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RESUMO



A contaminagdo de alimentos por substéncias toxicas tem sido interesse de intensas
pesquisas nas ultimas décadas. Diversas classes de compostos quimicos de diferentes
origens vém sendo detectadas em alimentos e bebidas, dentre elas e o que mais vale
destaque séo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPASs). O objetivo deste trabalho
foi caracterizar as alteracGes fisiologicas em hortalicas submetidas a dgua contaminada
com HPAs, com o propoésito de avaliar o impacto que esses poluentes podem provocar nas
plantas e em seu desenvolvimento. A Alface (Lactuca sativa, L) dentre as diversas
hortalicas foi a escolhida para o desenvolvimento deste trabalho, pois a mesma é a mais
consumida no Brasil e normalmente sdo consumidas de forma in natura e, sem muitas
vezes, lavagem adequada, 0 que aumenta o risco de contaminacdo durante a ingestdo. O
parametro utilizado para 0 monitoramento foi a biometria da planta, que afere o tamanho
da parte aérea e de suas. A técnica avalia o crescimento normal e irregular bem como a
relacdo dessas alteragcbes/anomalias relacionadas com o estresse. Aliado a esse parametro,
utilizou-se a fluorescéncia da clorofila a para indicar, direta ou indiretamente os reflexos
dos impactos de fatores ambientais e mudancas no estado fisioldgico das plantas sob
diferentes condicdes de estresse. Os resultados experimentais mostraram que o HPA
benzo[a]pireno é capaz de induzir alteracdes significativas no comportamento fisioldgico
da alface. Resultados com a morfologia radicular forneceram informacdes suficientes para
concluir que a morfologia externa das plantulas foram drasticamente comprometidas em

funcdo da presenca do benzo[a]pireno em sua irrigacao.

Palavras chave: Alface (Lactuca Sativa), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,

Espectroscopia de fluorescéncia, benzo[a]pireno.



ABSTRACT

Contamination of food by toxic substances has been subject of intense research in recent
decades. Several classes of chemical compounds from different origins, as polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs), have been detected in food and beverages. The objective
of this work was to characterize the physiological changes in vegetables submitted to
irrigation with PAHs contaminated water in order to evaluate the impact of these pollutants
on plants. Lettuce (Lactuca sativa, L) was chosen for the development of this work, since it
is the most consumed in Brazil and are normally consumed in natura and, without
adequate washing, which increases the risk of contamination by ingestion. The parameter
used for monitoring was the biometry of the plant, which affects the size of the shoot and
roots in plants. The technique evaluates the normal and irregular growth and the
relationship of these changes/abnormalities to the stress. In addition to this parameter, the
fluorescence of chlorophyll was also used to indicate, directly or indirectly, the impacts of
environmental factors and changes in the physiological state of the plants under different
stress conditions. The experimental results showed that HPA benzo[a]pyrene was able of
inducing significant changes in the physiological behavior of lettuce. Results of root
morphology provide sufficient information to conclude that the external morphology of the
seedlings can be drastically compromised due to the presence of benzo[a]pyrene.

Keyword: Lettuce (Lactuca Sativa), polycyclic aromatic hydrocarbons, Fluorescence

spectroscopy, benzo [a] pyrene.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

B(a)P benzo(a)pireno

BOD Estufa incubadora

CCD Charge-Coupled Device

Chl Clorofila

Chla Clorofila a

DNA Deoxyribonucleic Acid

EDS Energy Dispersive X-ray Spectroscopy
FACET Faculdade de Ciéncia e Tecnologia

Fm Fluorescencia maxima

Fm’ Fluorescencia méxima fase clara

FSI Fotossistema |

FSlI Fotossistema 11

GOA Grupo de Pesquisa Optica Aplicada

H20 Formula quimica da agua

HPAs Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
NFT Nutriente Film Technique

NPQ Non-Photochemical Quenching

OMS Organizagdo Mundial da Saude

PP Poluentes Prioritarios

PVC Policloreto de Vinila

STPs Substéncias Toxicas Persistentes

UFGD Universidade Federal da Grande Dourados
UNICEF Fundo das Nac¢des Unidas para a Infancia
USEPA Agéncia Ambiental Americana

UV-Vis Luz Ultravioleta e Visivel



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Distribuicdo de 4guas Na Terra [3].....ccccoeeiereirineinise e 12

Figura 2: Estrutura molecular dos 16 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

determinados como poluentes prioritarios em estudos pela Agencia de Protecdo Ambiental

dos Estados Unidos (USEPA) [L6] ....ccecveiieiiiie et 15
Figura 3: Distribuicdo de Hidrocarbonetos no meio aquatico [26] .........cccccevvivvieerieiiennnn 17
Figura 4: Diagrama parcial de niveis de uma molécula fotoluminescente [37] ................. 20

Figura 5: Cinética caracteristica da emissdo de fluorescéncia. FO: fluorescéncia minima da
planta adaptada ao escuro. PS: pulso saturante. Fm: fluorescéncia maxima da planta
adaptada ao escuro. FP: pico de fluorescéncia no inicio da iluminagdo. F’: fluorescéncia da
planta adaptada a luz. Fm’: fluorescéncia méaxima da planta adaptada a luz. FO’:

fluorescéncia minima no término da CINEtICa [41] ...ccvoovvereiriieee e 22

Figura 6: Caixas GERBOX com as sementes no inicio do teste de germinacdo e apds o

periodo de 8 dias, ja crescidas e prontas para serem transferidas

Figura 7: Perfil hidropdnico com mudas ja inseridas nas bandejas de germinacéo ........... 29

Figura 8: Régua com medida da raiz das plantulas de Lactuca sativa. Foto: Poliane

BUBTINO oottt ettt et e ettt et e e e eeee e et eeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeaneneneens 30

Figura 9: Equipamento utilizado no estudo fluorescéncia cinética das plantas, no

Laboratério de Biofotonica da UFGD. Foto: Poliane GUEIINO ......eeveveeeeeeeeeeeeceeeeeeeeeeee 31

Figura 10: Teste de germinagdo das sementes de Lactuca sativa no inicio do teste e apés 8

dias mantidas em estufa de germinacdo BOD. Foto: Poliane GUErino ............ccccceevereennnn. 33

Figura 11: Raiz de Plantas de Lactuca sativa com diferentes concentragbes de
benzo(a)pireno, da esquerda para a direita, planta controle, concentracdo de 5,09 ng/mL e

concentracdo 50,9 ng/mL. Foto: Poliane GUENINO ........ccvevveiieeieieeie e 33



Figura 12: Valores médios de comprimento, em funcdo do tempo, para duas
concentracdes de benzo(a)pireno, comparadas com as medias do comprimento da controle

(solucéo nutritiva)

Figura 13: Imagens de QY_Max durante periodo de anélises, obtidas por meio da cinética

A€ FIUOIESCENCIA A CLOTOTIIA et eeeeeneeeeennnene 35

Figura 14: QY_Max, média de 5 plantas de Lactuca sativa, em funcdo do tempo, para as

dIiferentes CONCENIIACHES .......ecvvieieiieeie ettt ettt et e e e et e e estaeneeneesraeneas 36

Figura 15: Imagens de FV/Fm_Lss durante periodo de analise, obtidas por meio da

cinética de fluoresCeNCIa da ClOTOFIIa .......vveeeeeeee e 37

Figura 16: FV/Fm_Lss, média de 5 plantas de Lactuca sativa, em funcdo do tempo, para

as diferentes concentragoes de benzo(a)pireno

Figura 17: Imagens de NPQ_Lss durante periodo de analise, obtidas por meio de imagem

0 FIUOIESCENCIA A CIOTOTIIA et e e e e eeeeeeeeneeees 39

Figura 18: NPQ_Lss, média de 5 plantas de Lactuca sativa, em funcdo do tempo, para as

diferentes concentragdes de DENZO(A)PITEN0 .......ccveiveiiiiiiiiiii e 40

Figura 22: Espectros de emissdo do HPA benzo(a)pireno na raiz da Lactuca sativa ........ 45



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Estrutura molecular e caracteristica do HPA Benzo(a)pireno



SUMARIO

CAPITULO Lottt 12
O TN ST0] 51007 X TSR 12
T TV TP 12
1.2. Os Hidrocarbonetos Policiclicos aromaticos (HPAS) ........cccoceveieveieieieseeieieen, 14
I I =TT g0 €= o[ (=] T OSSR 16
1.3. Contaminagao da 4gua COM HPAS ..........cooiiiiiiiiie e 17
1.4. Toxicidade do HPA em sistemas aqUALICOS ..........ccceevvereerueiiiesieerieseeseesee e sie e 18
1.5. Técnicas para estudo e deteccdo de estresse de plantas. .........cccecvvervvivivsinerieriennen, 19
1.5.1. Fluorescéncia da ClOrofila @..........ccoevirieiniiiieiesc e 19
1.5.2. BIOMELA 8 FAIZ......eeiieieiieiecie ettt nne s 24

1.6. Plantas de @lface .........ccooiiiiiiiii i 24
CAPITULO Il 26
2. OBUIETIVOS ...t bbbttt ettt bbb e et et ne et e 26
2.1. ODJELIVO GEIAl ..o 26
2.2. ObJEtiVos BSPECITICOS. ....c.rvuvririiii 26
CAPITULO T oot bbbttt bbbttt 27
3. METODOLOGIA. ...ttt ettt e e e et et e aesbestearaeneenseneas 27
3.1, AMOSEra PAra ESTUD ......cveeiiiitiite ettt bbbt 27
3.2. Preparo das solugdes com HPA benzo(a)PIreN0 .........cceeeeveerveieeseenieseesie e sie e 28
3.3. SiStema HIdrOPONICO .....c.veviiiiiisiiciieieeee e 28
3.4, TAMANNO A8 FAIZ ...vvevieiieieie ettt bbb be b reene e eneas 30
3.5. Fluorescéncia cinética da clorofila a por imagem.............coovn, 30
CAPITULOD IV et bbbttt bbb b e ne e e 32
4. RESULTADOS E DISCUSAO ........coeieeieeiieeeeieeeeseesseseeeeses s sessasessesss s essensssasnenanns 32
4.1. Efeito do Tempo e temperatura na degradagdo do benzo(a)pireno............c.coceeveee. 32
4.2. Indice de gErMINAGCAD .......c.ecveeiiiieiiieiie ettt te e te e sreeee e e steebesnaenres 33
4.3. TAMANNO A FAIZ .....eeeeeeeeeeceee ettt e te e e e sreeeesneesneeneeaneenneas 34
4.4. Fluorescéncia da Clorofila ...........cooviieiiiiie e 35
4.5 ANAIISES QUIMICAS .. .evverieeeieiteeieeiesee e e e teeste st e sreesteeseesseesteeseesseesseeneesseesseeneeaneenrens 41
4.5.1 Determinagdo do teor da Clorofila...........ccooviiiiiiiii e 42
4.5 Analise da Raiz da Lactuca Sativa ..o, 44
CAPITULOD V ettt sttt s et e et st e e beebeeneeneeneenens 46
5. CONCLUSAO. ..ottt sttt 46

REFERENCIAS € NOTAS BIBLIOGRAFICAS ..o e 47



CAPITULO |
1. INTRODUCAO
1.1. Agua

A &gua recobre aproximadamente 80% da superficie do planeta Terra, sendo que
destes, 97% estdo nos oceanos, ou seja, somente 3% ¢ adgua doce que esta disponivel para o
consumo humano ou animal de forma imediata, como representado no gréafico da figura 1.
Esses 3% ainda tem risco de poluicédo, que pode causa a degradacdo dos escassos recursos

em decorréncia da auséncia de politicas publicas de preservacdo desses recursos hidricos

[1]

Distribuigio das Aguas na Terra

97,205 Oceanos
o 2 8% Agua
97,20% 2,38% Gelo/glaciais
0,38% Agua Sublerrdnea
| 0,029% Lagos & rios
W 0,001% Atmosfara

Figura 1. Distribuicdo de &guas na Terra. Fonte: UNEP (2015) [3].

O elemento agua se constitui um recurso natural essencial para a sobrevivéncia de
todas as espéecies que habitam a Terra, sendo 0 recurso mais importante para a vida
humana. No organismo humano ela atua, entre outras fun¢es, como veiculo para a troca
de substancias e para a manutencdo da temperatura do corpo, representando cerca de 70%
de sua massa corporal. Além disso, é considerada solvente universal e € uma das poucas
substancias que encontramos nos trés estados fisicos: gasoso, liquido e solido [2, 3].

O maior volume de agua doce do mundo esta presente no Brasil, contendo mais de
12% do volume total mundial. Os recursos hidricos superficiais e subterraneos abastecem
diferentes Estados e Municipios, tal que influenciam diretamente na ecologia, na economia
e na vida social de cada habitante [4]. No entanto, mesmo sendo considerado um dos

paises com maior disponibilidade de 4gua do mundo, as metropoles e cidades médias
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brasileiras enfrentam sérios problemas de abastecimento em fungéo da crescente demanda
e da distribuicéo irregular pelo territorio [5].

A preocupacdo com a qualidade da dgua consumida pela populacdo é uma realidade
no seculo XXI, sobretudo devido ao impacto que pode ocasionar na salde e bem-estar a
curto e em longo prazo [6]. Ela se constitui um recurso estratégico para a humanidade, pois
além de manter a vida no Planeta é objeto que impulsiona o desenvolvimento econémico,
sociocultural e ecologico e tem implicacdes em aspectos que vao desde a mortalidade
infantil a salde materna, passando também pelo combate as doengas infecciosas, pela
reducdo de custos sanitarios e pela qualidade do meio ambiente. No entanto, 0 acesso a
agua potavel é finito, o que nos leva a ter que planejar de forma criteriosa o seu uso, ja que
a sua ma distribuicdo no globo terrestre pode gerar alertas a respeito de uma crise
ambiental global, na qual esta inserida a crise hidrica [7]. Segundo dados da Organizacao
Mundial da Saiude (OMS) e do Fundo das Nac¢des Unidas para a Infancia (UNICEF), cerca
de 4,5 bilhGes de pessoas em todo 0 mundo ndo possuem acesso a agua potavel [8] e esse
ndmero so tende a aumentar.

Abordagens sobre novas tecnologias sustentaveis para o0 tratamento e
monitoramento da qualidade da dgua devem ser realizados [9]. A auséncia de aplicacéo de
politicas de manejo e o correto destino de residuos gera a dispersdo de diversas
substancias, toxicas e persistentes, nos diversos meios ambientais, inclusive na agua,
comprometendo assim a sua qualidade [10, 11].

Devido suas propriedades de solvente e a sua capacidade de transportar particulas, a
agua incorpora a si diversas impurezas, as quais podem ser de grande efeito toxicoldgico
(possiveis efeitos carcinogénicos, mutagénicos e genotoxicos) aos seres humanos. Dentre
as inumeras particulas se destacam os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos - HPAs
[10,12]. A presenca de HPAs na &gua representa um risco iminente a saude humana.
Diversos estudos evidenciaram a presenca de HPAs na agua, dentre eles, o antraceno,
fluoreno, pireno e naftaleno [10, 11]. Em aguas superficiais, as principais fontes de HPAS
sdo os efluentes industriais e domésticos, seguido pela deposicdo atmosférica, sobretudo
em &reas urbanas com altos niveis de polui¢cdo. Em sistemas de distribuicdo de agua, a
tubulacéo de ferro fundido pode representar uma fonte constante de HPAs. Em relacao aos
mananciais subterraneos as fontes pontuais de contaminacdo podem ocasionar a presenca

destes compostos. Métodos tradicionais de tratamento da dgua ndo séo eficazes na remogao
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destes compostos, e a adi¢cdo de substancias desinfetantes como o cloro pode proporcionar
a formag&o de outros compostos com toxicidades variaveis e/ou desconhecidas [6].

1.2. Os Hidrocarbonetos Policiclicos aromaticos (HPAS)

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) sdo uma importante classe de
compostos organicos tdxicos amplamente encontrados no ar, 4gua e solo [13] e sdo
considerados poluentes organicos prioritarios em estudos ambientais [14]. Sdo compostos
organicos que contém dois ou mais anéis aromaticos fundidos, constituidos exclusivamente
por &tomos de carbono e hidrogénio em suas moléculas, organizados sob forma linear,
angular ou agrupada (Figura 2) [15]. A formacdo desses contaminantes tem sua origem na
combustdo incompleta de matéria organica, influenciada principalmente por fatores como
temperatura e pressdo [16]. Possuem caracteristicas como hidrofobicidade, baixa
reatividade no meio ambiente (ambientalmente estaveis), elevada resisténcia a degradacao
(persisténcia) e sdo possiveis de se acumular, inclusive em organismos vivos (tecidos e
gorduras) [17].

Estas substancias podem ter origem petrogénica, pois estdo presentes na
composicdo do petrdleo; pirolitica, pela queima de biomassa e combustiveis fosseis; ou
biogénica (bactérias, plantas e algas) e chegam aos sistemas através de contribui¢fes
naturais ou antrépicas como por exemplo, vazamento de petroleo, transporte terrestre ou
marinho de petréleo, solventes ou combustiveis, pelo sistema de esgotamento sanitério,
despejos industriais, frenagens pluviais urbanas, incéndios florestais naturais, queima de
culturas agricolas e carvéo, erupgdo vulcanicas ou ainda pela producédo de plantas, fungos
e algas [17].

Quanto as propriedades fisicas e quimicas (pressdo de vapor, peso molecular,
solubilidade e coeficiente de parti¢cdo), os fatores que caracterizam os HPAs estdo
diretamente relacionados ao tipo de ligacdo apresentada nestes compostos (duplas
conjugadas). Em temperatura ambiente os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo
solidos e possuem ponto de fusdo e ebulicdo elevados. No entanto apresentam baixa
solubilidade em agua que varia entre os altamente insoltveis a pouco soltveis em agua
[18].
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Figura 2: Estrutura molecular dos 16 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos determinados como
poluentes prioritarios em estudos pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA). Fonte:
Meire et al., (2007) [16]

Este grupo de poluentes ambientais é considerado como um dos mais importantes,
sendo pertencentes a classe das substancias Toxicas Persistentes (STPs). Existem cerca de
100 tipos diferentes de HPAs distribuidas no ambiente, e de acordo com a agéncia
ambiental americana, United States Environmental Protection Agency (USEPA), estes
dezesseis hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo considerados poluentes prioritarios
(PP) [7]. Tais compostos, mesmo em concentracGes baixas, podem causar perigo a salde
humana. Estudos realizados com pessoas mostram que ao serem expostos aos HPAs por
longos periodos também podem desenvolver cancer. Sendo assim, s@o poluentes organicos
de importancia ambiental e de interesse toxicoldgico, pois muitos apresentam propriedades
pré-carcinogénicas para homens e animais [7, 18]. A exposi¢cdo humana aos HPAs acorre
através do ar, da agua, do solo e fontes de alimentos. As vias de exposicao incluem a

ingestdo, a inalacdo e o contato com a pele [19].

1.2.1. Benzo(a)pireno
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O benzo(a)pireno é o mais estudado entre os Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos, por apresentar, segundo alguns autores, uma toxicidade elevada e estar muito
presente no meio ambiente. Ele tem sido durante muitos anos utilizado como um composto
modelo em uma variedade de bioensaios de diferentes carcinogenicidades. Este poluente é
considerado um potencial causador de tumores pulmonares, por exemplo [18]. Quando se
trata da interacdo humana, foram detectadas em algumas pesquisas a presenca de
benzo[a]pireno e seus metabolicos em urina de mulheres gravidas e em criancas. O
benzo[a]pireno tem sido detectado também no sangue da placenta, do corddo umbilical,
sangue materno, e leite materno humano [20, 21, 22], mostrando seu alto poder de
contaminagéo.

O benzo[a]pireno (B(a)P) possui massa molecular de 252 g.mol?, baixa
solubilidade em &gua 3,8.10-3mg.L%, assim, é praticamente insolGvel. Sua formula
quimica é CaoHa2. E considerado, também, pouco volatil pelas mesmas caracteristicas. No
meio ambiente este composto é persistente e, quando inserido na dgua, adsorve densamente
nos fragmentos ou na matéria organica, sendo, portanto, um dos compostos mais

analisados e conhecidos [23]. Suas principais caracteristicas estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Estrutura molecular e caracteristica do HPA Benzo(a)pireno

Formula estrutural

Abreviatura B(@)P

Férmula molecular (CaoH12)

Amax - 366 nm® Ref. [5]

Classe quimica - Hidrocarbonetos Policiclico
Arométicos

NUmero de anéis aromaticos conjugados - (5)

(b) Comprimento de onda onde ocorre 0 maximo de emissdo deste HPA em um AA=40 nm

1.3. Contaminacao da 4gua com HPAs

16



A poluicdo dos ecossistemas aquaticos, dentre as diversas fontes de poluigdo
existentes, pode-se dar pela contaminacdo por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.
Esses elementos podem atingir os ecossistemas aquaticos de diversas formas, como por
exemplo, deposicdo atmosférica, carreamentos superficiais por escoamento de &gua de
chuva, descargas de esgotos domésticos, efluentes industriais e derramamentos de petroleo
[24].

A maioria dos HPAs que entram nos ambientes aquaticos permanece relativamente
proxima as suas fontes, decrescendo quase que logariticamente com a distancia da origem.
Desta forma, a maior parte dos HPAs encontrados nos ambientes aquéticos esta localizada
em rios, estatuarios e aguas costeiras [25], como representado na figura 3.

5 .
gl adsorcao 0Bl
3 __p > =

B d — b 2 S
R R AT RN et

Figura 3: Distribuicdo de hidrocarbonetos no meio aquético. Fonte: Resende, 2012 [26]

Os HPAs podem adsorver-se nos organismos por bioconcentracdo, bioacumulacao
e biomagnificacdo. A bioconcentracdo é a absorgdo de HPAs somente da &gua, através da
respiracdo e ou pele, resultando em uma concentragdo de HPAs maior no organismo do
gue na agua. A biocumulacdo é a absorcdo de HPAs por organismos aquaticos através de
varias rotas de exposicdo, como alimentacdo, respiracdo e absorcdo dérmica. E a
biomagnificagdo € o aumento da concentragdo de contaminantes nos organismos atraves da

alimentacdo ao longo da cadeia trofica [27].
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Em &guas subterrdneas rasas os HPAs sdo comumente encontrados, 0 que
representa um risco potencial grave para a salde dos que dependem da agua [28]. Na
presenca de peixes esses compostos causam uma reducdo na taxa metabolica e a
velocidade de natacdo, que foi associado ainda a anomalias cardiacas, que devem
contribuir para a reducdo do transporte de oxigénio, particularmente durante o esforco
intensivo [29].

1.4. Toxicidade do HPA em sistemas aquaticos

O grande interesse em estudos de HPAs é em virtude de sua ampla distribuicdo
em todos os compartimentos ambientais, ou seja, &gua, sedimento, solo e ar, e por estarem
associados ao aumento de incidéncia de diversos tipos de canceres no homem [30]. Os
HPAs apresentam efeitos adversos aos seres humanos, toxicidade elevada, sdo potentes
agentes cancerigenos e mutagénicos [31] e a exposi¢do humana a esses compostos devem
ser controladas.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, para serem mutagénicos, necessitam
sofrer ativacdo metabolica preliminar para se tornarem capazes de reagir com o DNA e
outras macromoléculas. Segundo estudos, quatro mecanismos tém sido propostos para
explicar a ativacdo: 1) oxidacdo enzimatica seguida de hidrélise com a formacao de diol-
epoxidos; 2) formacdo de ésteres benzilicos, eletrofilicos através de uma série de reacbes
de substituicdo; 3) producdo de radicais catidnicos através da oxidacdo enziméatica com
envolvimento de u, elétron e 4) dihidrogenacdo enzimatica dos metabolitos di-hidrodidis
produzindo quinoas capazes de reagirem diretamente com 0 DNA, ou capazes de reagirem
com O gerando espécies oxigenadas reativas, como radicais hidroxilas ou &nions
superdxidos que atacam o DNA. Esses mecanismos podem ocorrer simultaneamente nos
organismos, sendo que a ativacdo por diol-epoxidos € 0 mecanismo mais aceito na
literatura [32].

A capacidade carcinogénica e mutagénica tem mais significado nos HPAs que
possuem mais de 4 anéis aromaticos e substitutos dos hidrogénios podem afetar
drasticamente a atividade dos HPAs, dependendo da posicdo da substituicdo e do grupo
substituinte [30].
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Para determinacdo da qualidade da &gua e dos fatores de poluigdo é necessario
também a obtencdo de alguns pardmetros quimicos, fisicos e bioldgicos, como:
temperatura da agua, pH, analises bacteriologicas, oxigénio dissolvido, concentracdo de
nutrientes, bem como quantidade de material em suspensdo e as clorofilas-a. Os teores de
nutrientes estdo frequentemente relacionados ao grau de poluicdo doméstica e agropecuaria
de um ecossistema aquatico, e os altos valores de nutrientes sdo, muitas vezes,
interpretados como indicadores de poluicdo [32, 33]. O carbono € o elemento quimico que
faz parte da constituicdo dos seres vivos e de todos 0s compostos organicos. Nos ambientes
aquaticos, o carbono dissolvido é uma das principais fracbes da matéria organica, a qual se
constitui em fonte de energia e pode também influenciar nos mais diversos processos
biogeoquimicos que neles se desenvolvem. A matéria organica € um parametro relevante
para a determinacao da poluicdo organica das aguas naturais, o estudo das caracteristicas e
propriedades da matéria organica dissolvida se faz importante, pois a mesma pode afetar a
atividade biolégica do ambiente, auxiliar no transporte de elementos traco e
hidrocarbonetos derivados de petroleo e até mesmo influenciar nas propriedades fisicas da
agua [34, 35].

1.5. Técnicas para estudo e deteccao de estresse de plantas.

1.5.1. Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia é um fenébmeno Optico que ocorre em uma molécula apds a
incidéncia de energia luminosa (fétons). Quando uma molécula absorve um foton, para
buscar a estabilidade, esta dissipa essa energia e, tal dissipacdo pode ocorrer por
decaimento radiativo ou por decaimento ndo radiativo. Os processos de decaimento
radioativo envolvem a emissdo de fotons, sendo que essa emissdo pode ocorrer por
fluorescéncia ou fosforescéncia, enquanto que 0s processos de decaimento ndo radiativos
podem ocorrer por relaxacdo vibracional, conversdo interna ou cruzamento inter sistema,

como apresentado na figura 4, que ilustra o diagrama de Jablonski [36].
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Figura 4. Diagrama parcial representativo de niveis de energia de uma molécula fotoluminescente [37].

A clorofila das plantas possui fluorescéncia da clorofila que por ser altamente
sensivel aos mais diversos estimulos permite a obtencdo de informacdes qualitativas e
quantitativas sobre a condicdo fisiologica do aparato fotossintético da planta, indicando
direta, ou indiretamente, os reflexos dos impactos de fatores ambientais e mudangas no
estado fisioldgico das plantas, por exemplo [37]. Sabe-se que a eficiéncia fotossintética de
muitas plantas diminui quando sdo submetidas a condi¢des de estresse [38, 39]. Portanto, a
fluorescéncia da clorofila tem sido usada como um método eficaz para investigar classes
de plantas e para detectar estresses causados pela deficiéncia de nutrientes ou agentes
externos [40].

A luz ultravioleta e visivel (UV-Vis) absorvida pelas folhas verdes, com clorofila,
pode induzir duas regides distintas de fluorescéncia:

1- EmissOes na faixa de comprimentos de onda entre 400 e 600 nm, que estd
associada a varios fluoroforos, tais como &cidos hidroxicindmicos, flavonais,
isoflavonas, flavanonas e &cidos fendlicos;

2- EmissBes entre 600 e 800 nm que, in vivo, é produzida apenas pela clorofila a.

Nesta regido, entre 600 e 800 nm, a maioria da fluorescéncia, com maximos em
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685 e 735 nm, é emitida pela clorofila a presente no fotossistema Il (PSII) em
temperatura ambiente. No entanto, uma pequena contribuicdo de fluorescéncia
do fotossistema | (PSI) na faixa entre 710 e 720 nm tem sido relatada [41].

Uma vez que a fluorescéncia emitida ao meio ambiente pela clorofila a da folha
depende da concentracdo de clorofila na amostra e da captura de fdtons pelos
fotossistemas, pode-se dizer que estudar a fluorescéncia da clorofila implica explorar,
indiretamente, os estados dos aparatos fotossintéticos da planta, e dessa forma é possivel
identificar a influéncia das condi¢des ambientais sobre o seu rendimento bioquimico, por
exemplo [39].

Uma técnica que se mostra bastante eficiente para o estudo da atividade
fotossintética é a técnica de fluorescéncia cinética por imagem, que é baseada na captura
da emisséo da luz na regido de 680 nm por meio de uma camera CCD (do inglés: Charge-
Coupled Device), essa coleta de imagem é realizada em tempo real. A coleta da emissdo de
imagens € realizada em funcdo do tempo, gerando uma caracteristica apresentada na Figura
5. Durante a ocorréncia dessa cinética, a emissdo de fluorescéncia é medida varias vezes,
tendo inicio na fase em que a planta ainda esta adaptada ao escuro, sendo monitorada no
tempo, apés a incidéncia de pulsos saturantes e também na fase em que planta é exposta a
luz. A medida dessas intensidades de emissdo de fluorescéncia durante a cinética torna
possivel a determinacdo de parametros importantes no estudo do funcionamento do aparato
fotossintético das plantas. Os parametros podem ser medidos em cada pulso saturante,
entretanto, para atingir o estado estacionario de adaptagdo a luz, é importante fazé-lo em
tempos maiores [40, 41].
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Figura 5: Cinética caracteristica da emissdo de fluorescéncia. Fo: fluorescéncia minima da planta adaptada
ao escuro. PS: pulso saturante. Frn: fluorescéncia méxima da planta adaptada ao escuro. Fp: pico de
fluorescéncia no inicio da iluminagdo. F: fluorescéncia da planta adaptada a luz. Fn": fluorescéncia maxima
da planta adaptada & luz. Fo’: fluorescéncia minima no término da cinética [41]

A fluorescéncia da clorofila a é definida como qualquer luz na regido do vermelho
e infravermelho, produzida nos tecidos vegetais fotossintetizantes, apds excitacdo das
moléculas de clorofila com luz natural ou artificial na faixa visivel do espectro
eletromagnético. Sua medida estéa relacionada com a capacidade fotossintética das plantas
sob diferentes condi¢Oes experimentais para sua manutencdo e sobrevivéncia. A
fluorescéncia é emitida, primariamente, pela clorofila a presente no Fotossistema Il
(FSI), e se constitui em um modo de dissipagdo do excesso de energia nestes sistemas
bioldgicos [42].

A energia luminosa absorvida pelos fotossistemas vegetais pode ser empregada de
trés maneiras distintas: a) via fotoquimica: que é basicamente o uso da energia luminosa na
producdo biogquimica da planta durante a fotossintese; b) via ndo fotoquimica: que é
parcela de energia dissipada de varias formas, principalmente, por calor em forma de
radiacdo infravermelha (1V); c) via fluorescéncia: onde a energia é convertida na emissao
de luz ao ambiente.

A adaptacéo da planta ao escuro faz com que a parcela de energia fotoquimica seja

nula. Dessa forma, para eliminar a parcela de energia fotoquimica é necessario a aplicagédo
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de um pulso saturante na planta, apds sua adaptacdo no escuro. Além disso, o pulso
saturante, por conter energia em excesso, promove um maximo rendimento da emissao de
fluorescéncia (Fm). Dessa maneira, ao trabalhar com essas trés vias concorrentes de
consumo de energia que a planta utiliza, ¢ possivel estudar o “starus” do aparato
fotossintético por meio da analise comparativa das intensidades de emissdo do
Fotossistema Il medidas durante a cinética [37, 43 ].

O parametro mais importante e o mais citado, no estudo do estresse em plantas por
meio da fluorescéncia cinética, € o Fv/Fm. O parametro Fv é a diferenca entre a
fluorescéncia méxima durante o primeiro pulso saturante (Fm) e a fluorescéncia minima
(FO) medida antes do pulso saturante. O pardmetro Fv/Fm (equacdo 1) quantifica a
eficiéncia maxima do FSII medida na fase em que a planta estd adaptada ao escuro,
indicando a capacidade fotossintética da planta de maneira muito sensivel. Plantas
saudaveis geram valores de Fv/Fm em torno de 0,83. Quando em condigdes de estresse,
esse valor pode sofrer drésticas redugdes decorrentes, na maioria dos casos, de danos que
provocam a desativacdo do FSII, indicando diminuicdo do processo de fotossintese [44,
45].

(Equacao 1)

Na fase da cinética em que a luz branca (visivel) é incidida sobre a planta, ha um
rapido aumento da dissipacdo da energia na forma de calor, que é medido utilizando um
parametro denominado “quenching (dissipagdo) ndo fotoquimica (NPQ) (equagdo 2). E
importante notar que a intensidade da fluorescéncia maxima da planta na fase exposta a luz
(Fm") é menor que a fluorescéncia maxima na fase adaptada ao escuro (Fm). Isso porque
na fase clara, parte da energia estd sendo consumida pelo NPQ, o que ndo acontece no
primeiro pulso saturante, pelo fato da planta estar totalmente adaptada ao escuro. Assim o
NPQ é um parametro importante no estudo do aparato fotossintético das plantas,
fornecendo informac@es sobre a dissipacdo de energia na forma ndo-fotoquimica [43, 46]

F—Fm/! (Equacéo 2)

Fin!

NPQ =

Entretanto, para um estudo mais eficiente sobre os efeitos dos HPAs sobre as

plantas, além da fluorescéncia da clorofila, outras técnicas também sdo necessarias para

23



uma melhor anélise dos efeitos desses poluentes. Esse conjunto de técnicas experimentais
pode proporcionar o entendimento dos mecanismos, interagdes, comportamento e estresse

das plantas expostas aos HPAsS.

1.5.2. Biometria da raiz

A biometria da raiz € uma técnica que afere o tamanho da parte aérea e de raizes em
plantas, como mostra os estudos de referéncia [47]. Essa técnica avalia o crescimento
normal e irregular e a relagdo dessas alteragdes\anomalias relacionadas com o estresse da
planta. Esse conjunto de técnicas experimentais pode proporcionar o entendimento dos
diferentes mecanismos, interacGes da luz com aparato fotossintético e agentes causadores
de estresse ao organismo\parte do organismo em estudo [42]. As analises do
comportamento e estresse de plantas expostas aos hidrocarbonetos policiclicos arométicos
(HPAS) é parte desses estudos com uso dessas técnicas ndo invasivas [47, 48].

1.6. Plantas de alface

A alface (Lactuca sativa) ¢ uma planta anual, pertencente & familia Asteracea. E
originaria da Europa e Asia Ocidental, tendo como caracteristicas morfoldgicas caule
pequeno, no qual sdo fixas as folhas, podendo ser lisas ou crespas, sistema radicular
superficial, que abrange cerca de 30 cm de profundidade no solo, sendo uma planta anual,
que floresce sob altas temperaturas e vegeta em temperaturas amenas e agradaveis [49]. E
uma planta tipica de inverno, capaz de resistir a baixas temperaturas e a geadas leves,
sendo as temperaturas amenas, essenciais durante toda a fase vegetativa de seu ciclo,
especialmente durante o desenvolvimento da cabeca. Temperaturas elevadas (20-30°C)
aceleram o ciclo cultural resultando em plantas menores e também induzem a presenca de
um indesejavel sabor amargo [50].

E a hortalica folhosa mais consumida em todo mundo. O custo de sua producéo é
relativamente muito baixo quando comparado a outros vegetais, sendo por isso, muito
cultivada pelos pequenos produtores, bem como se adapta facilmente as variacdes
climéticas, com possibilidade de cultivos sucessivos ao longo de todo o ano, conferindo
assim, grande importancia econdmica [51, 52].
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No Brasil, apesar do clima e de solos favoraveis ao cultivo natural de alimentos, a
hidroponia ¢é altamente viavel, pois ndo necessita de rotacdo de cultura, uso quase que
nenhum de defensivos agricolas e tempo reduzido do plantio até a colheita. A alface
hidropdnica contém os mesmos nutrientes que os cultivados da forma tradicional, pois a
planta é cultivada em uma solucdo nutritiva onde sdo dissolvidos todos os nutrientes de que
a planta necessita e que normalmente retira da terra, como o nitrogénio, manganés, fosforo,
potéssio e outros [53, 54, 55]. No Brasil, tem crescido nos ultimos anos o interesse pelo
cultivo hidroponico, predominando o sistema NFT (Nutriente Film Technique). Neste
sistema, segundo a referéncia [55], as plantas crescem em canais de cultivo por onde a
solucdo nutritiva circula, intermitentemente, em intervalos definidos e controlados por um
temporizador. Através de perfis hidrop6nicos proprios para este sistema de cultivo,
também podem ser utilizados tubos de PVC inteiros ou cortados ao meio,
longitudinalmente. O manejo adequado e o conhecimento dos aspectos nutritivos das

plantas sdo os requisitos de sucesso para o cultivo hidroponico [54].
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CAPITULO I1
2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar as alteracdes fisiologicas e fotossintéticas em hortalicas submetidas a
irrigacdo com agua contaminada com Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos HPAs, com

0 proposito de avaliar o impacto que esses poluentes podem provocar nas plantas.

2.2. Objetivos especificos

o Identificar possiveis alteracdes fisioldgicas em plantas de alfaces submetidas a
irrigacdo com &gua contaminada por B[a]P;
o Identificar possiveis alteracBes fotossintéticas em plantas de alfaces submetidas a

irrigacdo com &gua contaminada por B[a]P.
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CAPITULO I11
3. METODOLOGIA

3.1. Preparacéo das mudas de alface

A pesquisa foi conduzida na Universidade Federal da Grande Dourados, durante 0s
meses de Fevereiro de 2018 a Marco de 2019. Neste estudo, foram utilizadas sementes de
um mesmo lote da hortalica alface (Lactuca sativa L.) crespas, marca Horticeres, adquirida
em estabelecimentos especializados.

Inicialmente as sementes de alface foram colocadas para germinar, distribuidas em
caixas Gerbox forradas com papel filtro e embebidos em agua, como representado na
figura 6. A caixa foi fechada, envolvida com filme plastico e mantida em estufa incubadora
BOD por 8 dias. As sementes foram mantidas em temperatura de 25°C, com fotoperiodo de
12/12h claro/escuro e umidade de 65%/70% com intensidade actinica de aproximadamente
300 pmol m2s,

Figura 6: Caixas GERBOX com as sementes no inicio do teste de germinacédo e ap6s o periodo de 8 dias, j&
crescidas e prontas para serem transferidas

3.2. Preparo das solugdes contaminadas com benzo(a)pireno
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Para o preparo da solucdo estoque contaminada com o HPA benzo(a)pireno
utilizou-se 0,1 g de um padrdo de benzo(a)pireno (Sigma-Aldrich; PM: 252,31g/mol; 96%)
e dissolveu-se em 50 mL de acetona PA (Proquimios). Em seguida transferiu-se para um
baldo volumétrico de 100 mL e ajustou o volume com alcool metilico PA (VETEC). No
final desse processo a solugdo possuia uma concentracéo de 3,84x10° mol/L de B(a)P.

Para o preparo da solucdo padrdo de b(a)p fez-se uma diluicdo a partir da solucdo
estoque, onde 2 mL dessa solugdo (C = 3,84x107 mol/L) foi transferida para um baldo
volumeétrico de 100 mL e ajustado o volume até o menisco com metanol, obtendo-se assim,

uma solugéo padrdo com concentragio igual a 7,5x107° mol/L ou 1,89x107° g/mL de HPA.

3.3. Cultivo no Sistema Hidropénico

Apobs a germinacdo das sementes, as mudas de alface foram transferidas para as
bandejas de crescimento, sendo colocadas em espuma fendlica, deixando sua raiz para
baixo para estar em contato com a solucdo nutritiva que serdo adicionadas nas vasilhas
com perfis hidropdnicos. Foram utilizadas 4 bandejas de polipropileno (100 mm),
contendo nove plantas em cada.

A solucdo nutritiva foi adquirida em lojas de produtos agropecuarios na cidade de
Dourados/MS, e contém: ferro, nitrato de célcio e Hidrogood Fert (composto pelos
macronutrientes: Nitrogenio 10%, Fosforo 9%, Potassio 28%, Magnésio 3,3%, Enxofre
4,3% e micronutrientes: Boro 0,06%, Cobre 0,01%, Molibdénio 0,07%, Manganés 0,05% e
Zinco 0,02% ). A metodologia de utilizacdo para a hidroponia foi de 660g/1000litros de
Hodrogood Fert, 4009/1000litros de Nitrato de Calcio e 30g/1000litros de Ferro.

Preparou-se trés solugdes nutritivas diferentes, sendo uma padrdo (adotada como
controle contendo apenas a solucao nutritiva). Uma solugéo contendo 0,269 mL da solucao
padrdo de b(a)p para cada 1 litro de solucdo nutritiva, obtendo-se uma solucdo com
concentracdo de benzo(a)pireno igual a 5,09 ng/mL (igual ao encontrado na referéncia [7])
e outra solugdo contendo um volume de 2,693 mL de solucéo padrédo de b(a)p para cada 1
litro da solucdo nutritiva, obtendo-se uma solugdo com concentracdo de B(a)P igual a 50,9
ng/mL, cujo valor foi extrapolado para fins experimentais. As concentracfes do HPA
(benzo(a)pireno) utilizadas como contaminantes na solucdo nutritiva de hidroponia foram
baseadas nas mesmas concentracGes encontradas nos corregos urbanos do municipio de

Dourados/MS em pesquisa realizada pela referéncia [7].
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As mudas foram mantidas em estufa incubadora BOD com controle de temperatura,
umidade e fotoperiodo, fornecendo as condicfes ideais para a germinacdo e crescimento da
espéecie. Exemplos de desenvolvimento das plantas sdo mostrados na figura 7. Quando
todas as plantas atingiram o tamanho desejado para o experimento (que durou em torno de
15 dias ap0s a germinagdo e transplante), foi feita a escolha de cinco amostras centrais de

cada bandeja e realizaram-se as caracterizag0es

Figura 7: Perfil hidropbnico com as mudas ja inseridas nas bandejas de germinagédo

3.4. Medidas do Tamanho da Raiz

Apbs o periodo de germinacdo e crescimento as plantas foram extraidas das
bandejas de crescimento e 0 comprimento da raiz foi medido com auxilio de uma régua e
algumas imagens foram feitas. A figura 8 mostra o procedimento experimental padrédo

adotado para essa caracterizacao.
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Figura 8: Régua com medida da raiz das plantulas de Lactuca sativa. Foto: Poliane Guerino

3.5. Medidas de Fluorescéncia Cinética da Clorofila a por Imagem

Para realizar o estudo da influéncia do HPA sobre o aparato fotossintético das
plantas “in vivo” foi aplicada a técnica de fluorescéncia cinética por imagem, utilizando o
equipamento Closed FluorCam FC 800-C da marca Photon Systems Instruments,
composto basicamente por painéis de LEDs usados como fonte de excitagdo com
intensidade de luz actinica acima de 2500 pmol (prétons) m2 st e uma cdmera CCD que
coleta a fluorescéncia da planta na regido entre 400 a 1000 nm fornecendo imagens com
resolucdo de 512 x 512 pixels a uma frequéncia méxima de 50 frames por segundo (figura
9). O sistema ¢ fechado, propiciando a adaptacdo das folhas do alface ao escuro, antes de
exposta a radiagdo. Antes das medidas, as plantas foram adaptadas ao escuro por 30
minutos garantindo que todos 0s centros de reacao estejam abertos, obtendo com isso, uma
medida mais eficaz da fluorescéncia. Para a cinética, foi utilizada a luz branca como fonte
de excitacdo, foi empregado um filtro para selecionar somente a emissao da clorofila a, na
regido de 680 nm e as medidas foram realizados em um dos lados da folha.
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Figura 9: Equipamento utilizado no estudo da fluorescéncia cinética
Biofotdnica da UFGD. Foto: Poliane Guerino

CAPITULO IV

4. RESULTADOS E DISCUSAO

das plantas, no Laboratério de
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4.1. Efeito do Tempo e Temperatura na Degradacao do benzo(a)pireno

Para o estudo de estabilidade térmica e temporal do benzo(a)pireno utilizou-se uma
solugdo com concentragdo de 4,5x107" mol/L em metanol, obtida a partir da diluicio da
solucdo estoque contaminada. A amostra foi armazenada em vidro &mbar, acondicionada
tanto em temperatura ambiente quanto em na geladeira e foi monitorada durante intervalos
de tempo perfazendo um periodo total de 100 horas.

Com os valores de intensidade de fluorescéncia medidos para cada intervalo de
tempo, calculou-se a concentracdo utilizando a equacédo pela curva de titulacdo (Patra &
Mishra, 2001).

Y=2,48442 + 9,209xC (Equacéo 3)

Durante todo o intervalo de tempo estudado (aproximadamente igual ao do
experimento com as plantas), e para as duas condi¢fes de temperatura observou-se que 0

composto b(a)p mantém sua concentracédo estavel.

4.2. Indice de germinagao

Os testes de germinagéo foram realizados com sementes de Alface (Lactuca sativa)
crespa nas caixas de germinagdo, como descrito na sessdo 3.1. As sementes foram
colocadas para germinar e foram umedecidas com agua com distintas concentracfes de
HPA (sendo as concentragdes de 0 ng/mL, 5,09 ng/mL e 50,9 ng/mL de b(a)p). Cada caixa

germinadora possuia em torno de 42 sementes.

Apbs 8 dias foi realizada a contagem das sementes germinadas e fazendo uma
porcentagem simples, verificou-se que para todas as amostras com concentragdo de
benzo(a)pireno as sementes germinaram 100% (figura 10). Assim sendo, ndo houve

diferenca na germinacdo das sementes em fungdo da concentracao de HPA.
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Amostra 1: controle 0 ng/mL Amostra 2: concentragio 5,09 ng/mL Amostra 3: concentrag¢do 50,9 ng/mL

Figura 10: Teste de germinagdo das sementes de Lactuca sativa no Inicio do teste e ap6s 8 dias mantidas em

estufa de germinagdo BOD. Foto: Poliane Guerino

4.3. Tamanho da raiz

A Figura 11 é uma foto representativa das plantas de Lactuca sativa para as trés
concentragcfes de benzo[a]pireno apds 8 dias (192h) do inicio de seu desenvolvimento e

plantio nas caixas de crescimento.

I O Wl i W S % VO Dl o i N |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18

Figura 11: Raiz de plantas de Lactuca sativa com diferentes concentra¢des de benzo(a)pireno, da esquerda

para a direita, planta controle, concentragdo 5,09ng/mL e concentra¢do 50,9 ng/mL. Foto: Poliane Guerino
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A figura 12 mostra os valores médio do comprimento da raiz de 10 amostras para
cada solucdo nutritiva utilizada, cada uma com uma concentracao distinta de HPA. Nota-se
que para a menor quantidade de HPA inserido na solugdo nutritiva (5,09 ng/mL), porém
muito acima do regulamentado pelos oOrgdos de fiscalizacdo, ndo se nota diferenca
significativa no valor médio do tamanho das raizes se comparada com a amostra controle
(0 ng/mL). Ja para a maior concentragdo houve uma reducdo no tamanho das raizes de em
torno de 60%, mostrando que apenas quando sdo submetidas ao estresse muito agudo de
benzo(a)pireno, as plantas tendem a diminuir o tamanho da raiz [39, 55]. Nesse caso, pela
imagem da figura 11 notou-se também um subdesenvolvimento foliar das plantas (parte

aérea), influenciado pela ma formacéo raticular.

Tamanho da Raiz

= = =
[e0] o N H
T T T T T T
.
—

Comprimento (cm)
[e)]
T

0 5,09 50,9

Concentragio (ng.mL™)

Figura 12: Valores médios de comprimento, em funcdo do tempo, para duas concentragcGes de

benzo(a)pireno, comparadas com as medias do comprimento da planta controle (solucéo nutritiva).

4.4. Fluorescéncia da clorofila
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A figura 13 apresenta imagens de fluorescéncia obtidas durante a cinética, da parte
superior das folhas de uma planta de Lactuca sativa, apés 15 dias na solugdo nutritiva
contaminada com benzo(a)pireno, para as concentracbes de 0, 5,09 e 50,9ng L. As
imagens mostram as intensidades do parametro QY_Max, que quantifica o rendimento
méaximo do fotossistema Il da planta ap6s a adaptacdo ao escuro. Analisando a figura é
possivel notar que inicialmente, em 0 horas, as plantas estdo nas mesmas condi¢fes e 0
rendimento fotoquimico maximo é semelhante entre as folhas das plantas de todos os
sistemas. No entanto essa similaridade se perde ao longo do estudo e ao final do 15° dia, 0
QY_Max apresenta valores maiores para a folha da amostra contaminada com

benzo(a)pireno.

1° Dia 15° Dia

1,0

0 ng.mL-!

0,7
1,0

5,09 ng.mL-!

50,9 ng.mL-!

0,5

Figura 13. Imagens de QY_Max durante periodo de analise, obtidas por meio da cinética de fluorescéncia da
clorofila.
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A Figura 14 mostra uma andlise quantitativa do comportamento médio do
parametro QY_Max para as plantas de alface controle (sem benzo(a)pireno), para as
plantas tratadas com 5,9 e também com 50,9 ng.mL? de benzo(a)pireno. Observando a
figura nota-se que no 1° dia as plantas possuem valores de QY _Max que oscilam em torno
de 0,82. A literatura indica amplamente que esse é um valor coerente para plantas
saudaveis, que possuem seus aparatos fotossintéticos intactos, em condi¢des ambientais
ideais [35]. Para tempos maiores, apos 3° dia, esses valores de QY_Max aumentam para
patamares entre 0,85 e 0,88. Esse € um fato esperado, ja que as plantas continuam em
crescimento e um aumento em seu vigor também é esperado. Entretanto € possivel notar
que as plantas tratadas com benzo(a)pireno apresentaram valores de QY_Max sempre

maiores que os da plantas controle, apés 3° dia.

0,90

0,89 -

0,88 |-

0,87 -

0,86 |-

0,85 |-

Qy_Max

0,84 |-

0,83 |-

—=—0ng.ml”
—e— 5,09 ng.ml'1
o1l L —a—50,9 ng.ml”

0,82 -

0,80 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
1° 3° 6° 9 12° 15°

Tempo (dias)

Figura 14. QY_Max, média de 5 plantas de Lactuca sativa, em funcdo do tempo, para as diferentes

concentragoes.
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Na Figura 15 séo apresentadas imagens de FV/Fm_Lss, que analisa a eficiéncia do
fotossistema 1l no estado estacionério de adaptacdo a luz. As imagens foram obtidas pela
cinética de fluorescéncia da clorofila a e foram coletadas da parte superior das folhas de
uma planta de Lactuca sativa para as concentracdes de 0, 5,09 e 50,9 ng L* do HPA
benzo(a)pireno, para o 1° dia e o 15° dia de analise. Os valores de FV/Fm_Lss parecem
oscilar no tempo, pois no 15° dia sua intensidade se mostra menos evidente, para ambos 0s
tratamentos. Entretanto, novamente, os valores para a planta contendo 50,9 ng.mL™* de

benzo(a)pireno sdo maiores que os da planta controle.

1° Dia 15° Dia

0 ng.mL-!

5,09 ng.mL!

0,0
1.0

50,9 ng.mL-!

Figura 15. Imagens de FV/Fm_Lss durante periodo de analise, obtidas por meio da cinética de fluorescéncia
da clorofila.
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A analise do comportamento médio do pardmetro Fv/Fm_Lss, avaliado em cinco
plantas estudadas em funcdo da concentragdo do HPA benzo(a)pireno, sdo apresentados na
figura 16. Pode-se notar que os valores de Fv/Fm_Lss para as duas concentracdes
analisadas, de 5,09 e 50,9 ng.mL™, se mantiveram estatisticamente maiores quando
comparados a amostra controle até o 13° dia de estudo, assim como visto na anélise do
parametro QY_Max, apresentado anteriormente. No entanto para a concentragdo de 50,9
ng.mL observa-se que houve um aumento no parametro até o 9° dia e ap0s este periodo
houve uma reducdo, sendo que no 15° dia os valores apresentados do parametro foram

menores que a amostra controle.

0,84 |-

0,82 |-

0,78 -

0,74 |-

FV/FM Lss

0.70 - —a—0ngml*
I —e—5,09 ng.ml’
—4&A— 50,9 ng.ml’

1

1

0,66 -

1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
1° 3° 6° 90 12°0 15°

Tempo (dias)

Figura 16. FV/Fm_Lss, média de 5 plantas de Lactuca sativa, em funcdo do tempo, para as diferentes

concentracOes de Benzo(a)pireno.

As andlises do parametro NPQ_Lss (que € a supressdo ndo fotoquimica, ou seja, a
parcela de energia dissipada por vias ndo-fotoquimicas) no ultimo pulso saturante de luz no
estado estacionario de adaptacdo a condicdo de luminosidade, sdo apresentadas a seguir. A
Figura 17 mostra as imagens contendo as intensidades de NPQ_Lss obtidas através da
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cinética de fluorescéncia da clorofila a, na parte superior das folhas de uma planta de
alface controle bem como nas folhas de uma planta tratada com 5,09 e 50,9 ng.mL™ de
benzo(a)pireno, para o0 1° dia e 15° dia de exposicdo ao poluente. Nas figuras, observa-se
uma tendéncia de reducdo nos valores de NPQ_Lss em fungdo da presenca do

benzo(a)pireno.

1° Dia 15° Dia

0 ng.mL-!

5,09 ng.mL-!

50,9 ng.mL-!

0,0

Figura 17. Imagens de NPQ_Lss durante periodo de andlise, obtidas por meio de imagem de fluorescéncia
da clorofila.

A Figura 18 apresenta os valores médios do parametro NPQ_Lss para as plantas de
alface controle, para as plantas tratadas com 5,09 e também com 50,9 ng.mL? do HPA
benzo(a)pireno em funcdo do tempo de exposicdo. Novamente, é possivel averiguar que 0s

valores de NPQ_Lss sofrem variagdo no decorrer do experimento. No entanto, para as
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plantas com benzo(a)pireno, acontece uma reducdo nesse parametro no 12° dia, quando

comparadas as plantas controle.

3,5
—=—0ngml*
—e— 5,09 ng.ml'1
30 | —a—50,9 ng.ml™
25
()]
(%))
-
4
> 20}
15 |
110 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1

1° 3 6° 9 120 15°
Tempo (dias)

Figura 18. NPQ_Lss, média de 5 plantas de Lactuca sativa, em funcdo do tempo, para as diferentes
concentragdes de benzo(a)pireno.

4.5 Analise da Raiz da Lactuca sativa

A fim de avaliar onde esta presente 0 HPA benzo(a)pireno colocado na solucao
nutritiva fez uma analise complementar com as raizes das plantas de alface plantadas e
utilizadas nas caracterizacGes dessa pesquisa. Para essas anélises utilizou-se o processo de
extracdo da raiz baseando-se na metodologia proposta por Richards & Thompson [57].

A figura 22 mostra o grafico do espectro de emissdo dos HPA benzo(a)pireno
presente na solucdo composta pela raiz da alface, obtido por espectroscopia de
fluorescéncia sincronizada. Pela figura observa-se o pico da intensidade de fluorescéncia

em funcdo do comprimento de onda para o B(a)P em 364 nm, indicando que o
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benzo(a)pireno colocado na solucdo nutritiva para a realizacdo da pesquisa se encontra
presente na raiz da alface.

50 BaP

Raiz

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

0 . 1 . 1 . 1 . 1 .
350 360 370 380 390 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 19. Espectros de emissdo do HPA benzo(a)pireno na raiz da Lactuca sativa.
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CAPITULO V

5. CONCLUSAO

Os resultados experimentais obtidos sugerem que o HPA benzo(a)pireno é capaz de
induzir alteracfes significativas no comportamento fisiolégico bem como na morfologia
das plantas de alface, contudo somente em altas concentragdes. Os estudos sobre o
desenvolvimento radicular, por exemplo, forneceram informaces suficientes para concluir
que a morfologia externa das plantulas, bem como das plantas da hortalica em questéo,
pode ser drasticamente comprometida em funcdo da presenca do HPA. Os resultados
indicam ainda, que a técnica de cinética da fluorescéncia da clorofila por imagem se
mostra eficiente na deteccdo das alteracbes fisiologicas provocadas pelo HPA
benzo(a)pireno em plantas de alface.

Contudo, baixas concentracdes de HPA experimentais, que ndo significam que
sejam baixas para influenciar a salde humana, ndo foram detectadas diferencas
significativas no desenvolvimento das plantas. Tais resultados servem de alerta, pois nota-
se que o0 HPA possui interacdo com o sistema, porém em concentrac@es baixas ndo alteram

o desenvolvimento das plantas de modo que seja perceptivel sua influéncia.

42



REFERENCIAS e NOTAS BIBLIOGRAFICAS

[1] THOMAS, V.L. Avaliacdo da Contaminacédo da agua e do solo por coliformes em
area adjacente a aplicacdo de dejeto liquido de suinos (DLS) no municipio de Trés
Passos — RS. Modalidade do trabalho: Relatorio técnico-cientifico Evento: XXI Jornada de
Pesquisa. Trés Passos- RS. 2016.

[2] Plano Nacional de Recursos Hidricos — Secretaria de Recursos Hidricos do Ministério
do Meio Ambiente.

[3] SILVA, A. J. C. Currais Novos-RN e a problematica hidrica sob a otica
educacional como fator transformador dessa realidade. Dissertacao para a obtencédo do
titulo de Mestre pela Universidade Federal do Rio Grande do Norte. CAICO-RN. 2017.

[4] SOARES, I.M.N., BRARYMI, T.0O.L., & PALHARES, J.M. A distribuicdo de 4gua
no municipio de Oiapoque — AP, Brasil. Boletim Amazonico de Geografia (ISSN: 2358-
7040 - on line), Vol. 02, n. 04, p. 34-44. Belém. 2015.

[5] RIBEIRO, L. G. G., ROLIM, N. D. Planeta 4gua de quem e para quem: uma analise
da agua doce como direito fundamental e sua valoracdo mercadoldgica. Revista
Direito Ambiental e Sociedade, Vol. 07, n. 01, p. 7-33. 2017.

[6] ROCHA, S, M; NISHIO, F, Y. Contaminac¢do por Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos (HPAs) em Mananciais: evidencias de risco a saide no Municipio de S&o
Paulo. InterfacEHS — satde, Meio Ambiente e Sustentabilidade. VVol. 11 n° 1, Junho 2016,
Séo Paulo.

[7] ROSA, L. DOS S. Determinacdo de HPA's no sistema fluvial do municipio de
Dourados. 2017. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Ciéncias Exatas e Tecnologia da
Universidade Federal da Grande Dourados, 2017.

[8] NACOES UNIDAS BRASIL. Disponivel em < https://nacoesunidas.org/onu-45-
bilhoes-de-pessoas-nao-dispoem-de-saneamento-sequro-no-mundo/. > visitado em 17 de
Maio de 2019 as 09:53.

[9] SPERLING, M, V. Introducéo a qualidade das &guas e ao tratamento de esgotos. 3.
Ed — Belo Horizonte: Departamento de Engenharia Sanitatia e Ambiental; Universidade
Federal de Minas Gerais, p. 15-27, 2005.

[10] WU, B; ZHANG, Y; ZHANG, X; CHENG, S. Health risk from exposure of organic

pollutants through drinking water consumption in Nanjing, China. Bull Environ
Contam Toxicol, 84: 46-50, 2010.

43


https://nacoesunidas.org/onu-45-bilhoes-de-pessoas-nao-dispoem-de-saneamento-seguro-no-mundo/
https://nacoesunidas.org/onu-45-bilhoes-de-pessoas-nao-dispoem-de-saneamento-seguro-no-mundo/

[11] WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Guidelines for drinking-water
quality, 2nd ed. Geneva, 1998.

[12] WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Polynuclear aromatic
hydrocarbons in drinking water. Geneva, 2003.

[13] LI, Z; LIV, Y; YANG, X; XING, Y; TSAI, C; WANG, Z; YANG, Q; YANG, R. T.
Desorption of Polycyclic Aromatic Hydrocrbons on Mesoporous Sorbents:
Thermogravimetric Experiments and Kinetics Study. Industria & Engineering
Chemistry Research, 2016.

[14] SODRE, S. DO S. V. Desenvolvimento metodoldgico e avaliacdo de contaminagao
por HPAs em sedimentos da Baia de Guajara — PA. Tese de Doutorado — Universidade
Federal do Para, Instituto de Geociéncias, Programa de Pds-Graduacdo em Geologia e
Geoquimica, Belém, 2014.

[15] EVANGELISTA, C. DO C. P. Aplicacdo da cromatografia liquida de alta
eficiéncia na investigacéo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos em testemunhos
sedimentares. Dissertacdo de mestrado — Universidade Federal do Para, Instituto de
Geociéncias, Programa de Pds-Graduacdo em Geologia e Geoquimica, Belém, 2013.

[16] MEIRE, R. O; AZEREDO, A. T.; MACHADO, P. M. Aspectos Eco toxicoldgicos de
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos. Oecol. Bras. Vol. 11 [2], 188-201, 2007.

[17] SOUSA, C. L R. Determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em
agua e material particulado em suspensdo na Baia de todos os Santos e Aratu.
Dissertacdo de mestrado — Universidade Federal da Bahia, Cadmara de Ensino de Pds-
Graduacdo e Pesquisa, Bahia, 2016.

[18] RODRIGUES, J. M. Estudo de Viabilidade da Teécnica de Espectroscopia de
Fluorescéncia Sincronizada para ldentificacdo Simultdnea de Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos (HPAs) em Matrizes Liquidas. Dissertacdo para a obtencdo do
titulo de Mestre pela Universidade Federal da Grande Dourados — UFGD. 2013.

[19] CARUSO, M. S. F.; ALABURDA, J. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos -
benzo(a)pireno: uma revisdo. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 67(1):1-27, 2008.

[20] AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY (ATSDR).
Case Studies in Environmental Medicine Toxicity of Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons (PAHS). USA, Disponivel em <

44



http://www.atsdr.cdc.gov/csem/csem.asp?csem=13&po=0 > visitado em 22 de Novembro
de 2018.

[21] WORLD HEALTH ORGANIZATION. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs)
- Air Quality Guidelines. WHO Regional Office for Europe. Copenhagen, p. 24, 2000.

[22] UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION  AGENCY.
Benzo(a)pyrene (B(a)P) - TEACH Chemical Summary. U.S. EPA, 2006. Disponivel em
< http://lwww.epa.gov/teach/. > visitado em 02 de Dezembro de 2018.

[23] OLIVEIRA, R. A. N. Determinacdo dos Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
Pireno e Bero[a]Pireno em Amostras de Agua com Aplicacdo da Técnica de
Espectroscopia de Fluorescéncia sincronizada com Diferentes extragdes. Dissertacao
para a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia e Tecnologia Ambiental. Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Ambiental pela Universidade Federal da Grande
Dourados — UFGD. 2015.

[24] FREIRE, M. M. Avaliacdo dos Efeitos da contaminagéo por Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos em Peixes (Genidens genidens) do Litoral do Estado do Rio de
Janeiro. Tese de Doutorado apresentada ao Curso de P6s Graduacdo em Geociéncias para
a obtencdo do grau de Doutor da Universidade Federal Fluminense. Niter6i —RJ. 2015.

[25] NEFF, J.M. Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in the Aquatic Environment —
Sources, Fates and Biological Effects. London: Applied Science Publishers LTD, 1979.

[26] RESENDE, L, L. Monitoramento de Hidrocarbonetos Policiclicos aromaticos e n-
alcanos em amostras de agua e tecidos de peixe da Baia de Guanabara —-RJ.
LABMAM- Laboratério de Estudos Marinhos e Ambientais. Departamento de Quimica —
PUC RIO, 2012.

[27] BARROSO, H.S. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) em organismos
marinhos da Baia do Almirantado, Peninsula Antéartica. Tese de Doutorado
apresentada ao Instituto Oceonagrafico da para a obtengdo do grau de Doutor da
Universidade S&o Paulo. S&o Paulo-SP. 2010.

[28] WU, C. Concentrations and potential health hazards of polycyclic aromatic
hydrocarbon in shallow groundwater of a metal smelting area in Southeastern China.
Science of The Total Environment. Vol 569-570, p. 1561 — 1569. 2016.]

[29] LUCAS, J. Effects of Pyrolytic and Petrogenic Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons on swimming and Metabolic Performance of Zebrafish Contaminated
by Ingestion. ScienceDirectEcotoxicology and EnvironmentalSafety, Vol. 132, p. 145-
152, 2016.

45


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00489697

[30] NEIL, I. K.; FISHBEIN, K.; INTERN. J. Avalia¢do da contamina¢do humana por
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPASs) e seus derivados nitratos (NHPA):
uma revisdo metodologica. Revista Quimica Nova. Vol. 23, n. 6, 765 -773, 2000.

[31]] WANG, D. Q. et al. Polyciclic aromatic hidrocarbons and organochlorine
pesticides in fish from Taihu Lake: Their levels, sources, and biomagnification.
Ecotoxicology and Environmental Safety, 82, 63-70, 2012.

[32] MIZUKAWA, A. Avaliacéo de hidrocarbonetos no litoral do Parana, através de
analises de HPAs E n-alcanos no sedimento e de alguns parametros abioticos na agua.
Dissertacdo de mestrado apresentada ao programa de Pds-Graduacdo em Engenharia de
Recursos Hidricos e Ambiental do Setor de Tecnologia da Universidade Federal do Parana.
Curitiba — PR. 2012.

[33] SILVEIRA, M. P. Aplicacdo do biomonitoramento para avaliagdo da qualidade
da &gua em rios. Jaguariuna:Embrapa Meio Ambiente, 2004.

[34] THOMAS, J. D. The role of dissolved organic matter, particularly free amino
acids and humic substances, in freshwater ecosystems. Freshwater Biology. Vol. 50, p.
743-749, 1999.

[35] JIANG, F.; LEE, F.; SEM-CHUN, W.; XIAORU, D. D. The aplication of
excitation/emission Matriz spectroscopy combined with multivariate analysis for the
characterization and source identification of dissolved organic matter in seawater of Bohai
Sea, China. Marine Chemistry. V. 110, p. 109-119, 2008.

[36] ATKINS, P.; DE PAULA, J. Fisico-quimica. 7. Ed. Rio de Janeiro: LTC-Livros
Técnicos e Cientificos, 2004. v. 2.

[37] BAKER, N. R. Chlorophyll fluorescence: a probe of photosynthesis in vivo. In:
(Ed.). Annual Review of Plant Biology, v. 59, p. 89 - 113, 2008.

[38] KOBORI, H.; TSUCHIKAWA, S. Time-resolved principal component imaging
analysis of chlorophyll fluorescence induction for monitoring leaf water stress.
Applied Spectroscopy, v. 67, n. 6, p. 594 - 599, 2013.

[39] ROUSSEAU, C. et al. High throughput quantitative phenotyping of plant
resistance using chlorophyll fluorescence image analysis. Plant Methods, V. 9:17, 2013.
[40] LI, Q. et al. Dynamic changes in photosynthesis and chlorophyll fluorescence in
Nicotiana tabacum infested by Bemisia tabaci (Middle East-Asia Minor 1) nymphs.
Arthropod-Plant Interactions, v. 7, n. 4, p. 431 - 443, 2013.

[41] FALCO, W. F. Avaliagdo das Alteragdes Fisiologicas em Plantas de Vicia faba
induzidas por nanoparticulas de prata. Tese (Doutorado em Biotecnologia e

46



Biodiversidade) — Faculdade de Ciéncia e Tecnologia, Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD), Dourados, 2017.

[42] SANTOS, E, S. Avaliacéao dos efeitos de nanoparticulas metélicas de prata e 6xido
de cobre na germinagdo das sementes de Sebasnia virgata — (FADACEAE). 2018.
Dissertacdo de mestrado — Faculdade de Ciéncias Extas e Tecnologia da Universidade
Federal da Grande Dourados, 2018.

[43] MURCHIE, Erik H.; LAWSON, Tracy. Chlorophyll fluorescence analysis: a guide
to good practice and understanding some new applications. Journal of experimental
botany, p. ert208, 2013.

[44] CHANG, R. K. et al. The Research of Disease Detection Method of Greenhouse
Cucumber Leaf Based on Chlorophyll Fluorescence Analysis. Universal Journal of
Agricultural Research, p. 76-80, 2015.

[45] SU, Lingye et al. A novel system for evaluating drought—cold tolerance of
grapevines using chlorophyll fluorescence. BMC plant biology, v. 15, n. 1, p. 82, 2015.

[46] KALAJI, Hazem M. et al. Frequently asked questions about in vivo chlorophyll
fluorescence: practical issues. Photosynthesis research, v. 122, n. 2, p. 121-158, 2014.

[47] WANG, Lifen et al. Effects of silver nanoparticles on seed germination and
seedling growth of radish (Raphanus Sativus L.). In: 2nd International Conference on
Civil, Materials and Environmental Sciences. Atlantis Press, 2015.

[48] NAIR, P. M. G.; CHUNG, I. M. The responses of germinating seedlings of green
peas to copper oxide nanoparticles. Biologia Plantarum, Volume 59, p. 591-595, 2015.

[49] FILGUEIRA, F.A.R. Novo Manual de Olericultura — Agrotecnologia moderna na
producéo e comercializacdo de hortalicas. 2° edigéo revista e ampliada. Vigosa: UFV, 412
p. 2003.

[50] FILGUEIRA, F.A.R. Manual de Olericultura: Cultura e comercializacdo de
hortaligas. 2 ed. S&o Paulo: E. Ceres, v.2. p. 357, 1982.

[51] RICARTE, F. da S., ROCHA, A. B. F., SOUSA, J. B. G., ROSA, S. P. de S., FILHO,
A. A. de O. Andlise parasitologica das amostras de alface (lactuva sativa)
comercializadas em um municipio do nordeste brasileiro. Anais CONACIS - |
CONGRESSO NACIONAL DE CIENCIAS DA SAUDE — 2014 — Cajazeira, PB.

47



[52] BARROS, T. M. P; MOREIRA, W. M. Q; CARAMELDO, A. D. Estudo da literatura
sobre as metodologias de producgdo e cultivo da alface. Revista Fafibe on-line,
Bebedouro SP, p. 26-34, 2014.

[53] FERNANDES, A.A.; MARTINEZ, H.E.P.; PEREIRA, P.R.G.; FONSECA, M.C.M.
Produtividade, acumulo de nitrato e estado nutricional de cultivares de alface, em
hidroponia, em funcdo de fontes de nutrientes. Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 20, n.
2, p. 195-200, junho 2002.

[54] FERNANDES, P.C.; FACANALI, R.; TEIXEIRA, JP.F.; FURLANI, P.R;
MARQUES, M.O.M. Cultivo de manjericdo em hidroponia e em diferentes substratos
sob ambiente protegido. Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 22, n. 2, p. 260-264, abril-
junho 2004.

[55] LAKOWICZ, J, R. Principles of fluorescence spectroscopy. 3. Ed. Springer, 2006.

[56] CARVALHO, J. C. Uso da Técnica de espectroscopia para a andlise da influéncia
de HPA’S no desenvolvimento de hortalicas. Defesa de qualificagdo de mestrado da
Universidade Federal da Grande Dourados — UFGD, 2019.

[57] FALCO, W. F. Aplicacéo da fluorescéncia da clorofila a induzida por luz laser no
processo de caracterizacdo da interacdo nanoparticula-planta. 2017. Dissertacdo de
Mestrado — Faculdade de Ciéncias Extas e Tecnologia da Universidade Federal da Grande
Dourados. 2012,

48



