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Resumo

O octocrileno esta presente em diversos tipos de produtos cosméticos e de cuidados
pessoais que sao usados em todo o mundo. O uso regular desses produtos faz com
que diferentes compostos sejam liberados na agua e no solo tornando-os potenciais
contaminantes a diferentes ecossistemas. Grande parte desses compostos sao
classificados como poluentes emergentes por ndo estarem incluidos em programas
de monitoramento ambiental, uma vez que a extensdo dos riscos que eles
representam ao meio ambiente ainda nio é clara, Com base nisso este TCC busca
verificar por meio de analises de atividades enzimaticas e Analise de toxicidade em
Allium cepa, se Salvinia biloba La sota apresenta potencial para tratar contaminagao
de octocrileno nas concentragbes de 200 pg/L, 400 ug/L e 600 ug/L. Com os
resultados das analises feitas as 24h, 48h e 96h do experimento observamos que as
atividades das enzimas catalase, ascorbato peroxidase, guaiacol peroxidase e
superoéxido dismutase indicam que S. biloba combateu o octocrileno em seu sistema
fisiolodgico. As analises de clorofila confirmam o estresse sofrido pela planta. Ainda a
anadlise de toxicidade em A. cepa na solugdo apos tratamento indicam a
contaminacao de A. cepa, com a analise de todos estes dados podemos dizer que a
Salvinia biloba La Sota nao tem capacidade de tratar octocrileno, apenas de suportar

a exposi¢cao ao contaminante.

Palavras - chave: substancias emergentes, fitotratamento, macroéfitas

aquaticas



Abstract

Octocrylene is present in many types of cosmetic and personal care products that
are used around the world. The regular use of these products causes different
compounds to be released in water and soil, making them potential contaminants in
different ecosystems. Most of these compounds are classified as emerging pollutants
because they are not included in environmental monitoring programs, since the
extent of the risks they pose to the environment is still unclear. Based on this, this
TCC seeks to verify through activity analysis enzymatic and Toxicity analysis in
Allium cepa, whether Salvinia biloba La sota has the potential to treat octocrylene
contamination at concentrations of 200 ug/L, 400 ug/L and 600 ug/L. With the results
of the analyzes carried out at 24h, 48h and 96h of the experiment, we observed that
the activities of the enzymes catalase, ascorbate peroxidase, guaiacol peroxidase
and superoxide dismutase indicate that S. biloba fought octocrylene in its
physiological system. Chlorophyll analyzes confirm the stress suffered by the plant.
Even the analysis of toxicity in A. cepa in the solution after treatment indicates the
contamination of A. cepa, with the analysis of all these data we can say that Salvinia
biloba La Sota does not have the capacity to treat octocrylene, only to withstand
exposure to the contaminant .

Keywords: emerging substances, phytotreatment, aquatic macrophytes
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1 INTRODUGAO

O octocrileno esta presente em diversos tipos de produtos cosméticos e de
cuidados pessoais que sdo usados em todo o mundo. O uso regular desses
produtos faz com que diferentes compostos sejam liberados na agua e no solo
tornando-os potenciais contaminantes a diferentes ecossistemas. Grande parte
desses compostos sao classificados como poluentes emergentes por ndo estarem
incluidos em programas de monitoramento ambiental(SCALIA; MEZZENA, 2009).

Para resolver casos de contaminagdo em corpos hidricos, a comunidade
cientifica e académica esta sempre buscando meios de remediacdo. Um deles é a
possibilidade do uso de plantas, advindas da biorremediagao, que vem crescendo ao
longo dos anos, tornando-se uma alternativa emergente para restauracao das areas
contaminadas(GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005)

Em suma, o método que utiliza as plantas como forma de remediacao de
metais pesados é denominado fitorremediagdo. As macrofitas aquaticas sao as mais
aplicadas, sendo necessario avaliar a disponibilidade dos individuos da regiao e
testar se sobreviveriam em outro ambiente, uma vez que as respostas podem variar
(ANDRADE; TAVARES; MAHLER, 2014).

As macrofitas aquaticas utilizadas vao desde espécies flutuantes as
emergentes apresentando grande potencial de descontaminagdo e melhoria da
qualidade da agua. Vale ressaltar, que cada espécie reage de forma diferente a cada
tipo de poluentes (FERREIRA et al., 2016).

Este trabalho verificar a capacidade de sobrevivéncia de S. biloba em
solugcdo de 200 ug/L, 400 ug/L e 600 ug/L de octocrileno, o efeito do octocrileno
sobre o metabolismo da planta através de analises enzimaticas, o efeito do
octocrileno na fisiologia de S. biloba por meio de alteragdes na quantidade de
clorofila foliar ao longo do experimento e a toxicidade de octocrileno em Allium cepa
da solugao apds tratamento com S. biloba.

Assim com os dados obtidos foi feita os graficos representados pelas
ilustragdes 9 e 10 e as tabela, que indicam as capacidade da S. biloba com relagao

aos objetivos tratados.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo avaliar o potencial de fitorremediagéo,
em pequena escala, de Salvinia biloba Raddi Emend. de La Sota imersa em solugéo

de octocrileno.

2.2 Objetivos Especificos

° Verificar a capacidade de sobrevivéncia de S. biloba em solugdo de
200 pg/L, 400 ug/L e 600 ug/L de octocrileno;
° Verificar o efeito do octocrileno sobre o metabolismo da planta através

de analises enzimaticas.

° Verificar o efeito do octocrileno na fisiologia de S. biloba por meio de
alteragdes na quantidade de clorofila foliar ao longo do experimento.

° Verificar toxicidade em Allium cepa da solugao apds tratamento com S.
biloba.

3 JUSTIFICATIVA

O trabalho foi proposto sob justificativa da ameaca dos poluentes
emergentes, substancias presentes em uma série de produtos e que entram de
maneira constante no ambiente e que ndo sao removidas pela maioria das estagdes
de tratamento (SOARES; SOUZA, 2020). A pesquisa ainda € de interesse publico
pela caréncia de legislacbes que tratam de limites para o langamento do composto
(SOUZA; SOUZA, 2016), em especial no contexto ambiental atual (2022) do pais,
que nunca foi exemplar, mas se agravou com medidas recentes de ganho
econdmico rapido e concessoes.

A escolha do octocrileno foi pela possibilidade de se obté-lo em sua forma
pura e pelo fato de estar presente em diversos tipos de protetores solares. Salvinia
biloba Raddi emend. de La Sota é conhecida por sua capacidade fitotratadora por
isso se mostrou uma espécie de interesse para esse estudo. O uso da cebola
(Allium cepa L.) foi motivado por ser um teste aceito mundialmente como indicador

de alteragdes genbmicas e pela praticidade em lidar com plantas como
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organismos-teste, seja pela facilidade de aquisicdo, manutencdo de bulbos e
sementes, logistica de espagco ou duragdo do experimento. Além disso, foram
considerados aspectos técnicos como a presenga de uma regido de intensa
proliferacdo celular e cromossomos em numero reduzido e de facil visualizacao
(KURAS et al., 2006).

4. FUNDAMENTACAO TEORICA
4.1 Descricao de Poluentes Emergentes

Os poluentes emergentes aparecem principalmente em produtos
farmacéuticos, estéticos, drogas ilicitas, agroquimicos, artigos de limpeza e
polimento, tintas e vernizes, retardantes de chamas e nano e micro plasticos
(HESPANHOL, 2015). Alguns exemplos que podemos citar vao desde remédios
mais populares como antibidticos, analgésicos e anti-inflamatérios, até drogas
psiquiatricas, reguladores lipidicos, B-bloqueadores e contraceptivos e de
cuidados(BELL et al., 2011).

Os métodos convencionais das estagdes de tratamento de esgoto (ETES)
nao sao eficientes para a remocgao dessas substancias pois as ETEs, em geral,
contam apenas com o tratamento primario, que consiste em etapas de separagcao
fisico quimicas para remocao de sélidos suspensos, e tratamento secundario para
matéria organica(PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015) pois
normalmente sdo formados por longas cadeias carbdnicas o que € um agravante por
dar a eles baixa solubilidade em agua e carater persistente em outros segmentos
como solo, sedimentos e mesmo particulas atmosféricas, além de muitos
microrganismos nao possuem enzimas necessarias para sua deterioragao
(CALVO-FLORES; ISAC-GARCIA; DOBADO, 2018), sendo um exemplos de
poluentes emergentes de alta complexidade estrutural e dificuldade de remogéo o
corante tartrazina C;sHgN,Na;O.S, (FREITAS, 2012) e o conservante triclosan
C.,H,;Cl;0, (TIBURTIUS; SCHEFFER, 2014).

Por causa da baixas concentragdes de despejo impediram que os poluentes
emergentes fossem detectados e quantificados até pouco tempo (BELL et al., 2011),
contribuiram para que seu entendimento permanece inconclusivo e ndo fossem
incluidos em regulamentos ou programas de monitoramento (TANG et al., 2019), o

que tem mudado com o passar do tempo onde novas técnicas analiticas avancadas
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foram surgindo e sendo cada vez mais aplicadas, como as que combinam o poder
de separagao da cromatografia liquida com a capacidade de analise sensivel da
espectrometria de massa (CALDAS et al., 2019; FOLARIN et al., 2019).

4.2 Descricao de Octocrileno

O octocrileno é classificado como um éster, que sdo compostos derivados
dos acidos carboxilicos onde ocorre a substituicdo do hidrogénio da carboxila
(=COOH) por um grupo organico (Figura 1). Em sua forma pura, ele se apresenta
como um liquido de aspecto viscoso e amarelado (BROOKE; BURNS; CROOKES,
2008), com registro de identificagdo no Chemical Abstract Service (CAS) de numero
6197-30-4 e formula molecular C,,H,;NO, (Figura 2).

Figura 1 - Férmula estrutural do octocrileno.

N
I

= O
O

Fonte: fciéncia 2014

Entre suas propriedades quimicas estdo peso molecular de 361,49 g/mol;
densidade de 1,051 g/cm?3; baixa solubilidade em agua de 0,0013 g/L a 20 °C;
carater pouco volatil com ponto de ebulicdo de 218 °C, e ponto de fusdo de 14 °C
(BROOKE; BURNS; CROOKES, 2008).

Seu elevado coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow) de 6,88, que é
uma constante adimensional referente a hidrofobicidade (MARGOT et al., 2015), tida
como alta se log Kow>4,0 (ROGERS, 1996), atestam seu comportamento lipofilico,
com facil associagdo a gorduras, 6leos e lipideos (BAKER; HORBURY; STAVROS,
2016), e reforcam sua pouca biodegradabilidade. Mesmo limitado a proporgao
maxima de 10% nas composi¢cdes, de acordo com a Resolugdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 69 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que
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segue 0s mesmos parametros adotados no mundo todo, ele tem sido registrado

constantemente em matrizes ambientais.

Figura 2 - Sintese das propriedades quimicas do octocrileno

Propriedade Valor
CAS 6197-30-4
Ponto de fusao (°C) 14
Formula molecular C24H27NO2
Ponto de ebulicdo (°C) 218
Peso molecular (g/maol) 361,49
Solubilidade em agua a 20 °C 0,0013
Densidade (g/cm?) 1,051
Coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow) 6,88

Fonte: Adaptado de Brooke, Burns e Crookes (2008)

Ao redor do mundo o octocrileno ele foi observado por Kameda, Kimura e
Miyazaki (2011), que mediram bloqueadores solares, incluindo filtros UV e
estabilizadores de luz em rios, quatro efluentes e trés lagos no Japéao, e apesar de
encontrado em poucas amostras de agua foram encontradas na amostra niveis de
contaminagao entre 1 e 14 ng/L, esteve presente em todas as de sedimentos entre
0,4 e 635 pg/kg, geralmente associado ao fixador Galaxolide®.

Depois, Kaiser et al. (2012), estudando sete dos filtros mais utilizados em
sedimentos da Alemanha por seis meses, encontraram o octocrileno como principal
contaminante, em concentracbes que chegavam até 642 upg/kg. No Mar
Mediterraneo, Amine et al. (2012), ao longo de areas costeiras com possibilidade de
ocorrer de lixiviados e efluentes sem tratamento, selecionaram rios impactados e os
compararam com pontos de efluentes tratados, relatando diferengcas na ocorréncia
de filtros em areas com e sem atividades balneares, onde apresentou um pico de
octocrileno de 128 ng/g.

No campo dos organismos vivos, Langford et al. (2015), com a intengéo de
estimar o potencial de acumulacgao tréfica de oito filtros e estabilizadores UV na
Noruega, utilizaram representantes da vida aquatica como caranguejo, camarao e

bacalhau na baia do fiorde de Oslo, e perca, peixe branco e burbot no lago Mjgsa
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surpreendendo o pesquisador, o figado de todos os bacalhaus estavam
contaminados com pelo menos um dos filtros, sendo 80% deles com octocrileno,
sendo que maior valor encontrado foi de 12 pg/g.

Mesmo que em espécies de agua doce a frequéncias de deteccdo seja
menores, eles fizeram questdo de ressaltar que diferentes cargas dos poluentes
chegavam até as matrizes dependendo da extens&do do tratamento, e que somente
etapas primarias eram insuficientes para sua remocao, principalmente pela natureza
hidrofobica das substancias (LANGFORD et al., 2015).

4.3 Descricao de Biorremediagao

Caracterizada pelo uso de organismos vivos, em especial plantas e
microorganismos, a biorremediagdo € uma forma de remediar areas contaminadas,
com a remogao de metais e poluentes organicos. Essa técnica esta entre as mais
eficazes, além de ser adequada ecologicamente em comparagdo com processos
quimicos ou fisicos. Suas aplicagdes incluem tratamento de corpos d’agua, solos,
aterros e areas de conteng¢ao (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005).

Por apresentar um custo menor, essa técnica € vantajosa quando
comparada a outras, como incineragao ou simplesmente a remog¢ao do material em
que esteja localizado o ponto de contaminagdo. A biorremediagdo permite a
destruicdo ou transformacdo do poluente em substancia que nao prejudique o
ambiente. Entretanto, nem todos os contaminantes sao biodegradaveis, podendo
gerar outros contaminantes toxicos, caso ndo seja feito um estudo prévio da
situacao (BOOPATHY, 2000).

4.4 Descricao de Fitorremediacao

Salt et al. (1995) definiu a poluicdo de aguas e solos por metais pesados
como um grande problema ambiental, em que métodos convencionais nao fornecem
solucdes adequadas. Para esses autores, o uso de plantas acumuladoras de metal é
uma alternativa eficaz. O processo de fitorremediacdo € composto por cinco
mecanismos de atuacdo: fitotransformacdo, fitoextragcdo, fitovolatilizacao,
fitoestimulagdo e fitoestabilizagdo (ANDRADE; TAVARES; MAHLER, 2014). O

enfoque desse estudo sdo as plantas que utilizam o mecanismo da fitoextracao.
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Esse mecanismo consiste na absor¢cdo da substancia contaminante pela planta e
retencao nos tecidos vegetais.

A fitoextracdo se limita a acumular substancias, sem as degradar. Diante
disso, deve ser realizado um estudo acerca da destinagéo final do material vegetal,
levando-se em conta o potencial de acumulacdo da espécie utilizada e quais
contaminantes estdo acumulados no organismo (ANDRADE; TAVARES; MAHLER.
2014).

4.5 Descrigao de Macréfitas Aquaticas

Por macréfitas aquaticas entende-se o conjunto de vegetais que habitam
desde brejos até ambientes que sejam totalmente aquaticos, incluindo grupos de
macroalgas e plantas vasculares. Em regides tropicais, estabelecem uma importante
conexao entre sistemas terrestres e aquaticos. Outro papel importante do grupo é a
protecdo de margens de corpos hidricos contra erosao, além de servir de abrigo
para organismos em fases jovens e ainda servirem de substrato para outras
especies (FERREIRA et al., 2016).

Uma das principais caracteristicas desses vegetais € a alta produtividade,
principalmente em ambientes Iénticos e rasos. As macréfitas aquaticas podem ser
classificadas como emersas, flutuantes e submersas, podendo ser enraizadas ou de
vida livre (SANTINO; BIANCHINI, 2011).

De acordo com Rodrigues et al. (2016), as caracteristicas fisioldgicas desse
grupo de plantas favorecem seu uso para a fitorremediagdo, no intuito de retirar,
inertizar ou conter poluentes do ambiente. As macroéfitas hiperacumuladoras séo
muito utilizadas nos processos de fitoextragdo, justamente por serem capazes de
armazenar altos niveis de metais em seus tecidos, diminuindo sua concentragao no

meio em que estdo inseridas.

4.5.1 Descrigao de Salvinia biloba Raddi emend. de La Sota

Salvinia biloba Raddi emend. de La Sota € uma erva aquatica flutuante livre
da familia Salviniaceae, género Salvinia com tricomas hidrofébicos nas folhas. Essa
espécie pode habitar os mais diferenciados habitats de agua doce, ocorrendo em

altas densidades com acumulagdo nas margens devido a agao dos ventos (Figura 3)
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Apesar dos estudos relacionados a Salvinia biloba serem poucos, ja
podemos ressaltar a sua eficiéncia no ambito da fitorremediagao, principalmente na
retirada de cobre do ambiente. Sua propagacao se da por meio da brotagéo e ocorre
rapidamente, ocupando extensas superficies aquaticas (CASAGRANDE, 2017).

Figura 3 - INDIVIDUOS DE Salvinia biloba.

L

Fonte: Biblioteca Digital CABI (2019).

Salvinia biloba é capas de acumula facilmente os poluentes em seus
tecidos, ja que possui sistema de absorcdo de nutrientes com grande area de
superficie que capta os elementos em suspensao antes de serem sedimentados no
fundo dos corpos hidricos (CASAGRANDE, 2017).

4.6 Mecanismos de Defesa das Plantas

Embora o oxigénio seja um elemento essencial para a sobrevivéncia,
apresenta algumas desvantagens para os organismos aerébicos. Ha uma eficiente
producédo energética por combustdo enzimatica de compostos organicos, mas ao
mesmo tempo o oxigénio é o lider nos danos aerdbicos na célula, por formar
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), que reagem com todas as classes de
biomoléculas (BARTOSZ, 1997).

Os organismos desenvolveram diferentes formas para reduzir e minimizar os

efeitos das ERO, com a elaboracdo de um sistema antioxidante que minimiza as
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acdes prejudiciais e, em alguns casos, utilizando-se destas espécies como meio de
defesa, e as vezes como um mensageiro secundario (KHAN; WILSON, 1995).

Os diferentes estresses ambientais, sejam bidticos ou abidticos, podem levar
a producao de espécies reativas de oxigénio, tais como ,0,, Oy, H,O, e OHs. Como
forma de se proteger destes toxicos intermediarios do oxigénio, as organelas das
células vegetais, como mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos, possuem um
sistema de defesa antioxidante, composto por enzimas e outras moléculas nao
enzimaticas como carotenoides, acido ascorbico, vitamina E, flavonoides, pirolina,
glutationa, entre outras (DAVAR et al., 2013).

A exposicdo a metais pesados tem como consequéncia diferentes respostas
biolégicas a nivel bioquimico, celular e fisiolégico, entre os quais se podem citar:
aumento da peroxidagdo lipidica, variagdes na relagdo clorofila/carotenoides,
alteragbes na concentragdo de acido jasmdnico, nicotiana, glutationa (GSH) e tidis,
aparicao de peptideos quelantes e fitoquelatinas, além de alteragdo da atividade de
enzimas antioxidantes (PERNIA et al., 2008). A atividade de peroxidases esta

classificada como resposta de tolerancia para evitar danos celulares.
5. METODOLOGIA
5.1 Area de Estudo e Coleta

Na primeira etapa do experimento foram coletadas plantas aquaticas
encontradas na regido de Campo Mourdo. A coleta ocorreu no lago artificial no
Parque Joaquim Teodoro de Oliveira Campo Mouréo (Figura 4), no Rio do Campo,

bacia do Alto do Ivai.

Figura 4 - Parque Joaquim Teodoro de Oliveira Campo Mouréo.

Fonte: cidade portal 2017
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A bacia do Alto do Ivai tem uma area de 23.195 km? e sua temperatura
meédia no més mais frio € inferior a 18°C e temperatura média no més mais quente
acima de 22°C. A maioria dos rios formadores da bacia, incluindo o Rio do Campo,

sao oficialmente classificados como classe 2.
5.2 Experimento

O experimento de fitorremediagao foi realizado em local arejado e com luz
adequada para as plantas, no laboratorio de Ecologia da Universidade Federal do
Parana Campus Campo Mourdo. As folhas submersas (que neste trabalho foram
tratados por raiz) foram lavadas para retirar de seu sistema de absor¢ao qualquer
resquicio de material do local onde foram recolhidas e em seguida, foi realizado um
periodo de adaptagao de Salvinia biloba.

Para simular um efluente contaminado com octocrileno, foi preparada 7,2 L
de solugdo de octocrylene para cada uma das concentragbes a serem analisada,
estas sendo a de 200 ug/L, de 400 ug/L e a de 600 ug/L .

5.2.1 Preparagao do Extrato Enzimatico

Para cada amostra, foram maceradas, a frio, 200 mg de folhas e 50 mg de
raizes. Para que as fibras pudessem ser trituradas no processo, em gral com pistilo
foram misturados 1 mL de HCl a 0,38% e 2 mL de uma solugcdo de DTPA 5 mM
(acido diethylenetriamino-penta acético). Na sequéncia, as amostras foram
centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos. Uma aliquota de 3 mL do sobrenadante

foi coletada e mantida congelada até a realizagcédo das analises.
5.2.2 Determinacgdo da Atividade Enzimatica da Catalase = CAT

Presente nos peroxissomos, a catalase € uma enzima intracelular, produzida
por diversos organismos, que auxilia na degradagdo do H,O,, resultando na
formagdo de agua e oxigénio (MAGALHAES, 2022). O perdxido de hidrogénio,
toxico aos vegetais, necessita ser neutralizado, e a peroxidase trabalha para

transforma-lo em uma substancia que nao seja nociva (BUNDE, 2018).
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FIGURA 5 - Espectrofotdbmetro de UV-VIS.

———y

Fonte: autor (2022).

Para a determinagao da atividade da CAT, utilizar-se-a como base o método
de Kraus, McKersie e Fletcher (1995) com contribui¢cdes de Azevedo et al. (2002). E
a leitura foi em espectrofotometro UV-VIS (Figura 5) a 240 nm, por um minuto com
intervalos de dois segundos.

Do extrato enzimatico, foram utilizados 200 yL em solucdo de reacgao
contendo 2 mL de tampéo fosfato de potassio (0,33 M), pH 7,5, e, por ultimo, foram
adicionados 1 mL de H,O, 0,01 M. A atividade foi determinada de acordo com a
decomposi¢ao do peroxido de hidrogénio e calculada pelo coeficiente de extingao de
2,8 M.cm™, com resultados expressos em pmol/min/mg de proteina.

Para a produgdo das solugbes tampao fosfato de potassio utilizadas na
analise da enzima de CAT foram utilizadas respeitadas as seguintes proporcoes
(MONTEIRO, 2017).

Pesar 17,41 g para 1 L de agua destilada de K2HPO4 (Dibasico).

Pesar 13,60 g para 1 L de agua destilada de KH2PO4 (Monobasico).

Apos pesar e dissolver, passa-se para acertar o pH da solugédo para 7,5,
onde, coloca-se a solugdo Monobasica sobre a Dibasica até chegar ao pH desejado
(7,5).



18

Figura 6 - Cubeta utilizada para a leitura no espectrofotémetro.

Fonte: autor (2022).

O UV-VIS um equipamento que detecta a quantidade de luz que uma
amostra absorve ou emite, em determinados comprimentos de onda. A
concentragdo das substancias é medida a partir da absorgdo de energia radiante

em um solvente.
5.2.3 Determinacgao da Atividade Enzimatica da Ascorbato Peroxidase = APX

Assim como a catalase, a APX também catalisa a reagdo de decomposigcao
do peroxido de hidrogénio. Essa enzima atua doando elétrons para a reducdo do
H,O, em agua. Ela também protege os cloroplastos e outras partes da célula da
atividade da agua oxigenada e do radical hidroxila (OH") (LOPES et al., 2006).

A determinacao da atividade da APX baseia-se em Zhu et al. (2004). Foram
utilizados 200 pL do extrato enzimatico e adicionados uma mistura reacional
contendo 2 mL de solugéo tampao de fosfato de sddio (25 mM), pH 7,0, com 0,1 mM
de EDTA, 0,25 mM de ascorbato e por fim, 1,0 mM de H,0O, (Figura 6).

Para a producao das solucdes tampao fosfato de sodio utilizadas na analise

das enzimas de foram utilizadas respeitadas as seguintes propor¢cdes(MONTEIRO,
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2017).

Pesar 10,053 g de Na2HPO4 (Dibasico) para diluir em 500 mL de agua
destilada.

Pesar 5,1746 g de NaH2PO4 (Monobasico) para diluir em 500 mL de agua
destilada.

Apos pesar e dissolver, passa-se para acertar o pH da solugédo para 7,5,
onde, coloca-se a solugdo Monobasica sobre a Dibasica até chegar ao pH desejado
(7,5).

Da mesma forma que a determinagdo da atividade da CAT, a APX foram
determinada pelo decréscimo de peréxido de hidrogénio na reagdo por
espectrofotometria, por dois minutos, com intervalo de dois segundos a 290 nm e

coeficiente de extingdo de 2,8 M.cm™, com resultados em pmol/min/ug de proteina.
5.2.4 Determinagdo da Atividade Enzimatica da Guaiacol Peroxidase = GPOX

Trata-se de enzima que atua indiretamente sobre o estresse do peréxido de
hidrogénio, dependendo de elétrons liberados pelo enxofre, que esta associado ao
ciclo de formacao da glutationa. As isoenzimas anibnicas da guaiacol peroxidase
estdo relacionadas a formacédo de parede celular e sintese de lignina e suberina
(FIELDES; GERHARDT, 1998).

A GOPX teve sua atividade determinada com base na técnica descrita por
Matsuno e Uritani (1972). A mistura de reacao utilizada foi de 250 uL de tampao
fosfato-citrato (uma solugao de fosfato de sédio dibasico 0,2 M e acido citrico 0,1 M,
com pH 5,0), além de 150 yL de extrato enzimatico e 25 pyL de guaiacol 0,5%,
misturados em vortex com 25 uL de solucdo de H,0,. A solugao € levar a estufa a
30°C por 15 minutos. Em seguida, sao adicionados 25 pL de solugdo de
metabissulfito de sddio a 2%, e novamente agitado em vortex, seguido por repouso
de 10 minutos.

Apds a conclusdo desse procedimento, a leitura da atividade da GOPX foi
no espectrofotdmetro, utilizando-se o comprimento de onda de 450 nm, por um
minuto com intervalos de dois segundos. O coeficiente de extincao utilizado para os
calculos foi de 26,6 M.cm™. Os resultados sdo expressos em pmol/min/ug de

proteina.

5.2.5 Determinacgdo da Atividade Enzimatica da Superoxido Dismutase = SOD
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A SOD é considerada a primeira enzima na protecdo ao excesso de
peréxido (H,O,) apresentou maior reatividade apdés 48 horas e na maior
concentragdo. SOD é capaz de coordenar rigorosamente a produgdo de OH gerado
a partir da Reagao de Haber-Weiss O radical hidroxila (OH") é o ROS mais perigoso
e reativo estando associado a morte programada da célula (Gupta et al., 2018).
Alteracbes nas concentragdes do cofator metalico da SOD (cobre/zinco, ferro e
manganés), pode levar a superproducdo de OH e esta enzima n&do expressa
atividade.

Para a determinagdo da atividade enzimatica da superdxido dismutase
foram utilizados o método descrito por Monteiro (2017) trés tubos de ensaio, sendo
um identificado como mostra, o outro como branco da amostra e o terceiro tubo que
foi utilizado para a amostra de controle.

Todo o processo da metodologia foi feito com baixa luminosidade, e para
garantir o minimo de luz, para que nao haja perda de atividade enzimatica, os tubos
de ensaio foram embrulhados em papel kraft.

Nos tubos de ensaio marcados como branco da amostra e amostra foi
adicionado 50 pL de extrato enzimatico, 200 pL de Acido Etilenodiamino
Tetra-acético, 250 yL de Cloreto de Azul Nitrotetrazdlio, 250 pL Riboflavina, 250 uL
Metionina e por ultimo foi adicionado 2050 pL da solugdo tampéo, e no tubo de
ensaio marcados como branco da solucdo foi adicionado 200 pL de Acido
Etilenodiamino Tetra-acético, 250 yL de Cloreto de Azul Nitrotetrazdlio, 250 uL
Riboflavina, 250 pyL Metionina e por ultimo foi adicionado 2050 pL da solugao
tampao.

No momento de serem colocados sob a acédo da luz retira-se dos tubos
controle e amostra o papel kraft (os tubos do branco da amostra continuaram
cobertos por aluminio para nao haver agcdo da luz sobre eles, pois 0s mesmos
apresentam o mesmo conteudo para reagao do tubo da amostra “exceto a luz”) e
coloca-se sobre acao da luz por 10 minutos (temperatura ambiente).

Apds a conclusdo desse procedimento, a atividade da SOD foi lida no
espectrofotometro, utilizando o comprimento de onda de 500 nm e zerando o
espectrofotbmetro com agua antes de iniciar, em seguida foi lida a amostra da
solucao e depoi zeramos o espectrofotbmetro com esta amostra da solugdo que nao

recebeu luz e depois as amostra que receberio luz.
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Para a produgao das solugbes utilizadas na analise da enzima de SOD

foram respeitadas as seguintes proporgoes.

Figura 7 - Cubeta utilizada para a leitura no espectrofotdbmetro para a analise de SOD.

Branco da Amostra Amostra Branco da solucio
- 2000 pL de tampao de || - 2000 puL de tampdo de || - 2050 pL de tampdo de
determinagio determinagdo determinagdo
- 50 uL de extrato - 50 pL de extrato - 250 pL de NBT
- 250 uL de NBT - 250 uL de NBT - 200 uL de EDTA
- 200 uL de EDTA - 200 uL de EDTA - 250 puL de Metionina
- 250 pL de Metionina - 250 pL de Metionina - 250 pL de Riboflavina
- 250 uL. de Riboflavina || - 250 uL de Riboflavina

Fonte: Adaptado de Monteiro (2017)

Solugédo NBT - Pesar 0,0081 g de NBT (Cloreto de Azul Nitrotetrazodlio) e diluir

em 25 mL de agua destilada.
Solugéo EDTA - Pesar 3,684 g de EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-acético)

e diluir em 1000 mL de agua destilada, apds armazenar em geladeira.
Solugéo de Riboflavina - Pesar 0,0074 g de Riboflavina e diluir em 1000 mL

de agua destilada.
Solugado Metionina - Pesar 0,2238 g de metionina e diluir em 25 mL de agua

destilada.

Leitura da amostra = Leitura amostra — Leitura branco da amostra (2)

Calcular a percentagem de inibigao

% inibi¢do = (Leitura branco da solugdo — Leitura da amostra)
Leitura branco da solucdo

@)

Calculo da unidade da SOD é medida como quantidade de enzima requerida

para inibir 50% da fotorredugao do NBT, portanto por regra de 3

50% — 1 unidade ¢
%  — X
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5.2.6 Calculo de Atividades Enzimaticas

As enzimas fordo calculadas pela seguinte formula (1):

U—ﬂr.x%xéx}?ﬂxmﬂt
i (1)

Em que:

U — unidade de enzima, que pode ser definida como a quantidade de extrato
enzimatico que causa um aumento na absorbancia de 0,001 unidades por minuto.

A — absorbancia, obtida pela diferenca entre a maior e a menor absorbancia.

E — absortividade molar da enzima, sendo que para a CAT e APX o valor de
2,8 e para GOPX, de 26,6.

Ve — volume da solugao da enzima utilizada.

T — tempo de reacdo em minutos.

FD — fator de diluicdo, calculado pela relagao extrato bruto e solucéo final
lida.

5.2.7 Determinagéao da Clorofila

A extracao do pigmento de clorofila foi realizada pela técnica de maceragao
a frio (Figura 8) com 2 mL de solugéo aquosa de acetona 90%, em gral com pistilo
(EATON et al.,, 2005). As amostras foram armazenadas em tubos de ensaio e
centrifugadas, a 3000 rpm por 20 minutos, a fim de sedimentar as fibras
remanescentes.

A leitura das amostras foi realizada no mesmo espectrofotdmetro que foi
utilizado para a leitura dos extratos enzimaticos, apds transferéncia para uma
cubeta. Os comprimentos de onda utilizados foram de 630 nm, 647 nm e 664 nm,
referentes as clorofilas a, b e c respectivamente.

As concentracbes absolutas de clorofila, em mg/L, foram obtidas com as
equagdes (2), (3) e (4) (EATON et al., 2005).
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FIGURA 8 - Extragdo do Pigmento de clorofila com o auxilio do grau e do pistilo.

A

AS

Fonte: autor (2022).

A clorofila a é o tipo mais abundante, representando cerca de 75% de todos
os pigmentos verdes encontrados nas plantas. E encontrada em praticamente todos
0s organismos que realizam fotossintese, excetuando-se algumas bactérias
fotossintetizantes que possuem pigmentos especializados. Ela possui papel
fundamental no processo de fotossintese, atuando ativamente na produgdo de
substancias organicas. A clorofila a € o tipo mais abundante, representando cerca de
75% de todos os pigmentos verdes encontrados nas plantas. E encontrada em
praticamente todos os organismos que realizam fotossintese, excetuando-se
algumas bactérias fotossintetizantes que possuem pigmentos especializados. Ela
possui papel fundamental no processo de fotossintese, atuando ativamente na
producdo de substancias organicas(DOS SANTOS, 2018).

Clorofila a = [11,85 x (absorbancia 664)] — [1,54 x (absorbancia 647)] — [0,08
x (absorbancia 630)] (2)

A clorofila b é encontrada em plantas, algas verdes e euglendfitas. A
concentracao desse tipo de clorofila € maior em plantas sombreadas, uma vez que
ela aumenta os comprimentos de onda que podem ser capturados pela planta. A
clorofila b pode ser convertida em a pela acdo da enzima clorofila a oxigenase. Na
natureza, as clorofilas a e b encontram-se em uma proporgéo de 3:1(DOS SANTOS,
2018).
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Clorofila b = [21,03 x (absorbancia 647)] — [5,43 x (absorbancia 664)] — [2,66
X (absorbancia 630)] (3)

A clorofila c, por sua vez, possui a mesma funcédo da clorofila b e € um
substituinte desta em alguns grupos de algas, tais como as diatomaceas e as algas
pardas. Ja a clorofila d € encontrada em algas vermelhas(DOS SANTQOS, 2018).

Clorofila ¢ = [24,52 x (absorbancia 647)] — [7,60 x (absorbancia 647)] — [1,67
X (absorbancia 664)] (4)

5.3 Obtencao e Enraizamento de Bulbos

Bulbos de A. cepa (cebola), da variedade baia periforme, foram obtidos em
horta organica e estavam isentos de inibidores de crescimento e pesticidas. Para
toda concentracdo e para o controle com agua destilada (tratamentos) utilizou-se
trés bulbos de cebolas que foram previamente escarificados para retirada de
catéfilos mortos e lavados em agua destilada. Apdés a limpeza, os bulbos foram
postos em seus respetivos tratamentos, que foram: solucdo de Octocrileno nas
concentragbes 200 e 600 pg/ L antes da exposicdo a S. biloba (Oh) e apods a
exposicao as plantas nos tempos 24, 48 e 96 horas. Os bulbos permaneceram em
suas respectivas solugdes por 120 horas para enraizamento. Apds esse tempo
realizou-se as analises de citotoxicidade e genotoxicidade.

As avaliagbes de toxicidade em A. cepa foram realizadas de acordo com

Fiskesjo (1985), com modificagdes.
5.3.1 Avaliacao de Citotoxicidade e Genotoxicidade

Para avaliagcao de citotoxicidade e genotoxicidade raizes foram coletadas e
fixadas em Carnoy 3: 1 (metanol: acido acético) por 24 horas. Apos a fixagao, as
raizes foram hidrolisadas em HCI 1N, e suas regides meristematicas forma
excisadas para confecgdo de laminas por meio da técnica de esmagamento
conforme Herrero et al. (2012). As laminas foram analisadas em microscopio 6ptico
em aumento de 400 x.

A citotoxicidade foi estabelecida com base na proliferacdo celular dos

meristemas, onde se contabilizou células em intérfase, profase, metafase, anafase e
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tel6fase, e calculou-se o indice Mitético (IM) (Equagao 5). De cada bulbo contou-se

2,000 células, totalizando 6,000 células analisadas por tratamento.

Numero total de células em divisao
MI: = oo 222 x 100 (3)

A genotoxicidade foi definida com base no indice de Alteracdes Celulares
(IAC) calculado a partir do numero de alteragdes celulares observado nos
meristemas (equacao 6). De cada bulbo observou-se 300 células, totalizando 1,000
células analisadas por tratamento. As categorias de células aberrantes consideradas
foram micronudcleo, viscosidade, metafase com desagregagao cromossbémica e
anal/telofases anormais, que incluem pontes, cromossomos vagantes, desagregacao
cromossOmica e fusos multipolares.

IAC: Numero de alie(;)aogées celulares x 100 (6)

5.4 Analise de Dados

Comparar os diferentes resultados das enzimas obtidas da espécie que
foram deixadas em tempos diferentes na solugao de octocrileno.

As informagdes obtidas apds a finalizacdo dos experimentos, foram
submetidas a analise de correlagédo, para verificar se ha um grau de associagao

entre o que foi observado nas cebolas e os resultados das enzimas.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas foram retiradas ap6s 96 horas de experimento sem sinais
aparentes de danos fisicos. As enzimas catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX), guaiacol peroxidase (GPOX) e superoxido dismutase (SOD) séo
componentes do sistema de defesa contra espécies reativas ao oxigénio (Santo et
al.,, 2022; Nascimento et al., 2023) e foram analisadas a cada 48 horas
apresentando alteragdes durante esse periodo (Figura 9).

Nas raizes a CAT foi inibida nas concentracbes 400 e 600ug/L de
octocrileno (Figura 9a) comparada ao controle. Nas folhas a reacdo da CAT foi
indiferente a concentragdo de octocrileno em 200 e 600ug/L a atividade aumentou

(Figura 9b) em relagéo ao controle nas 48h e apresentou inibicdo nas 96h, ficando
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abaixo do controle. Na concentragdo de 400ug/L a enzima manteve sua atividade
proxima ao da amostra controle em todos os intervalos avaliados. A CAT auxilia na
degradacgao do H,0,, substancia téxica aos vegetais, a maior vantagem de atuacéo
dessa enzima esta no fato de ndo precisar de agentes redutores para eliminar o
H,O, (Carvalho et al., 2012).

A APX apresentou inibicdo em todas as concentragdes nas raizes (Figura
9c) com excessao de 400 ug/L que apos 96h ficou muito acima das demais e do
controle. Nas folhas as primeiras 48 horas n&o apresentaram grandes alteragdes da
concentragdes (Figura 9d). Diferente da CAT a APX precisa de um cofator, e usa o
ascorbato como precursor da degradacao do H,0,, isto Ihe da a capacidade de atuar
em baixas concentragdes do peroxido, mas € inibida quando os niveis de H,0,
aumentam (Soares et al., 2019).

A GPOX ¢ inibida em todas as concentracbes nas raizes em relacdo ao
controle (Figura 9e), nas folhas a concentragdo 400ug/L teve atividade acima do
controle nas primeiras 24 horas, mas nos horarios seguintes também sofreu inibigdo
(Figura 9f). A concentragcdo de 600 ng/L foi a que apresentou a maior inibigdo da
atividade enzimatica ao final do experimento (96h). A atuacdo dessa enzima se da
pela reagdo do guaiacol com o peroxido de hidrogénio formando o tetraguaiacol,
nesta reacdo, o perdxido de hidrogénio € reduzido (Zeraik et al., 2008). Esta enzima
esta associada a protecdo das membranas celulares e quando ativa € um indicativo
de peroxidagao lipidica.

A SOD foi ativada desde o inicio nas concentragbes 200 e 600 ng/L, nas
raizes apds 96 horas de experimento sofreu a maior inibicdo de atividade (Figura
9g), mas mantém-se bem ativa nas concentra¢gdes 200 e 400 ug/L. Nas folhas a
inibicdo foi acentuada nas concentragdes 400 e 600 ug/L, e em 200 ug/L o efeito foi
de ativacao da atividade seguida de reducado, mas sem ficar abaixo do controle em
nenhum dos intervalos analisados (Figura 9h). Estes resultados indicam que a SOD
reagiu a formacgao do superoxido (O,’), nesse processo ha formagéo de H,O, (Flores
et al., 2014), o que pode se associar as atividades da CAT e da APX. A SOD atua
dismutando o superoxido e € a primeira enzima de prote¢do dos organismos em

relacdo a espécies reativas de oxigénio.
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Figura 9 - Resultados da andlises enzimaticas de raizes e folhas de Salvinia biloba Raddi emend. de La
Sota em solugdes de octocrileno: a) Catalase raizes, b) Catalase folhas, c) Ascorbato Peroxidase raizes, d)
Ascorbato Peroxidase folhas, e) Guaiacol Peroxidase raizes, f) Guaiacol Peroxidase folhas, g) Superdxido

dismutase raizes, h) Superdxido dismutase folhas
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Toda esta instabilidade citada acima (figura 9) indica que Salvinia biloba
esta lutando contra a contaminacao provocada pelo octocrileno. Além da atuagao da
SOD que indica a formagéo inicial de superdxido seguida da formagao de H,O, pela
ativacao e inibicdo das enzimas CAT e APX.

A clorofila serve como indicador da saude das plantas, apds serem
realizadas as analises das enzimas, foram gerados os graficos com os valores de
clorofilas a b e ¢ (Figura 10).

Podemos observar na que a producao de clorofila a nas amostras de 200 e
600ug/L superaram os valores do controle indicando que a planta esta sob estresse
(Figura 10a). A clorofila b é inicialmente reduzida e recupera-se em 200 e 400 ug/L
apos 48 h, ja para 600 ng/L a recuperagao ocorre apds as 96 horas de experimento
(Figura 10b). A clorofila ¢ nas 24h iniciais apenas na amostra de 400ug/L ficou
abaixo do controle e em 48h isso ocorreu em 600ug/L. Porém, apds as 96h todos as
amostras estavam acima do controle indicando tentativa de recuperacao da planta

ao estresse do octocrileno (Figura 10c).

Figura 10 - Resultados da analises de clorofila a, b e ¢ Salvinia biloba Raddi emend. de La Sota em
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Fonte: A autora (2022)
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Com base nos resultados de IM verificou-se uma diminuicdo do indice
mitético em relacdo ao controle conforme o aumento do tempo de exposi¢céo as
duas concentracdes avaliadas. Para a concentragdo 200 ng/L o indice de divisdo
celular ndo diferiu do controle em 24 horas, porém, nas 48 e 96 horas houve uma
drastica diminuigdo da proliferagdo celular, demonstrando elevada toxicidade. Para
a concentragao de 600 ug/L, em todos os tempos de exposigao considerados houve
reducdo significativa do indice de divisdo celular em relagdo ao tempo Oh,

caracterizando alto potencial citotoxico das solugdes apds fitotratamento (Tabela 1).

Tabela 1 indices mitéticos de meristemas de raizes provenientes de bulbos de Alliun cepa L. expostos
por 120 horas a Octocrileno, em trés concentragdes, antes (0 hora) e apds fitotratamento em
diferentes tempos de exposicéo (24, 48 e 96 horas)

Tempo de exposigao/Indice Mitético(%)

Octocrileno (g/L)

Oh 24h 48h 96h
200 100 77,9+05 555+1,4  32.0+2,0
100 60,0 +0,9° 30,1 1,8’ 17,0+ 2,4

600
h: horas. IM de cada concentragdo foram expressos com base na porcentagem para Co, ao qual foi
estabelecido 100%. * indicam diferencas estatisticamente significativas entre as concentragbes e
controle, de acordo com Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (p<0,05).

Com base nos resultados de alteragdes celulares verificou-se que com o
aumento do tempo de exposicao as raizes expostas as solugdes tratadas tiveram
aumento significativo de alteragcbes celulares em relagdo aos seus respectivos

controles, demonstrando elevada genotoxicidade.

Tabela 2 - indices de alteragées celulares de meristemas de raizes provenientes de bulbos de Alliun
cepa L. expostos por 120 horas Octocrileno, em duas concentragdes, antes (Oh) e apos fitotratamento
em diferentes tempos de exposi¢ao (24, 48 e 96 h).

Numero e tipos de alteracdes celulares

. Desarranjos Anafase
Conc de TE Micronu Células chromos IAC+DP (%)
Octocrileno cleous binuceladas em . omal
(ug/L) metafase
Oh 01 n.d. n.d 01 0.20+£0.3
200 24h 02 03 14 00 1.90+0.7*
48h 24 15 18 14 710+ 1.2
96h 25 25 16 20 8.60 + 1.4*
Oh 01 n.d. n.d 03 0.40+0.5
600 24h 03 14 10 15 420+0.8
48h 34 39 35 14 12.20 + 1,9*
96h 39 52 44 22 15.70 + 1.0*

Conc: concentracgdo, TE: Tempo de Exposicdo, IAC: Indice de Alteragdes Celulares, DP: Desvio Padr&o. *
indicam diferencas estatisticamente significativas das concentragbes e o controle, de acordo com
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (p<0,05).
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7. CONCLUSAO

Com base nas informacdes apresentadas podemos concluir que o sistema de
defesa contra EROS de Salvinia biloba Raddi emend. de La Sota foi ativado, mas o
metabolismo da planta foi prejudicado e apesar de ter ocorrido recuperagao das formas
de clorofilas ao longo dos horarios esta nao foi constante e por isso ndo pode-se afirmar
que S. biloba manteria-se viva o suficiente para eliminar do ambiente o contaminante.

A analise do crescimento das raizes e de sua divisao celular apresentou alteragao
e irregularidade indicando que a Salvinia biloba Raddi emend. de La Sota nao foi capaz

de tratar o octocrileno corretamente.
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