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Resumo

O Tributilestanho (TBT) € um composto organoestanico que, durante
muitos anos, foi utilizado como principal ingrediente ativo com funcéo biocida na
formulagdo de tintas anti-incrustantes. Diversos estudos associaram Seu uso a
desequilibrios metabdlicos em distintos grupos de animais. Apesar de este composto
ter sido banido, a nivel mundial, da formulacdo de tintas anti-incrustantes pela
Organizacdo Maritima Internacional em 2008, concentracdes significativas de TBT e
seus produtos de degradacdo, dibutilestanho (DBT) e monobutilestanho (MBT),
ainda podem ser encontradas em regides portudrias e ambientes estuarinos
costeiros, inclusive no Brasil. A toxicidade deste composto é pouco descrita para o
reino vegetal, principalmente quando se trata de plantas costeiras. Algumas plantas
crescem em areas contaminadas e talvez possam ser utilizadas para aumentar o
processo de remediacdo dos compostos organoestanicos em sedimentos
costeiros. Sarcocornia ambigua (Michx.) M.A.Alonso & M.B.Crespo (Amaranthaceae)
€ uma haldfita com ampla distribuicio em marismas e manguezais da costa
brasileira, e também possivel agente de fitorremediacdo do TBT. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a capacidade de S. ambiguade tolerar e descontaminar
sedimentos com diferentes concentracbes de TBT. Mudas de S. ambigua foram
cultivadas durante 78 dias em vasos com sedimentos sem contaminacao (controle; n
= 15) e contaminados com duas concentracbes de TBT (nivel baixo: 67,4 = 7,5
ngSn.g™; nivel alto 499,8 + 52,1 ngSn.g; média + erro padrdo; n = 15 vasos por
nivel de tratamento). Um grupo adicional de vasos com sedimento, mas sem
plantas, foi submetido aos mesmos niveis de contaminacdo de TBT e também
monitorado. O desempenho fitotécnico foi acompanhado através de analises
biométricas de altura do caule principal, nUmero de ramificacbes e comprimento da
maior ramificacdo em trés tempos amostrais (0, 53 e 78 dias). Sedimentos
contaminados e controle dos vasos com plantas e sem plantas foram coletados no
mesmo periodo amostral, sendo 0s organoestanicos presentes identificados e
guantificados. Todas as plantas expostas aos dois niveis de TBT sobreviveram e
cresceram vigorosamente, ndo ocorrendo diferencas significativas dos parametros
fitotécnicos em relacdo as plantas controle. Independente da presenca ou auséncia
de S. ambigua, a degradacdo de TBT em seus metabdlicos (DBT e MBT) foi

observada logo apos a fortificagdo dos sedimentos, no inicio do experimento (6-20%
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do total de organoestanicos; OTs), e aumentou marcadamente ao longo dos
primeiros 53 dias (até 42% dos OTs), tanto no nivel alto quanto no nivel baixo de
contaminacado. No nivel alto de contaminacdo, a presenca de S. ambigua aumentou
significativamente a degradacdo de organoestanicos nos ultimos 25 dias do
experimento. Ao final dos 78 dias de cultivo, o valor médio de TBT nos sedimentos
vegetados (142 ngSn.g™) foi 55,6% menor e significativamente diferente do valor
médio nos sedimentos ndo vegetados (320 ngSn.g™). Adicionalmente, nesta data, a
concentracdo média de OTs em sedimentos vegetados reduziu a 56,2% do valor do
primeiro dia do experimento, enquanto em sedimentos ndo vegetados esta reducao
foi de apenas 13,1%. Consequentemente, a presenca das plantas resultou também
na reducdo das concentracbes dos metabdlitos DBT e MBT, o que pode ter
acontecido por alteracbes induzidas pela planta nas caracteristicas fisico-quimicas
e/ou microrganismos no sedimento, ou mesmo por incorporacao do contaminante na
matriz vegetal. A haldfita S. ambigua demonstrou tolerancia a concentracdes de
organoestanicos que sado potencialmente capazes de acarretar efeitos adversos a
biota, encontradas em sedimentos de estuarios brasileiros. Esta planta foi capaz de
potencializar a degradacdo do TBT, mostrando-se um possivel agente de

fitorremediac&o de organoestanicos.

Palavras-chave: fitorremediacdo; halodfitas; organoestanicos; S. ambigua;
tributilestanho (TBT).



Vi

Abstract

Tributyltin (TBT) is an organotin compound used for several years as the
main biocidal active ingredient in the formulation of antifouling paints. Several studies
have associated its use with metabolic imbalances in different groups of animals.
Although this compound was globally banned in 2008 from the formulation of
antifouling paints by the International Maritime Organization, significant
concentrations of TBT and its degradation products, dibutyltin (DBT) and
monobutyltin (MBT), can still be found in port regions and coastal estuarine
environments, including in Brazil. The toxicity of this compound is poorly described
for the plant kingdom, especially when dealing with coastal plants. Some plant
species grow on contaminated areas and they may be used to enhance remediation
of butyltins from coastal sediments. Sarcocornia ambigua (Michx.) M.A.Alonso &
M.B.Crespo (Amaranthaceae) is a halophyte with wide distribution in marshes and
mangroves of the Brazilian coast, and it is a potential phytoremediation agent of TBT.
The aim of this work was to evaluate the ability of S. ambigua to tolerate and
decontaminate sediments with different concentrations of TBT. S. ambigua seedlings
were cultivated for 78 days in pots with no contamination (control) and contaminated
with two concentrations of TBT (low level: 67.4 + 7.5 ngSn.g™*; high level 499.8 + 52.1
ngSn.g™; mean + standard error, n = 15 pots per treatment level). An additional pot
group submitted to the same levels of TBT contamination but without plants was also
monitored. The phytotechnical performance was monitored through biometric
analyzes of shoot height, number of branches and length of the largest branch in
three sampling times (0, 53 and 78 days). Contaminated and control sediments of
pots with plants and without plants were collected in the same sampling period, with
organotin present being identified and quantified. All plants exposed to both TBT
levels survived and grew vigorously, with no significant differences in plant
phytotechnical parameters in relation to control plants. Regardless of the presence or
absence of S. ambigua, TBT degradation in its metabolites (DBT and MBT) was
observed shortly after sediment fortification, at the beginning of the experiment (6-
20% of total organotin; OTs), and markedly increased along the first 53 days (up to
42% of OTs), both at the high and low level of contamination. At the high level of
contamination, the presence of S. ambigua significantly increased the organotin

degradation in the last 25 days of the experiment. At the end of the 78 days of culture
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the mean TBT value in vegetated sediments (142 ngSn.g™) was 55.6% lower and
significantly different from the mean value in non-vegetated sediments (320 ngSn.g
). Additionally, on this date, the average concentration of OTs in vegetated
sediments reduced to 56.2% of the value of the first day of the experiment, while in
non-vegetated sediments this reduction was only 13.1%. Consequently, plant
presence also resulted in reduced concentrations of DBT and MBT metabolites,
which may have been due to plant-induced changes in physicochemical
characteristics and / or microorganisms in the sediment, or even by incorporation of
the contaminant into the plant matrix. S. ambigua halophyte has shown tolerance to
organotin concentrations that are potentially capable of causing adverse effects on
biota found in sediments of Brazilian estuaries. This plant was able to potentiate the
degradation of TBT, showing a possible phytoremediation agent of organotin.

Keywords: Phytoremediation; halophytes; organotin; butyltin, Tributyltin (TBT).



1. Introducéo

Plantas aquaticas, além de serem cultivadas para a producao de biomassa
objetivando alimentacdo animal e humana, também apresentam potencial para um
uso alternativo as aplicacdes tradicionais, podendo ser cultivadas para a utilizacéo
de biomassa visando a descontaminacdo de solos ou aguas, uma vez que estes
organismos apresentam a capacidade de absorver os contaminantes ou induzir
alteracdes fisico-quimicas que imobilizam ou reduzem a biodisponibilidade de varios
elementos e compostos (Cunningham & Ow, 1996). Este processo, denominado
fitorremediacdo, apresenta como vantagens em relacdo aos métodos fisico-quimicos
tradicionais de remocéo de contaminantes o baixo impacto ambiental, baixo custo de
aplicacdo e de manutencao (Pradhan et al.,, 1998), aspecto paisagistico positivo,
manutencdo ou até mesmo melhora das propriedades fisicas e bioldgicas do
solo/agua. Possibilita, ainda, aumento na estabilizacdo do solo - o que diminui as
chances de mobilizacdo de contaminantes para areas adjacentes (Moosavi &
Seghatoleslami, 2013).

A fitorremediacdo € um termo relativamente novo. Esta técnica utiliza
energia solar para o crescimento e o desenvolvimento das plantas (Wiltse et al.,
1998) e, frequentemente, a biomassa vegetal gerada pode ser utilizada como
matéria-prima para fins como a producdo de biocombustivel (Gomes, 2012). Os
primeiros empregos da fitorremediacdo consistiram na utilizacdo de plantas para
remocao de metais pesados (Otte et al., 1991; Williams et al., 1994; Baker et al.,
1999). Entretanto, com o0 aumento de estudos, diversos outros compostos passaram
a ser passiveis de remediacdo, como produtos farmacéuticos e de cuidado pessoal
(PPCPs; Pharmaceuticals and Personal Care Products) (Zhang et al.,, 2013),
herbicidas (Pires et al., 2003; Carmo et al., 2008), pesticidas (Buosi & Felfili, 2004),
hidrocarbonetos (Redondo-Goémez et al., 2011), contaminantes organicos (Schnoor
et al., 1995; Alkorta & Garbisu, 2001, Susarla et al., 2002), além de macronutrientes
de efluentes provenientes de aguas de producdo (Gomes-Neto & Costa, 2009) e da
aquicultura (Brown et al., 1999; Adler et al., 2000; Ghaly et al., 2005).

Um dos principais contaminantes organicos que tem afetado regides
costeiras em todo o0 mundo sdo 0s organoestanicos, principalmente a especiacéo
guimica na forma de Tributilestanho (TBT). Este composto em especifico foi

amplamente utilizado na ultima metade do século XX (Omae, 2003; Okoro et al.,



2011; Sousa et al.,, 2014) como principal composto ativo biocida em tintas anti-
incrustantes, sendo aplicado em navios, barcos (Hoch, 2001; Almeida et al., 2007)
ou até mesmo em estruturas de cultivo para aquicultura (Balls, 1987). Este grupo
organometalico é vastamente utilizado na industria para os mais diversos fins, como
estabilizantes de policloreto de vinila (PVC), conservantes de madeira, fungicidas,
acaricidas, pesticidas e também na producdo de cerveja ou desinfetantes (WHO,
1990; Omae, 2003, Sousa et al., 2014). Entretanto, a rapida dispersdo e
consequente aumento do uso de TBT a nivel mundial, aliado a impactos negativos
associados a sua presenca - além de um potencial efeito negativo sobre o homem -
fez com que diversos estudos comegassem a ser desenvolvidos, resultando em seu
banimento na composi¢cdo de tintas anti-incrustantes pela Organizacdo Maritima
Internacional em 2008. A contaminacdo de organoestanicos em areas costeiras

pode ser mitigada através da utilizacdo de plantas nativas para fitorremediacao.

1.1. TBT: Histdrico e problematica ambiental

O Tributilestanho (TBT) € uma das formas de organoestanicos mais
estudada, devido ao seu alto potencial poluidor, sendo capaz de causar impacto
mesmo quando presente em baixas concentracdes (Beaumont & Budd, 1984; Gibbs
& Bryan, 1987). Este composto veio substituir compostos metalicos como o arsénio,
mercurio e chumbo em tintas anti-incrustantes a base de cobre (Yebra et al., 2004;
Bray, 2006). Diversos fatores fizeram com que o uso de TBT expandisse
rapidamente, principalmente em regides costeiras/portuarias e de marinas em todo o
mundo (Alzieu et al., 1989; Francois et al., 1989; Pinochet et al., 2009; Sousa et al.,
2014). Dentre estes fatores, podem ser citados a alta abrangéncia (diversidade de
espécies-alvo que inibe), alta eficiéncia biocida (eliminando incrustacoes,
consequentemente diminuindo atrito entre agua e casco das embarcacoes,
resultando em reducéo de custos com combustivel e exigéncia de motor) (Abbott et
al., 2000); maior durabilidade em relacdo as tintas utilizadas anteriormente; nao
causar corrosao galvanica; auséncia de cor e apresentar miscibilidade com diversas
tintas (Omae, 2003). Estimativas indicam que, entre os anos de 1965 e 1975, a
producéo de organoestanicos aumentou de aproximadamente 5.500 toneladas para

25.000 toneladas (Smith, 1981). Valores mais atualizados apontam uma producao



anual de aproximadamente 50.000 toneladas (Godoi et al., 2003; Ayanda et al.,
2012), indicando uma utilizacdo massiva destes compostos.

Em meados dos anos 1980, foram observados os primeiros sinais de
impactos metabdlicos associados a presenca de TBT. Resultavam, na maioria das
vezes, em disrupcdo endbcrina — observados através do mais conhecido
biomarcador de contaminacdo por TBT, o efeito imposex - masculinizacdo de
fémeas de gastrépodes (Smith, 1981; Gibbs & Bryan; 1987; Axiak et al., 1995;
Gudmundsdattir et al., 2011) - e ma formacao de conchas de bivalves (Alzieu et al.,
1986). Entretanto, estudos demonstram que organoestanicos também apresentavam
outras potencialidades como imunotoxicidade, carcinogenia ou mutagenia, inclusive
em outros grupos de organismos (Sousa et al.,, 2014). Devido ao aumento de
pesquisas, 0 conhecimento do numero de espécies que desenvolviam reacdes
adversas a este grupo de composto também cresceu, e observou-se sua ocorréncia
em distintos niveis tréficos (Kannan et al.,, 1996; Stab et al., 1996; Graceli et al.,
2013; Silva et al., 2014; Sousa et al.,, 2014), inclusive nos niveis mais altos, em
mamiferos como cetaceos, pinipedes (Tanabe, 1999) e até mesmo no ser humano
(WHO, 1990; Takahashi et al., 1999; Dudimah et al., 2007). Diversos paises
passaram a proibir o uso de tintas anti-incrustantes a base de TBT e, em 2008, a
Organizacao Maritima Internacional (IMO, 2008) emitiu um pronunciamento banindo,
a nivel mundial, a utlizacdo deste composto na formulacdo de tintas anti-
incrustantes. Este banimento foi também adotado pelo governo brasileiro através do
Decreto Legislativo N° 797/2010.

Pesquisas apontam tendéncia de reducdo na incidéncia de casos de
imposex, principalmente apos o banimento do uso de TBT (Castro et al., 2012b;
Grimon et al., 2016). Entretanto, concentracdes deste composto e seus produtos de
degradacao continuam sendo encontradas em diversas regifes ao redor do mundo
(Cao et al., 2009; Grimoén et al., 2016), inclusive no Brasil (Artifon et al., 2016). As
formas metabodlicas detectadas de TBT sdo o DBT (dibutilestanho) e o MBT
(monobutilestanho), que possuem toxicidade decrescente, bem como o estanho
elementar sendo a forma inorganica da degradacdo sem toxicidade conhecida
(Landmeyer et al., 2004). Alguns locais — até mesmo &reas protegidas
internacionalmente, como as llhas Galapagos (Griméon et al., 2016) - ainda
apresentam concentracbes de TBT consideradas alarmantes, principalmente na

América do Sul, como é o caso da costa Norte do Chile, com sedimentos



apresentando até 602 ngSn.g™ (Mattos et al., 2017). No Brasil, concentracdes de
organoestanicos correspondendo a até 568 ngSn.g” foram encontradas em
sedimentos na regido do Porto de Paranagua (Estado do Parand) (Santos et al.,
2016). No Porto do Rio Grande, atraves da utilizacdo de S. haemastoma como
biomonitor ambiental, andlises de tecido apontaram concentracdes de TBT atingindo
valores de até 54,6 ngSn.g™* (Castro et al., 2012b).

1.2. Tributilestanho e seus metabdlitos

A estrutura quimica base dos compostos organoestanicos apresenta um
atomo de estanho, normalmente ligado quimicamente a um grupo alquila ou arila e

posteriormente a uma espécie anidnica, como hidroxidos ou 6xidos (1) (Hoch, 2001).
(1) (n-C4Hg)3Sn-X

Ainda segundo Hoch (2001), o numero de ligacbes de carbono ira
determinar a toxicidade do composto e sua natureza lipofilica, onde maior
guantidade de ligacdes correspondem a maior toxicidade e lipofilicidade, diminuindo
conforme héa perda de carbonos (degradacéo de TBT para DBT, MBT e Sn), além de
ser dose-dependente. Sabe-se, ainda, que a molécula de TBT possui diversas
caracteristicas que a possibilitam apresentar alta persisténcia ambiental, como
elevado K,y (coeficiente de particionamento octanol-agua) / alta lipofilicidade / baixa
solubilidade em agua, expressas principalmente pela pronunciada capacidade de
adsorcdo em particulas ou material organico, podendo permanecer no ambiente
desde dias até varias décadas (Hoch, 2001; Antizar-Ladislao, 2008). Além disso,
apresenta a alarmante possibilidade de biomagnificacdo de suas concentracdes ao
longo da cadeia tréfica (Stab et al., 1996).

O tempo de meia-vida de TBT pode ser de algumas semanas a até dezenas
de meses, variando com fatores fisico-quimicos como composicdo e natureza do
sedimento, penetracdo de luz e condi¢cdes andxicas ou de aeracdo (Kannan et al.,
1996; Diez, 2002; Antizar-Ladislao, 2008, Du et al., 2014). As formas de degradacéao
de TBT podem ocorrer por fatores abi6ticos, como radiacdo UV (Brosillon et al.,
2016), e tendem a ocorrer mais rapidamente em temperaturas mais elevadas (Du et

al., 2014). Este valor tende a diminuir em solos organicos de florestas, por exemplo,



onde ocorre mais degradacdo, quando comparados a solos minerais ou terras
alagadas (Huang & Matzner, 2004). Uma vez que TBT rapidamente se adsorve a
particulas quando é liberado no meio ambiente, o mesmo pode ficar indisponivel por
diversos anos em sedimentos andxicos (Dowson et al., 1996). Entretanto, esta
imobilizagdo pode ser facilmente revertida caso ocorram processos Ccomo
ressuspensao sedimentar, permitindo que o0 composto se torne novamente
biodisponivel (Unger et al., 1988). Portanto, a presenca de organoestanicos em
sedimentos andxicos pode se tornar desconhecidas fontes futuras de contaminacao.

A acao de microrganismos tem sido associada como potencializadora de
degradacdo de TBT em seus metabdlitos, e um dos principais fatores responsaveis
por este processo (Gadd, 2000; Cruz et al., 2014). Uma das formas de avaliagédo de
degradacdo de TBT em seus metabolitos é através da analise do Butyltin
Degradation Index (BDI), ou indice de Degradacédo de Butilestanicos (Diez, 2002), o
gual avalia a quantidade de produtos de degradacdo presentes no sedimento (ou
matriz organica, no caso de tecidos de gastropodes; Castro et al., 2012b) em
comparacao ao total de TBT. Este indice permite inferir a respeito da proximidade
temporal do input de contaminante no meio, onde BDI < 1 significa inputs recentes
de contaminantes, uma vez que as proporc¢des entre produtos de degradacao serao

muito menores que a concentragao total de TBT.

1.3. Fitorremediacao

A utilizacdo de plantas para recuperacdo da qualidade ambiental pode
ocorrer através de processos de fitoestabilizacdo, rizodegradacéo, fitoextracao,
fitodegradacéo, ou ainda fitovolatilizacdo, e a escolha do processo de remocéo ideal
ira depender diretamente da natureza do composto e sua compartimentacao
ambiental (Barcel6 & Poschnerieder, 2003). A fitoestabilizacdo ocorre de forma
indireta, onde a presenca da vegetacao permite a imobilizacdo do contaminante na
regido das raizes - comumente conhecida como rizosfera - evitando lixiviagdo e
diminuindo sua biodisponibilidade (Susarla et al.,, 2002). Na rizodegradacdo, a
presenca da planta e de seu sistema radicular é capaz de aumentar e diversificar a
comunidade microbiana (e sua atividade) presente no sedimento, através de
alteracdes fisicas (e.g. grau de oxidacdo, umidade, etc.) e/ou da liberacdo de
exsudatos atrativos que alteram a composi¢cao quimica do sedimento, resultando em

um aumento nas taxas de degradacdo de compostos. A utilizagdo de plantas



capazes de promover rizodegradacdo € indicada para a remocado de compostos
organicos, derivados fendlicos e hidrocarbonetos de petroleo. Normalmente se
utilizam espécies que apresentam alto desenvolvimento de sistema radicular
(Reichnauer & Germida, 2008).

Os processos de fitoextragdo consistem na remoc¢do do contaminante por
acdo ativa da planta, através de absorcéo e translocacdo do composto para caule e
folnas. Normalmente € utilizada para remocdo em sedimentos ou &gua com
presenca de metais pesados como Cd, Ni, Cu, Zn, Pb, radionuclideos imutaveis,
compostos inorganicos, ou ainda benzenos e toluenos (Susarla et al., 2002). As
espécies fitoextratoras frequentemente apresentam crescimento rapido e alta
capacidade de producdo de biomassa (Barcel6 & Poschnerieder, 2003). As vias
metabolicas de absorcdo e metabolizacdo nas plantas foram detalhadamente
descritas por Reichenauer & Germida (2008), apresentando trés fases principais:
transformacdo do composto, conjugacdo com moléculas endogenas e posterior
compartimentalizacdo. A fitodegradacao ocorre apos transcorridos 0s processos de
fitoextracdo, quando o contaminante, ja incorporado a matriz vegetal, € metabolizado
em formas normalmente menos toxicas a planta. E indicada para tratamento de
solos, sedimentos, lamas, aguas subterraneas ou superficiais, sendo ideal para a
remocao de compostos organicos como herbicidas e hidrocarbonetos que, ao invés
de incorporados a componentes estruturais como paredes celulares, drusas e
espiculas, séo liberados para o0 meio em secre¢des ou exsudatos (Susarla et al.,
2002). A fitovolatilizacdo também ocorre apos a fitoextracdo, e diz respeito a
absorcdo do composto do sedimento, a sua combinacdo com uma molécula
organica dentro da célula vegetal (frequentemente através de metilacdo), e
consequente volatilizagdo do composto através da regido foliar (Moosavi &
Seghatoleslami, 2013).

Assim, a fitorremediacdo surge como uma alternativa para o controle e
descontaminacéo de solos com TBT. Como este composto tende a se acumular em
regides costeiras, a fitorremediacdo de TBT somente poderia ser realizada com a
utilizacdo de plantas haléfitas, uma vez que sdo capazes de tolerar grandes
concentragcfes de 4gua salgada, e dominam ecossistemas costeiros como marismas

€ manguezais.



1.4. Plantas halofitas e sua capacidade fitorremediadora

A capacidade de haldfitas em se desenvolver em marismas contaminados
com metais pesados sem apresentar efeitos adversos, além da possibilidade de seu
uso como biomonitoras de contaminacdo ambiental — por apresentarem relacao
direta entre a concentragdo do contaminante em seu tecido e o teor deste
contaminante no sedimento/agua - foi demonstrado por Williams et al. (1994). Neto
& Costa (2009) demonstraram a viabilidade de desenvolvimento da halofita Spartina
alterniflora em 4guas contaminadas com altos teores de hidrocarbonetos originarias
do processo de producdo de petrdleo. Reboreda & Cacador (2007) evidenciaram a
capacidade de Halimione portulacoides e Spartina maritima, duas haldéfitas
comumente encontradas em regides costeiras, para fitorremediacdo de metais
pesados, principalmente através de processos de fitoestabilizacao.

Em 2005, Novak & Trapp realizaram um estudo com 38 espécies vegetais, a
maioria ndo halofitas, demonstrando a capacidade de diversas destas espécies,
entre elas cevada e sorgo, se desenvolverem em sedimentos contaminados com
TBT oriundos de dragagem. Entretanto, considerando o fato que os principais usos
dados aos organoestanicos estdo associados principalmente a regides costeiras, e
diversos estudos terem apresentado a tendéncia destes compostos acumularem
nestas areas (Antizar-Ladislao, 2008; Castro et al., 2012a; Batista-Andrade et al.,
2018), a fitorremediacéo in situ de TBT apresenta a limitacdo da necessidade da
utilizacdo de plantas que tolerem tais condi¢cdes, favorecendo a utilizacdo de
haléfitas nativas para remoc¢ao do contaminante.

A fitorremediacdo de TBT pela fanerégama submersa marinha Zostera
marina (L.) foi observada por Francois et al. (1989), que demonstrou a capacidade
desta espécie em fitodegradar este composto em metabdlitos menos toxicos, além
de sugerir seu potencial uso como biomonitora ambiental de contaminacdo. Da
mesma forma, estes autores apontaram a possibilidade de entrada deste composto
na cadeia trofica, e o perigo associado a absorcdo de contaminantes pela espécie,
uma vez que ela é considerada um dos alimentos base do ecossistema. Anderson et
al. (2002) avaliaram a capacidade da haléfita Spartina alterniflora em degradar TBT
presente em uma area alagada criada artificialmente. Ao final do experimento,
demonstraram que esta espécie apresenta eficacia em fitoestabilizar o contaminante
no sedimento, uma vez que acumulou maiores concentracbes de TBT em sua

biomassa subterrdnea. Entretanto, ndo obtiveram resultados positivos quanto a



fitodegradagdo deste composto. Em estudo similar desenvolvido por Carvalho
(2017), S. alterniflora potencializou a degradacdo de TBT em seus metabdlitos, e
reduziu significativamente o total de organobutilicos em relacdo a sedimentos
controle ndo vegetados.

1.5. O uso potencial de espécies haldéfitas dos géneros Salicornia /Sarcocornia
para fitorremediacdo de TBT
Salicornia e Sarcocornia sao géneros cosmopolitas de plantas haléfitas da

familia das Amaranthaceae, que apresentam estruturas florais reduzidas e imersas
em suas hastes suculentas e segmentadas, com distribuicdo geogréfica mundial em
zonas costeiras e solos salinizados (Alonso & Crespo, 2008). Suas plantas séo
importantes bioindicadoras e hiperacumuladoras de metais (Smillie, 2015), além de
serem reconhecidas por sua capacidade de remediacdo de compostos como
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) (Martins et al., 2008), metais
(Idaszkin et al., 2017) e efluentes oriundos de rejeitos de mineracdo (Gonzalez-
Alcaraz et al., 2011) e de aquicultura (Costa et al., 2003). Analise das concentracoes
de cobre e zinco no sedimento de um estuario do Reino Unido, comparados com as
concentracfes presentes no tecido vegetal de individuos de Salicornia, permitiu sua
classificacdo como biomonitora de contaminacdo ambiental destes compostos
especificos (Smillie, 2015). Carvalho et al. (2010) demonstraram que sedimentos da
zona entre marés da costa de Portugal ocupados por haléfitas perenes do género
Sarcocornia apresentaram capacidade de reducdo nas concentracbes de TBT
guando comparados a sedimentos contaminados sem vegetacao.

O género Sarcocornia encontra-se amplamente distribuido na Ameérica do
Sul (Alonso & Crespo, 2008), e possui alta tolerancia ao estresse salino, inclusive
crescendo em areas hipersalinas de marismas e manguezais atingidas apenas por
marés sizigias (Isacch et al., 2006; Freitas & Costa, 2014). No Brasil, a espécie
ocorrente do género, com ampla distribuicdo geografica, € a Sarcocornia ambigua,
gue apresenta potencial de fitorremediacdo de solos salinizados e de macro
nutrientes dos efluentes da carcinocultura (Costa & Herrera, 2016). Além disso, é
capaz de gerar diferentes produtos da sua biomassa (ex.: fonte de acidos graxos e
producédo de biodiesel; Costa et al., 2014). Doncato & Costa (2017) mostraram que
plantas originadas de dois biétipos de S. ambigua possuem capacidade de

hiperacumularem Fe e Mn em solos ricos nestes elementos.



A ocorréncia de S. ambigua ao longo de toda a costa brasileira, em regides
portuarias, de marismas e de mangues - onde contaminag¢do por TBT tem sido
detectada (Castro et al., 2012a; Santos et al., 2016) — bem como 0 historico em
relagdo a contaminantes inorganicos e organicos do género Sarcocornia, sugerem
um potencial de uso dessa espécie nativa para o biomonitoramento e
fitorremediagdo do TBT em nossa regido costeira. Entretanto, estudos detalhados
sobre a toxidade deste composto sobre S. ambigua e a interacdo desta planta com

solos contaminados precisam ser desenvolvidos.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral
Avaliar a capacidade da haldfita Sarcocornia ambigua de tolerar e
descontaminar sedimento com diferentes concentracdes de Tributilestanho (TBT),
bem como se esta espécie favorece a degradacdo deste composto (i.e., formacéo

de DBT e MBT) no sedimento contaminado.

2.2. Objetivos especificos

- Verificar a toxicidade da exposicao a diferentes concentracbes de TBT na
haléfita S. ambigua.
- Avaliar o potencial de remediacdo de sedimentos contaminados com TBT

pela haléfita S. ambigua.
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3. Material e Métodos
3.1. Preparo das mudas

As mudas de S. ambigua foram originadas do germoplasma do Laboratorio
de Biotecnologia de Haldéfitas (BTH-IO-FURG), através de propagacéo vegetativa a
partir de fragmentos de caule (“‘estacas”) de individuos adultos (Costa & Herrera,
2016). Inicialmente, os fragmentos foram cultivados em semeadeiras de isopor,
utilizando como substrato areia de praia, sendo mantidos em condicdo saturada
dentro de bandejas com agua (Fig.1). A linhagem utilizada para o experimento foi a
denominada BTH2 (Doncato & Costa, 2017), a qual apresenta altas taxas de

crescimento, além da homogeneidade genética de individuos.
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Figura 1. Propagacdo vegetativa de Sarcocornia ambigua em semeadeiras de
isopor dispostas em bandejas plasticas.

A 4gua das bandejas foi trocada a cada duas semanas, sendo adicionada, a
cada troca, solucdo nutritiva de Hoagland (10%), a fim de fornecer os nutrientes
necessarios para um bom desenvolvimento das plantulas. Apés atingirem tamanho
considerado adequado (aproximadamente 9cm) para transferéncia, as mudas foram
removidas das semeadeiras, e as raizes foram cuidadosamente separadas da areia
e lavadas com agua destilada. Os individuos foram plantados em vasos com

capacidade aproximada de 500g de sedimento, onde se desenvolveu o experimento.
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3.2. Fortificacdo do sedimento com TBT

A contaminacdo do sedimento com TBT, aqui referido como fortificacao,
tomou como base os dois niveis estipulados pela legislacdo brasileira na Resolugéo
CONAMA 454/2012. Esta legislacdo diz respeito e regulamenta o gerenciamento do
material dragado em &guas de jurisdicdo nacional, onde a caracterizacdo da
presenca de TBT é limitada apenas a descricdo de suas concentracfes em agua
salobra. S&o estipulados dois niveis de contaminagdo, a saber: Nivel 1,
correspondendo ao “limiar abaixo do qual ha menor probabilidade de efeitos
adversos a biota”; e Nivel 2, correspondendo ao “limiar acima do qual ha maior
probabilidade de efeitos adversos a biota”. Assim, o sedimento do experimento
apresentou, nominalmente, a concentracao inicial de 100 ngTBT.g™" (36,5 ngSn.g™)
e 1.000 ngTBT.g" (365 ngSn.g™), ou nivel 1 e nivel 2, de acordo com a legislacéo
brasileira vigente. Dados da literatura (Castro et al., 2012b; Sant’anna et al., 2014),
apesar de apontarem uma tendéncia de reducdo nas concentracbes de TBT
encontradas nas principais regides portuarias da regido sul e sudeste brasileiras,
ainda registram ocorréncia de valores entre os niveis 1 e 2 citados na legislacao.

O sedimento utilizado no experimento foi previamente preparado, sendo
composto por 50% de areia fina de praia (coletada na Praia do Cassino, RS, Brasil)
e 50% de composto organico, previamente peneirado em malha de 5mm. A
granulometria do solo preparado foi estimada através de peneiramento, sendo este
composto por 3,8% de areia grossa, 3,6% de areia média, 90,1% de areia fina, 2,5%
de fracéo silte/argila e um teor de matéria organica de aproximadamente 1,46%. A
fortificacdo do sedimento seguiu o protocolo de contaminacdo da EPA (USEPA,
2001), através do método de rolagem de frascos. Para o processo de fortificacdo, foi
preparada uma solucdo estoque de 0,005g de TBT diluido em acetona, sendo
conservada em geladeira para posterior utilizacdo. A analise de qualificacdo da
solucdo foi feita logo apds seu uso, sendo verificada a presenca unicamente de TBT.

Foram preparados aproximadamente 10kg de sedimento para cada nivel de
contaminacao aplicado no tratamento experimental. Deste total, 25% do sedimento
foi seco em estufa, sendo calculado, por gravimetria, a perda de umidade durante
este processo. A partir de uma determinada quantidade de solucdo estoque,
calculada para alcancar os valores nominais dos niveis de contaminacéo propostos,
esta porcentagem inicial de sedimento foi fortificada e disposta em uma mesa de

rolagem (Fig. 2a), programada para 42 rpm, durante 1 hora, a fim de homogeneizar
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a solucéo fortificante com o sedimento a ser contaminado. Decorrido este tempo, 0
restante do sedimento (75%) foi misturado a porcentagem inicialmente fortificada, e
a quantidade de umidade perdida foi reposta com agua destilada. O sedimento
voltou a mesa de rolagem, ficando neste processo por mais 6 horas. A estocagem
do sedimento fortificado até a montagem dos vasos de cultivo foi feita em frascos de
vidro, comportando 2kg de sedimento preparado cada, devidamente vedados e
externamente recobertos com fita adesiva preta, a fim de evitar ao maximo
penetracdo de luz e, consequentemente, fotodegradacdo do TBT presente. O
sedimento néo fortificado utilizado em vasos controle de crescimento das plantas
passou por todos 0s mesmos processos de rolagem. Antes e ap0s 0s processos de
fortificacdo, os frascos utilizados foram submetidos a processos de
descontaminacgéo, passando por banho de Extran (10%), seguido de banho de acido
nitrico (10%), permanecendo ao menos 24 horas em cada processo. Apos, foram
secos em estufa a aproximadamente 35°C, sendo rinsados (3x acetona; 3x hexano).
Apoés a realizacdo do protocolo, os vidros contendo o sedimento fortificado foram
conservados em freezer, em posicéo horizontal, até o inicio do experimento (por 15
dias). A fim de evitar a0 maximo a perda de organoestanicos por processos naturais
de degradacao entre o periodo de fortificacéo e inicio do experimento, estipulou-se a
seguinte ordem de fortificacdo/rolagem: sedimento ndo contaminado, sedimento com
maior grau de contaminacéo, finalizando com o sedimento com menor grau de

contaminacao, devidamente descritos a seguir.

3.2.1. Homogeneizacédo e quantificacdo de organoestanicos no tempo inicial
Para fins de comparacao, todos os valores de butilestanicos expostos ao

longo do trabalho estardo na forma de ngSn.g™. No inicio do experimento, coletou-se
sedimento para duas analises: primeira, para qualificacdo e quantificacdo dos
butilestanicos presentes no sedimento inicial (concentracao inicial real); e segunda,
para verificacdo da eficiéncia dos processos de homogeneizacdo do sedimento
fortificado. Ambas as amostras foram acondicionadas da mesma forma (sob
refrigeracdo, e em embalagens de papel aluminio previamente calcinadas). Para
avaliar a eficiéncia dos processos de homogeneizacdo da metodologia empregada,
escolheu-se aleatoriamente um frasco de cada nivel de contaminag¢do, sendo
coletada uma amostra de sedimento de cada nivel (superficie, meio e fundo). Para

estimar a quantidade de butilestanicos no inicio do experimento, para cada nivel de
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contaminagao e para o sedimento controle ndo contaminado, foi coletada uma

amostra aleat6ria de sedimento em trés frascos de estocagem.

3.3.  Montagem dos tratamentos experimentais

O bioensaio foi conduzido segundo as recomendac¢des de caracterizacao do
solo da Resolugdo CONAMA 420 de 2009 e do procedimento de avaliagdo de
fitotoxicidade da ISO 11.269-2 (ISO 2002). Plantas de S. ambigua foram cultivadas
em estufa ndo climatizada no periodo de dezembro de 2016 a fevereiro de 2017,
totalizando 78 dias de experimento. A época do ano escolhida para desenvolvimento
do bioensaio foi o verdo na regido de estudo, onde a maior incidéncia solar, e
temperaturas mais altas, favorecem o crescimento da espécie (Costa & Bonilla,
2016). No inicio do experimento, os vasos a serem utilizados foram devidamente
limpos, sendo revestidos internamente com papel aluminio, previamente calcinado
em forno mufla a 450°C por 6 horas. Além do revestimento interno, foi separada uma
porcdo extra de papel aluminio, a fim de revestir a parte superior do sedimento,
exteriorizando apenas a planta (Fig. 2b). Este procedimento visou diminuir ao
maximo a penetracdo de luz no sedimento, uma vez que o composto TBT tende a
sofrer processos de fotodegradacéo, e a luz poderia vir a estimular o crescimento de
algas e briofitas na superficie do sedimento que, interagindo com os organobutilicos,
dificultariam a deteccéo do efeito da presenca das plantas sobre estes compostos.
Todos os procedimentos durante a confeccdo do experimento tiveram a devida
atencao, visando evitar ao maximo contaminacéo cruzada, tanto de objetos externos
com o experimento (como, por exemplo, o contato de objetos plastificados, que
poderiam conter organoestanicos em sua composi¢ao), quanto o contato do proprio
contaminante com 0 meio externo ao experimento.

Em cada vaso, foi adicionado — com o auxilio de uma espatula de aco inox
previamente descontaminada - 4509 de sedimento fortificado e controle (sem
contaminacdo). No inicio do experimento, quinze plantas foram aleatoriamente
selecionadas e coletadas para estimativa da biomassa inicial individual. Foram
confeccionados 10 vasos vegetados e 10 ndo vegetados, para cada nivel de
contaminacao, a saber: controle (sem contaminacédo); nivel baixo e nivel alto. Foram
recolhidos 5 vasos vegetados e 5 vasos ndo vegetados para cada nivel de

contaminacgao.
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Em cada vaso vegetado, foi transplantada uma muda de S. ambigua,
inicialmente constituida por um caule principal, ramificacbes e raizes. Os vasos
foram dispostos dentro de Placas de Petri, previamente limpas e descontaminadas
que, no decorrer do experimento, serviram de local de deposicdo da agua para
irrigacdo do sedimento. Uma vez que, nos primeiros dias do experimento, as raizes
das plantas ainda ndo se encontravam desenvolvidas a ponto de conseguirem
absorver dgua das Placas de Petri dispostas abaixo dos vasos, as primeiras regas
foram realizadas com o auxilio de um borrifador, ocorrendo de cima para baixo no
vaso. A primeira rega ocorreu até o ponto de saturacdo do vaso. Aproximadamente
10 dias ap6s o inicio do experimento, as regas passaram a ser da parte inferior para
a parte superior do vaso, sendo adicionado 50 ml de agua destilada as Placas de
Petri a cada, aproximadamente, 2 dias (ou em uma frequéncia maior, conforme a
aparéncia do sedimento e a temperatura da estufa). As regas utilizando placas de
Petri visavam evitar a lixiviacdo de nutrientes e, consequentemente, do
contaminante, para fora do vaso. Concomitante as regas, tomou-se nota dos dados
de temperatura da estufa. Semanalmente, todos os vasos passavam por um rodizio,
tendo suas posicdes nas bancadas trocadas de forma aleatéria, a fim de permitir que
todos ficassem expostos a todas as condi¢des fornecidas pelas diferentes posicdes
dentro da estufa.

No dia 22, os vasos foram irrigados com solu¢cdo de Hoagland plena (com
5% de NaCl), a fim de fornecer nutrientes e sal necessarios ao bom
desenvolvimento das plantas. Foi borrifada, uma vez, solucdo salina (5%), a fim de
evitar crescimento de epifitas/musgo nas plantas ou no sedimento. Foi borrifada,
uma vez, solucdo de Malathion (1%), a fim de evitar herbivoria (somente foi
adicionada esta solucdo por ter sido encontrada uma lagarta entre as plantas
cultivadas). Apenas as plantas do ultimo lote de coletas foram borrifadas (78 dias). A
definicdo de encerramento do experimento se deu quando se observou processos
iniciais de polinizacédo (Fig. 2c), uma vez que a planta tende a realocar energia e

nutrientes que estariam disponiveis para crescimento, para reproducao.
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Figura 2. a) mesa de rolagem para fortificacdo de sedimento com TBT (Fonte:
Carvalho, 2017); b) Plantas de S. ambigua cultivadas em estufa ndo-climatizada; c)
detalhe de S. ambigua florescendo aos 78 dias.

3.4. Coleta de individuos de S. ambigua e sedimento

No inicio do experimento, foi realizada a biometria de todos os individuos,
além da coleta de sedimento dos trés tratamentos determinados. Aos dias 53 e 78,
foram escolhidos aleatoriamente 5 vasos de cada um dos tratamentos. O sedimento
foi coletado com espatula de aco inox e armazenado em embalagens de aluminio
previamente calcinadas em forno mufla (450°C por 6 horas), sendo congelado para
posterior analise. As plantas foram retiradas cuidadosamente do vaso, sendo
separadas em parte aérea (caule/haste principal e ramificagdes) e raizes. As raizes
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foram lavadas com agua destilada, a fim de retirar o sedimento adsorvido nas
mesmas, e armazenadas em papel aluminio previamente muflado. O mesmo
procedimento de coleta e armazenamento foi realizado para a porcdo aérea dos
individuos. As raizes e caule coletados foram mantidos sob refrigeracdo em caixas
de isopor com gelo, pesados no mesmo dia da coleta e posteriormente conservados
em freezers do laboratério, onde foram mantidas congeladas até o momento das
andlises quimicas.

Assim, o desenho experimental para avaliacdo do efeito do TBT no
desenvolvimento de S. ambigua caracterizou-se como fatorial, havendo 3 tempos
amostrais de avaliagcdo do desenvolvimento e desempenho dos individuos (0 dias,
53 dias e 78 dias) e 3 concentra¢fes distintas do contaminante (0, nivel baixo e nivel
alto). A avaliagédo da taxa de degradacédo dos butilestanicos no sedimento foi feita
separadamente para cada nivel de TBT nos sedimentos contaminados e um
desenho experimental fatorial duplo com um tratamento controle inicial adicional. O
fator data de avaliacdo dos contaminantes tinha 2 niveis (53 e 78 dias), a presenca
das plantas de S. ambigua tinha 2 niveis (vegetado e nao vegetado) e o tratamento
controle inicial adicional foi constituido pelas amostras do sedimento fortificado no
dia “zero”.

Todo o material utilizado na montagem do experimento foi devidamente
descontaminado apds o uso. Todo o residuo gerado da montagem do experimento
foi devidamente armazenado, sendo recolhido, posteriormente, pela empresa

responsavel por remocéao de residuos dos laboratérios da FURG.

3.5. Avaliacdo do desempenho fitotécnico de S. ambigua
Nos 3 tempos amostrais (0, 53 e 78), foram coletados dados biométricos -
altura do caule principal (cm), nimero de ramificacbes e comprimento da maior

ramificacdo (cm) - de todos os individuos presentes no experimento (Fig. 3).
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Figura 3. Parametros biométricos avaliados em individuos de S. ambigua expostos
a trés concentractes diferentes de TBT durante 78 dias, onde A = altura da haste
principal; B = comprimento da maior ramificacdo secundaria; C = numero de
ramificacdes.

Para avaliacdo da biomassa, os individuos (caule e raiz devidamente
separados e identificados) foram pesados no momento de sua respectiva coleta,
sendo armazenados congelados para posterior andlise. Previamente as analises
guimicas, os mesmos foram secos em liofilizador (Liotop - L101 e Solab SL-404) por
aproximadamente 3 dias e pesados em balanca de precisdo (mg), a fim de verificar

Seu pPeso seco.
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3.6. Analises quimicas

Os compostos organoestanicos (TBT, DBT e MBT) foram analisados em trés
réplicas, nas trés datas de coleta (0, 53 e 78 dias) e em trés concentracdes pré-
determinadas (controle, nivel baixo e nivel alto), quantificados e qualificados em
sedimentos ndo vegetado e vegetado.

Todas as andlises quimicas seguiram protocolos laboratoriais, além de
processos rotineiros de descontaminacdo e higienizacdo de vidrarias e material.
Todo o material utilizado na montagem dos experimentos foi previamente
descontaminado, ficando 24 horas em banho de Extran (10%), seguido de banho de
acido nitrico (10%) por mais 24 horas, sendo secos em estufas a aproximadamente
35°C. Apbs os devidos processos de descontaminacdo (forno mufla, ou banhos de
Extran + &cido), as vidrarias e materiais de aco foram lavados (rinsados; 3 vezes
com acetona e 3 vezes com hexano) antes de qualquer procedimento desenvolvido.

O preparo das amostras de sedimento para as analises quimicas consistiu
em secagem em liofilizador (Liotop — L101) por aproximadamente 3 dias,
desagregacado/maceracdo e armazenamento em frascos de vidro, devidamente
descontaminados, rinsados e etiqguetados. A fim de evitar continuidade nos
processos de degradacdo do contaminante, os frascos supracitados foram
recobertos com papel aluminio e mantidos em freezer até a devida analise (Fig. 4).
As analises quimicas foram realizadas de forma que amostras de mesmo nivel de
contaminante fossem analisadas no mesmo dia, visando evitar contaminagao
cruzada, diminuindo as chances de contaminacdo de amostras com diferentes

concentragoes.
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Figura 4. Formas de acondicionamento no freezer das amostras de sedimento

fortificadas com TBT.

As andlises seguiram o protocolo de extracdo descrito por Castro et al.
(2015). Pesou-se 2 g de amostra de sedimento (anotando o peso exato, para
posterior verificacdo dos analitos) em frasco ambar de 40 ml, sendo fortificado com
100 pl (1.000 ng.mlI™") de padréo de recuperacéo Tripropilestanho (TPrT). O frasco
foi agitado em vértex por 1 minuto. Apos 30 minutos, adicionou-se ao frasco ambar
15 ml de Tropolona 0,05% em Metanol e 1 ml de acido cloridrico concentrado,
agitando no vortex por, aproximadamente, 1 minuto. Ap0s a homogeneizacdo em
vortex, a amostra passou por 15 minutos de banho ultrassénico a 40°C, logo em
seguida sendo levada a centrifuga por 10 minutos a 3250 rpm. Apds a centrifugacao,
0 sobrenadante foi transferido para um funil de separacdo contendo 150 ml de
Cloreto de Sodio (10% em agua ultrapura Milli-Q). Os procedimentos de extracao
anteriores (da adicdo de Tropolona ao recolhimento do sobrenadante em baldo de
separacdo) foram repetidos 3 vezes. ApOs a terceira extracdo, 0 proXimo
procedimento realizado foi a extracéo liquido-liquido, que se deu adicionando 20 ml
de Diclorometano ao funil de separacdo. Assim, a fase organica do extrato foi
recolhida em baldo (de 250 ml), passando por funil com sulfato de sédio anidro e 1a
de vidro. Este processo foi repetido 3 vezes. O volume recolhido no baldo foi
transferido para frasco de evaporagcao Syncore; o funil com sulfato de sodio utilizado
foi lavado com Diclorometano e o baldo foi lavado com aproximadamente 8 ml de
hexano, sendo tudo recolhido no frasco apropriado supracitado, tendo seu contetudo

evaporado em sistema Syncore até o volume aproximado de 1 ml. O extrato foi
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transferido para frasco ambar devidamente fechado, passando por processo de
purga, onde o Oxigénio foi substituido por Nitrogénio.

O processo de derivatizagédo, que resulta nos organoestanicos em sua forma
mais volatil e estavel e, portanto, detectaveis por cromatografia gasosa (Godoi et al.,
2003), se deu através de Reacédo de Grignard, adicionando, com seringa de vidro, 2
ml de Brometo de Pentilmagnésio em solucdo de Eter Dietilico 2 mol.I"". Apds 30
minutos, a amostra foi posta em banho gelado, uma vez que a reacdo é muito
exotérmica, sendo adicionado 12 ml de agua ultra-pura Mili-Q e 1 ml de &cido
cloridrico, ambos resfriados. Apds, outra extracdo liquido-liquido foi realizada,
adicionando 5 ml de hexano, sendo este processo repetido 3 vezes. O sobrenadante
foi retirado para frasco de evaporacdo Syncore, sendo evaporado neste
equipamento a até, aproximadamente, 1 ml. O extrato foi transferido para uma
coluna de Silica (3,5 g; ativada a 160°C por 6 horas) finalizada com Sulfato de
Sadio, juntamente com 15 ml de solu¢do Hexano/Tolueno (1:1) para eluicdo. Apos a
purificacdo do extrato, o mesmo foi evaporado em gas Nitrogénio até,
aproximadamente, 0,5 ml. Ap0s a evaporacéo, o resultante foi transferido para vial,
onde foi adicionado 100 pl do padréo interno (Tetrabutilestanho), sendo aferido a 1
ml com Hexano. As concentracfes dos organoestanicos do extrato final das
amostras foram quantificadas através de cromatografo de fase gasosa atraves de
injetor Split/Splitless e um detector de espectrometria de massas tipo quadrupolo,
equipado com um amostrador automatico (CG-MS Perkin ElImer modelo Clarus 500

MS), de acordo com parametros instrumentais pré-determinados (Tab. 1).

Tabela 1. Parametros instrumentais.

Parametros Valor

Injetor Split/Splitless (1/50)
Temperatura 280°C

Volume de injecao 2 UL

Vazao total do gas de arraste 1,7 mL.min* (Hélio > 99,999%)
Detector MS

Temperatura da fonte de ionizacéo 200°C

Temperatura da interface 300°C

Coluna ZB 5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum
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Para andlises, a temperatura de forno foi mantida a 80°C por 2 minutos, e
elevada a 300°C a 11°C.min™. Os ions de monitoramento, tempos de retencéo, e
respectivas massas molares utilizadas para identificacdo dos compostos estao
dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Compostos, tempos de retencdo, ions de monitoramento (ions de
quantificagéo (Q) e ions de confirmacgéo (C1 e C2)).

Tempo de retencao C2

Compostos _ Q (m/z) C1 (m/z)

(min) (m/z)
Tributilestanho 13,30 179 261 263/319
Dibutilestanho 14,14 249 317 319/315
Monobutilestanho 14,90 193 317 319
Tripropilestanho 10,90 273 275 277
Tetrabutilestanho 12,42 177 233 235/291

3.7. Analise dos dados

3.7.1. Efeitos de TBT no crescimento de S. ambigua

Os dados de altura do caule principal, nimero de ramificacbes e comprimento
da maior ramificacéo das plantas de S. ambigua nos dois niveis de TBT ao longo do
experimento foram avaliados por Andlises de Variancia (ANOVA) bifatoriais de
medidas repetidas (Zar, 2010). O efeito da exposicdo ao TBT sobre as variaveis
biométricas foi também avaliado através de ANOVA unifatorial entre niveis do
contaminante realizadas com os dados do dia 53 (T53; n=30).

As taxas de crescimento absoluto do numero de ramificagcbes e do
alongamento vertical foram estimadas para todas as plantas em todos os
tratamentos (sem e com presenca de contaminante), através da diferenca dos
valores obtidos ao final e no inicio do experimento, divididos pelo tempo que o
individuo ficou exposto. Este valor foi expresso por 30 dias (x30; ramos/30 dias e
cm/30 dias, respectivamente). As taxas de crescimento relativo da biomassa aérea
fresca foram estimadas através da diferenca entre a biomassa final e inicial fresca,
dividido pela biomassa inicial, dividido pelo tempo que o individuo ficou exposto
(mg/mg/dia). As taxas supracitadas foram avaliadas através de ANOVAs unifatoriais,

entre todos os tratamentos, considerando os periodos amostrais 0-53 dias (n=30) e
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53-78 dias (n=15). A avaliacdo do desenvolvimento de biomassa aérea e
subterranea (mg) ao longo do experimento se deu por ANOVA bifatorial (tratamento
com TBT x tempo de exposicdo). Apenas os dados de biomassa fresca foram
analisados.

Todos os testes consideraram nivel de significancia de 5%, e quando as
ANOVAs apresentaram diferenca significativa (p<0,05), foi aplicado o teste post-hoc
LSD, a fim de caracterizar qual das médias havia apresentado tal diferenca. Os
pressupostos de normalidade e homocedasticidade foram verificados através dos
testes Kolmogorov-Smirnov e Levene’s, respectivamente. Quando realizadas
ANOVAs de medidas repetidas, a esfericidade foi avaliada através dos indices GG-
HF. Os dados que né&o apresentaram distribuicdo normal passaram pela
transformacdo matematica Logio(x) (biomassa aérea e biomassa subterranea),

apresentando tal informacéo na tabela correspondente.

3.7.2. Efeito remediador da presenca de S. ambigua nos sedimentos
contaminados
Para avaliacdo do efeito da presenca de vegetacdo em sedimentos

contaminados (vegetados e ndo vegetados), foram analisadas triplicatas do nivel
baixo e alto de contaminacdo, de todos os tempos amostrais. Da mesma forma,
foram analisadas triplicatas dos tratamentos controle, a fim de verificar inexisténcia
de contaminacdo cruzada ao longo do bioensaio, ou ao longo dos processos de
extracdo e analise de contaminantes. Resultados foram apresentados como média +
erro padrdo. As analises quimicas apresentaram as concentracées de TBT, DBT e
MBT ao longo das trés datas de coleta (inicial, 53 dias e 78 dias). A concentracdo de
organoestanicos totais (OTs) também foi calculada, correspondendo ao somatério
de todas as formas presentes. Todos compostos foram apresentados em ngSn.g™.
Os fatores de conversao utilizados foram de 2,74; 2,56 e 2,38 para TBT, DBT e
MBT, respectivamente.

Todos os testes consideraram nivel de significancia de 5%, e quando as
ANOVAs apresentaram diferenca significativa (p < 0,05), foi aplicado o teste post-
hoc LSD, a fim de caracterizar qual das médias havia apresentado tal diferenca.
Para avaliacdo do efeito de S. ambigua na concentracdo de TBT e seus metabdlitos
ao longo do tempo, ANOVAs de 1 via foram aplicadas as concentracbes das trés

datas amostrais. Adicionalmente, diferencas nas concentracbes dos
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organoestanicos presentes nos ultimos 25 dias de experimento (53 dias e 78 dias)
foram avaliadas através de ANOVAs bifatoriais, considerando tempo, a presenca ou
auséncia de S. ambigua e a interacao entre estes dois fatores. Estas ANOVAs foram
calculadas separadamente para cada nivel de contaminante. Todos o0s
organoestanicos foram avaliados quanto as condicbes de normalidade (Shapiro-
Wilk) e homocedasticidade (Teste de Levene’s). Para correcbes de normalidade,
todas as formas de organoestanicos foram transformados através de raiz quadrada.
As taxas de degradacao ou incorporacao (devido a formacao de metabdlitos)
dos organoestanicos no sedimento entre os tempos amostrais foram calculados para
TBT, DBT, MBT e OTs, através da diferenca entre as concentracdes finais e iniciais
do periodo, dividida pelos valores iniciais, sendo expressas em porcentagem. A
andlise da degradacio de organoestanicos foi calculada através do indice de
Degradagdo de Butilestanicos (BDI; Butyltin Degradation Index) (Diez, 2002),
através da soma dos produtos de degradacdo (DBT e MBT) dividido pela
concentracdo de TBT presente no sedimento. Estes indices foram apresentados

para sedimento vegetado e ndo vegetado, calculados para os trés tempos amostrais.
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4. Resultados
4.1. Homogeneizagao e concentracdes iniciais de Organoestanicos

As andlises da homogeneizacdo do sedimento apos fortificacdo com TBT
apresentaram percentuais de variagdo de 178% e 32% do valor total de
organoestanicos entre amostras de diferentes extratos dos frascos avaliados,
respectivamente, para os niveis baixo e alto de fortificacdo (Tab. 3). Maiores valores
de organoestanicos foram encontrados na proximidade do fundo dos frascos. Os
teores médios do total de organoestanicos nestes frascos foram de 67,4 ngSn.g™
(nivel baixo) e 495,6 ngSn.g™ (nivel alto), bem como foram encontrados metabdlitos
de TBT (nivel baixo = 13 ngSn.g™"; nivel alto = 21 ngSn.g™). Os valores de
organoestanicos quantificados foram 31% e 8% maiores do que os valores nominais
desejados, respectivamente, para os niveis baixo e alto de TBT.

Tabela 3. Valores das analises de homogeneizacao do sedimento inicial.

. BAIXO ALTO
Nivel de
Contaminacao TBT DBT MBT OTs TBT DBT MBT OTs

Superficie (hgSn.g") 19,31 7,98 5,49 32,78 356,93 16,46 6,05 379,45
Meio (ngSn.g™) 29,27 7,91 6,34 43,52 292,43 12,99 594 311,36

Fundo (ngSn.g™) 5358 8,26 555 67,40 470,33 20,18 509 49561

Média + Desv.Pad. 3406 805 580 47,90 37323 1654 569 39547
(ngsn.g™) +3,02 +0,06 +0,19 +256 +466 +0,88 +021 +4,68

Diferenca maxima

177,5 3,50 1,19 31,24 @ 31,77 22,58 18,82 8,36
entre camadas (%)

Valor Nominal
(ngSn.g) - - - 36,5 - - - 365
Diferenca entre Concentracdo Real vs.

Concentragdo Nominal (%) sl 8

Em relacdo as analises de quantificacdo de organoestanicos no inicio do
experimento (n = 3), observou-se também valores de fortificacdo maiores do que os
valores nominais desejados, em ambos os niveis de TBT testados. Para o nivel
baixo, a concentracao real de organoestanicos (67,4 + 7,5 ngSn.g™), resultou em um
valor 84,7% maior do que o nominal planejado (36,5 ngSn.g™). Para o nivel alto, a
concentracdo média obtida apés analise (499,8 + 52,05 ngSn.g™), indicou um valor

médio 37% maior do que o nominal (365 ngSn.g™). Como nas amostras do teste de
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homogeneidade, no dia inicial do experimento foram detectados metabdlitos - DBT e
MBT - no sedimento, sendo que estes totalizaram de 6 a 20% do total de

organoestanicos (Fig. 5).

Nivel baixo NV 53d Nivel baixo NV 78d

Nivel baixo inicial ' '
8% OTs totais: 39
12% . *TBT =DBT *MBT OTs totais: 50
Nivel baixo V 53d Nivel baixo V 78d

OTs totais= 67
= TBT =DBT = MBT

@

OTs totais: 47 QOTs totais: 41

Nivel alto NV 53d Nivel alto NV 78d

{ I 12%

OTs totais: 459 OTs totais: 434

Nivel alto inicial

4% 2%

\

Nivel alto V 53d Nivel alto V 78d

OTs totais: 499 |

OTs totais: 389 OTs totais: 219
Figura 5. Percentual de organoestanicos (TBT = tributilestanho; DBT =

dibutilestanho; MBT = monobutilestanho) em sedimento vegetado (V) e néao
vegetado (NV) com Sarcocornia ambigua, contaminado com duas concentracdes
diferentes de Sn-TBT (niveis baixo e alto) ao longo de 78 dias de experimento (TO =
inicio experimento; T1 = 53 dias; T2 = 78 dias.

4.2. Desempenho fitotécnico de Sarcocornia ambigua frente a presenca de

TBT
A temperatura média (+ desvio padréo) ao longo do bioensaio foi de 16,3°C

+ 3,8 durante a noite e 34,7°C + 2,1 durante o dia, e a incidéncia solar média dentro
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da estufa durante os 78 dias de experimento foi de 11,96MJ/m?/dia (Estacéo
automética de Rio Grande/INMET).

No inicio do experimento, ndo foram observadas diferencas significativas
nos valores médios das variaveis biométricas das plantas designadas para os 3
niveis de fortificagcdo de TBT (Figura 6). As médias globais (+ erros padrées) iniciais
de altura dos caules, numero de ramificagcbes e comprimento da maior ramificacdo
foram, respectivamente: 9,13 + 0,9 cm; 11,77 + 1,65 ramos; e 1,5 + 0,31 cm.

Ao longo dos 78 dias do experimento, ndo houve registro de morte de
nenhum individuo de S. ambigua. As plantas de S. ambigua demonstraram um
crescimento vigoroso em todos o0s niveis de exposicdo ao contaminante (fator
tempo; p < 0,001), ocorrendo diferencas significativas (p < 0,05; Teste LSD) nas
meédias biométricas entre os trés tempos de amostragem (Tab. 4; Figura 6). A
analise estatistica de medidas repetidas (Tab. 4) mostrou nao haver efeito
significativo de TBT sobre os parametros biomeétricos altura (F = 1,38; p = 0,269),
numero de ramificacdes (F = 1,92; p = 0,140) e comprimento da maior ramificacéo
dos caules (F = 0,62; p = 0,651). Adicionalmente, ndo foram observadas interactes
significativas entre o tempo de exposicao e teores de TBT no sedimento, indicando

gue o contaminante nao influenciou a forma de crescimento de S. ambigua.

Tabela 4. Resultado das ANOVAs bifatoriais de Medidas Repetidas para altura do
caule, numero de ramificagcdes e comprimento da maior ramificacdo das plantas de
Sarcocornia ambigua cultivadas em diferentes concentracdes de TBT ao longo de 78
dias de experimento (n=5).

Comp. Maior

Altura NUm. Ramificacdes Ramificaco
Fatores GL SQ F p SQ F p SQ F p
TBT 2 80,87 1,20 0,336 . 88,20 1,94 0,186 20,99 0,68 0,527
Erro 12 67,55 45,51 31,08

Tempo (T) 2 2.319 12464 0,00 1.638,60 80,68 0,00 660,16 76,10 0,00
TBTxT 4 25,78 1,38 0,269 | 39,00 192 0,14 5,40 0,62 0,651

Erro 24 18,61 20,31 8,67
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Figura 6. Médias (z erros padrdes; n = 5) das alturas do caule principal (a), nUmero
de ramificacfes (b) e comprimento da maior ramificacéo (c) de Sarcocornia ambigua
ao longo dos tempos amostrais 0, 53 dias e 78 dias, em 3 diferentes tratamentos
(controle = tratamento sem presenca de TBT, nivel baixo e nivel alto de TBT. Letras
minusculas distintas indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias dos
dias de cultivo conforme o teste LSD.

O efeito da exposicdo ao TBT sobre as varidveis biométricas foi também
avaliado através de ANOVAs unifatoriais (entre niveis do contaminante) realizadas

com os dados do dia 53, quando todas as 30 plantas inicialmente cultivadas ainda
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estavam submetidas as condi¢cdes experimentais (Tab. 5). Mesmo considerando
este maior tamanho amostral, nenhum efeito significativo da exposi¢dao ao TBT

sobre as variaveis biométricas foi observado.

Tabela 5. Média (x erro padrdo; n = 10) aos 53 dias de experimento das variaveis
biométricas altura (Alt; cm), nimero de ramificacdes (Ram) e comprimento da maior
ramificacdo (Comp; cm) das plantas de Sarcocornia ambigua em diferentes niveis de
contaminacdo com TBT (controle = tratamento sem presencga de TBT, nivel baixo e
nivel alto de TBT).

Niveis de TBT n Alt Ram Comp
Controle 10 27,57 £1,71 29,30 £1,85 9,69 + 1,57
Nivel baixo 10 26,47 £1,71 26,60 £ 2,52 10,80 £ 1,85
Nivel alto 10 22,06 £ 2,23 2440+1,4 12,50 £ 1,85
F (p) 2,317 (0,12) 1,542 (0,23) 0,6435 (0,53)

As taxas de crescimento absoluto do numero de ramificacdes (ramos/30dias)
e do alongamento vertical (cm/30dias) de S. ambigua foram avaliadas nos periodos
amostrais entre 0-53 dias e 53-78 dias (Tab. 6), sendo que para o primeiro periodo
foi possivel comparar médias para todas as plantas cultivadas (n = 30). ANOVAs
unifatoriais realizadas nao detectaram diferencas significativas nas taxas de
crescimento entre as concentragdes do contaminante.

Os resultados de biomassa aérea e subterranea da S. ambigua ao longo do
experimento sdo apresentados na Figura 7. A analise dos resultados estatisticos
feitos através de ANOVA bifatorial considerando as biomassas aérea e subterranea
coletadas aos 53 e 78 dias de cultivo ndo demonstrou efeito nem do tempo e nem do
contaminante no desenvolvimento destes parametros (Tab. 7).

Quando avaliadas através de ANOVAs unifatoriais, as taxas de crescimento
relativo da biomassa aérea fresca (mg/g/dia) (Tab. 8) ndo demonstraram diferencas
estatisticas significativas entre as concentracées de TBT nos periodos amostrais do

experimento.



30

Média biomassas

'§) 60 | L

£ 1 -

© I .

o ]

‘© 4000 1

©

g

n 0O Controle

©

g @ Nivel baixo

m Nivel alto
[7P‘~—3:- I

=

%

) T

S 2000 I AP s

)

2 =

]

) .

w 4

s .

o Bin*

S . . .

m 0 dias 53 dias 78 dias

Tempo (dias)

Figura 7. Médias (x erro padrédo; n = 5) das biomassas frescas aéreas e
subterraneas das plantas de Sarcocornia ambigua ao longo dos tempos amostrais 0,
53 dias e 78 dias, nos 3 diferentes tratamentos (controle = tratamento sem presencga
de contaminante, nivel baixo e nivel alto de TBT ngSn.g™).

*Bin (Biomassa inicial): biomassa subterranea nao foi coletada no dia zero.

Tabela 6. Médias (+ erro padrdes) das taxas de crescimento absoluto do namero de
ramificacdes (Ram; ramos/30 dias) e de alongamento vertical do caule (CrescV; cm/30 dias)
das plantas de Sarcocornia ambigua entre 0-53 dias (A; n total = 30) e 53-78 dias (B; n total
= 15) de cultivo); onde controle = tratamento sem presenca de TBT, nivel baixo e nivel alto
de TBT.

A) Controle Nivel baixo Nivel alto F p
Ram 7,81 +£1,06 6,45+ 1,80 6,45+ 1,74 0,24 0,783
Cresv 11,28 +1,27 10,99 +1,18 7,67 £2,02 1,69 0,224
B) Controle Nivel baixo Nivel alto F p
Ram 15,84 + 4,40 7,20 £2,31 7,92 +1,35 2,60 0,115
Cresv 8,01 +1,16 8,20 + 1,38 6,67 £ 1,63 0,35 0,707
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Tabela 7. Resultado da ANOVA bifatorial para as variaveis biomassa aérea (mg) e
biomassa subterranea das plantas de Sarcocornia ambigua cultivadas em diferentes
concentragdes de TBT aos 53 e 78 dias de experimento.

Biomassa aérea (mg)* Biomassa subterranea (mg)*
Fatores GL SQ F p SQ F p
Tempo 1 0,022 2,515 0,126 0,029 1,04 0,319

Tratamento 2 0,008 0,928 0,409 0,070 2,50 0,103
TBT x Tempo 2 0,020 2,319 0,120 0,055 1,94 0,165
Error 24 0,009 0,028

* Log1o0(X)

Tabela 8. Médias (+ erro padrdes) das taxas de crescimento relativo da biomassa
aérea fresca (mg/g/dia) de Sarcocornia ambigua entre 0-53 dias e 53-78 dias de
cultivo (n=15), onde controle = tratamento sem TBT, nivel baixo e nivel alto de TBT.

Controle Nivel baixo Nivel alto F p
53 dias 120+0,01 150 £ 0,03 110+0,01 1,30 0,308
78 dias 110+0,01 90 + 0,006 90 + 0,01 0,30 0,303

4.3. Acdao remediadora de Sarcocornia ambigua em sedimentos contaminados
com organoestanicos

Os sedimentos fortificados com o nivel baixo de TBT mostraram reducdes
significativas das concentracdes médias deste composto e do somatério das formas
de organoestanicos totais (OTs) entre os dias 0 e 53 do experimento, mantendo-se
estatisticamente semelhantes até os 78 dias (Tab. 9). Nesta Ultima data, os
sedimentos vegetado e ndo vegetado apresentaram, respectivamente, 66,3% e
46,6% de reducdo nas concentracdes de TBT. Antagonicamente, as concentracfes
dos metabdlitos de TBT aumentaram ao longo do experimento, mais particularmente
para o MBT, que apresentou médias de 90,8% (vasos ndo vegetados) a 105,1%
maiores (vasos vegetados) aos 78 dias do que no inicio experimento. Os valores
finais de DBT nos sedimentos vegetado e ndo vegetado foram, respectivamente,

31,2% e 37% maiores do que em TO.
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Tabela 9. Médias (+ erro padrdo) das concentracdes de organoestanicos em sedimento fortificado
com o nivel baixo e nivel alto de TBT (com e sem a presenca de Sarcocornia ambigua), coletados
aos 0, 53 e 78 dias do experimento. TBT = Tributilestanho (hgSn.g™); DBT = dibutilestanho (ngSn.g™);
MBT = monobutilestanho (ngSn.g™") e OTs = organoestanicos totais (ngSn.g™). Letras maitisculas
diferentes ao longo das linhas indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os tempos de
cultivo, segundo o teste LSD (ANOVAs unifatoriais). Para cada nivel de fortificacao, letras mindsculas
diferentes entre concentracdes de cada organoestanico indicam diferenca estatistica significativa
(p<0,05) entre os vasos vegetados e ndo vegetados de S. ambigua nos tempos amostrais 53 e 78
dias, segundo o teste LSD (as cores de fundo na tabela visam apenas auxiliar na visualizacdo dessas
ANOVAs bifatoriais).

Tratamento Tempo amostral (dias)
Nivel baixo 0 53 78
NAO VEGETADO 22,77 + 4,35" 28,6 + 2,53"
TBT (ngSn.g™) 53,58 + 5,19°
VEGETADO 28,44 + 4,51° 18,06 + 1,12"
NAO VEGETADO 8,92 +0,18"° 10,84 + 1,02°
DBT (ngSn.g™) 8,26 + 0,49"
VEGETADO 10,35 + 0,34"® 11,32 + 1,16°
NAO VEGETADO 7,61 + 0,53 10,59 + 1,34%°
MBT (ngSn.g™) 5,55 + 0,85"
VEGETADO 8,17 + 1,548 11,38 + 0,87%®
NAO VEGETADO 39,29 + 4,12% 50,03 + 4,33"
OTs (hgSn.g™) 67,4+ 4,7°
VEGETADO 46,97 + 5,74" 40,76 + 2,35"
Nivel alto 0 53 78

TBT (ngSn.g™)

NAO VEGETADO

VEGETADO

470,33 + 33,2°

381,07 + 33,47°°

320,26 + 74,22°°

291,7 + 44,95%°

142,02 + 0,922

DBT (ngSn.g™)

NAO VEGETADO

VEGETADO

22,06 + 6,65"

45,08 + 7,405%

60,95 + 9,71°%°

52,35 + 5,61°%

35,52 + 1,48%

MBT (ngSn.g™)

NAO VEGETADO

VEGETADO

7,44 + 6,95"

33,75 + 5,03%

53,36 + 4,81°°

45,73 + 1,275

41,52 + 5,245

OTs (ngSn.g™)

NAO VEGETADO

VEGETADO

499,83 + 29,74

459,9 + 35,715

434,57 + 85,73%

389,78 + 51,54%°

219,06 + 4,82"
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No nivel baixo de TBT, ANOVAs bifatoriais entre médias dos organoestanicos
nos sedimentos entre 53 e 78 dias de experimento detectaram um aumento
significativo dos teores globais de MBT (vegetados e ndo vegetados, em conjunto)
nos ultimos 25 dias (Tab. 10). Uma interacao estatisticamente significativa (p = 0,04)
foi detectada entre os tratamentos tempo e vegetagédo para o composto TBT, devido
a uma maior magnitude de redugc&do nos vasos com S. ambigua do que nos vasos
nao vegetados (Tab. 9).

No nivel alto de TBT, a presenca das plantas de S. ambigua afetou
marcadamente a degradacao dos organoestanicos nos sedimentos fortificados (Tab.
9). As concentragfes de TBT e OTs no sedimento ndo vegetado ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa (p > 0,05) entre o inicio e o final do experimento. J&
no sedimento vegetado, observa-se reducdo estatisticamente significativa nos trés
tempos amostrais (Tab. 9). O percentual de reducdo de TBT entre a concentracéo
inicial e final para o sedimento ndo vegetado foi de 31,9%, enquanto que, para o
sedimento vegetado, esta reducao foi de 69,8%. No mesmo periodo, o percentual de
reducdo dos OT totais nos sedimentos vegetados e ndo vegetados foram,
respectivamente, de 56% e 13%.

O metabolito DBT apresentou resultados distintos entre os tratamentos
vegetado e ndo vegetado no nivel alto. Sem a presenca de S. ambigua, as médias
menores foram observadas no inicio do experimento, havendo aumento significativo
aos 53 dias, mantendo-se com meédias estatisticamente iguais até o final do
experimento. O sedimento vegetado apresentou uma flutuacdo dos valores médios
de DBT, com um aumento até o dia 53 seguido por uma reducdo aos 78 dias de
experimento (Tab. 9). Adicionalmente, ao final do bioensaio, as concentracfes de
DBT do sedimento ndo vegetado aumentaram cerca de trés vezes mais (176,3% do
valor inicial) do que no sedimento vegetado (61,3% do valor inicial).

No nivel alto de fortificacdo, o metabolito MBT respondeu de forma distinta ao
DBT. Nos sedimentos ndo vegetados ocorreu um aumento significativo na
concentracdo do MBT entre os tempos amostrais, enquanto na presenca de S.
ambigua ndo ocorreu diferenca entre médias dos dias 53 e 78 (Tab. 9). Os
acréscimos percentuais de MBT no sedimento ao longo dos 78 dias do experimento
foram de 617% em vasos nao vegetados e de 458% em vasos vegetados.

As ANOVAs bifatoriais entre 53 e 78 dias para os sedimentos fortificados com

o nivel alto de TBT confirmam uma reducdo significativa da concentragdo media
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global de TBT no final do experimento, além de uma reducéo significativamente
maior de TBT e de OTs, tanto em vasos com a presenca de S. ambigua como sem a
planta (Tab. 11; Fig. 8). A analise post hoc das médias (Teste LSD) demonstrou
concentragbes menores em vasos vegetados aos 78 dias de experimento (Tab. 9).
As ANOVAs bifatoriais de DBT e MBT encontraram interacdes significativas entre os
fatores tempo e vegetacdo (Fig. 9; Fig. 10), devido a reducbes aos 78 dias nos
teores médios desses compostos nos vasos vegetados e aumento dos mesmos nos
vasos nao vegetados (Tab. 11). Adicionalmente, um aumento significativo de MBT

ocorreu no sedimento ndo vegetado ao final do experimento (Teste LSD; Tab. 9).
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Figura 8. Visualizagdo da auséncia de interacdo significativa na concentracédo de TBT

no sedimento (ngSn.g™) entre o tempo amostral (53 e 78 dias) e tratamento presenca de
individuos de S. ambigua cultivados em contaminacao de nivel alto de TBT.
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Figura 9. Visualizacdo da interacdo significativa na concentracdo de DBT no sedimento
(ngSn.g™) entre tempo amostral (53 e 78 dias) e tratamento presenca de individuos de
S. ambigua cultivados em contaminacgéo de nivel alto de TBT.
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Figura 10. Visualizacdo da interacdo significativa na concentracdo de MBT no
sedimento (ngSn.g™) entre tempo amostral (53 e 78 dias) e tratamento presenca de
individuos de S. ambigua cultivados em contaminacao de nivel alto de TBT.
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A andlise dos Indices de Degradacio de Butilestanicos (BDI, Butiltyn
Degradation Index) indicou uma menor ocorréncia de degradacao de
organoestanicos em sedimentos fortificados com o nivel alto de TBT sem S.
ambigua.

Os organoestanicos do sedimento na presenca de S. ambigua mostrou um
aumento da degradacao ao longo dos 78 dias, tanto no nivel baixo quanto no nivel
alto de TBT. O BDI dos sedimentos do nivel baixo sem plantas de S. ambigua

permaneceu estavel nos ultimos 25 dias. (Fig. 11).

Butyltin Degradation Index
1.4
1.2
1
E 0.8
@ 0.6
0.4 I
0 53 78 0 53 78
nivel baixo nivel alto
Tempo (dias)
W Sem vegetacio M Com vegetacdo

Figura 11. BDI (Butiltyn Degradation Index) de sedimentos com niveis de
contaminacao baixo e alto de TBT, monitorados por 78 dias com e sem a presenca
de S. ambigua.
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Tabela 10. Resultados das analises de variancia das concentracées de TBT, DBT e MBT em sedimento no tratamento de nivel
baixo de TBT, com e sem presenca de S. ambigua, coletados aos 53 e 78 dias de cultivo.

TBT DBT MBT Sn Total
Fatores GL MQ F p SQ% MQ F p SQ% MQ F p SQ% MQ F p SQ%
Tempo(T) 1 0,14 0433 0529 29 013 3,393 0,103 253 0,71 7,023 0,029 458 0,09 0,307 0,594 25
zQe)geta‘?éo 1 020 0598 0462 4,0 006 1,588 0243 11,8 003 0,283 0609 1,8 001 0,027 0,873 0,2
TxV 1 1,98 5995 0,040 39,9 002 0439 0526 3,3 000 0017 0900 01 1,16 3,753 0,089 31,1
Erro 8 033 53,2 0,04 59,6 | 0,10 52,2 0,31 66,2

Tabela 11. Resultados das andlises de variancia das concentraces de TBT, DBT e MBT em sedimento no tratamento de nivel alto
de TBT, com e sem presenca de S. ambigua, coletados aos 53 e 78 dias de cultivo.

TBT DBT MBT Sn Total
Fatores GL MS F p % MS F p % MS F P % MS F p %
Tempo(T) 1 3571 6,780 0,031 26,3 002 0,031 0,866 0,2 1,00 3,044 0,119 16,3 23,86 4,576 0,065 19,7
Xf’)getagao 1 5047 9,583 0,015 37,1 1,14 1,676 0,232 10,7 001 0027 0,874 01 42,96 8239 0,021 355
TXV 1 7,70 1,462 0261 57 4,04 5932 0041 37,9 251 7,645 0,024 40,8 12,38 2,374 0,162 10,2
Erro 8 527 31,0 0,68 51,2 0,33 42,7 521 34,5
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De modo geral, a forma de organoestanico mais representativa na porcentagem
final de todos os tratamentos impostos permaneceu sendo TBT. Os sedimentos
fortificados com o nivel baixo de TBT apresentaram maiores percentuais de
metabdlitos, principalmente os sedimentos com S. ambigua ap6s 78 dias de cultivo,
onde os metabolitos representaram 56% dos OTs (Fig. 5). No nivel alto, os
metabdlitos corresponderam a apenas 6% dos OTs no inicio do experimento, e na
presenca de vegetacédo esta proporcao alcancou 35% dos OTs ao final dos 78 dias.
Assim, para ambos 0s niveis de contaminagcdo, uma maior degradacdo de TBT e,
consequentemente, surgimento de metabdlitos esteve associada a presenca de S.

ambigua.
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5. Discussao
5.1. Homogeneizagéo e concentragdes iniciais de Organoestanicos

ApoOs as analises quimicas, a homogeneizacdo dos frascos demonstrou
distribuicdo heterogénea de TBT ao longo do seu eixo vertical. Entretanto, 0 mesmo
padrédo de heterogeneidade nao foi tdo marcado para seus metabdlitos, DBT e MBT.
N&o foram encontrados dados na literatura que permitissem confrontar os resultados
de homogeneizacdo do presente estudo com outros desenvolvidos, uma vez que a
maioria das andlises de organoestanicos sao feitas em sedimentos coletados in situ,
sem haver necessidade de fortificacdo prévia. Frequentemente bioensaios de
toxicidade do TBT n&o avaliam as concentracdes reais dos solos fortificados e
apresentam apenas seus resultados em relacdo aos valores nominais estimados
(Silva et al., 2014). Uma alternativa a heterogeneidade do eixo vertical pode ser
decorréncia de lixiviacdo de compostos para o fundo do frasco, apos a retirada do
sedimento da situacdo de congelamento - no inicio da montagem experimental -,
guando os mesmos foram mantidos em temperatura ambiente e na posicao vertical.
Assim, o descongelamento na posicao vertical poderia ter resultado em lixiviacdo
dos compostos organoestanicos e/ou da matéria organica particulada fina que
compunha o sedimento para o fundo do recipiente. Uma possivel concentracédo da
matéria organica do sedimento no fundo do frasco poderia ter influenciado a
distribuicdo de TBT, da mesma maneira que foi observado em ambientes terrestres
e aquaticos, devido as caracteristicas lipofilicas e capacidade de adsorcdo deste
composto na préopria matéria organica (Hoch & Schwesig, 2004).

As amostras coletadas no inicio do experimento, tanto para caracterizacéo
da homogeneidade do eixo vertical dos frascos, quanto dos organoestanicos
presentes no sedimento, mostraram a ocorréncia de produtos de degradacdo de
TBT (DBT e MBT). Pode-se afirmar que o surgimento destes compostos se deu por
processos ocorridos durante ou apos a fortificacdo, uma vez que a solucédo utilizada
para spiking foi analisada, demonstrando haver apenas TBT. Esta degradacao de
TBT pode ter ocorrido durante o processo de rolamento e mistura da fortificacao,
porém mais provavelmente no congelamento e descongelamento/liofilizacdo - apos
4 meses do término do experimento - para andlise quimica dos organoestanicos das
amostras de sedimento.

Fatores abidticos que afetam as taxas de degradagdo de TBT, como a

temperatura (Francois et al., 1989; Brosillon et al., 2014), disponibilidade de oxigénio
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no sedimento e pH (Sakultantimetha et al., 2010) sdo relevantes no surgimento de
DBT e MBT (Du et al., 2014; Cruz et al.,, 2015), e podem ter potencializado
processos iniciais de degradacdo deste composto. Além disso, fatores biéticos como
comunidades bacterianas ja existentes no sedimento sdo capazes de favorecer a
degradacao de TBT (Sakultantimetha et al. 2010).

As discrepancias entre concentragdes iniciais reais e nominais de TBT no
sedimento foi maior no nivel baixo de fortificagdo de TBT (31% acima) do que para o
nivel alto (8% acima). As concentragdes reais de TBT observadas no sedimento do
experimento, 67,4 ngSn.g™ para o nivel baixo, e 499,83 ngSn.g™ para o nivel alto,
encontram-se entre valores possiveis de serem encontrados nas regiées costeiras
do Brasil. Santos et al. (2011) revisaram o estado dos organoestanicos na zona
costeira brasileira, encontrando concentracdes de até 438 ngSn.g™ em regies do
nordeste brasileiro (Estado da Bahia; Baia de Todos-os-Santos). Concentracbes
mais expressivas de TBT, de até 2.796 ngSn.g™, também foram evidenciadas por
Santos et al. (2011) em um complexo estuarino da regidao sul, em Paranagua
(Estado do Parand). Santos et al. (2016) apresentaram dados de composicdo de
organoestanicos no sedimento de oito ecossistemas estuarinos da regido sul e
sudeste do Brasil, e atestaram a existéncia de concentracdes de OTs variando entre
19 ngSn.g* e 568 ngSn.g*. Na desembocadura da Lagoa dos Patos (RS) foram
encontrados, em quatro sitios distintos, gastropodes com expressao do efeito
imposex, biomarcador da presenca de TBT (Smith, 1981; Castro & Fillmann, 2012),
com concentracdes de organoestanicos em seus tecidos entre 15,9 ngSn.g™* e 309
ngSn.g™t (Castro et al. 2012b). As concentracdes de organoestanicos testadas ao
longo do presente bioensaio com S. ambigua - e encontradas em estuarios

brasileiros - sdo potencialmente capazes de acarretar efeitos adversos a biota.

5.2. Toxicidade de organoestanicos no desenvolvimento de Sarcocornia
ambigua

Individuos de S. ambigua apresentaram elevada tolerancia as concentracdes
dos organoestanicos (nivel baixo e alto) as quais foram expostos. A toxicidade aos
organoestanicos foi avaliada através de parametros fitotécnicos das plantas
(crescimento vertical, ramificacdo e formacdo de biomassa) ao longo do periodo
experimental, que ndo foram estatisticamente diferentes dos individuos do

tratamento controle (sem contaminacdo). Ndo houve mortalidade de nenhuma S.
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ambigua, nem foram observadas nas plantas caracteristicas visiveis de toxicidade,
como perda de ramificagBes ou prostracdo de caules. A andlise do desenvolvimento
de S. ambigua em dois periodos amostrais (0-53 dias e 53-78 dias) mostrou um
maior crescimento vertical das plantas no inicio do estudo e uma maior ramificacdo
dos caules proximo do inicio da floracdo. Este € um padrdo de desenvolvimento
caracteristico de S. ambigua (Costa & Herrera, 2016; Doncato & Costa, 2017), e 0s
dados sugerem nao ter ocorrido limitacdo por espaco ou esgotamento de nutrientes,
gue possa ter mascarado a toxidade de TBT ao longo dos 78 dias de cultivo. O
género Sarcocornia demonstra toleréncia a organoestanicos (Carvalho et al., 2010),
sendo verificada sua ocorréncia em regides com a presenca destes compostos.
Também é reconhecida a tolerancia de espécies deste género a outras formas de
contaminantes, como hidrocarbonetos, pesticidas, metais pesados e compostos
poliarométicos (PAHSs) (Joshi et al., 1987; Williams et al., 1994; Martins et al., 2008;
Negrin et al., 2017).

Em bioensaio desenvolvido com condicbes de contaminacdo de TBT e
ambiente de cultivo muito semelhantes ao presente estudo, Carvalho (2017) mostrou
gue a grama halofita Spartina alterniflora também néo teve taxas de desempenho
fitotecnico, como perfilhamento, natalidade e expansédo foliar, afetadas pela
exposicado ao TBT. Segundo Francois et al. (1989), plantas da faner6gama marinha
Zostera marina (L.), submetidas a concentracdes entre 1.507 e 5.315 ngSn.g™
(originalmente 550 e 1.940 ngTBT.g™) ndo apresentaram efeitos adversos a esses
niveis de contaminacdo. Similarmente, Novak & Trapp (2005), ao avaliarem 38
espécies vegetais - incluindo haldfitas - crescendo em sedimento oriundo de
dragagem, com concentracdes variando entre 4.384 e 117.820 ngSn.g™
(originalmente 1.600 e 43.000 ngTBT.g™), observaram igual auséncia de toxicidade
nas plantas. Nossos resultados e os estudos citados acima evidenciam que
concentracfes de organoestanicos toxicas para plantas superiores sao claramente
muito maiores do que as que causam efeitos adversos em gastropodes e peixes
(Smith, 1981; Gibbs & Bryan, 1987; Williams et al., 1994; Castro & Fillmann, 2012). A
tolerancia de S. ambigua as concentracfes distintas de TBT e seus metabdlitos
atende ao primeiro requisito para escolha e determinacdo de uma espécie como

fitorremediadora (Barcel6 & Poschenrieder, 2003; Moosavi & Seghatoleslami, 2013).
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5.3. Agdo remediadora de Sarcocornia ambigua em sedimentos contaminados
com organoestanicos

Nos dois niveis de contaminacdo avaliados, o processo de degradacdo de
organoestanicos com a formacdo dos metabdlitos DBT e MBT foi detectado j4 aos
53 dias de cultivo, independentemente da presenca da haldfita S. ambigua.
Entretanto, nos ultimos 25 dias de experimento, as plantas promoveram reducdes
significativamente maiores nas concentracfes médias de TBT e OTs nos sedimentos
contaminados com o nivel alto de TBT, quando comparadas com as concentracdes
nos sedimentos controle ndo vegetados. No todo, a presenca de S. ambigua
resultou em uma degradacao 219% maior de TBT no nivel alto de contaminacéo (de
470,33 para 142,02 ngSn.g™) do que em vasos controle ndo vegetados (reduzido a
320,26 ngSn.g') ap6s 78 dias de crescimento. Ficou evidente a acdo
fitorremediadora de S. ambigua sobre as concentragcbes de TBT no sedimento.
Adicionalmente, a presenca das plantas resultou em reducdes nas concentracdes
dos metabdlitos DBT (significativa) e MBT nos ultimos 25 dias do experimento, nédo
observadas em sedimentos controle ndo vegetados, sendo esses processos
evidenciados por interacbes tempo X vegetacdo significativas das ANOVAs
bifatoriais. Esta mesma acéo fitorremediadora ndo foi observada nos sedimentos
contaminados com o nivel baixo de TBT.

O contraste dos resultados nos niveis baixo e alto de TBT indica uma
possivel dependéncia, no processo de fitorremediacdo por S. ambigua, do contato
com o contaminante, que é mais provavel quanto maior a concentragcdo do composto
e maior o tamanho da planta na area contaminada. Lespes et al. (2009) também
indicaram haver dependéncia entre as taxas de degradacdo de organoestanicos
(TBT e trifenilestanho-TPhT; dltimo organoestanico biocida utilizado na agricultura)
por plantas de alface (Lactuca sativa var. capitata) e as concentracfes iniciais no
sedimento desses compostos. Em condicBes laboratoriais, quanto menor as
concentragfes dos compostos, menor foi a influéncia das plantas de alface, por acéo
direta ou indireta, na alteracdo das proporcbes dos contaminantes e seus
metabolitos. Lespes et al. (2003) avaliaram as concentracfes de TBT e TPhT em
cultivo de vagem e batata em dois tipos distintos de sedimento preparado: um
fortificado com uma solucdo de 20 ngSn.L™ e outro com uma pequena parcela de

lodo originario de esgoto (com concentragdes iniciais de TBT de, aproximadamente,



43

470 ngSn.gl). Ao final do experimento, estes pesquisadores constataram a
dependéncia da concentracéo inicial de organoestanicos na concentracao final, tanto
do sedimento quanto dentro do tecido dos vegetais, onde maiores concentracdes
resultaram em maior degradacdo e/ou incorporacdo. Mais recentemente, Carvalho
(2017) também demonstrou que a acao fitorremediadora da grama S. alterniflora
sobre sedimento contaminado com TBT era significativa quando as plantas
alcancavam um maior desenvolvimento foliar e enraizamento.

A acdo degradadora de TBT da presenca de S. ambigua em sedimentos
contaminados foi observada em outras hal6fitas. Carvalho et al. (2010) encontraram
maiores quantidades de produtos de degradacdo de TBT, em sedimentos de
marismas de Portugal, quando associados a presenca das hal6fitas Sarcocornia
fruticosa e Spartina maritima. Estes mesmos autores demonstraram, em um
bioensaio de laboratério ao longo de 9 meses, que a presenca de Halimione
portulacoides propiciou reducdes até 40% maiores nas concentracbes de
organoestanicos no sedimento em relacdo a sedimentos néo vegetados. No final de
nosso bioensaio, 0s vasos com S. ambigua apresentaram maiores valores do indice
de Degradacdo de Butilestanicos (BDI) em relacdo aos ndo vegetados -
caracteristicas de um sedimento aparentemente mais “envelhecido” -, com uma
maior proporcao entre os metabolitos DBT e MBT em relacdo a quantidade total de
TBT (Diez et al., 2002).

A forma como S. ambigua aumenta a degradacao de TBT no sedimento ndo
€ clara. Esta degradacdo pode ter sido realizada de forma indireta, devido a
presenca de S. ambigua e suas consequentes alteracdes nas caracteristicas fisico-
guimicas e da comunidade biolégica do sedimento (Martins et al., 2008; Carvalho et
al., 2010); ou de forma direta, por incorporacdo do contaminante na matriz vegetal, e
metabolizacdo destes compostos (Carvalho et al., 2010), como é relatado por
Francois et al. (1984) para a fanerdgama marinha Zostera marina ou por Lespes et
al. (2009) para plantas de alface.

A fitorremediacéo indireta dos compostos pode ter ocorrido através de a)
alteracao de condicdes fisico-quimicas do sedimento; b) estimulacdo da comunidade
microbiana associada a rizosfera, promovendo a imobilizagdo de compostos no
sedimento pela diminuicdo da percolacdo e/ou lixiviacdo (Abhilash et al., 2009;
Moosavi & Seghatoleslami, 2013) e/ou de c) degradacdo de compostos na regido da

rizosfera associada a comunidade microbiana (Anderson et al., 1993; Susarla et al.,
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2002; Barcel6 & Poschenrieder, 2003; Coutinho & Barbosa, 2007; Moosavi &
Seghatoleslami, 2013). A aeracdo do sedimento pelas raizes pode diminuir a
persisténcia ambiental de organoestanicos, uma vez que sedimentos andxicos
podem “estocar” TBT por varios anos (Dowson et al., 1996). Mudancgas ou
(fito)estimulagéo da comunidade microbiana decorrente da liberagdo de exsudatos
por parte da planta modificam as caracteristicas quimicas da rizosfera e regides
adjacentes (Reichenauer & Germida, 2008; Carvalho et al., 2010).

A capacidade de S. ambigua em absorver e metabolizar compostos
organoestanicos nao foi avaliada no presente trabalho. Entretanto, ao final do
bioensaio, uma reducao significativa de OTs ocorreu no sedimento vegetado com
alto nivel de contaminagdo de TBT. Diferente do sedimento ndo vegetado, onde a
degradacéo de TBT resultou em acumulo de MBT ao longo de todo o bioensaio, no
sedimento vegetado as concentracdes de MBT reduziram no periodo final de maior
desenvolvimento da S. ambigua. Sabe-se que a natureza de MBT nao se assemelha
a de TBT e DBT, principalmente em relacéo a lipofilicidade, solubilidade em agua e
capacidade de adsorcdo (Antizar-Ladislao, 2008). Este fato foi evidenciado por
Novak &Trapp (2005), que associaram a alta solubilidade de MBT com maiores
taxas de translocacédo deste composto do sedimento dragado rico em TBT para as
partes aéreas de espécies de um “mix” de trevos (género Trifolium) e gramineas.
Lespes et al. (2003) também verificou uma maior transferéncia de MBT em cultivares
de vagem. Assim, a degradacao de TBT ao final do experimento em sedimento com
alto nivel deste contaminante, mas a auséncia de maiores concentracdes de seu
metabolito, MBT, neste mesmo periodo, sugerem uma acao direta por parte de S.
ambigua na fitorremediacdo deste composto e possivel incorporacdo do mesmo em
seu tecido vegetal. Futuras analises dos tecidos de plantas desta espécie cultivadas
em sedimentos ricos em TBT poderao confirmar esta hipotese.

O potencial fitorremediador do género Sarcocornia é conhecido para
diversos fins, demonstrando sua capacidade em absorver e acumular metais (Joshi
et al., 1987; Gonzalez-Alcarezet al., 2011; Idaskin et al., 2017; Negrin et al., 2017),
compostos organicos poliaromaticos (Martins et al., 2008), ou até mesmo NaCl de
sedimentos salinizados (Rozema & Schat, 2013; Costa & Bonilla, 2016). Além disso,
para alguns compostos, o género é classificado como hiperacumulador (Barcelé &
Poschenrieder, 2003; Ozawa et al., 2010; Ali et al., 2013), uma vez que apresentam

capacidade de acumulacao destes compostos em proporgdes de mais de 1% do seu
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peso seco (Eslamzadeh, 2006; Smillie, 2015). Assim, o caminho metabdlico na
matriz vegetal, bem como a possivel degradacdo de organoestanicos em seu interior
sdo questdes que devem ser avaliadas.

Nos dois niveis de contaminacdo testados, observou-se uma répida
metabolizacdo de TBT nos primeiros 53 dias - durante o periodo de estabelecimento
das plantas de S. ambigua nos vasos -, com o aumento das fracbes de DBT e MBT
e dos valores do indice BDI, sugerindo um importante papel de microrganismos na
degradacdo de TBT, tanto em sedimentos dos vasos vegetados como dos néo
vegetados,. Estudos em laboratdério mostraram que algumas bactérias, tais como
Enterobacter cloacae (Sakultantimetha et al., 2010) e Aeromonas molluscorum Av27
(Silva et al., 2014), demonstram resisténcia ao TBT e tém habilidade de remover o
TBT de solos, a partir da utilizacdo deste composto como fonte de carbono e
transformagéo em seus metabdlitos, como o DBT e MBT. Outra espécie conhecida
por realizar a degradagéao de organoestanicos é o fungo amplamente distribuido em
solos costeiros e continentais, Cunninghamella elegans. Bernat et al. (2013)
realizaram uma cultura mista - contendo cepas de Cunninghamella elegans e
Cochliobolus lunatus -, que degradaram TBT e diminuiram em até 10x a toxicidade
para cultivos de larvas de Artemia, em apenas 12 dias de incubagcdo. Os processos
mediados por microrganismos citados acima foram os possiveis determinantes da
degradacédo de TBT nos sedimentos ndo vegetados e no inicio do crescimento das

S. ambigua nos vasos.
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6. Conclusao

Os niveis testados de TBT, equivalentes aos encontrados em sedimentos
costeiros ao longo da costa brasileira, ndo resultaram em toxicidade para plantas de
S. ambigua ao longo do periodo do bioensaio.

Plantas de S. ambigua plenamente desenvolvidas foram capazes de reduzir
a concentracdo de TBT em sedimentos contaminados, bem como de seus
metabdlitos. Entretanto, o efeito fitorremediador parece ser dependente da
concentragdo do contaminante no sedimento, com uma maior probabilidade de
contato com a rizosfera e degradacao ocorrendo em altos teores de TBT.

Uma vez que foi verificada a ocorréncia de fitorremediagéo, tornam-se
imprescindiveis estudos que quantifiquem e qualifiquem a presenca de
organoestanicos na matriz vegetal de S. ambigua. E importante verificar se esta
espécie é capaz de absorver, acumular e/ou degradar tais compostos em seus
tecidos e, se o for, quais 0s processos que regem esta metabolizacdo. Da mesma
forma, € igualmente relevante a analise da rizosfera e sua comunidade microbiana,
para o entendimento dos processos de degradacdo dos compostos organoestanicos.
O estudo da compartimentacdo de organoestanicos, ou seja, da sua distribuicdo no
sedimento, parte subterranea e aérea vegetal permitird a criacdo de um mosaico do
destino destes compostos na natureza.

A utilizacdo de plantas para remediacdo vem se estabelecendo como uma
técnica viavel, de baixo custo, e alta efetividade. A utilizacdo da haldéfita S. ambigua
para fitorremediacdo de TBT surge como uma possibilidade de implementacdo em
regides costeiras e portuarias ao longo de toda costa brasileira, onde esta
naturalmente distribuida. Estudos in situ também sdo necesséarios para testar as
potencialidades de utilizacdo da S. ambigua como espécie fitorremediadora de
organoestanicos.

Plantas de S. ambigua - multiplicadas em viveiros - ou sementes/propagulos
vegetativos - obtidos em ambientes naturais e multiplicados em estufa - podem ser
transplantados para &reas previamente caracterizadas com alto grau de
contaminacdo de organoestanicos. As plantas, apés determinado periodo de
crescimento, podem ser submetidas a poda, uma vez que S. ambigua é perene e
apresenta capacidade de rebrota. Desta forma, o contaminante pode ser removido
do ambiente, sendo dado o destino adequado a biomassa, como, por exemplo,

producéo de biodiesel através de hidrolise enzimética (visto que hé possibilidade de
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as plantas apresentarem contaminante em sua matriz vegetal). Uma vez detectada a
hipétese de que a planta possa estar degradando o composto e liberando-o de
alguma forma para o meio, outras alternativas de manejo das areas a serem
descontaminadas devem ser avaliadas. Adicionalmente, se verificado que o
processo associado a quebra de organoestanicos for a fitodegradacdo, ndo havera
necessidade de retirada da planta, ja que a mesma ir4 propiciar o surgimento de
formas menos téxicas. A descontaminacdo de ambientes passa a ser ineficaz se
novos aportes de contaminantes continuarem ocorrendo nestas areas. Ha, portanto,
necessidade de fiscalizagbes que possibilitem a eliminacdo da fonte de
contaminacdo para, entdo, ser possivel e eficaz a utilizacdo de técnicas de

fitorremediacéo.
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