rea apresenta grandes riscos
a salde humana quanto ao desenvolvimento de doencas cardiopulmonares (FUGA et al., 2008).

Apesar da discussdo existente em torno da importancia das &reas de preservagdo no meio
urbano, alguns estudos vém demonstrando sua importancia. Em Porto Alegre foi realizado um
levantamento de algumas espécies liquénicas com talo folioso e fruticoso que se desenvolvem no
cortex de algumas arvores do Jardim Botanico localizado na area urbana da cidade. Os
resultados mostraram a presenca de espécies tipicas de areas alteradas e de areas preservadas,
demonstrando a importancia das &areas de preservacdo em meios urbanos (LUCHETA &
MARTINS, 2009).

Na regido Nordeste, Caceres (1996) realizou um biomonitoramento passivo no campus da
UFPE. A éarea foi dividida em quadrantes onde foram coletadas duas espécies liquénicas
(Parmotrema praesorediosum e Leptogium sp) para deteccdo dos teores de clorofilas e feofitinas.
Os resultados demonstraram que as espécies comportaram-se de maneira semelhante
apresentando trés situacoes: baixos teores de pigmentos, teores de feofitinas (clorofila degradada,
pela perda do ion de magnésio contido no centro de sua estrutura quimica) quase iguais aos de
clorofilas, ou teores de feofitinas superiores aos de clorofilas. Todas as situacbes demonstram a
sensibilidade das espeécies aos poluentes provenientes do trafego de veiculos. O
biomonitoramento nesta area foi atualizado por Silva et al. (2009) através da determinacdo do
indice de Pureza Atmosférica (IPA). Em relacéo ao trabalho de 1996 constatou-se que a mudanca
paisagistica e o aumento do fluxo de veiculos com criacdo de novas rotas influenciaram na
reducdo da diversidade liquénica local.

Silva (2002) realizou um biomonitoramento da qualidade do ar usando o liquen C.
verticillaris no municipio de Jaboatdo dos Guararapes-PE. Os experimentos foram instalados

proximos aos monitores mecanicos da CPRH (Agéncia Estadual de Meio Ambiente e Recursos
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Hidricos) e, os resultados das anélises quimicas, fisiologicas e da superficie externa do liquen
foram comparados com os dados dos monitores mecénicos, sendo comprovada a utilidade do
liguen como biomonitor em area urbana.

Em Vertente do Lério, Agreste de Pernambuco, Cunha (2005) utilizou a mesma espécie
em &rea de extracdo e beneficiamento do calcério, delimitando &reas com distintos niveis de
poluicdo. Com objetivo similar, Mota-Filho et al. (2007) avaliaram a contaminagdo com chumbo
em Belo Jardim (PE), determinando a area de influéncia/abrangéncia do metal, quando utilizado
em fabricas a partir do seu reuso. Freitas (2006) também usou C. verticillaris para analisar a
qualidade do ar no Complexo Industrial e Portuario de Suape (PE), identificando os pontos e as
industrias mais impactantes da area, mediante respostas quimicas, fisiologicas e estruturais do
liguen. Em virtude da eficacia de C. verticillaris em experimento de transplante, bem como
ensaios sob condicOes laboratoriais, € prudente indicar o uso desta espécie, sempre que possivel.

Villarouco et al. (2007) realizaram um ensaio em laboratorio para avaliar o desempenho
de C. verticillaris submetida a estireno e ciclohexano. Os resultados demonstraram a sintese de
substancias intermediarias e diminuicdo da producdo de seu principal composto que é o acido
fumarprotocetrarico (FUM). Cruz et al. (2009) realizaram um estudo semelhante utilizando
Cladia aggregata como biomonitor. Este trabalho teve como finalidade identificar a toxidade do
formaldeido em ambientes fechados (indoor). Ao fim do experimento foi observado um
decréscimo na producao do acido barbatico, principal composto sintetizado pela espécie.

Neste contexto, Oliveira (2007) obteve resultados indicativos de pontos com distintos
niveis de poluicdo, no perimetro de uma industria petroquimica do Cabo de Santo Agostinho
(PE). Os contaminantes assimilados por C. verticillaris interferiram na producdo e/ou degradacéo
de pigmentos fotossintéticos (clorofilas e feofitinas), ou que interferiu no metabolismo da

espécie, sobretudo na producdo de fendis, substéncias protetoras e mantenedoras da integridade
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do talo. Esses produtos liberados no ambiente industrial podem ser resultantes de emissdes
fugitivas de produtos manufaturados naquela unidade, ou matéria prima usada para producgdo de
polimeros.

Por isso, este estudo continua no intento de quantificar a perda do FUM, composto
principal da espécie, correlacionando seus teores as linhas de producdo da industria. Ao mesmo
tempo, determinar em condicdo laboratorial, a resposta da espécie frente aos produtos
manufaturados, ou usados como matéria prima, isoladamente, para identificar os mais agressivos

e quais deles podem causar maiores danos ocupacionais, diretos ou indiretos.
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3MATERIAIS E METODOS
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3.1 Coleta e armazenamento do material liquénico

Cladonia verticillaris (figura 02) e seu substrato de origem (solo) foram coletados numa
mancha de Cerrado (tabuleiro) na Serra da Prata (9.022 latitude /36.792 longitude), no municipio
de Saloa - Agreste Pernambucano (figura 03). Apesar da area situar-se a 1086 m de altitude, e
apresentar relevo e clima favoraveis ao desenvolvimento de uma vegetacdo semelhante a mata
Atlantica, a presenca de Neossolos Quartzarénicos viabiliza o aparecimento de espécies
caracteristicas do Cerrado. A &rea foi selecionada para coleta por apresentar-se livre de fontes
emissoras de poluentes.

Os liquens e o solo foram acondicionados em caixas de papel a temperatura ambiente (28
+ 3°C) até sua utilizacdo. Parte do material encontra-se depositado no Herbario UFP do

Departamento de Botéanica da Universidade Federal de Pernambuco, voucher 59.258.

Figura 02: Cladonia verticillaris em ambiente natural — Saloa-PE
Foto: Autora
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Fonte: Silva (2007)
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3.2 Avaliagcdo do material exposto ao ambiente industrial

Amostras de C. verticillaris foram monitoradas por 8 meses em ambiente industrial de
uma petroquimica no Cabo de Santo Agostinho (PE). Foram selecionados 12 diferentes pontos
(figura 04), em funcéo das unidades de producdo. Os experimentos foram montados a partir da
deposicdo dos liquens em recipientes plasticos cortados longitudinalmente, preenchidas com o

solo coletado em seu habitat natural.

PLANTA GERAL DA AREA
INDUSTRIAL E TERRENO

e e e —00-a01 /002

Figura 04: Planta da indUstria com localizacdo dos 12 pontos com experimentos.

Em trabalhos anteriores, analises de pigmentos fotossintéticos (clorofilas e feofitinas) e
fendis, demonstraram que 6 dos 12 pontos amostrados mereciam estudo detalhado, em funcéo das

respostas diferenciadas de C. verticillaris, destacados em azul na figura 04. Foram selecionados:
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ponto 07- pavimento superior da coagulacdo 2800 (figura 05); ponto 08 - Bomba de estireno
(figura 06); ponto 09 - Base da esfera de armazenamento (figura 07); ponto 10 - Area vegetada
utilizada como lazer (proximo & oficina COMAL - 2800) (figura 08); ponto 11 - Area vegetada
com viveiro de passarinhos utilizada como lazer (préximo a expedicao) (figura 09); ponto 12 -
Area de armazenamento da pirrolidina (area 2300) (figura 10)

As amostras de C. verticillaris, que foram expostas ao ambiente industrial em 06
diferentes pontos, foram avaliadas quanto ao teor de fendis corticais e medulares, com énfase a
producdo de sua principal substancia, 0 FUM e seus compostos minoritarios, o PRO e a
atranorina (ATR). As anélises foram feitas através da realizagdo de ensaios de CLAE no material
apos 1 e 8 meses de experimento como descrito no item 3.4.3, e CCD no material apos 8 meses

de experimento como descrito no item 3.4.2., com finalidade de identificar areas de possiveis

riscos de intoxicacao ocupacional.

Figura 05: Ponto 07-pavimento superior da Figura 06: Ponto 08- Bomba de estireno
coagulacdo 2800 Foto: Martins & Lima (2005)
Foto: Martins & Lima (2005)



Figura 08: Ponto 10- Area vegetada utilizada
para lazer (proximo a oficina Comal - 2800)
Foto: Martins & Lima (2005)

Figura 07: Ponto 09-Base da esfera de
armazenamento do estireno
Foto: Martins & Lima (2005)

Figura 09: Ponto 11- Area vegetada com viveiro de Figura 10: Ponto 12- Area de armazenamento da
passarinhos utilizada para lazer (proximo a pirrolidina (area 2300)

expedicdo) Foto: Martins & Lima (2005)

Foto: Martins & Lima (2005)
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3.3 Ensaios sob condiges laboratoriais

Para 0 estudo da acdo isolada de cada substéncia da linha de producdo na industria
petroquimica sobre C. verticillaris, a espécie foi submetida em laboratério a diferentes
experimentos com estireno ou pirrolidina.

Tufos com cerca de 10g de Cladonia verticillaris (Raddi) Fr., foram dispostos sobre 320 g
do seu substrato (solo) e acondicionados em recipientes com cUpula transparente, localizados sob
condigdes naturais de luminosidade (figura 11).

No experimento controle borrifaram-se aproximadamente 2mL de agua deionizada e, no
material teste aproximadamente 2 mL de estireno ou pirrolidina, a cada 5 dias, por 15 dias
consecutivos (figura 12).

Foram coletadas amostras de C. verticillaris ap6s 3, 5, 10, 15 e 30 dias, que foram

submetidas a extracdo e analise de seus compostos.

Figura 11: Montagem do experimento com Figura 12: Experimento sendo borrifado
C. verticillaris em laboratério com agua ou contaminante

No fim do experimento (ap6s um més de montagem), o material foi submetido a analise

de clorofilas e feofitinas e analise morfolégica em lupa.
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3.4 Analise morfologica e quimica do material teste

3.4.1 Obtencao dos extratos organicos - fenois corticais e medulares

Os fendis corticais foram obtidos mediante lavado superficial do talo liquénico com
acetona, durante 30 min (figura 13). Em seguida, 0 mesmo talo foi submetido a maceracdo no
mesmo solvente por 24 horas para obtencdo dos fendis medulares. Todos os extratos foram

evaporados a temperatura ambiente (28 + 3°C) e analisados por cromatografia.

Figura 13: Extracao dos fenois corticais e medulares de Cladonia verticillaris

3.4.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)
Os extratos organicos foram submetidos a CCD ascendente, unidimensional
(CULBERSON, 1972). Amostras foram aplicadas sobre placas de silica Gel Fys4+366 Merck, e

desenvolvidas nos sistema de solventes B (hexano/ éter dietilico/ acido férmico, 130:80:20, v/v).
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Apos evaporacdo dos solventes as placas foram reveladas sob luz UV curta e longa (figura

14), e posteriormente pulverizadas com acido sulfurico a 10%, e aquecidas a 100°C por 20

minutos (figura 15).

Figura 15: Chapa aguecedora
das placas cromatograficas

|
Figura 14: Camara de luz

3.4.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os ensaios em CLAE seguiram a metodologia de Legaz e Vicente (1983), em
cromatografo liquido Hitachi acoplado em detector de UV a 254nm, coluna C18 de fase reversa,
usando metanol/ agua/ acido acético (80:19,5:05, v/v) como fase movel, em sistema isocratico
(figura 16).

Os resultados foram avaliados mediante tempo de retencdo das substancias na coluna e,

area dos picos cromatograficos, comparados ao do padrdo de FUM.

Figura 16: Cromatdgrafo liquido
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3.4.4 Determinacao dos teores de pigmentos fotossintéticos

As clorofilas e feofitinas foram obtidas através de extragdes realizadas com 200mg de talo
imersos em 10mL de acetona a 80%, mantidos no escuro por 48 horas. Apos este periodo o
material foi filtrado e lido em espectrofotometro BIOCHORM, modelo Libra 522 (figura 17) em
quatro comprimentos de onda (536nm, 645nm, 663nm e 666nm). Os resultados das leituras
foram aplicados nas seguintes formulas para obtencdo dos teores de clorofilas a e b (HILL, 1963)
e feofitinas a e b (VERNON, 1960).

Clorofila a: 12,7 x A663 — 2,69 x A645 Feofitina a: 21,67 X A666 - 17,42 x A536

Clorofila b: 22,9 x A645 — 4,80 x A663 Feofitina b: 31,90 x A536 - 13,40 x A666

Figura 17: Espectrofotbmetro

3.4.5 Avaliacdo morfoldgica de amostras submetidas a contaminantes
O material proveniente do experimento em laboratorio foi visualizado e fotografado em

lupa (modelo: Leica - zoom 2000) (figura 18), com finalidade de identificar alteracfes visiveis
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macroscopicamente quanto & morfologia externa e coloracdo, do liquen submetido aos

contaminantes.

Figura 18: Lupa estereoscopica



4 RESULTADOS E

DISCUSSAO
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4.1 Andlise do material exposto ao ambiente industrial

Avaliando a natureza dos pontos, o ponto 07 (figura 05) foi selecionado para realizacdo de
ensaios quantitativos por ter apresentado em dois meses producgéo de clorofilas semelhante ao
material tempo zero (aproximadamente 2,5 mg/mL), e producdo do acido fumarprotocetrarico
(FUM) e acido protocetrarico (PRO) ao longo dos oito meses de experimento (OLIVEIRA,
2007).

Os pontos 08 (figura 06) e 09 (figura 07) apesar de aparentemente estarem expostos ao
mesmo poluente, apresentaram comportamentos distintos quanto a producdo de fenois; no 08
constatou-se a sintese do FUM e do PRO; no 09 houve apenas a sintese do PRO (OLIVEIRA,
2007) merecendo uma averiguacdo mais minuciosa.

Os pontos 10 (figura 08) e 11(figura 09) estdo em areas vegetadas, utilizadas para lazer
dos funcionarios da industria. Neles tambem foram detectados comportamentos diferenciados,
sendo identificadas no ponto 11 altas concentracfes de feofitinas e auséncia do FUM.

O ponto 12 (figura 10) foi o que apresentou o pior desempenho sendo constatada a
auséncia da producdo de fenois apds oito meses de exposi¢do ao ambiente industrial. Esta area é
considerada de alto risco de contaminacao ocupacional por armazenar pirrolidina.

Estudos prévios apontam que os fendis participam no mecanismo de defesa do talo
liguénico frente a agressdes ambientais, como o estresse hidrico, contaminacdo do ar e radiacao
(LAWREY, 1986; RUNDEL, 1987). Estas substancias sdo produzidas em locais especificos no
talo, e apos biossintese no interior do micobionte, sdo excretadas e cristalizadas na superficie da
hifa dos fungos, funcionando como fotoprotetores ou fotoindutores (SEAWARD,1977,

NASH,1996; MAZZITELLI et al., 2006).
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O principal composto produzido por Cladonia verticillaris € o FUM, mas estdo presentes
também no seu talo o PRO e a ATR (AHTI et al., 1993).

Ensaios de CLAE utilizando o FUM como padrdo e extratos dos fendis totais do liquen
antes da exposicdo ao ambiente industrial (tempo zero) indicaram que o FUM teve tempo de
retencdo de 4,61 min (figura 19 a). C. verticillaris logo ap6s a coleta (tempo zero) apresentou um
pico com tempo de retencdo aos 5,12 min (figura 19 b) que refere-se a um teor de 0,8 mg/mg de

FUM.

FUM a i Tempo zero b

Absorbéncia (254 nam)
l'“:--Ifl'l_

p .

-
e — ——r—

Tenpo de relencdo (ndn)

¥

Figura 19: Cromatografia liquida de alta eficiéncia do padrdo (FUM) - a e de Cladonia verticillaris
tempo zero - b.
Legenda: absorbancia a 254 nm (eixo y) e tempo de retengdo em minutos (eixo x).

Apo6s um més de experimento todas as CLAES referentes aos seis pontos apresentaram um
pico com tempo de retencdo que indicam a presenca do FUM (figura 20). Os teores encontrados

foram semelhantes a do material tempo zero (tabela 1).



42

P, | wpons

jjmi \555 7
- g T : &
Nt o N Ad
onto O Porto 08
: ¥
d

Ahzorhincia (254 )

y

-_— -

T
L2
CamfH

iy . i
ol .3 ; \

Ponto 09 . " Panto 10

= o
A

e = ‘ F

"~
o
i

1
(2 ]

|
[(FE-':.W
r'_'-ll.i'l'
——
H a

Porto 11 Pontao 12

T

Tenpo de redeng i (naind

Figura 20: Cromatografia liquida de alta eficiéncia de Cladonia verticillaris apds um més de exposic¢éo ao
ambiente industrial.
Legenda: absorbancia a 254 nm (eixo y) e tempo de retengdo em minutos (eixo x).
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Tabela 1: Tempo de retencdo e concentracdo de FUM de C. verticillaris ap6s 1 e
8 meses de exposicdo ao ambiente industrial

Amostra Tempode Concentragio deFUM  Tempode  Concentragio de FUM
Eeteng 30 (min) (mg/mg) apds 1 még  Retengiio (min) (Mg/mgl apos § meses
1 més & meses
a7 5,29 0,90 4,54 0,50
0& 5,08 0,32 4,43 0,30
o9 514 0,95 3.15 -
10 4,82 0,69 4,52 0,90
11 4,93 0,71 6,05 -
12 4,770 0,86 7,19 -
Terpo zero 5,12 0,50

* concentracdo de FUM em mg de substancia por mg de talo.

ApoOs um més, os pontos 7, 8 e 9 pareceram mais preservados, pois o liquen produziu o
FUM em teores aproximados ao do material logo apos coleta; ja os pontos 10, 11 e 12 o0s picos
dos cromatogramas tém tempo de retencdo inferior ao do FUM e com teores desta substancia
também reduzidos. E possivel que nesta etapa tenha havido uma diminuicio da sintese do FUM,
ou sua degradacéo no interior da célula, fato também reportado para esta espécie por Silva (2002)
quando submeteu a espécie a ambiente urbano em Jaboatdo dos Guararapes.

E possivel que apds oito meses de exposi¢do, os contaminantes e agentes atmosféricos
tenham influenciado no funcionamento de C. verticillaris. A CLAE relativa ao material liquénico
posicionado no ponto 07 por oito meses (figura 21 a) apresenta um pico com tempo de retencao
de 4,84 min, sendo o teor do FUM nesta amostra de 0,5 mg/mg (tabela 1). Estes dados confirmam
as observacdes de Oliveira (2007), que além de avaliar qualitativamente os fendis de C.
verticillaris submetida ao ambiente industrial, também analisou a producdo de pigmentos

(clorofilas e feofitinas) e constatou apds o sétimo més de exposi¢do, uma producdo de clorofilas
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(2,5 g/L) igual a do material tempo zero, evidenciando que apesar da diminui¢do do teor de FUM,
o local apresenta boa qualidade do ar e baixos riscos de intoxicagdo ocupacional.

Ao se observar a CLAE de C. verticillaris posicionada no ponto 08 durante oito meses
(figura 21 b) é possivel identificar a presenca do FUM através do pico com tempo de retencao
4,43 min. O teor do composto passou de 0,82 mg/mg para 0,3 mg/mg (tabela 1) demonstrando
que apesar da diminuicdo da producdo do composto, o liquen esta sintetizando sua principal
substancia.

Na CLAE de C. verticillaris posicionada no ponto 09 ap6s um més de exposicao o teor de
FUM era de 0,95 mg/mg. (tabela 1), ap6s oito meses de exposi¢do ocorre apenas um pico com
tempo de retencdo semelhante ao do PRO (figura 21 c) confirmando o resultado da anélise
qualitativa. A sintese do fumarprotocetrarico é precedida pela formacdo da atranorina que em
etapas sucessivas gera o acido hipoprotocetrarico e seu aldeido, que vdo dar origem ao acido
protocetrarico. A partir do acoplamento de uma porcdo de fumarato ao PRO é que o
fumarprotocetrarico € sintetizado (PEREIRA et al., 1999). Para isto € necessario o envolvimento
de enzimas nas etapas metabdlicas (FONTANIELLA et al., 2002). Este processo pode ser
induzido ou inibido por algum ion poluente (SILVA, 2002; MOTA-FILHO, 2006). Certamente o
material foi submetido aos vapores de estireno, ja que o experimento foi montado na base da
esfera de armazenamento do material e, por isso, captou o produto volatilizado, que atuou em
alguma etapa biossintética. Tais disfuncdes apresentadas pelo liquen sugerem que a area
apresenta riscos de intoxicacdo aos trabalhadores.

No ponto 10, apds oito meses de experimento observa-se na CCD (figura 22), a presenca
de uma banda referente ao FUM. E este resultado é ratificado pela CLAE (figura 21 d) onde
ocorre a presenca de um pico com tempo e retencdo 4,82 min e um teor de 0,9 mg/mg (tabela 1)

de FUM. Neste ponto houve até um aumento da sintese do FUM ja que apds um més de
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exposic¢éo foi registrado o teor de 0,62 mg/mg nesta amostra (tabela 1). Os valores encontrados
apos o periodo de exposicdo sdo semelhantes aos da amostra tempo zero (0,8 mg/mg), fato que
comprova que o material ndo sofreu alteracBes fisioldgicas. Portanto, entre 0s pontos
selecionados, 0 10 demonstrou maior salubridade dentre os demais e, pode ser considerado livre
dos riscos de contaminagdo ocupacional.

J& no ponto 11 apesar de ser uma area também vegetada e considerada de lazer, na CCD
(figura 22) identificou-se apenas a presenca de uma banda referente ao PRO. Na CLAE (figura
21 e) resultante do material ap6s um més de exposicdo foi detectado um teor de 0,71 mg/mg,
apos oito meses (tabela 1) ndo foi identificado nenhum pico com tempo de retencdo semelhante
ao do FUM demonstrando a auséncia deste composto na amostra. A contaminagéo deste local se
deu possivelmente em decorréncia dos vapores trazidos pelos ventos da area de armazenamento
da pirrolidina, sendo portanto, considerada com alto risco de contaminacdo ocupacional.

O ponto 12 foi o que apresentou maiores disfuncdes a partir da analise qualitativa, ja que
na CCD (figura 22) ocorreu a auséncia de bandas. Na CLAE do material ap6s um més de
experimento foi constatado um teor de 0,86 mg/mg de FUM (tabela 1), apds oito meses de
experimento ndo foi identificado nenhum pico com tempo de retencdo semelhante aos principais
compostos sintetizados por C. verticillaris (figura 21 f). O local provavelmente apresenta altos
teores de vapores da pirrolidina, ja que é a area de estocagem do produto. Estes vapores também
podem estar sendo transportados pelos ventos e contaminando as proximidades do pontoll, pois
esta area € vegetada e teoricamente ndo deveria apresentar indicios de disfungdes fisiologicas,
mas as analises constataram tais alteracdes no material exposto. Cunha et al. (2007) ao estudar 0s
riscos de contaminacdo de uma area de beneficiamento de calcario, em Vertente do Lério,

observaram que os pontos onde houve maiores alteracGes fisioldégicas em C. verticillaris, foram
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0s proximos aos locais de emissdo do material particulado, ou a favor da dire¢cdo predominante

dos ventos, demonstrando a influéncia dos fatores meteoroldgicos na disperséo de poluentes.
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Figura 21: Cromatografia liquida de alta eficiéncia de Cladonia verticillaris ap6s oito meses de exposi¢éo
em diferentes pontos de ambiente industrial.

Legenda: absorbancia a 254 nm (eixo y) e tempo de retengdo em minutos (eixo x).

Analisando a CCD dos liquens dos pontos selecionados (figura 22), pode-se observar nos
pontos 07 e 08 duas bandas bem definidas referentes ao FUM e ao PRO, respectivamente. Nos
pontos 09 e 11 observa-se a auséncia do FUM e ocorre apenas uma banda referente ao PRO. No

ponto 10 ocorre a presenca do FUM e no 12 tem-se a auséncia de bandas indicativas de produtos
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sintetizados pela espécie. O cromatograma ndo apresenta bandas referentes a substancias

intermediarias de biossintese dos acidos mencionados.
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Figura 22: CCD fenois totais do material ap0s oito meses de exposicdo ao ambiente industrial. A-padrédo
atranorina, F-padrao fumarprotocetrarico, P-padrdo protocetrarico. 07- Pavimento superior da coagulacéo,
08- bomba de estireno, 09- base da esfera de armazenamento do estireno, 10- area vegetada préximo a
oficina, 11- area vegetada proximo & expedicdo, 12- area da pirrolidina Ao alto das placas, a refere-se ao

cromatograma apdés reacdo de coloracdo das bandas; b a placa visualizada sob luz UV.

Ap0s oito meses de exposicao, todas as amostras parecem muito alteradas, algumas com

baixissimos teores de FUM, outras parecem ndo conter mais esta substancia, apenas com

produtos de degradacdo e/ou intermediarias de sua biossintese. E possivel identificar os pontos 9,

11 e 12 como mais afetados seguidos pelo 8 e 7.
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4.2 Andlise do material submetido ao estireno e a pirrolidina em condicdes

laboratoriais

Para certificar que os produtos manufaturados e/ou estocados na indUstria petroquimica
sd0 os responsaveis pela perda da salubridade do ar, em determinados pontos do ambiente
industrial, selecionaram-se o estireno e a pirrolidina para estudo em condicdes laboratoriais.

Ensaios de CCD foram conduzidos com extratos dos fendis corticais e medulares de C.
verticillaris, submetidas aos contaminantes por 30 dias.

Na cromatografia referente aos fenois corticais de C. verticillaris submetida ao estireno
(figura 23), 0 FUM e o PRO estiveram presentes em todos os pontos; a ATR néo foi detectada em
nenhuma amostra. Nos cromatogramas percebe-se o aparecimento de bandas intermediarias da
sintese do FUM em todos os pontos, demonstrando desequilibrio ou interrupcao de sintese desta.
Estas bandas se evidenciam no material controle apds o 10° e 30° dias, a0 passo que no
experimento com estireno tais bandas se apresentaram logo no inicio (3° e 5° dias) do periodo de
exposicdo, demonstrando a sensibilidade do liquen a substancia.

A producédo do FUM é precedida pela sintese da ATR e do PRO. A presenca de bandas
com Rf préximo ao do padrdo da ATR sugere a presenca desta substancia nos fendis medulares
de C. verticillaris submetida ao estireno (figura 24), demonstrando que a sintese do FUM esta
sendo prejudicada, ja que as bandas referentes a este composto se apresentam menores e mais
claras, dando indicios de baixas concentragdes desta substancia.

Resultado semelhante foi obtido por Mota-Filho et al. (2007) ao realizar um
biomonitoramento no municipio de Belo Jardim — PE, detectando nos cromatogramas a presenca

de bandas intermediarias da biossintese do FUM, concluindo que a producdo dos compostos



49

principais pode ter sido bloqueada pela acdo dos poluentes, ja que em suas analises observou-se a
presenca marcante da ATR (precursora do FUM) e auséncia do FUM. Alteragdes na producéo de
fendis pela mesma espécie também foram constatadas por Silva (2002) em ambiente
urbano/industrial €, em experimentos sob condi¢des laboratoriais para analise do efeito do acetato
de chumbo. Nos seus cromatogramas foram detectadas bandas mal definidas referentes ao FUM,
e tracos de ATR, demonstrando distarbios semelhantes ao efeito do estireno no seu metabolismo.
Villarouco et al. (2007) ao realizar experimentos em laboratorio, submetendo C. verticillaris ao
estireno ou ciclohexano constataram atraves de CCD, auséncia ou bandas mal definidas de FUM
no liquen submetido ao estireno; o estudo também identificou o ciclohexano como sendo mais
danoso a C. verticillaris do que o estireno confirmando a utilidade do liquen na realizagdo de

ensaios de biomonitoramento.
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Figura 23: Cromatogramas de extratos de fendis corticais de Cladonia verticillaris submetida ao estireno
em condicBes laboratoriais. Legenda: A-padrdo atranorina, F-padrdo fumarprotocetrarico, P-padréo
protocetrarico, TZ-tempo zero, C3-controle 3 dias, C5-controle 5 dias, C10-controle 10 dias, C15-controle
15 dias, C30-controle 30 dias, E3-estireno 3 dias, E5-estireno 5 dias, E10- estireno 10 dias, E15-estireno
15 dias, E30-estireno 30 dias; a refere-se ao cromatograma apos reagdo de coloracdo das bandas; b a placa

visualizada sob luz UV.
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Figura 24: Cromatogramas de extratos de fendis medulares de Cladonia verticillaris submetida ao estireno
em condicBes laboratoriais. Legenda: A-padrdo atranorina, F-padrdo fumarprotocetrarico, P-padrdo
protocetrarico, TZ-tempo zero, C3-controle 3 dias, C5-controle 5 dias, C10-controle 10 dias, C15-controle
15 dias, C30-controle 30 dias, E3-estireno 3 dias, E5-estireno 5 dias, E10- estireno 10 dias, E15-estireno
15 dias, E30-estireno 30 dias; a refere-se ao cromatograma ap0s reagdo de coloracdo das bandas; b a placa

visualizada sob luz UV.

No experimento realizado com pirrolidina, observa-se no cromatograma dos fendis
corticais (figura 25) a presenca do FUM e do PRO apenas no material controle. No material
submetido a pirrolidina ocorrem duas bandas referentes aos padrbes e outra banda referente a
produtos de sintese intermediaria, apos cinco dias de experimento. No geral, as bandas de
substancias de sintese intermediaria ndo aparecem no cromatograma, diferentemente do que
ocorreu no experimento realizado com estireno. Mota-Filho et al. (2003) constataram em
Parmotrema praesorediosum coletada em locais poluidos da cidade do Recife, baixos teores de
fendis corticais quando comparadas ao material proveniente de areas livres de poluicdo. Tais
resultados ddo indicios de que a pirrolidina causa maiores danos do que o estireno, ja que o
material apresentou diminuicdo da sintese de substancias e auséncia de compostos apds o décimo
dia de experimento.

Quanto aos fendis medulares (figura 26) as bandas referentes aos padrdes apresentam-se
da mesma forma como descrito para os fendis corticais: a diferenca se dd no maior nimero de

bandas que representam as substancias intermediarias da sintese do FUM, além da presenca de



51

bandas de ATR nos pontos TZ, C3, C5 C10, C15 C30 E P3. Este fato se deu
predominantemente no material controle, diferente do que ocorreu nos fendis medulares do
experimento com estireno, onde bandas de ATR foram observadas em todos os pontos. Estes
resultados demonstram novamente que a pirrolidina causou maiores distdrbios fisiol6gicos em C.
verticillaris.

Como mencionado, os fendis participam no mecanismo de defesa do talo liquénico
migrando da medula para o cortex. Foi o que Oliveira (2007) constatou no material submetido ao
ambiente industrial durante oito meses. No experimento realizado em laboratério com pirrolidina
observa-se a concentracdo de fenois na medula e ndo no cortex. Deve-se levar em consideracao
que o material exposto ao ambiente industrial esteve sujeito as chuvas que ocorreram ap0s quatro
meses de montagem do experimento havendo, portanto, a lavagem superficial do talo
revigorando seu metabolismo. No experimento com pirrolidina observou-se uma concentragdo
dos fenois na medula caracterizando fragilidade no liquen. Ja a translocacédo para o cortex foi

inibida como forma de protecéo de sua porg¢éo central.
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Figura 25: Cromatogramas de extratos de fendis corticais de Cladonia verticillaris submetida a pirrolidina
em condicGes laboratoriais. Legenda: A-padrdo atranorina, F-padrdo fumarprotocetrarico, P-padréo
protocetrarico, TZ-tempo zero, C3-controle 3 dias, C5-controle 5 dias, C10-controle 10 dias, C15-controle
15 dias, C30-controle 30 dias, P3-pirrolidina 3 dias, P5-pirrolidina 5 dias, P10-pirrolidina 10 dias, P15-
pirrolidina 15 dias, P30-pirrolidina 30 dias; a refere-se ao cromatograma apds reacdo de coloracdo das

bandas; b a placa visualizada sob luz UV.
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Figura 26: Cromatogramas de extratos de fendis medulares de Cladonia verticillaris submetida a
pirrolidina em condicGes laboratoriais. Legenda: A-padrdo atranorina, F-padrdo fumarprotocetrarico, P-
padrdo protocetrarico, TZ-tempo zero, C3-controle 3 dias, C5-controle 5 dias, C10-controle 10 dias, C15-
controle 15 dias, C30-controle 30 dias, P3-pirrolidina 3 dias, P5-pirrolidina 5 dias, P10-pirrolidina 10 dias,
P15-pirrolidina 15 dias, P30-pirrolidina 30 dias; a refere-se ao cromatograma ap6s reacdo de coloracdo

das bandas; b a placa visualizada sob luz UV.

Aspectos como aparéncia externa dos liquens, cor alterada e aparéncia quebradica podem
evidenciar a ocorréncia e efeito da poluicdo de um determinado lugar (MAZZITELLI et al.,
2006). Em relacdo as alteragdes morfoldgicas, foi constatada uma mudanca na cor do material
submetido ao estireno e a pirrolidina (figura 27). Na figura 27 A observa-se C. verticillaris
submetida a &gua deionizada (material controle), na figuta 27 B, o liqguen submetido ao estireno e,
na figura 27 C o experimento com pirrolidina. Apdés um més de experimento, o material
submetido a agua manteve sua coloracdo verde clara enquanto que o exposto ao estireno mudou
para acinzentado; ja o material borrifado com pirrolidina foi 0 que apresentou maiores alteracdes
passando para a cor marrom.

Resultado semelhante foi encontrado por Le Blanc (1971 apud MAZZITELLI et al.,
2006), que através do estudo de comparacdo fotografica, constatou mudancas na coloracdo do
talo de Parmelia sulcata para amarelo, rosa ou marrom, dependendo do tempo de exposi¢cdo ou

distancia de uma fabrica de aluminio. Brodo (1961 apud MAZZITELLI et al., 2006) também
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notou mudanca de cor do material liquénico ao realizar um biomonitoramento ativo em &rea
urbana. ApoOs quatro meses de exposi¢do constatou que Parmelia caperata tornou-se branca, e
Lecanora leptyrodes apresentou descoloracdo do talo, e seus apotécios ficaram brancos e secos.
Freitas (2006) ao realizar um biomonitoramento no complexo portuario e industrial de Suape,
detectou mudanca da coloracdo de todas as amostras de C. verticillaris apds 12 meses de
exposi¢cdo ao ambiente. O material passou de verde claro para tons de marrom, € nos pontos mais
criticos apresentou-se seco e quebradico.

Os danos morfolégicos podem trazer prejuizos ao processo de fotossintese, ja que existe
uma correspondéncia entre acumulacdo de poluentes e morte das células (MAZZITELLI et al.,

2006).

Figura 27: Imagem em lupa estereoscdpica de Cladonia verticillaris ap6s um més de exposicao,

sob condigdes laboratoriais. A - material submetido & agua deionizada (controle), B - material
submetido ao estireno, C - material submetido a piorrolidina. Ap6s um més de experimento em

laboratério.

Como outro parametro de avaliagdo dos danos que contaminantes de indUstrias
petroguimicas podem causar a sistemas vivos, optou-se por quantificar pigmentos fotossintéticos,

as clorofilas e feofitinas.
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Sabe-se que os poluentes ao penetrarem nas células, destroem as clorofilas, geralmente
degradando-as a feofitinas (MOTA-FILHO et al., 2003; 2007), quando isto ocorre, a principal
reacdo quimica da célula, a fotossintese € imediatamente prejudicada, pois a destruicdo das
clorofilas impede uma eficiente sintese dos carboidratos, que oferecem o esqueleto carb6nico
formador dos metabdlitos secundarios, as substancias liquénicas. Estas, quando cristalizadas no
interior do talo, protegem o liquen contra as adversidades climaticas, radiacdo e contaminantes
atmosféricos (NASH, 1996).

Analisando a produgéo dos pigmentos (clorofilas e feofitinas) de C. verticillaris resultante
do experimento em laboratorio (figura 28), foi detectada no material tempo zero uma
concentracdo de 3,4 g/L de clorofilas totais e 3,37 g/L de feofitinas totais. No material controle
houve uma diminuicdo na sintese dos pigmentos passando para 1,5 g/L de clorofilas e 1,9 g/L de
feofitinas. Comportamento semelhante ocorreu no material submetido ao estireno 0,77g/L de
clorofilas e 0,96 g/L de feofitinas, além de ser identificado em ambos, niveis de feofitina acima
dos de clorofila.

O material submetido a pirrolidina apresentou um comportamento diferenciado quanto a
producdo de feofitinas. Apds um més de exposicdo ao poluente, C. verticillaris manteve o nivel
de producdo de clorofilas (3,11 g/L), mas apresentou uma producdo exacerbada de feofitinas
(15,20 g/L). A clorofila € degradada em feofitina a partir da acdo de poluentes que promovem a
perda de ions de magnésio havendo a acidificacdo da célula. Sdo considerados casos de danos
extremos quando os niveis de feofitina apresentam-se muito acima dos de clorofila
(RICHARDSON; PUCKETT, 1973).

Freitas (2006), ao utilizar C. verticillaris num biomonitoramento em SUAPE, constatou
teores de feofitinas acima dos de clorofilas em experimento instalados na area de contaminacao

com hidrocarbonetos. Céaceres (1996) também identificou teores de feofitinas acima dos de
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clorofilas em Parmotrema praesoredium proveniente de alguns pontos do campus da UFPE, e
considerou essas areas como sendo de nivel de poluicdo elevada resultante do trafego veicular.
Dessa forma, a quantificacdo de pigmentos (clorofilas e feofitinas) pode ser considerada
como mais um parametro de avaliacdo da qualidade do ar nas préaticas de biomonitoramento com
liquen, j& que antes das células serem destruidas elas perdem gradualmente sua atividade e,
modificam a producdo dos pigmentos. Tal reacdo permite a deteccdo precoce de alteracdes na
qualidade do ar, antes que os niveis de poluentes se tornem mais nocivos (KAUPPI, 1980, apud

MAZZITELLI et al., 2006).
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Figura 28: Teor de clorofilas e feofitinas de Cladonia verticillaris tempo zero (TZ), apds um més de

submissao a agua deionizada (Cont), estireno (Est) e pirrolidina (Pir).

Mais uma vez, os resultados apontam a pirrolidina mais prejudicial ao liquen do que o

estireno corroborando as andlises dos fendis da espécie.
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Através das analises realizadas, C. verticillaris demonstrou alteragdes no desempenho
fisiolégico no que se refere a producdo de fendis e pigmentos, nos 6 pontos monitorados na
industria petroquimica. Os resultados refletem as condi¢cBes de salubridade do ar, ja que o
funcionamento do liquen esta intimamente ligado a qualidade do ar.

Os experimentos localizados no pavimento superior da coagulagéo (ponto 07), na bomba
de estireno (ponto 08) e na area vegetada utilizada para lazer (ponto 10) apresentaram producédo
do seu principal composto (FUM) com teores proximos ao do material tempo zero, demonstrando
que o liquen ndo sofreu maiores alteracdes sendo, portanto, a area considerada salubre.

O material exposto na base da esfera de armazenamento do estireno (ponto 09), na area do
viveiro de passarinhos (ponto 11) e na area de armazenamento da pirrolidina (ponto12) nédo
apresentaram teores da FUM, demonstrando colapso apos o fim do periodo de exposicdo. Tais
areas sdo consideradas de risco de intoxicacdo ocupacional.

Nos experimentos realizados em laboratério C. verticillaris apresentou disturbios
fisiologicos quando submetida ao estireno e a pirrolidina. No experimento com estireno as
disfuncdes em C. verticillaris sdo identificadas a partir da presenca de substancias de sintese
intermediaria, mudanca de cor de verde claro para cinza e diminuicdo da sintese de clorofilas e
feofitinas, alem de uma maior producéo de feofitinas do que de clorofilas. No material submetido
a pirrolidina observou-se a auséncia do FUM e do PRO nas CCDs, mudanca da coloracdo de
verde claro para marrom escuro e aumento exacerbado da producdo de feofitinas. Desta forma
pode-se dizer que a pirrolidina causou maiores danos a C. verticillaris e pode ser mais danosa
também aos seres vivos. Assim 0s experimentos de quantificacdo de pigmentos, além da deteccdo
precoce da acdo de contaminantes, corroboram os dados obtidos nas analises de fendis.

Comparando-se os resultados do material exposto ao ambiente industrial com o liquen

submetido aos contaminantes em laboratorio, observou-se na CLAE e na CCD do material da
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base da esfera de armazenamento do estireno (ponto 09) auséncia dos teores de FUM ap0s oito
meses de exposicdo ao ambiente industrial. No material submetido ao estireno em laboratorio, a
CCD apresentou bandas referentes ao FUM, porém estas apresentaram-se mal definidas
demonstrando disfungdes do liquen.

Na area de armazenamento da pirrolidina (ponto 12) a CLAE e a CCD demonstraram a
auséncia do FUM no liquen apds oito meses de exposi¢cdo, a CCD do experimento submetido a
pirrolidina em laboratério também apresentou auséncia de FUM ap6s um més de submissao.

A auséncia de producgdo do FUM de C. verticillaris submetida ao ambiente industrial e
aos produtos quimicos especificos em laboratorio, demonstra que existe uma correspondéncia
entre os resultados, confirmando o estireno e a pirrolidina como poluentes na industria. A
pirrolidina apresentou-se mais danosa aos liquens, sendo seu local de armazenamento (ponto 12)

considerado de maior risco de contaminacdo ocupacional entre 0s pontos monitorados.
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