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RESUMO

A presenca de 22% de etanol na formula da gasolina brasileira potencializa a
probabilidade de compostos hidrocarbonetos monoaromaticos (BTEX) atingirem o lengol
freatico a partir de derramamentos de gasolina. Dentre estes compostos o benzeno ¢
considerado o mais toxico devido ao seu elevado potencial cancerigeno. Este fato, aliado
as dificuldades encontradas para a biorremediacdo natural dos BTEX na presenca do
etanol demandam a necessidade de estudos visando o desenvolvimento de tecnologias
alternativas para a remog¢ao destes compostos a partir de dguas subterraneas.

A fitorremediacdo, que pode ser definida como a selecdo e utilizagdo de espécies de
plantas para seqiiestrar, assimilar, transformar e também decompor certos contaminantes,
¢ um processo natural que oferece a possibilidade de uma a¢ao eficaz na remediacao de
solos, sedimentos e sistemas de aqiiiferos contaminados. O chordo (Salix babylonica),
espécie de arvore muito comum no Brasil, reune uma gama de caracteristicas que a torna
muito atrativa para ser utilizada em projetos que visem remediar locais contaminados por
derramamentos de gasolina.

O presente trabalho se baseou no cultivo de estacas desta espécie em solug@o hidropdnica,
adicionada de etanol e benzeno. Os resultados revelaram redugdes de até 99% para ambos
os contaminantes. Tal resposta foi devida a transpiracao das estacas, que influenciou
significativamente o comportamento dos contaminantes nos reatores. Resultados
adicionais para a fitotoxicidade do etanol demonstraram que a transpiragao das estacas foi
afetada somente quando atingiu-se a dosagem de 2000 mg/L. Apesar de preliminar, este
estudo revela o potencial do chordo para a remediacdo de aqiiiferos rasos e também
discute as implicacdes da utilizagdo desta tecnologia sobre o meio ambiente.

PALAVRAS-CHAVE: Chorio, Fitorremediagdo, Aguas Subterraneas, Etanol, Benzeno.
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INTRODUGAO

O efeito sinergético da interagdo planta-microorganismos para o controle potencial da
poluicdo do meio ambiente tem sido demonstrado de forma crescente nesta ultima
década. Pesquisas tem relatado que poluentes como metais pesados e compostos quimicos
de origem organica podem ser absorvidos, destoxificados e mineralizados nos tecidos
vegetais e na rizosfera de espécies de plantas aquaticas, herbaceas, arbustivas e arboreas
(Walton e Anderson, 1990; Anderson e Walton, 1993; Nair et al., 1993; Burken, 1996;
Moreno,1998).

Por exemplo, nos Estados Unidos a fitorremediagdo tem mostrado a sua eficidcia em
estudos em escala piloto e de campo onde se mostrou bastante adequada para o
tratamento de locais cuja contaminag¢do esteja localizada em baixas profundidades (< 5 m
profundidade); seja por poluentes orginicos moderadamente hidrofébicos (benzeno,
tolueno, xileno, solventes clorados, pesticidas, residuos de armamentos); por nutrientes
em excesso (nitratos, amonia e fosfato) ou por metais toxicos e radionuclideos (Hg, Pb,
Cd, Zn e "*’Cs) (Schnoor et al., 1995).

Existem basicamente trés mecanismos principais envolvidos na fitorremediacdo de
poluentes organicos: 1) absor¢do direta de contaminantes e subsequente transformagao e
acumulacdo de metabolitos ndo-fitotoxicos nos tecidos da planta; 2) estimulacdo da
atividade microbiana e de transformagdes bioquimicas na rizosfera através da liberacao
de exudatos e enzimas; e 3) intensificagdo da mineraliza¢do na interface solo-raiz
provocada pela associagdo simbiotica de fungos micorrizicos e colonias de bactérias nas
raizes (Anderson e Walton,1995; Schnoor et al., 1995; Nyer e Gatliff,1996). Além da
biomassa vegetal representar 99 % da biomassa viva do planeta terra e um valor 100
vezes superior a biomassa de microorganismos, as plantas estdo envolvidas em
numerosos processos que tem uma relacdo muito intima com o destino dos residuos
quimicos despejados no meio ambiente (Nelessen e Fletcher, 1993). A figura 1 mostra os
principais mecanismos da fitorremediagdo para uma espécie arborea adaptada a locais que
costumam ficar saturados de agua (adaptado de Schnoor et al., 1995).

Figura 1:Fluxo de massa do oxigénio, da agua e de compostos quimicos em uma
espécie arborea.
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A familia Salicaceae ¢ composta por espécies vegetais que toleram ambientes saturados
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de dgua. Exemplos tipicos de arvores desta familia, segundo Reitz (1983), sdo o chordo
(Salix babylonica), o salseiro (Salix humboldtiana) e o choupo (Populus sp.) que, em
termos fisiologicos, apresentam caracteristicas que os tornam bastante atrativos para
serem utilizados em projetos de fitorremediacdo como: 1. absorcao direta de compostos
organicos e posterior transforma¢do a metabolitos menos toéxicos (Burken, 1996;
Moreno,1998); 2. habilidade em oxigenar a rizosfera, o que viabiliza aerobicamente a
mineralizacdo de compostos organicos (Schnoor et al., 1995); 3. liberacdo de exudatos e
incremento de matéria organica que estimulam a atividade degradatoria de consorcios de
microorganismos na rizosfera (Schnoor et al,1995; Jordhal et al, in press); e 4.
transpiragdo elevada, que pode influenciar o gradiente hidrdulico de aquiferos e,
consequentemente, limitar e controlar o transporte de contaminantes organicos no solo
(Burken, 1996; Nyer e Gatliff, 1996).

O objetivo principal deste trabalho foi investigar o potencial do chorao (Salix babylonica-
Linnaeus), uma espécie de arvore muito comum no Brasil, no processo de absor¢ao direta
pelas raizes do benzeno e do etanol em sistemas de cultivo hidroponico, como uma etapa
inicial no estudo da fitorremediacdo. Adicionalmente, o trabalho se propds a verificar o
potencial fitotoxico do etanol que, devido a sua alta solubilidade em agua, ¢ passivel de
ser encontrado em concentragdes bastante elevadas em aqiiiferos subterraneos a partir de
derramamentos de gasolina.

MATERIAIS E METODOS
Enraizamento e Propagacao das Estacas (ramos)

Estacas, extraidas a partir do chordo (Salix babylonica Linnaeus), foram cortadas em
segmentos de 30 cm e selecionados para um didmetro de aproximadamente 5 mm. Apds
enroladas com uma camada de 1 cm de fita teflon a uma altura de 15 cm a partir da sua
base, estas foram inseridas através do orificio de um tampdo previamente perfurado
(broca 6 mm) até que a camada de teflon se ajustasse perfeitamente ao diametro do
orificio. O enraizamento, sempre em numero de 15 estacas, ocorreu em erlenmayers de
500 ml (marca Vidrolabor) onde foram adicionados 400 ml de solugdo modificada de
Hoagland half strength (Hoagland e Arnon, 1950) com o pH ajustado para 6,0 com o
auxilio de NaOH a 0,IM e HCIl a 0,1 N (figura 2). O enraizamento das estacas foi
realizado em condi¢des de estufa por um periodo de 30 dias.

Experimentos de Absorgao Direta do Etanol e Benzeno

Os experimentos de absorc¢do direta utilizaram trés tratamentos: reatores com a presenca
de estacas, controles (sem estacas) e um tratamento somente com a presenca de raizes, o
qual foi preparado conforme o tratamento com a presenca de estacas, porém, sem a
porcdo superior da estaca, que foi excisada simultaneamente a adicdo do contaminante
nos reatores. A presenga isolada de raizes em meio hidropdnico possibilitou o
monitoramento das perdas de contaminantes organicos por processos abioticos como a
adsorcao destes ao tecido radicular (Burken, 1996). A transpiragdao, que se um constitui
um fator chave no processo de absorcdo direta dos contaminantes, foi monitorada em
todos os experimentos por gravimetria através de balanga analitica manual. A utilizagdo
de reatores completamente selados objetivou garantir uma maior precisao no
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monitoramento deste processo, assim como impedir perdas de &4gua através da
evaporagdo, o que poderia interferir no balango de massa no sistema. A presenga do papel
aluminio para o cultivo em hidroponia também impediu o crescimento de algas e, desta
forma, o fendmeno de fotooxidacdo. Para impedir a biodegradacdo de compostos
quimicos, anteriormente a adi¢do dos contaminantes e das estacas, os reatores foram
esterilizados em autoclave durante 15 minutos a 121°C e 100 Kpa.

O experimento com o etanol foi conduzido por um periodo minimo de 4 dias sob
condi¢des de estufa, onde os reatores foram organizados de modo aleatorio. A localizagdo
desta estrutura também foi orientada de modo a receber constante e uniformemente a luz
solar (Castellane e Araujo, 1995). A massa adicionada de etanol foi calculada
analiticamente como a massa necessdria para se alcangar uma concentracao ao redor de
1500 mg/L em 400 mL de solugdo nutritiva.

O experimento com o benzeno foi conduzido em regime semi-continuo com o objetivo de
simular uma situacdo real de contaminacdo de um aqiiifero supondo que o contaminante,
uma vez dissolvido na dgua, obedecesse o mesmo fluxo de deslocamento do lengol
freatico. Devido a caracteristica altamente volatil deste contaminante, o enraizamento das
estacas e a posterior montagem deste experimento transcorreram em ambiente fechado
com temperatura controlada para 25 °C. Doze lampadas fluorescentes (Phillips® ) com 40
watts cada garantiram um periodo de iluminacdo de 16 horas/dia no ambiente. O modelo
dos reatores para este experimento também foi modificado. Decidiu-se pela utilizagao de
frascos menores (volume total de 300ml) com tampa de teflon rosqueavel reforcada
apropriadamente no lado externo com uma camada de PARAFILM®. Todos estes
cuidados tiveram por objetivo minimizar o potencial de perda deste composto por
processos de volatilizacdo e adsor¢cdo. A massa adicionada de benzeno foi calculada
analiticamente como a massa necessaria para se alcangar uma concentracao ao redor de
20mg/L em 250mL de solugdo nutritiva. Devido a limitada solubilidade do benzeno em
agua (= 1700 mg/L), utilizou-se para a adi¢gdo do contaminante nos reatores uma solucao
estoque preparada a partir da adicdo deste composto em agua destilada até o ponto de
saturagdo. Previamente a sua adicdo nos reatores, a solu¢do estoque permaneceu em
agitador orbital em ambiente fechado a 25 °C durante trés dias.

Figura 2:Visao esquematica da insercao das estacas de S. babylonica nos reatores
utilizados para os experimentos.
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Para a andlise dos contaminantes, aliquotas de 1 ml da fra¢do liquida foram retiradas de
cada reator em intervalos de 24 horas com auxilio de pipetas (Iml - Vidrex ) e
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transferidos para frascos de 20ml. Os frascos foram selados com o auxilio de lacradores
(Hewlett Packard-HP) e estocados em freezer a 4 °C para posterior andlise por
cromatografia gasosa. Analises do benzeno e do etanol foram realizadas em um
cromatografo a gis (CG) marca Hewlett Packard (HP) 5890 - Série II acoplado ao
aparelho “Headspace Sampler” HP 7694. A leitura no CG foi feita através de detector de
chama ionizada (FID), sendo as amostras injetadas em coluna capilar HP-1 (30m
comprimento, 0.53 mm de didmetro e 2.65 um de espessura, HP) com um fluxo de gas de
3 mL/min. As condi¢des de operagdo do aparelho foram as seguintes: temperatura do
forno de 90°C, temperatura do injetor de 225°C e temperatura do detector de 250°C.

A andlise estatistica destes experimentos utilizou uma a comparagdo das médias a andlise
de variancia em uma direcao (One-way - ANOVA). Os valores médios para a remocao do
etanol, em termos de massa, foram correlacionados em funcdo da transpiragdo através da
utilizacdo da regressdo linear e do coeficiente de correlacio (R?) (Rothman e Ericson,
1987).

Experimento de Fitotoxicidade com o Etanol

A metodologia utilizada neste experimento, que foi conduzido sob condigdes de estufa,
foi baseada em diferencas nas medidas de transpiragdo entre plantas dosadas com
concentragdes variadas de etanol e seus controles. A transpiracdo foi monitorada através
de balanca analitica manual e a massa adicionada de etanol (Merck) foi calculada como a
massa necessaria para que se alcangasse concentragdes de 500, 1000 e 2000 mg/L na
solucdo nutritiva. O ensaio foi realizado de modo semi-continuo sendo a solucao
totalmente substituida a cada nova dosagem com o etanol. A biomassa fresca total de
cada planta foi pesada antes do inicio das dosagens com o objetivo de se normalizar os
resultados obtidos para o volume de 4dgua transpirado por cada planta (em mL/dia). Desta
forma, pode-se minimizar as defasagens de volume de dgua transpirado ocasionados por
diferencas de biomassa entre cada planta e, assim, homogeneizar o conjunto de dados
para cada tratamento.

Este experimento adotou a mesma abordagem estatistica dos experimentos anteriores, no
entanto, por se tratarem de amostras dependentes, utilizou-se para a comparacdo das
médias o teste-t pareado (Rothman e Ericson, 1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Absorcao Direta do Etanol

Os resultados obtidos neste experimento demonstraram que o comportamento do etanol
na solugdo foi bastante influenciado pela presenca de estacas e também pela presenca
isolada de suas raizes. O tratamento com estacas, por exemplo, mostrou redugdes
marcantes da concentragao de etanol com valores médios que oscilaram de 1358,49 a 8,7
mg/L ao final do experimento, o que correspondeu a uma reducao de 99,3% em relagdo a
concentra¢do original. O tratamento com a presenca de raizes, por outro lado, foi
responsavel por reduzir em quase 50% a concentragdo de etanol na solucdo. Neste
tratamento, os valores obtidos variaram de 1188,94 a 600mg/L apos 4 dias do inicio das
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dosagens (figura 3A). Resultados similares também foram encontrados quando os
resultados obtidos para a concentragdo foram plotados na equacao de balango de massa
(figura 3B). O tratamento com estacas, por exemplo, apresentou valores médios que
oscilaram de 543,39 a 4,69mg no final do experimento, ao passo que, no tratamento com
a presenca de raizes os valores iniciaram-se a partir de 475,57mg e decresceram para
236,34 mg ao final do experimento.

Figura 3:Concentracao (A) e massa (B) de Etanol na solucio hidroponica em funcio
do tempo. Os valores mostrados representam a média de trés repeticoes e foram
determinados a partir de leitura no cromatdégrafo a gas ou pela equacio de balango
de massa. Barras de erro representam o desvio padriao para n= 3.
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Em termos estatisticos, a ANOVA revelou que os valores médios para a reducdo do
etanol no tratamento com a presenca de estacas foram significativamente diferentes
daqueles obtidos nos demais tratamentos. A regressdo linear realizada para os valores
médios encontrados para a reducdo da massa do etanol em fun¢do da transpiragdo
acumulada das estacas demonstrou, estatisticamente, a influéncia deste processo com um
alto coeficiente de correlagio obtido a partir da equacio da reta (R*=0,99) (figura 4C). A
transpiracdo, portanto, foi o processo responsavel pela deplecdo deste contaminante
favorecendo a entrada deste composto na planta conjuntamente com a entrada da solucao
nutritiva através da corrente transpirativa.

Figura 4:Massa de Etanol (em mg) na solu¢io hidroponica em funcido da
transpiracio acumulada das estacas nos reatores.
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A concentragdo de benzeno neste experimento variou significativamente em funciao dos
tratamentos testados (figura 6 A). No tratamento com estacas, por exemplo, nota-se que a
concentracdo de benzeno oscilou de 5,95 a 0,15mg/L ao longo do experimento, o que
representou reducdes que variaram de 72 a 99,3% em relagdo aos valores obtidos para o
controle, que mantiveram-se na faixa de 22mg/L ao longo do experimento. O tratamento
com a presenga de raizes apresentou valores intermediarios durante o periodo de
amostragem. Os valores obtidos para este tratamento durante a data inicial estiveram na
faixa de 4,5mg/L e foram aumentando gradualmente até o final do experimento, onde o
valor médio encontrado foi de 14,6mg/L.

Em termos estatisticos, os resultados obtidos pela ANOVA revelaram que as diferengas
observadas entre os tratamentos foram estatisticamente significativas, com um grau de
probabilidade superior a 99 % (p > 0.001). Portanto, a concentragdo de benzeno na
solucdao foi influenciada por dois processos: a sua sor¢ao a superficie das raizes e a
absor¢do pelo sistema radicular. O fendmeno de sor¢@o foi responsavel inicialmente por
uma deplecao de até 79,5% do benzeno na solucdo. Este valor, contudo, decresceu ao
final do experimento para 33,2%. Tal redugdo demonstrou que a sor¢do, neste caso, nao
agiu como um processo continuo. Pelo contrario, o aumento gradual da concentracao na
solucao indicou uma tendéncia de saturacdo para a sor¢ao do benzeno a superficie das
raizes.

A concentragdo de benzeno na solugdo também foi bastante influenciada pela
transpiracdo das estacas (figura 6 B). Nota-se pela figura que tanto a concentragcdo de
benzeno como a transpiracao didria obedeceram a um padrdo de resposta simetricamente
oposto. A transpiracdo novamente comandou o processo de absor¢cdo do benzeno,
favorecendo a sua translocagdo das raizes para os ramos através da corrente transpirativa
das estacas a favor de um gradiente de concentragdo; caso contrdrio a sua concentracao
aumentaria nos reatores como conseqiiéncia do processo de sorcao.

Figura 6: Concentracido de Benzeno (em mg/L) na solucdo hidroponica (A) e
transpiraciao diaria (B) para reatores com a presenca de estacas de S. babylonica. Os
valores mostrados representam a média de trés repeticoes. Barras de erro representam
o desvio padrio para n= 3. A transpiracio média esta mostrada na legenda.
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Experimento de Fitotoxicidade com o Etanol
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A comparacdo entre as taxas transpirativas de plantas dosadas e seus controles se
constitui numa maneira relativamente simples para se avaliar o potencial fitotdéxico de
compostos quimicos organicos sobre a fisiologia € o crescimento de espécies vegetais. O
presente ensaio caracterizou-se pela avaliagdo do comportamento fisioldgico do chordo
na presenca de dosagens variadas do etanol que, por ser completamente solivel em agua,
pode ser encontrado em concentragdes relativamente elevadas nas dguas subterraneas.

O resultado deste experimento, que pode ser visualizado na figura 7, revelou que os
valores obtidos para a normalizacdo da transpiracdo pela biomassa (em mL/g) para os
dois grupos de plantas foram praticamente similares quando as dosagens de etanol
estiveram na faixa de 0 a 1000 mg/L. Além do mais, as variagdes observadas nos padroes
de resposta para a transpiragdo das estacas demonstraram uma relagdo bastante préxima
com as variagcdes encontradas para a temperatura média no periodo. A auséncia de
sintomas visiveis de fitotoxicidade, como o secamento e abscisdo das folhas ou clorose,
indicaram que as concentracgdes testadas durante os doze primeiros dias do experimento
aparentemente ndo provocaram danos fisioldgicos nas plantas. No entanto, com o
aumento da concentragcdo de etanol para 2000 mg/L ap6s o décimo segundo dia, observa-
se o efeito fitotoxico 24 horas ap6s o inicio da dosagem.

Figura 7: Normalizacdo da transpiracio pela biomassa (em ml/G) e temperatura
média (em °C) em fung¢io do tempo para reatores com a presenca de estacas de S.
babylonica. As barras verticais delimitam os periodos de aumento da dosagem de
etanol na solu¢do. Os valores mostrados representam a média de trés repeticoes e
foram determinados pela equacio de balanco de massa. Barras de erro representam
o desvio padrao para n= 3.
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E importante notar que a temperatura, nesta concentragdo, também influenciou nos
padrdes de resposta para ambos os grupos de plantas, o que demonstra que esta dosagem,
apesar de provocar redugdes nas taxas de transpiracao, ndo foi suficiente para ocasionar a
morte das plantas.

Em nivel estatistico, os valores encontrados para o teste-t parecado revelaram que as
defasagens encontradas entre os dois grupos de plantas para o volume de dgua transpirado
durante os doze primeiros dias do experimento ndo foram significativos, o que sugere que
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as trés primeiras concentracdes testadas de etanol ndo foram suficientemente toxicas para
provocar alteragdes no comportamento fisiolégico das plantas. No entanto, com a
elevacdo da concentragcdo de etanol para 2000 mg/L, o teste-t revelou, com excecao dos
dias 16 e 21, que os dois grupos de plantas apresentaram diferengas significativas em
relagdo aos valores da normalizagdo da transpiracdo pela biomassa, demonstrando assim
o potencial fitotdxico do etanol nesta concentracao.

CONCLUSOES
Os resultados obtidos com este trabalho permitiram as seguintes conclusdes:

Os reatores com a presenca de estacas mostraram uma eficiéncia de 99% para a remocgao
do etanol da solucao tanto em nivel de concentragdo como em nivel de balanco de massa.
A transpiragdo, no caso, foi o processo responsavel pela absor¢ao direta deste composto e
foi comprovada estatisticamente através da utilizacdo regressao linear, sugerindo assim,
que a sua entrada ocorreu juntamente com a entrada da dgua nas raizes pela corrente
transpirativa.

A eficiéncia para a remog¢do do benzeno da solucdo chegou a 99% nos reatores com a
presenca de estacas. As redugdes observadas também foram influenciadas pela
transpira¢do das estacas a qual viabilizou a entrada do benzeno na planta através da
corrente transpirativa, simultaneamente com a entrada da solugao.

O comportamento do benzeno e do etanol nos reatores foi influenciado pela presenga
isolada das raizes, a qual também contribuiu para a deplecdo dos contaminantes da
solugdo nutritiva. No caso do etanol, o processo de sorcao as raizes reduziu quase 50 %
da concentragdo inicial. Para o benzeno, no entanto, este processo ndo ocorreu de modo
continuo e tendeu a saturagdo ao final do experimento.

Os resultados para a fitotoxicidade do etanol revelaram diferengas significativas entre as
plantas dosadas e o controle somente quando a concentracdo de etanol foi aumentada para
2000mg/L a partir do 13" dia. Apesar da ocorréncia de redugdes nas taxas transpirativas
das plantas nesta concentracdo, sintomas aparentes de fitotoxicidade como o secamento e
abscisdo das folhas ou clorose ndo foram observados no decorrer do experimento, o que
pode indicar que esta dose nao foi letal para as plantas.

Os resultados deste estudo indicaram que, sob as condi¢des testadas, o “chordo” tem o
potencial de absorver, diretamente pelo sistema radicular, etanol e benzeno em
determinadas concentragdes, o que pode significar que esta espécie poderia ser utilizada
com o objetivo de se remediar in situ locais contaminados por compostos quimicos
organicos provenientes de derramamentos de gasolina, como ¢ o caso do etanol e do
benzeno. Os resultados desta pesquisa merecem uma especial atengdo na recuperagdo de
areas degradadas, onde o chordo, que tolera locais saturados de dgua, poderia ser utilizado
em ambientes de banhado ou campos imidos. Por se fixador do solo, o seu uso também ¢
estimulado junto as margens de rios, de represas e também de barragens. Nestes casos,
estas arvores, orientadas estrategicamente de modo a formar um sistema radicular denso e
profundo, poderiam funcionar como uma barreira hidraulica controlando e reduzindo a
percolacdo vertical de contaminantes no solo e protegendo aqiiiferos e pontos receptores
(pocos de abastecimento de dgua, rios, lagos, etc) de uma eventual contaminagdao. Além
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do mais, a habilidade desta espécie em oxigenar a rizosfera fornece um habitat propicio
para a ocorréncia de transformacgdes aerdbias de compostos quimicos no solo’. Este fato
tem um impacto positivo na biorremediagdo de aguas subterrdneas contaminadas por
misturas de etanol e gasolina, onde as condigdes de oxigénio bastante limitadas e a
presenca do etanol dificultam a biodegradacdo natural dos BTX, contribuindo assim para
aumentar a persisténcia destes compostos na agua subterranea (Corseuil ¢ Marins, 1997;
Corseuil et al.,1998).
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