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Preambulo

O presente trabalho foi elaborado com vista a obtengéo do grau de mestre em Engenharia do
Ambiente, concedido pela Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto, e foi realizado
nos departamentos de Botanica e Quimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto.
Teve a orientagdo do Professor Doutor Jodo Paulo Cabral (Faculdade de Ciéncias) e a co-
orientagzo do Professor Doutor Rui Boaventura (Faculdade de Engenharia).

Este estudo foi efectuado no ambito do projecto BIOCAL: “Calibration of in sifu biomonitors for
quantification of the atmospheric dispersion of heavy metals”, (POCTI/38411/CTA/01), projecto
esse em parceria com o Instituto Tecnologico Nuclear (ITN).

Apenas se apresentam os resultados relativos a analise dos quatro elementos quantificados no
Porto, bem como os métodos experimentais da responsabilidade da Faculdade de Ciéncias.

O trabalho experimental realizado no TN é referido em Material e Métodos.



Resumo

No presente trabalho, pretendeu-se avaliar o desempenho de biomonitores (liquene e casca de
arvore) e de monitores organicos sintéticos (resinas de troca iéﬁicé Chelex 100 na forma sddica
e acetato de celulose), como materiais acumuladores de alguns metais (cobre, chumbo,
estroncio e niquel) na atmosfera das cidades do Porto, Viana do Castelo e Sines.

Para isso, realizaram-se exposicdes de dois meses, em trés estagdes. do ano (Inverno,
Primavera e Verdo), em que o liquene foi exposto de trés formas: juntamente com o substrato,
destacado do substrato, e moido; a casca de arvore foi exposta quer moida, quer inteira e os
monitores organicos sintéticos foram expostos na forma granular em que foram adquiridos.

A verificagdo das condigdes fisiologicas, das trés formas de liquene expostas, durante o tempo
de exposicdo a atmosfera, foi feita semanalmente, atra\}és da quantificagdo de teor em potassio
e de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e carotenos totais). Para nenhuma das
formas de liquene se detectou uma diminuigdo destes teores, tendo-se concluido que as
condigdes fisioldgicas em que os biomonitores se encontravam no inicio. do estudo,. se
mantiveram durante os dois meses de exposigao.

A comparaggo do desempenho dos biomonitores moidos com o desempenho dos biomonitores
inteiros, tradicionalmente usados em estudos de quantificag@o de metais, permitiu concluir que
os biomonitores moidos n&o apresentam vantagens em relagéo aos biomonitores inteiros.

Por outro lado, a exposicdo de liquene destacado do substrato revelou capacidades de
acumulagdo de chumbo, niquel e estroncio, comparaveis as obtidas com liquene inteiro,
revelando-se uma forma adequada de utilizagdo de liquene, como biomonitor de metais
atmosféricos. Esta forma de exposi¢do de liquene apresenta as vantagens de se poder
quantificar a area de exposigdo, com exactiddo, e de exigir uma menor quantidade de liquene,
do que a usualmente utilizada em estudos de biomonitorizag&o.

No caso dos monitores organicos sintéticos, a resina Chelex 100 na forma Na* e o acetato de
celulose mostraram ser adequados a captag&o de cobre e niquel, a partir da atmosfera, embora
os niveis acumulados, por estes monitores, fossem mais baixos do que os acumulados por

Vil



biomonitores. Por outro lado, os niveis acumulados pela resina também foram, geralmente, mais
baixos do que os acumulados pelo acetato de celulose.

Considerou-se que o liquene destacado do substrato e o acetato de celulose deveriam ser
objecto de estudos mais pormenorizados, no sentido de verificar a sua capacidade para serem,
recorrentemente, usados como monitores de metais atmosféricos. Desta forma poder-se-iam
obviar, dois dos maiores problemas, com que se debatem os estudos actuais de
biomonitorizag#o: redugao da variabilidade intrinseca ao organismo vivo e redugao do nimero de

organismos que se retiram do ecossistema.
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Abstract

This work was aimed at comparing the performance achieved by organic synthetic monitors
(cellulose acetate and Chelex 100 resin, in the sodium form), with the performance of biomonitors
(lichen and tree bark) as monitors of atmospheric metals (copper, lead, nickel and strontium).
Two-month exposures were performed (during Winter, Spring and Summer) at three different
locations: Oporto, Viana do Castelo and. Sines. The lichen was exposed attached to the
substratum (traditional transplant), detached from the substratum, and ground. The free bark was
exposed as it was collected (traditional) and ground.

Quantification of potassium, chlorophyll, a and b, and total carotenoids, was performed weekly,
throughout the exposure period, in the three forms of lichen. The results showed that none of this
physiological responses indicated loss of vitality in any form of exposed lichen.

The performance of the ground biomonitors was not more efficient than the one achieved with the
traditional biomonitors.

On the other hand, the detached lichen showed a capacity of accumulating atmospheric metals
comparable to the gne of the traditional lichen transplant. The advantages of using lichen in this
form are the ability to quantify the area of exposure and the fact that a smaller amount of lichen is
used.

The organic synthetic monitors proved to be adequate accumulators of copper and nickel,
although the levels obtained were lower than those of the biomonitors. Also, the levels
accumulated by the resin, were lower than those of cellulose acetate.

The detached lichen and the cellulose acetate should be the subject of further studies, to
determine whether their ability to accumulate metals can be used in atmospheric monitoring. This
would obviate two current drawbacks of biomonitoring studies: the high natural variability of
biological monitors and the lichen’s large amount withdrew from the ecosystem.
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1. INTRODUCAO




A importancia de se monitorizar a qualidade do ar atmosférico & hoje mundialmente reconhecida.
A poluigdo atmosférica, de origem antropogénica, aumentou drasticamente como resultado da
industrializagdo a nivel mundial, durante os séculos XIX e XX. Devido ao permanente
desenvolvimento de industrias e a utilizagao crescente de produtos quimicos para fins variados,
a poluigdo da biosfera em geral, e da atmosfera em particular, tem vindo a agravar-se. O
Homem, além de principal responsavel, & também uma das principais vitimas, pois alguns dos
poluentes, onde se incluem os metais pesados, sdo responsaveis por problemas de satde
graves e complexos.

Nos dltimos 30 anos, os controlos ambientais na Unido Europeia contribuiram para melhorias
consideraveis em numerosos dominios, entre os quais se destaca a diminuig&o significativa das
emissdes industriais de substancias e elementos toxicos como o chumbo, o merctirio e o diéxido
de enxofre, embora as diminuigdes registadas para os 6xidos de azoto e aménia ndo tenham
sido tao grandes (Comiss&o Europeia, 2002).

A qualidade do ar tem sido uma das areas em que a Unido Europeia se encontra mais activa.
Integrados na politica ambiental que vem sendo desenvolvida pela Unido Europeia, o
langamento do sexto programa de acgdo no dominio do ambiente: “Ambiente 2010, o0 nosso
futuro, a nossa escolha” (Decis@o n° 2002/1600/CE) e a ratificagdo do “Protocolo de Quioto”
sobre as alteragbes climaticas (Decisao n® 2002/358/CE), constituem os dois (ltimos passos
mais importantes na politica ambiental dos Estados Membros.

1.1. Metais e metais pesados

Em estudos de poluig@o atmosférica & comum encontrar-se o termo “metal pesado”. No entanto,
este & um termo sem uma definig&o rigorosa, que néo corresponde a qualquer grupo definido em
termos quimicos, e tem sido usado de forma diferente por diferentes autores (Nash, 1996).
Duffus (2001) refere que foi Bjerrum, em 1936, que pela primeira vez usou o termo “metais
_pesados” num contexto. quimico, aplicando-o a elementos com densidade superior a.7 g cm?.
Desde essa altura, numerosos autores propuseram outros tantos significados para o termo e
para os elementos que ele descreve. Muitas das caracterizagdes propostas basearam-se na
densidade, gravidade especifica, peso, ou massa atémica, e nimero atémico. Outras, basearam-
se na sua toxicidade ou eco-toxicidade. Mas, apesar de muitos autores considerarem o termo
impreciso, o facto & que ele se manteve na literatura e regulamentagées ambientais (Duffus,
2001).



A esta situagao acresce que, o termo “metal pesado”, ainda néo foi incluido no “Compéndio de
Terminologia Quimica” da International Union of Pure and Applied Chemistry (McNaught e
Wilkinson, 1997).

Segundo Duffus (2001), a biodisponibilidade & a chave para avaliar o potencial toxicoldgico dos
metais e seus compostos, pois a biodisponibilidade depende tanto de parametros biologicos
como de propriedades fisico-quimicas dos ides ou compostos. Por sua vez, essas propriedades
fisico-quimicas, dependem da estrutura atémica de cada elemento, estrutura essa que & descrita
pela tabela periodica. Assim, a melhor opgéo sera uma classificagao baseada na tabela periodica
dos elementos, ou numa subdivisdo sua. Uma das possibilidades foi sugerida por Nieboer e
Richardson.

Nieboer e Richardson (1980) consideraram que em vez da designagdo generalista “metal
pesado”, seria mais conveniente considerar grupos, com fungdo quimica e biologica
estabelecida, e propuseram a utilizagéo da seguinte divisdo: metais da classe A (duros), metais
da classe B (suaves) e metais de Fronteira. Esta classificagéo tem por base a acidez de Lewis e
indica a forma de ligagdo nos complexos metélicos. As designagdes adoptadas determinam a
possibilidade da formagéo de complexos, logo, dao uma ideia da sua toxicidade.

Na figura 1.1. pode ver-se a utilizagao proposta por Nieboer e Richardson (1980).
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" Figura 1.1. Tabela periédica mostrando a diviséo em trés classes de metais (adaptado de Duffus, 2001).




Os elementos da classe A ligam-se, preferencialmente, a acidos carboxilicos, ou a outros
dadores de oxigénio, e incluem todos os macronutrientes catidnicos de plantas terrestres (por
exemplo, potassio, magnésio e calcio). Os elementos da classe B ligam-se aos mesmos grupos,
fracamente, e ligam-se fortemente a grupos com azoto e enxofre (por exemplo, prata, ouro e
mercurio). Os metais de Fronteira ttm uma preferéncia de ligagao intermédia entre as duas
anteriores. Podem ligar-se a qualquer um dos grupos descritos anteriormente, sendo a afinidade
da ligagdo dependente do metal em quest&o e da sua concentragéo (por exemplo, cobre, niquel
e chumbo) (Nieboer e Richardson, 1980).

Geralmente os ides da classe B sao toxicos para os organismos, devido a sua capacidade de se
ligarem aos centros de nitrogénio e enxofre de enzimas e aminoacidos. Na classe de Fronteira
encontram-se muitos dos micronutrientes essenciais. No entanto, alguns destes elementos
podem tornar-se toxicos se a sua concentragdo exceder um determinado valor, passando a
actuar como os metais da classe B, inibindo moléculas essenciais ao funcionamento da célula
(Nieboer e Richardson, 1980). Com base em experiéncias de competigao, Nieboer e Richardson
(1980) estabeleceram uma sequéncia de afinidade, para os varios locais de troca iénica: metais
monovalentes da classe A < metais divalentes da classe A < metais divalentes da classe de
Fronteira < metais divalentes da classe B.

Mesmo que o termo “metal pesado” se torne obsoleto, por falta de base cientifica coerente,
havera sempre um problema associado com o uso comum do termo “metal’, pois geralmente
refere-se a um ido g a todos os seus compostos. Isto podera sugerir que ambos tém as mesmas
propriedades fisico-quimicas, biologicas e toxicolégicas, 0 que se sabe n&o ser verdade (Duffus,
2001).

1.2. Toxicidade e Fungdo bioldégica

Os estudos actuais salientam a preocupagdo com metais, por exposi¢do residencial ou
ocupacional. Em quantidades baixas, estes elementos sdo comuns no meio ambiente e na nossa
dieta, mas em doses elevadas podem causar toxicidade aguda ou cronica. Isto pode levar a
lesGes no sistema pervoso central, diminuigo dos niveis de energia e lesGes em 6rgaos vitais.
Uma exposi¢éo de longo termo pode resultar numa degeneragao progressiva fisica, muscular e
neurol6gica, que mimetize os sintomas das doengas de Alzheimer, Parkinson, Distrofia Muscular
ou Esclerose Mltipla. As alergias s@o também comuns e o contacto repetido e prolongado com
alguns compostos de metais pesados pode mesmo provocar o cancro, como esta provado para
0 caso do arsénio (Hu, 2002).



Por outro lado, existem metais xenobidticos, com

qualquer fungdo biolégica conhecida, quer parao serh

tornam toxicos mesmo a niveis vestigiais (Hu, 2002).

O cadmio, chumbe, mercurio, niquel, cobre, ferro, man

elementos que se acumulam na cadeia trofica e, uma vez

torna-se muito dificil excreté-los (Bermen, 1980).

As principais fungGes de cada um destes elementos, e as patologia

associadas, encontram-se sumarizadas na tabela 1.1.

Tabela 1.1. Efeitos e fungdes de alguns elementos na salide humana
Silva e Williams, 1993).

o & o caso do chumbo e mercurio, sem

umano quer para outros animais, e que se

ganésio e zinco sao exemplos de
absorvidos pelos tecidos do corpo,

s mais frequentemente a eles

(adaptado de Bermen, 1980 & de

Efeito Fungdo biolégica
Cd Imitagdo das vias respiratorias, Compete com o zinco pelos
dores de cabega, vomitos, mesmos locais de ligagao;
caimbras musculares, estimula a sintese de
alteragdes do figado e rins, metalotieninas; presente em
anemia; & carcinogénico e proteinas do rim; constituinte de
mutagénico metalo-enzimas, tais como a
adenosina trifosfatase e
carboxipeptidase
Hg Intoxicag&o por inalagdo, Constituinte de metalo-enzimas,
pneumonites, letargia, febre, tais como a adenosina
tosse, diarreia, tremores, trifosfatase e carboxipeptidase
erupgdes da pele, alucinagdes
Pb Disturbios no sistema nervoso, ~ Reage com grupos sulfidrilo;

colicas, paralesias, alteragoes
no comportamento, convulsdes,

morte

substitui o zinco na desidatrase
do acido 8-aminolaevulinico;
constituinte de metalo-enzimas,
tais como a adenosina

trifosfatase e carboxipeptidase




Tabela 1.1. (continuagdo)

Dermatites, vertigens, dores de
cabeca, nauseas, taquicardia,
insuficiéncias pulmonares; &

Presente no soro sanguineo;
componente da vitamina B;
envolvido na sintese da

carcinogenico hemogoblina; constituinte de
metalo-enzimas

Fe Nauseas, vomitos, imitagdo Constituinte da hemoglobina e
gasterointestinal, siderose do enzimas da cadeia respiratoria
pulméo

Mn Distirbios na actividade Essencial para o crescimento,
reprodutora, astenia, dores formagdo dssea e fungdo
musculares, distirbios no sono,  reprodutora normal
dificuldade em andar, tremores,
febre, doengas pulmonares

Zn Vomitos, dores de cabega, Influencia a velocidade de

hiperglicemia, pneumonites

crescimento e desenvolvimento
de 6rgdos reprodutores;
intervém no metabolismo de
RNA e DNA, sintese de
proteinas, vitaminas,
carbohidratos e lipidos

Diversas entidades, tais como, “Agency for Toxic Substances and Disease Registry”,

“Environmental Protection Agency” e “Occupational Safety and Health Agency” tém realizado

estudos epidemiolégicos, com o objectivo de compreender a relagdo entre exposi¢cdo a estes

elementos e efeitos adversos na salide humana. Essa informagéo é posteriormente utilizada na

elaborag&o de regulamentagdo sobre emissdes de poluentes especificos para a atmosfera.

As vias de entrada destes elementos no organismo sdo milfiplas e de contacto diario

designadamente, por inalagdo, ingestdo e absorgdo cutdnea. A absorgdo cuténea,

especialmente em meios industriais, € a causa mais apontada para a exposigdo de adultos,

enquanto que nas criangas a ingestdo assume esse papel (Hu, 2002).



A figura 1.2. pretende representar, de forma simplificada, as vias de exposigdo dos seres

humanos aos metais pesados.
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Figura 1.2. Vias de exposi¢ao humana aos metais pesados (adaptado de Comiss&o Europeia, 1997).

1.3. Metais na Atmosfera

1.3.1. Ciclo natural de metais e influéncia antropogénica

Antes da intervengdo humana, era possivel observar um ciclo natural de metais na atmosfera

diferente do que conhecemos hoje.

Nriagu (1989) identificou véarias possiveis fontes de metais na atmosfera. Os metais entram na

atmosfera sob a forma de particulas solidas de diferentes tamanhos. O merctlrio € uma

excepgao, pois entra na atmosfera, a partir de fontes naturais, essencialmente sob a forma de



vapor. Dependendo do tamanho da particula e da altura da fonte emissora, os metais podem ser
transportados atraves de certas distancias, criando niveis de concentragdes.

Segundo Nriagu (1989), o vento a soprar a superficie do solo (juntamente com a actividade
vulcanica), é a principal fonte natural de cadmio e chumbo na atmosfera. Como o vulcanismo
ndo € tipico da Europa, o solo torna-se praticamente a fonte exclusiva.

Sobre o oceano, a principal fonte natural de metais para a atmosfera é a formagéo de particulas
salinas no mar. As particulas salinas podem facilmente ser enriquecidas em metais,
relativamente aos macrocomponentes, uma vez que sdo acumulados numa microcamada
superficial, na interface oceano-atmosfera (Brimblecombe, 1986). Isto resulta na intensificag&o

do influxo de metais, para a atmosfera, a partir do oceano.

A alteragao do ciclo atmosférico global de metais originou um incremento destes elementos nas
camadas superficiais do oceano e da terra, intensificando, consequentemente, a emissao da
superficie do mar, e do horizonte O do solo, devido a pobre capacidade de migragdo que estes
elementos apresentam (Nriagu, 1989). Com a interveng¢do humana, é possivel identificar muitas
outras fontes de emiss@o de metais para a atmosfera, relacionadas essencialmente com
processos industrigis @ meios de transporte. Podem também identificar-se fontes de emisséo
adicionais, que concorrem para a poluicdo de uma dada regido: um acréscimo de metais de
areas previamente contaminadas, dentro da mesma regido; o transporte de metais de longa
distancia e, no caso do mercurio, a concentragdo natural na atmosfera terrestre. Presentemente,
é impossivel separar a componente natural de concentragdo e deposigio de metais, da
componente antropogénica (Nriagu, 1989).

1.3.2. Caracterizagdo atmosférica

Os metais entram na atmosfera através de emissdes antropogénicas, a partir de fontes naturais
e devido a emissdes de elementos previamente depositados (re-emissdes) (llyin et al., 2003).
Nos ultimos anos, numerosos estudos contribuiram para o conhecimento das concentragdes de
metais na atmosfera. Estas indicagdes sdo tanto mais importantes pelo facto de, actualmente, a
legislag@o em vigor no nosso pais, apenas definir o valor maximo admissivel para o chumbo, em
atmosfera aberta, fixado em 2 pg m - concentrag@o média anual - (Portaria n® 399/97, de 18 de
Junho.



No entanto, o relatério da Uniso Europeia do “Working Group on Lead Atmospheric Pollution
concluiu que, o valor actualmente legislado se destina, apenas, a proteger a salde humana (tal
como acontece para a maioria das substancias consideradas toxicas), uma vez que o
conhecimento actual nao permite a adopgao de limites maximos, que visem a protecgao do meio
ambiente. Os autores do estudo propuseram que se adoptasse, como valor guia, 0 proposto pela
Organizagdo Mundial de Saude (0.5 pg m=), ou os valores propostos por Kiihling e Peters
(1994), que estimaram uma concentragao de 0.05 a 0.1 pg m™ para areas rurais (limpas), e que
estipularam uma concentragéo natural de chumbo na atmosfera de 0.6 ng m3 (Comissdo
Europeia, 1997).

No que diz respeito a emissdes atmosféricas de metais, desde 1996 que a Directiva 1996/62/CE
(transposta para direito interno pelo Decreto-Lei n° 276/99 de 23 de Julho) prevé a elaboragéo de
Directivas Filhas, que legislem as concentragdes atmosféricas de niquel, cadmio, arsénio e
mercirio, uma vez que a Directiva 1999/30/CE (transposta para direito interno pelo Decreto-Lei
n® 111/2002 de 16 de Abril) ja apresenta valores-limite para chumbo. O relatério da Unigo
Europeia “Economic Evaluation of Air Quality Targets for Heavy Metals™ teve como principal
objectivo, a identificagdo e estimativa dos custos e beneficios de propor limites para as
concentragdes de arsénio, cadmio e niquel, na atmosfera. Nesse relatorio salientou-se a
necessidade de realizar um estudo semelhante para o caso do merctirio, 0 que nao foi possivel,
devido 2 falta de dados. Salientou-se, também, a dificuldade de realizagao do estudo, devido a
grande dispersdo de dados de algumas empresas. Para estes investigadores, os custos de
implementar limites méximos admissiveis para estes metais, na conjuntura actual, séo
superiores aos beneficios que se obteriam, neste caso quantificados com base na redugdo da
percentagem de doentes cancerosos. Paralelamente, também concluiram que a implementag&o
destes limites traria beneficios ambientais secundarios na melhoria da qualidade do ar. Contudo,
houve dificuldade em definir indicadores que permitissem quantificar essa melhoria (Comisséo
Europeia, 2001).

De notar que as conclusdes apresentadas no estudo sdo controversas, uma vez que a

quantificagdo dos beneficios € muito subjectiva.

Um estudo realizado pelo “Meteorological Synthesizing Centre — East’, inserido no “Co-operative
programme for monjitoring and evaluation of long-range transmissions of air pollutants in Europe”
permitiu avaliar a contaminagdo que se verifica actualmente no continente europeu, no que diz

respeito ao chumbo, cadmio e merctrio, bem como obter informac&o acerca da dltima década.
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Para se avaliar as emissdes totais, comegou-se por estimar a concentragéo de chumbo, cadmio
e merclrio, na atmosfera, a partir de fontes quasi-naturais (emissdo natural e re-emisséo),
considerando o continente e o oceano como dois sistemas separados, em condigdes

estacionarias. Na tabela 1.2. podem ver-se as estimativas obtidas.

Tabela 1.2. Estimativa das emissées de chumbo, cadmio e mercurio de fontes quasi-naturais, no
continente Europeu (adaptado de llyin et al., 2001).

Metal
Fonte / Fluxo
Pb Cd Hg
Intensidade especifica em terra (g km2 ano™') 330 18 0-40
Intensidade especifica no mar (g km? ano™) 240 12 04

A avaliagdo das emissdes antropogénicas foi feita tendo por base os dados oficiais fornecidos
pelos varios paises. Quando tal ndo foi possivel utilizaram-se previsdes de estudos publicados
anteriormente. A partir desses valores, foi possivel tracar a distribuicdo espacial destes
elementos no coptinente europeu. O chumbo apresentou uma distribuigdo uniforme,
essencialmente devido as emissdes provenientes da gasolina e gaséleo, abundantes em todos
os paises considerados. As emissdes de cadmio consideraram-se primariamente ligadas a
indastria metalargica ndo-ferrosa (43%) e a combustao de fuel (31%). A distribuicao espacial de
emissGes de mercurio reflectiu essencialmente o consumo de carvéo, nas diferentes regides
consideradas (llyin et al., 2001). |

Segundo a “Segunda Avaliagdo do Ambiente na Europa’, as emissdes de cadmio e chumbo
actualmente registadas sdo cerca de 65% inferiores aos niveis maximos de 1965 (Comissdo
.Europeia, 1998).

De 1990 a 2001, a redugdo de emissdes antropogénicas na Europa, foi de 3.3 vezes para o
chumbo, de 1.8 vezes para o Cadmio e de 2.0 vezes para o merctrio (llyin ef al., 2003).

Embora a tendéncia seja no sentido de uma cada vez menor emiss&o de metais, a sua redugéo
ndo tem sido continuada. Swietlicki ef al. (1996) compararam as concentragdes de metais
pesados medidos em aerossois de estagdes de monitorizagdo (Suécia, Dinamarca, Finlandia,
Noruega e Replblica Checa), com as concentragbes estimadas pelo modelo de dispersédo
meteoroldgica “Transporte Euleriano de Metais Pesados”. Os dados deste estudo, cobrem o
periodo de 1985 a 1994, e permitiram concluir que, durante o periodo de tempo em estudo,
quatro fontes contribuiram para a entrada de metais na atmosfera: 1) solo, 2) influéncia marinha,
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3) processos de combustdo em geral e 4) processos de combustdo de dleos. Os autores
verificaram uma diminuigdo nos valores de elementos oriundos dos processos de combustao
(enxofre, cromio, cobre, zinco, arsénio, cadmio, bario e chumbo). As concentragdes destes
elementos apresentaram um pico em 1987-90, diminuindo, depois, para valores comparaveis
aos de 1985-86, sendo o crémio e o chumbo os que apresentaram a maior queda. A diminuigdo
das concentragdes dos elementos tipicos da combustdo de 6leos (vanadio e niquel) foi menos

pronunciada e 0 sey maximo s0 se encontra no periodo de 1991-92.

Contrastando com a redugdo de emissdes antropogénicas, de 1990 a 2001, as redugdes dos
niveis de deposigdo n&o foram téo elevadas, situando-se em 2.7 vezes para o chumbo e 1.5
vezes para cadmio e mercdrio (llyin ef al., 2003).

Para o caso do chumbo, os niveis de deposicéo, em diferentes partes da Europa, diferiram
significativamente da tendéncia continental. A maior redug&o das deposigdes ocorreu na Europa
Ocidental e do Norte. O decréscimo dos niveis de poluigéo nesses paises, pode ser atribuido a
uma redugo significativa das emissoes nacionais. Redugdes mais lentas, € menos acentuadas,
foram caracteristicas dos paises da Europa de Leste e do Sul. A redugdo da deposicao de
cadmio na Europa foi mais lenta do que parao chumbo, devido a taxa mais lenta de redugéo das
emissdes antropogénicas e ao papel mais importante que desempenharam a emissdo natural e
re-emiss3o. Em contraste com o chumbo e cadmio, 0 merctrio € um poluente que facilimente
pode ser transportado, atmosfericamente,  volta do globo. Por esta razdo, fontes de emissao
localizadas noutros continentes tiveram um impacto significativo na poluigdo da Europa. Para
além disso, a re-emisséo e a emissdo natural, contribuiram significativamente para a penetragao
de mercrio na atmosfera (llyin et al., 2003).

A discrepancia da redugéo de emissGes em diferentes partes da Europa, resultou num
incremento da contribuigdo do transporte transfronteirigo, para a contaminagao de paises onde a
redugdo de emissdes foi significativa (llyin et al., 2003).

A figura 1.3. apresenta a comparagao entre quantidade de chumbo emitida e depositada, no

continente Europeu, em 2001.
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a)

b)
Figura 1.3. Distribuicéo espacial de deposicao (a) e emisséo (b) de chumbo (kg km2 ano-'), no continente
europeu, em 2001 (adaptado de llyin et al., 2003).
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Um relatorio divulgado pelo “Meteorological Synthesizing Centre — East’, em 2001, permitiu
estimar a evolugao das emissdes antropogénicas, em varios paises europeus. Concretamente,
no caso de Portugal, por falta de dados oficiais, utilizaram-se as previsdes de Pacyna (1999)
para o chumbo e mercrio € as de Berdowski et al. (1997) para o cadmio.

A tabela 1.3. mostra as estimativas de emissao atmosférica de chumbo, mercrio e cadmio
desde 1990 até 2000, no nosso pais.

Tabela 1.3. Emissdes antropogénicas de chumbo, cadmio e mercirio, para a atmosfera (t ano), em
Portugal (adaptado de llyin et al., 2001).

Ano 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000

Pb 630 604 577 551 524 498 471 445 418 392 365
cd 30 304 308 312 316 32 324 328 332 33 30
Hg 550 544 537 531 524 518 511 505 498 492 50

Da andlise da tabela pode-se concluir que, o decréscimo de emissoes de chumbo tem sido
constante, em grande parte devido a introdugo da gasolina sem chumbo. Em Portugal, até
Janeiro de 1996, a concentragdo média de chumbo na “gasolina com chumbo” era de04glie
na “gasolina sem chumbo” era de 0.013 g L, sendo ambos 0s valores muito proximos do valor
maximo permitido, estabelecido na Portaria n° 125/89 de 18 de Fevereiro. Os niveis de chumbo
foram monitorizados, na cidade do Porto, por Moura et al. (1988). Segundo Vasconcelos e
Tavares (1998) os niveis de chumbo na atmosfera da cidade do Porto mantiveram-se
constantes, na casa dos 5 pg m?, entre 1986-87 e 1996, descendo a partir dai para cerca de
metade. Este decréscimo coincidiu com 0 inicio da aplicagdo da Portaria n° 1489/95, que
impunha uma concentraggo maxima de 0.15 g L para a “gasolina com chumbo”, mantendo o
valor anteriormente fixado para a “gasolina sem chumbo”. No entanto a Petrogal publicita que,
actualmente, os njveis médios de chumbo que estdo a ser incorporados na “gasolina sem
chumbo” s3o da ordem dos 0.004 g L, bastante inferiores ao legislado.

A diminuigao das emissdes antropogénicas de chumbo, devido a diminuig&o do uso de “gasolina
com chumbo” é uma tendéncia que se verificou em toda a Europa (llyin ef al., 2001).

Em Julho de 2002, o Instituto do Ambiente tornou publico o relatorio de “Avaliagao da qualidade
do ar em Portugal, no ambito da Directiva 1999/30/CE — SO2, NO2, NOx, PM1o e Pb”, onde se
pode verificar que as medigdes de chumbo efectuadas nas estagdes fixas, no periodo de 1996 a
2001, e as efectuadas nas estagdes méveis, durante o periodo em que decorreu a avaliagao, se

situaram sempre abaixo do Limite Inferior de Avaliagao (0.25 pg m), se bem que 0s autores
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referissem a escassez de dados disponiveis a partir das estagdes fixas, como um factor a ter em
conta.

Os cenarios relativos as previsdes futuras baseiam-se na progressiva implementagéo das
“Melhores Tecnologias Disponiveis” e no progressivo cumprimento dos valores-limite impostos e

que venham a ser propostos.

1.3.3. Quantificagio de metais na atmosfera

0 conhecimento da composigéo qualitativa e quantitativa do ar, aliado aos efeitos dos poluentes
na satde, é fundamental para a fixagao de valores méaximos admissiveis de concentragao de
poluentes. A monitorizagdo de metais na atmosfera impde-se em muitas situagdes, podendo ser
realizada a diferentes niveis, os quais fornecem informagdes complementares.

A recolha de aerossois ¢ regularmente usada para a monitorizagdo de atmosferas abertas. Estas
recolhas podem ser efectuadas recorrendo a processos de filtragéo, em que o ar é for¢ado, por
de uma bomba, através de um filtro; por impacto, em que jactos sequenciais, sucessivamente
maiores, ou passando por aberturas decrescentes, fraccionam a amostra de ar, permitindo obter
particulas de diferentes tamanhos; por “impinger”, em que o fluxo de ar é forgado através de um
pulverizador; e por centrifugagdo, em que o fluxo de ar descreve uma espiral num ciclone,
resultando uma acgdo centrifuga nas particulas, que as obriga a mover-se para uma superficie
de recolha (Tavareg, 1998).

No caso concreto da filtrago tém sido usados amostradores de caudal elevado e baixo. Estes
(ltimos, num periodo de amostragem usual (vinte e quatro horas), recolhem pequenas
quantidades de elementos, e por isso exigem técnicas analiticas mais sensiveis que os
primeiros. A variedade de filtros que se utilizam nestes amostradores & grande, tendo sido
descritos na literatura a utilizagao de filtros de nitrato ou acetato de celulose, vidro, quartzo, de
polietileno ou policarbonato, de tefion e de grafite (Tavares, 1998).

Em estudos de monitorizagdo ambiental é também comum recorrer & utilizagéo de baldes de
deposiao. Reis et al. (1999) referem a utilizagao de baldes de 10 litros de capacidade, com funis
de 25 cm de didmetro, utilizados simultaneamente com aerossois e biomonitores liquénicos.
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1.4. Monitorizagao Ambiental com Organismos Vivos

Diversos seres vivos tém sido usados em estudos de monitorizagao da atmosfera, tais como
liquenes (Freitas et al. 1997a; 1997b; 1999), musgos (Tavares e Vasconcelos, 1996;
Vasconcelos e Tavares, 1998) e algas (Hénninen ef al., 1993). Para além disso, & ainda comum
relizarem-se estudos com materiais biolégicos, como sejam casca (Kuik e Wolterbeek, 1994;
Bshm et al., 1998; Schulz et al., 2000) e folhas de arvores (Stratis et al., 1995).

Bennett e Buchen (1995) organizaram uma base de dados onde contabilizaram quatrocentos
artigos, sobre os efeitos de poluentes gasosos ou metais pesados em setecentas e trinta e cinco
espécies diferentes, de liquenes e musgos.

Os liquenes, s&o um dos organismos mais usados, em estudos de biomonitorizagdo de polui¢ao
atmosférica. No entanto, a falta de conhecimento das causas da sua variabilidade, dificulta a
amostragem, introduzindo uma fonte de erro importante (Branquinho, 2001).

Na realizagao destes estudos & necessario ter um grande conhecimento das caracteristicas dos
organismos, bem gomo das suas interacgdes com o restante ecossistema. S6 assim sera
possivel minimizar a ambiguidade entre resposta a um elemento causador de sfresse e

variabilidade natural dos organismos vivos, dentro da mesma espécie.

1.4.1. Variagdo em respostas ecologicas ao stresse

Os poluentes exemplificam uma classe de originadores de stresse que se encontra distribuida
em solugdes, particulas suspensas, sedimentos e alimentos. Logo, a exposi¢éo de cada espécie
aos poluentes, é determinada pela forma como a espécie interage com cada uma destas
variaveis (Thomann et al., 1995; Wang et al., 1996).

Geralmente, as propriedades biologicas variam estocasticamente, se bem que uma “estabilidade
dinamica” também possa ser frequente. A caracterizagéo destas duas componentes pode ser um
ponto critico. Perceber a variag&o natural de uma variavel biologica € essencial para separar as
mudangas por resposta ao stresse, das mudancgas por flutuagdo que ocorrem mesmo na
auséncia de stresse. Infelizmente estas flutuagdes naturais, geralmente, nao s&o conhecidas ou
estdo insuficientemente caracterizadas (Luoma et al., 2001).
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A resposta a questédo de como separar a variagao natural da variagao induzida por stresse deve
ser encontrada tendo em conta as questdes de interesse de um dado estudo a as escalas
temporais € espaciais em que as questdes do estudo operam (Luoma et al., 2001).

Normalmente, separar as fontes de incerteza (variag@o estocastica natural, erros de amostragem
e incerteza na relagéo entre os factores de controlo e a resposta biolégica) nao & uma tarefa
facil, admitindo que essas incertezas podem ser quantificadas, 0 que nem sempre é 0 caso.
Mesmo depois de se terem tomado todas as precaugdes possiveis para minimizar 0s seus
efeitos, o mais provével & que, no final, se tenha de escolher o grau de incerteza que é aceitavel

para um dado estudo (Luoma et al., 2001).

Em estudos que envolvam mltiplos impactos devido ao stresse, alguns cuidados podem ajudar

a minimizar a influéncia da variagao ambiental (Luoma et al., 2001):

e reduzir a variagao natural:
-minimizar (através da metodologia da amostragem) componentes que operam abaixo das
escalas temporais € espaciais relevantes;
-estratificagdo de alguns componentes (especialmente a escala da unidade de amostragem);
-caracterizagdo dos componentes mais importantes (especialmente se operarem a uma
escala mais elevada que a da unidade de amostragem);

o na andlise estatistica dos resultados, maximizar o poder e identificar o efeito do tamanho;

e sobre-amostrar as fontes de variagdo ndo conhecidas nas fases iniciais do estudo;

e restringir a caracterizagéo de longo termo, aos factores ambientais cuja influéncia & mais

provavel.

Por n3o se conseguir eliminar, € muitas vezes quantificar, as incertezas, alguns autores propdem
que se adopte o “Principio da Precaugdo’ que, segundo Gray e Bewers (1996) deve ser
“aplicado a actividades humanas, para as quais exista um conhecimento cientifico, que permita
supor que delas podem advir consequéncias gravosas para oS ecossistemas. Os resultados
devem basear-se em hipoteses pessimistas no que diz respeito & quantificagao de incertezas e a

previséo dos efeitos no ambiente”.
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1.4.2. Biomonitorizagao

A biomonitorizagido & um método de apreciagdo das alteragdes ambientais, através da
quantificagdo de parametros nos organismos vivos.Wittig (1993) considera que a diferenga entre
bioindicagao e biomonitorizagéo € subtil, podendo utilizar-se ambos os termos como sindnimos.
Para este autor “bioindicagao” deve aplicar-se em estudos baseados no uso de organismos para
obter informagéo sobre a qualidade do ambiente num determinado momento. Por outro lado,
“biomonitorizagao” gonsiste na observaggo continua, no espago efou no tempo, dos organismos,
permitindo a avaliag@o semi-quantitativa dos resultados e a avaliagdo continuada de variagoes
ou tendéncias na situagéo ambiental.

Os indicadores biologicos sdo usados para observar a resposta bidtica em relagéo ao stresse
ambiental. Podem ser usados como aviso para impactos ambientais, que se encontram em
curso, efou para medir o sucesso de medidas de remediagdo e restauragdo do ecossistema.
Estes indicadores podem ser escolhidos a niveis diferentes. A escolha de um so taxon tem
desvantagens pois ndo permite firar conclusoes 3 escala da comunidade, mas é a melhor
‘escolha quando se pretende avaliar escalas temporais e espaciais relativamente curtas (Luoma
et al., 2001).

1.4.3. Caracteristicas de um biomonitor

A escolha do biomonitor a utilizar reveste-se, por vezes, de algum caracter subjectivo, uma vez
que a grande variabilidade inerente ao organismo vivo pode condicionar 0 nivel de confianga dos
resultados obtidos. Esta variabilidade pode ser minimizada, se o organismo utilizado reunir o
maior nmero possjvel de caracteristicas que definem o biomonitor ideal (Wittig, 1993):
« capacidade de acumulagéo mensuravel do elemento quimico;
« distribuicdo generalizada na area de estudo, permitindo @ amostragem alargada e nao
enviezada;
o auséncia de variagbes sazonais na quantidade disponivel para amostragem;
« capacidade de acumulagéo diferenciada do poluente, relacionada com a intensidade de
exposicdo ao factor ambiental; esta relagdo deve poder ser descrita de uma forma
quantitativa ou semi-quantitativa;

« auséncia de variagbes sazonais na capacidade de acumulagao;
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« acumulagdo do elemento quimico apenas pela via que se quer avaliar;

identificagao taxonomica facil;

estar suficientemente estudado (fisiologia, ecologia, morfologia);

auséncia de perda do elemento quimico por excregao ou lixiviagao.

1.4.4. Caracteristicas gerais dos liquenes

Os liquenes s@o organismos simbiéticos compostos por um fungo (0 micobionte) e por um ou
mais organismos fotossintéticos, que tanto podem ser cloréfitas como cianobactérias (o
fotobionte). E mais frequente a existéncia de um {nico fotobionte e, na maioria das espécies, 0
fotobionte & uma alga (Branquinho, 2001).

Possuem uma distribuigdo geografica impressionante pois encontram-se desde a costa até as
altas montanhas e, apesar de serem especialmente abundantes em habitats polares, também
ocorrem em ecossistemas tropicais. Para além disso, em areas ndo poluidas, o seu crescimento
& conspicuo, maioritariamente em cima de rochas e troncos de arvores (Richardson, 1992; Nash,
1996).

Os liquenes dividem-se, quanto a morfologia do talo, em crustéceos, foliaceos e fruticulosos. Os
tipos foliaceo e fruticuloso, devido a facilidade com que se destacam do substrato, sdo 0s mais
usados em estudos de biomonitorizagao (Garty, 2002).

Crescem a uma taxa relativamente lenta mas persistem por dezenas, ou mesmo centenas de
anos no seu substrato. Para além da reprodugéo sexuada, desenvolveram meios de propagagao
vegetativa através de estruturas diversificadas, tais como sorédios e isidios. S&o organismos
poiquilohidricos uma vez que podem perder a maioria da agua retida no seu talo e recuperar a
actividade metabolica apés re-hidratagéo (Beckett, 2002), apresentando taxas de hidratagdo
directamente dependentes das variagdes de humidade atmosférica, por mais pequenas que
estas sejam (Wittig, 1993). Isto torma-os extremamente dependentes da precipitagdo,
principaimente na forma de chuva, mas também na forma de nevoeiro e orvalho (Nash, 1996).
Para além disso, tém uma capacidade excepcional de obterem hidratagdo de atmosferas nao
saturadas, quando a temperatura € baixa e a humidade é elevada (Nash, 1996).
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1.45. Acumulagdo de metais em liquenes

Os liquenes acumulam metais, quer aprisionando particulas insoliveis (geralmente Oxidos,
sulfatos e sulfitos), quer através de trocas ionicas, de metais dissolvidos, nas paredes celulares.
Esta troca idnica & por vezes acompanhada de uma entrada de metais para a célula
(Richardson, 1992).

Os liquenes podem conter niveis apreciaveis de uma larga gama de metais, sem que isso
interfira com o seu metabolismo, desde que, esses metais ndo sejam toxicos ou desde que

sejam acumulados sob a forma de particulas insoliiveis (Nieboer e Richardson, 1980).

As particulas atmosféricas s@o aprisionadas exactamente da mesma forma que as particulas do
substrato. Ficam enredadas entre as hifas em crescimento e parecem acumular-se no talo, na
regido central da medula, em que 0 arranjo das hifas & mais frouxo (Richardson, 1992). A volta
de fontes de poluigéo a ocorréncia de particulas aprisionadas nos liquenes foi verificada usando

técnicas de microscopia electronica de varrimento (Garty et al., 1979: Jones et al., 1982).

A cinética e termodinamica das reacgdes de troca ionica em liquenes s&o bem conhecidas. Este
é um processo fisico-quimico, passivo e rapido que ocorre extracelularmente, atingindo-se a
saturagdo em poucos minutos (Nieboer e Richardson, 1980).

Muitos metais ligam-se a locais especificos da parede celular dos liquenes. Os metais que se
encontram ligados & parede celular podem ser desalojados por outro metal, com maior afinidade
para o local de ligag&o ionica, ou por outro metal, com menor afinidade, mas presente em maior
concentragdo (Richardson, 1995).

Nos locais de ligag@o ionica 0s metais da Classe B deslocam os metais da Fronteira e estes
deslocam os metais da Classe A (Nash, 1996).

Assim, os liquenes comportam-se como resinas de troca idnica, absorvendo ides metalicos a
partir da 4gua da chuva e libertando ides de hidrogénio, ou ides metalicos de baixa afinidade, a
medida que o processo avanga (Richardson, 1992).

Em contraste com o processo de froca ionica, a roca ionica com entrada do metal para a célula
envolve, geralmente, um fluxo muito menor (Beckett e Brown, 1984). A concentragao intracelular
aumenta com o tempo, mas é um processo que demora horas e frequentemente segue 0 modelo

cinético proposto por Michéelis-Menten (Beckett e Brown, 1984).
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Alguns dos ioes pertencentes ao grupo dos nutrientes essenciais, como o potassio, sdo
predominantemente acumulados dentro da célula, ligando-se a parede celular de forma
transitoria e por ligagdes fracas. Contudo, outros metais essenciais, como 0 zinco, o cobre € 0
magnésio, tanto se figam fortemente  parede celular como sao acumulados dentro das células
(Richardson, 1995). Starling e Ross (1990) sugeriram que oS i6es essenciais entram para a
célula através de mecanismos de transporte dependentes de energia, existindo um destes
mecanismos para cada um dos elementos.

Para além disso pensa-se que O processo de entrada de elementos para a célula €
essencialmente fisico-quimico, envolvendo muito pouco controlo biolégico por parte do liquene
(Nash, 1996).

1.4.6. Caracteristicas dos liquenes como biomonitores

Os liquenes apresentam um conjunto de caracteristicas, que os favorecem como monitores
ambientais (Puckett, 1988; Nash, 1996; Bargagli et al., 1997; e Garty, 2002):

« como ndo possuem camadas protectoras, tais como camadas cerosas e cuticula, toda a
area superficial absorve os gases € 0S aerossois;

. normalmente o substrato & apenas utilizado para fixagao, nzo tendo fungdes nutritivas;

. crescem e tém actividade fotossintética ao longo de todo o ano, o que lhes permite uma
acumulago continua dos elementos a analisar;

« asua morfologia ndo varia consideravelmente ao longo do ano;

. acumulam quase todos os elementos da tabela periddica;

« ageneralidade das espécies apresenta-se distribuida em areas geograficas muito
vastas;

« estio presentes em todo o mundo, permitindo a comparagao de dados em diversas
regioes do planeta e permitindo uma elevada densidade de pontos de amostragem, 0
que é indispensavel para desenhar mapas fiaveis de deposicéo de metais;

« nem todas as espécies exibem a mesma sensibilidade aos poluentes;

« reflectem padrdes de deposigéo temporal alongo termo;

. a concentragdo de elementos vestigiais no talo é quantificavel com procedimentos

analiticos comuns;
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Da lista de caracteristicas apresentadas por Wittig (1993) para definir o biomonitor ideal, pode-se
dizer que os liquenes reinem a maioria dos items considerados. No entanto, pode-se questionar
o facto de apenas acumularem metais por uma via, pois foi proposto que os liquenes feriam
também a capacidade de retirar elementos a partir do substrato (Goyal e Seaward, 1981; Prussia
e Killingbeck, 1991; Loppi et al., 1999). Os liquenes podem causar o desgaste da superficie das
rochas, através de processos fisicos € mecanicos. Apds solubilizagdo, os elementos podem ser
usados pelos liquenes.

Estudos efectuados em Portugal com a espécie Parmelia sulcata (Freitas et al., 1997b)
recorreram a amostragens feitas exclusivamente em oliveiras, para obviar a variagao devida a
diferenga de substratos. No entanto, na Holanda, de Wit (1996), comparou os substratos
carvalho, salgueiro, choupo e olmo (todos com pH neutro) sem que verificasse alteragdes na
composigdo quimica da espécie de Parmelia sp. recolhida.

Alguns autores (Nieboer ef al, 1975) propuseram um método para distinguir acumulagoes
devidas ao substrato de deposigdes da atmosfera.

Outra das caracteristicas mencionadas por Wittig (1993), prende-se com o facto de o elemento
quimico nao dever ser perdido por excregdo ou lixiviagao.

E sabido que a concentragdo de elementos no talo liquénico & resultado do equilibrio entre
entrada e saida de elementos de, e para, o ambiente. Para além disso, os mecanismos de

entrada e saida de elementos néo estdo ainda suficientemente estudados (Branquinho, 2001).

Por outro lado, pode-se também considerar algumas vantagens em relagao aos métodos fisico-
quimicos normalmente utilizados (Richardson, 1992; Garty, 2002):

« a monitorizagdo automatica estd bastante avangada no que foca a determinar a
concentragéo de gases tais como SOz, NOy, CO e O3, no ar, enquanto que para niveis
de metais pesados esta pouco documentada;

o para além disso, a monitorizagdo automatica nao da informagdo sobre a
biodisponibilidade dos poluentes e n&o tem em conta os seus efeitos biol6gicos,
podendo levar a sub-estimar possiveis efeitos para a salde, uma vez que alguns metais
tém comportamento sinergistico, no que toca 2 toxicidade, e o risco pode existir mesmo
com doses de exposicao muito baixas.

« & possivel abarcar grandes areas de estudo, com um menor esforgo financeiro.



1.4.7. Utilizagao de casca de arvores para estudos de monitorizagdo ambiental

Os estudos em que a casca de rvore tem sido utilizada para monitorizar a polui¢ao atmosférica
tém-se concentrado essencialmente junto a vias rodoviarias, no sentido de determinar a relagao
entre concentragdo em metais e distancia a vias com trafego intenso, e junto a locais com
indtstrias especificas (Wolterbeek e Bode, 1995; Favas et al., 2002).

Duas vantagens de se usar este material sao o facto de ser simples amostrar uma grande
quantidade e o fagto de as espécies de arvores serem facilmente reconhecidas. Algumas
desvantagens da sua utilizagao sdo a possibiidade de os metais se depositarem
superficialmente, tornando-o0s passiveis de serem lavados, de 0s metais serem perdidos por
transporte no floema (ou que ocorra transporte radial de e para o xilema) e 0 facto de os
periodos de acumujagao serem muito longos (Wolterbeek e Bode, 1995).

Para se proceder a recolha & necessario que se defina o material sobre 0 qual ira versar 0
estudo. A casca dos froncos das arvores € formada pelo felogénio. Este cambio produz para o
exterior células de parénquima cujas paredes sao impregnadas de suberina (células mortas) e
para o interior a feloderme, que substitui o cortex.

Na pratica, & normal que as amostras sejam apenas refiradas da camada morta mais externa
(dois a trés mm de espessura) (Sloof e Wolterbeek, 1991).

Os efeitos do transporte pelo floema nos niveis de elementos vestigiais da casca estao ainda mal
conhecidos. Os elementos depositados podem ser lavados, resultando numa descida no
contetido mineral da casca, mas, por outro lado, o floema pode transportar grandes quantidades
de elementos, desde as folhas e ramos até partes mais baixas do caule. Como resultado podera
ocorrer um gradiente consoante a distancia em relagdo ao solo, o que significa que a altura de
amostragem deve ser estandardizada (Martin e Coughtrey, 1982). Wolterbeek e Bode (1995),

aconselham uma altura de 1.5 m acima do solo.

1.4.8. Utilizag3o de biomonitores para estimar poluentes atmosféricos

Os liquenes tém sido tradicionalmente usados como bioindicadores, quando a poluigao
atmosférica provoca uma mudanga na composi¢ao das suas comunidades, ou seja, espécies
mais sensiveis desaparecem de areas poluidas, enquanto espécies mais folerantes sobrevivem

em areas com emisséo de poluentes (Wetmore, 1988).



Nos estudos em que os liquenes sao usados como bioindicadores s&o usuais duas abordagens:
obtengdo de mapas de biodiversidade, baseados na flora liquénica, e o calculo de indices de
Pureza Atmosférica, proposto inicialmente por LeBlanc e de Sloover, em 1970 (Branquinho,
2001).

Logo apds a Revolugdo industrial os naturalistas comegaram a notar que raramente se
encontravam liquenes em locais onde o ar era considerado impuro (Turner e Borrer, 1839). Em
1859, Grindon atribuiu 0 declinio de liquenes, em volta de grandes centros urbanos, a poluigao
atmosférica. No entanto, apenas na segunda metade do século dezanove, € que Nylander
(1866) sugeriu que os liquenes poderiam ser usados como indicadores do grau de poluigdo do
ar. S6 com os trabalhos pioneiros de Skye (1958) é que se comegaram a documentar limites de
tolerancia para determinadas espeécies.

Em 1970, Hawksworth e Rose definiram uma escala em que a concentragao atmosférica média
de Inverno, de SOz, podia ser estimada, dentro de um dado intervalo, com recurso a
identificagdo das espécies de liquenes que ocorriam no local em estudo. Esta escala revelou-se
um método bastante fidvel para determinar as concentragoes de SOz na atmosfera e foi
amplamente usada para caracterizar atmosferas em muitas cidades, embora hoje em dia tenha
caido em desuso, devido a diminui¢ao dos niveis deste poluente na Europa e América do Norte.
van Herk e Aptroot (1996) e Aptroot e van Herk (1998) monitorizaram a progressiva recuperagao
de espécies sensiveis ao S0,, na Holanda, registando o aparecimento de espécies que ja nao
se viam ha quase ym século e de espécies desconhecidas para 0s cientistas, que nunca tinham
sido descritas. Contrariamente ao SOz, para 0s 6xidos de azoto e amoénia ndo se tem registado a
mesma diminuigao. Segundo van Herk (1999), actualmente, a poluigdo com NH3 € a maior
causadora de mudanga na flora liquénica. O autor refere um método, para mapeamento da
poluigdo com amonia usando liquenes epifiticos, que foi utilizado num programa de
monitorizag&o na Holanda, e que permite obter padroes espaciais detalhados da concentragéo
de NHs. A hipotese de construgdo de uma escala semelhante, para o caso dos metais na
atmosfera, ainda néo esta posta de lado, embora esse trabalho se esteja a revelar bem mais
dificil do que para o caso do SOz ou NHs3 (Seaward, 1989; Richardson, 1992).

Por outro lado, os liquenes tém sido usados como biomonitores da contaminag&o por metais
provenientes de fontes antropogénicas.

A ideia de transplantar talos de liquenes, recolhidos numa area nao poluida, para uma area
poluida a estudar, surgiu com Brodo (1961, 1968), que utilizou liquene Parmelia caperata, para

monitorizar as condigdes atmosféricas da cidade de Nova York.
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A partir de entdo, os estudos de transplantes ganharam uma grande aceitag&o, ndo so devido a
possibilidade de se avaliar a qualidade do ar de éreas poluidas, mas também pela possibilidade
de detectar variagdes da composigéo do ar antes e depois da construgéo de uma fabrica, central
termoelétrica, desactivagdo de uma mina e outras situagGes de impacto provocadas pelo ser
humano (Garty e Fuchs, 1982; Dillman, 1996; Bargagli ef al., 1997).

Por exemplo, Garty e Fuchs (1982) verificaram que, apos 8 meses de exposigao, fransplantes
colocados junto a um cruzamento, em Telavive, apresentavam valores de 246 ug g de chumbo,
enquanto que os controlos apresentavam valores da ordem dos 12 pg g Simultaneamente, no
mesmo estudo, outros transplantes colocados junto a outro cruzamento registaram valores de
105 ug g de chumbo, em comparagao com transplantes colocados a 700m de distancia destes

(iltimos, que apenas registaram o valor de 35 ug g™

Em nenhum destes casos se pode inferir sobre 0 teor atmosférico de chumbo. Somente se pode
comparar duas areas diferentes e dizer em qual delas o teor de chumbo, na atmosfera, sera
mais elevado. Alias, estudos deste género, foram largamente utilizados, primeiro, para verificar
que existia uma relagéo directa entre trafego automével e teor em chumbo na atmosfera e
depois, para verificar a eficacia da implementag&o da obrigatoriedade de utilizagéo de gasolina
sem chumbo.

No entanto, noutros estudos sobre poluigdo atmosférica, conseguiu-se obter uma relagao
quantitativa. Trabalhos de Saeki et al. (1977) revelaram uma correlagdo entre o contetdo em
metais de liquenes g o contetido em metais de filtros que acumulavam particulas urbanas.
Tavares e Vasconcelos (1996), fazendo amostragens simultaneas, no mesmo local, com
aerossdis de baixo-volume e com o musgo Sphagnum auriculatum, propuseram o factor de
conversio: “concentragio de chumbo no musgo (ug g”'dia') / concentrag&o de chumbo no ar (g
m3)” que permite relacionar 0s niveis medidos em S. auriculatum com os niveis atmosfeéricos,
durante o tempo seco. As autoras propdem que 0S locais sujeitos a monitorizagdo biol6gica
sejam primeiro calibrados usando a monitorizagao instrumental. A partir desses dados poder-se-
4 relacionar as concentragbes obtidas com base na monitorizagdo bioldgica, com as

concentragdes atmosféricas, com um nivel de confianga estatisticamente aceitavel.

Mas n3o é s6 a medi¢ao de metais presentes no transplante, que fomece indicagdes acerca do
ambiente ao qual o liquene esta exposto. Pode-se, também, avaliar parametros fisiologicos que
indiquem uma les&o induzida por exposigdo a metais. Richardson (1992) considera que a

velocidade com que estes sintomas se desenvolvem, e a sua severidade, estao directamente



relacionados com a distancia a fonte de poluigdo, sendo que as mudangas ultraestruturais
precedem sempre a morte das células.

Segundo Branquinho (2001) nos estudos fisiologicos de biomonitores, as avaliagdes mais
comuns dizem respeito a mudangas morfolégicas, variagdes na vitalidade e mudangas nas
respostas funcionais.

Em relago & manuteng&o da vitalidade, convém realcar os trabalhos desenvolvidos por Tavares
e Vasconcelos (1996) e Tavares (1998) com o musgo Sphagnum auriculatum. Com efeito,
durante periodos de exposigdo de dois meses, verificaram, através de testes de plasmolise, que
o organismo exposto morria ao fim do primeiro més, mas que continuava a acumular chumbo da
atmosfera, regularmente, até ao final do segundo més.

A membrana celular é um local de acgdo toxica de metais, e a perda de ides, particularmente de
potassio, do interior de células, tem sido usado por muitos autores como indicador da integridade
da membrana de liquenes (Nieboer e Richardson, 1979; Brown e Beckett, 1985; Branquinho,
1997b).

O amarelecimento do talo liquénico, resultado da degradag&o de clorofilas & um dos indicadores
mais 6bvios de dano provocado por poluentes atmosféricos (Garty et al., 1985; Garty et al.,
1992).

Os pigmentos fotossintéticos s&o normalmente determinados por métodos espectrofotomeétricos,
usando solventes organicos, apesar dos. progresso feitos na &rea da cromatografia, com
destaque para cromatografia liquida de alta performance. A acetona (80%) tem sido o solvente
mais referido na literatura para a extracgéo de clorofilas, essenciaimente devido ao facto de o
coeficiente de extingdo ter sido cuidadosamente calculado por Lichetenthaler, em 1987. No
entanto, em 1984, Ronen e Galun propuseram a extracgéo de pigmentos fotossintéticos usando
dimetil sulfoxido (DMSO), por ser um solvente em que a extracgéo € simples, rapida e completa,
e em que as amostras podem ser armazenadas a baixas temperaturas, sem se degradarem.
Ronen e Galun (1984) mostraram que a razao da densidade 6ptica entre 435 nm e 415nméum
parametro que permite estimar a degradag&o de clorofila, quando os pigmentos sao extraidos
com dimetil sulféxido. Diversos autores (Garty, 1993; Silberstein, 1996) utilizaram este parametro
em estudos de mudangas nas respostas funcionais.

A fluorescéncia da clorofila tem sido usada para estudar a influéncia de contaminantes na cadeia
electronica do fotossistema Il A razao entre fluorescéncia variavel de clorofila e fluorescéncia
méaxima (Fv/Fm) tem sido usada como um parametro para avaliar o funcionamento do aparelho
fotossintético em liquenes (Branquinho, 1997a).
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Garty (1992) sugeriu que alguns metais, como o chumbo, cobre, ferro e zinco s40 responsaveis
pela degradagdo das clorofilas, tanto em estudos laboratoriais, como em avaliagOes feitas no
campo. Por outro lado, 0 mesmo autor sugere que a presenca de potassio protege a clorofila do

fotobionte de degradagéo e possivelmente estimula a sintese de clorofila.

Em relagio a estudos atmosféricos envolvendo casca de arvores, Hofmann et al. (2001),
amostraram casca de carvalho (Quercus spp) em 52 localizagdes na Alemanha, determinando
55 elementos. Os dados obtidos. permitiram calcular um “indice de Poluigdo Atmosférica
Monitorizada com Casca’. Os resultados obtidos estavam relacionados com dados provenientes
de modelos de dispersdo e estudos de poluicdo e mostraram gradientes significativos de
elementos em relagdo as fontes de poluigdo testadas. Em volta de uma indistria de
processamento de ago, encontraram-se gradientes de ferro, cobre, crémio, manganésio, niquel
vanadio, todos tipicos do processamento deste material. Os gradientes apresentavam a mesma
forma mas mostravam diferengas na extensao, de acordo com as taxas individuais de emissao
de cada elemento. Paralelamente, junto a fundigdes de zinco e chumbo, gradientes significativos
de chumbo, cadmio, crémia e zinco, eram visiveis.

Poikolainen (1997) amostrou cascas de pinheiro, no norte da Finlandia (Laponia), para ilustrar a
distribuicgo de metais nessa area. As concentragdes de metais obtidas foram baixas, para quase
todos os metais em estudo, e concentragoes mais elevadas de cobre, niquel e crémio foram
atribuidas 2 inddstria da Peninsula de Kola, no sudoeste da Lapénia.

Também com casca de pinheiro, estudos de Huhn et al. (1995), em ecossistemas florestais da
Alemanha, permitiram revelar correlagdes entre os teores de ferro, niquel, crémio, cobre e
chumbo, que eram emitidos das industrias sob a forma de cinza e p6, acumulando-se na casca

das arvores.

Num estudo realizado na Grécia, na cidade de Tessalonica, Sawidis ef al. (1995), mostraram
que, as arvores que se encontravam mais proximas do centro da cidade, continham um teor em
metais superior ao de &rvores a 15 km de distancia do centro. As concentragdes obtidas para
cobre variaram de 5 a 10 mg kg, enquanto que para o chumbo as concentragdes variaram de
<1.5a4.5mg kg, sendo as mais altas em Populus alba e as mais baixas em Populus niger.

Noutra cidade europeia, Napoles, gradientes de concentragdo, para cobre, chumbo e ferro,

foram obtidos analisando tecidos e folhas da espécie Quercus ilex (Alfani et al., 1996).
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Pacheco et al. fizeram amostragens na costa de Portugal, de casca de oliveira de liquenes,
recolhidos nos mesmos locais. Apesar de as concentragdes dos elementos serem mais baixas

na casca do que no talo liquénico, obtiveram-se correlagdes entre os dois biomonitores.

1.5. Monitores organicos sintéticos

1.5.1. Resinas de Troca lonica

Comercialmente ha uma vasta gama de opgdes de solidos de troca ionica, sendo que todos
apresentam um nicleo sélido com uma superficie quimicamente reactiva. Estes solidos de troca
iénica podem ser divididos em trés categorias: cationicos, aniénicos e solidos de froca quelantes
(Howard e Statham, 1993).
As resinas de troca iénica sdo polimeros sintéticos, insoldveis e reactivos, que se assemelham a
acidos, bases ou sais, na sua forma de reagirem. A diferenca entre as resinas e 0s grupos
citados & que nestas, apenas os anides ou catides estdo livres para tomarem parte numa
reacgdo quimica. Estas reacgdes de troca de ides da resina por iées do meio podem ocorrer
tanto em meio aquoso, como n@o-aquoso. Devido a sua grande utilizagdo, a cinética e
termodinamica destas reacgdes de troca ionica estdo bem caracterizadas (Leal, 1993). O
mecanismo de permuta iénica realiza-se em 5 etapas perfeitamente diferenciadas (Leal, 1993).
1. difusdo do catifo até & resina. O catido é transportado com a ajuda da agitagdo da
solugéo. Apesar da agitagéo uma pelicula de liquido n&o agitado rodeia o gréo de resina;
A espessura dessa pelicula é da ordem dos 102 a 103 cm, dependendo do grau de
agitagdo. O catido tem de atravesar essa pelicula de liquido para que posa ocorrer
permuta;
difusaio do catido no interior da resina até encontrar o grupo funcional;
permuta quimica entre o catido da solugdo e o da resina;
difusdo no interior da resina, do catidio permutado, até a superficie;

S S B b

difusdo do catido permutado através da solugdo. O catido atravessa a pelicula
estacionaria de solvente e difunde-se na solug&o.

0 principio da electroneutralidade determina que as efapas 1 e 5 ocorram simultaneamente e

com velocidade igual. A etapa mais lenta é a que governa a velocidade de permuta. Geralmente
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a permuta quimica dos ides moveis nos grupos ionicos fixos € a etapa mais rapida, e a etapa

mais lenta corresponde a difus&o dos ides moveis (Leal, 1993).

As resinas mais comuns consistem em redes tridimensionais, irregulares, de cadeias de
hidrocarbonetos. Normalmente sao baseadas numa matriz de co-polimero de estireno-
divinilbenzeno, sendo a proporgdo de estireno-divinilbenzeno que regula o grau de cruzamento
do polimero. As resinas com baixo grau de cruzamento do polimero n&o sdo fisicamente fortes
mas, em contrapartida, oferecem taxas de froca mais elevadas (Howard e Statham, 1993).

As resinas Chelex (Bio-Rad) contém ides de iminodiacetato, ligados a um suporte de estireno-
divinilbenzeno.

Aos grupos carregados associa-se um contra-i3o para assegurar a neutralidade da resina. As
formas mais comuns s#0 a associagdo de sodio ou hidrogénio. Para além disso, as resinas
dividem-se ainda em acidas fortes ou fracas, de acordo com a natureza do grupo acidico a

superficie da resina (Howard e Statham, 1993).

Neste trabalhou utilizou-se a resina Chelex 100 na forma sodica (Bio-Rad). A resina possui um
certo grau de preferéncia para um 40 relativamente a outro, mesmo que os dois estejam em
quantidades equivalentes. Este & o fenomeno da selectividade em permuta i6nica, € muitas
aplicagGes das resinas derivam deste fenémeno (Leal, 1993). A selectividade da resina Chelex
100, para os diferentes catiées, € a mesma do 4cido iminodiacético, embora o pH, a forga ionica
e a presenga de oufras especies complexantes tenham influéncia.

A resina Chelex 100 (Bio-Rad) tem a propriedade de formar complexos estaveis, com os catiées
metalicos, pela seguinte ordem de selectividade: metais pesados> alcalino-terrosos>> alcalinos
(Lamathe, 1979).

A aplicabilidade das resinas de troca iénica tem sido descrita maioritariamente para tratamento
de 4guas. A sua utilizagao em estudos ambientais prende-se, essencialmente, com a pre-
concentragdo e extracgdo de elementos vestigiais, e com a separagéo de analitos, utilizando
geralmente cromatografia de troca iénica. No entanto as extracgdes usando técnicas de “batch”
s3o também frequentemente citadas na literatura (Figura e McDuffy, 1980).

Segundo Skogley e Dobermann (1996), diversos trabalhos tém sido publicados tirando partido da
capacidade das resinas. para fornecerem respostas a problemas cuja abordagem classica €
complicada. Incluem-se, dentro destes, estudos com solos, com especial énfase para a

biodisponibilidade de nutrientes.



1.5.2. Acetato de Celulose

0 acetato de celulose & um polimero que se obtém da reacgéo da celulose com 0 acido acéticoe
cuja utilizagdo na industria passa pelo fabrico de fibra, vidro resistente ao choque e filmes
fotograficos, quando usado na forma de termopléastico, entre outras aplicagdes.

Tanto quanto se sabe, nunca foi utilizado para estudos de monitorizagdo ambiental por

exposicéo a atmosfera exterior, nao se conhecendo por isso a sua reacgdo a essas condiges.

1.6. Enquadramento deste estudo

Pretendeu-se, com este trabalho, caracterizar biomonitores (liquenes e casca inteira e liquenes e
casca moidos) relativamente a disponibilidade de elementos quimicos na atmosfera, assim como
avaliar o desempenho de monitores organicos sintéticos (resinas de troca idnica e acetato de
celulose), por comparagdo com o desempenho de biomonitores ja bem estudados (liquenes), de
forma a minimizar a remogdo dos organismos do seu habitat, para utilizagdo em estudos de
monitorizag&o de metais na atmosfera.

A utilidade e adequagdo do uso combinado de biomonitores foi proposta por diversos autores.
Para ja, os estudos de casca de rvores como biomonitores, sdo em menor quantidade do que
estudos com liquenes, e muitos deles relacionam-se com a acidificagdo do meio ambiente. Pelo
facto de, a remogdo de casca, ndo ter consequéncias para o metabolismo da arvore, vérios
autores tém proposto a utilizagdo deste biomonitor, em detrimento de liquenes, que s&o
organismos de crescimento lento, podendo a sua recolha para estudos de biomonitorizagao
atmosférica comprometer a comunidade liquénica, do local donde se retiram os exemplares.

A biosorgao pode ser definida como a ligagdo de espécies quimicas a biopolimeros e,
geralmente, refere-se apenas a ligag&o passiva ou fisico-quimica a biomassa (Aderhold et al.,
1996). Alguns trabalhos recentes, em meio aquoso, indicaram que biomassas de algas poderiam
funcionar bem como biosorventes (Fogarty ef al., 1999). Tanto quanto se consequiu apurar, ndo
ha trabalhos publicados sobre a utilizagéo de biomassa de liquene como biosorvente de metais
(quer em meio aquoso, quer ao ar), embora varios trabalhos descrevam que os liquenes vivos

tém uma grande afinidade para metais em solugao (Branquinho, 1999).

Ha muito poucas publicagdes de resultados da aplicagdo de polimeros sintéticos de troca ionica,
como monitores atmosféricos (Irgum, 1987). Embora possam existir outras referéncias a este



assunto na literatura, o facto € que ndo & uma aplicagio comum dada as resinas,
nomeadamente s resinas Chelex 100, embora a sua grande afinidade para catides metalicos,

em meio aquosos, seja largamente reconhecida (Gomes, 1999).

Procurou-se, com este estudo, comparar 0 desempenho de liquene e casca moida (biomassas)
com o desempenho dos biomonitores expostos inteiros, assumindo que:
e por ndo se tratar de um organismo vivo estaria menos sujeito  variabilidade devida ao
metabolismo proprio de cada organismo;
Este & um parametro que afecta 0s resultados obtidos com organismos vivos e que
dificulta o tratamento estatistico dos dados, principaimente quando 0 estudo envolve um
reduzido numero de réplicas, como € 0 ¢aso deste;
e 0 processo de moagem poderia expor mais locais nas paredes e membranas celulares,
que se sabe serem locais de ligagdo de metais, 0 que permitiria maiores acumulagoes

do que as registadas para biomonitores inteiros.

Por outro lado, tentou-se optimizar 0s estudos de transplantes realizados com liquenes, expondo
liquenes destacados do substrato, cortados em formas rectangulares. Este processo, comparado
com os transplantes tradicionais, tem as seguintes vantagens:

e aquantidade de liquene gasto na exposigao & muito menor;

e permite quantificagdes exactas da area de liquene exposta.

Paralelamente, optou-se por caracterizar 0 estado fisiologico dos liquenes e liquene moido
exposto, para perceber até que ponto o processo de moagem, ou de destacamento do substrato
e corte, teriam consequéncias no normal funcionamento metabdlico. Esperava-se que ambas as
formas (liquene moido e liquene destacado), mantivessem a vitalidade caracteristica do liquene
no substrato, o que permitiria considera-los adequados a exposigdes tdo longas como as qué

sdo geralmente realizadas com transplantes.

As mesmas preocupagdes (redugdo da variabilidade intrinseca ao organismo vivo e redugdo da
quantidade de liquene que se retira do meio ambiente), fizeram com que se tentasse reproduzir
os resultados obtidos com os biomonitores, com monitores organicos sintéticos: resina Chelex
100 e acetato de celulose, ambos materiais que poderiam ser expostos na forma granulada em
que se iriam testar os monitores moidos. Se se verificassem acumulagoes de metais pesados,

por parte desses monitores, comparaveis com as registadas pelos liquenes, esses monitores
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feriam as mesmas vantagens, que fazem da utilizagdo de liquenes bons biomonitores
(capacidade de cobrir uma grande area de estudo, sem custos elevados, para praticamente
todos os elementos da tabela periodica), sem apresentarem duas das desvantagens que mais
tém contribuido para a procura de alternativas aos biomonitores fradicionais (elevada variagao

natural e a limitagdo do nimero de organismos, que se pode retirar de um ecossistema).
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2. Material e Métodos




TRy s

2.1. Exposicao

2.1.1. Biomonitores e monitores sintéticos utilizados

Utilizaram-se dois tipos de biomonitores (liquene e casca) e dois tipos de monitores organicos
sintéticos (acetato de celulose e resina Chelex 100 na forma Na*).
Os biomonitores foram expostos inteiros ou moidos. O liquene inteiro foi exposto sob a forma
destacada ou agarrada ao substrato.
A nomenclatura adoptada para referir cada um dos materiais expostos foi a seguinte:

e liquene no substrato

e liquene destacado

e liquene moido

e cascainteira

e cascamoida

e acetato de celulose

e resina

2.1.2. Local de Amostragem

Sendo um projecto de ambito nacional as amostragens foram realizadas em Viana do Castelo,
Porto e Sines, sendo o Porto a estagéo piloto, por conveniéncia nas deslocagdes.

Os amostradores foram colocados no Jardim do Departamento de Quimica da Faculdade de
Ciéncias da Universidade do Porto. A 10 m desse local encontra-se uma via de acesso a auto-
estrada A1, sendo um local de ftrafego intenso, mas o local de amostragem encontra-se
parcialmente protegido por uma fila de &rvores, junto & diviséria com a estrada.

Em Viana do Castelo e em Sines foram colocados nos terrenos pertencentes as estagoes
meteoroldgicas. A estagdo de Viana encontra-se na periferia da cidade, a entrada da povoagéao
da Meadela, situada junto a uma estrada de frafego intenso, mas os seus terrenos encontram-se
protegidos por muros, situando-se o local de colocagdo dos amostradores relativamente
resguardado. A estagdo de Sines encontra-se fora da cidade, numa zona tipicamente industrial
com uma refinaria, uma central termo-eléctrica e uma petrolifera. Por essa razéo o trafego de
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automéveis e barcos é intenso. E uma zona bastante ventosa, existindo moinhos de vento para
produgéo de energia edlica perto da estagao.
Nos trés locais ha disponibilidade de elementos antropogenicos bem como de elementos

maritimos.

Para suportar os amostradores utilizaram-se suportes cilindricos de plastico, fixos ao ch&o por
meio de espias. No topo do cilindro (1.70 m acima do solo, aproximadamente) encontrava-se
uma estrutura semelhante a um chapéu, onde se prendiam os amostradores, por meio de fio de
pesca (Freitas et al., 1997a). Na figura 2.1. pode ver-se o suporte com alguns amostradores
colocados.

Figura.2.1. Suporte de exposicao dos monitores sintéticos e biomonitores, com protecgdo directa da
chuva.

2.1.3. Amostradores

Na exposigo utilizaram-se amostradores plasticos, da marca Millipore, cuja tampa foi recortada
internamente, a fim de se obter apenas o aro periférico. Em contacto com o plastico colocou-se
uma tela de poliamida de marca Sefar PA1000 (61 um de porosidade), sobre a qual se colocou o
material a expor: 250 mg para o liquene moido; 400 mg para a casca moida; 100 mg para
liquenes destacados (peso fresco); 2.0 g para a resina Chelex 100 na forma Na* (peso fresco) e
400 mg para o acetato de celulose. Por cima do material colocou-se outra tela idéntica e
prendeu-se o conjunto com o aro da tampa do amostrador plastico. O conjunto foi amarrado com
fio de pesca e pendurado verticalmente nos suportes.
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Em cada caso, o material cobria completamente a area livre de exposicéo do amostrador,
excepto para os liquenes cortados. A espessura dessa camada de exposigao foi arbitrada como
sendo, sensivelmente, de 2 mm, embora ndo se mantivesse constante durante todo o tempo de
exposi¢do, uma vez que o material tendia, gradualmente, a acumular-se em baixo.

Colocaram-se liquenes inteiros e cascas de arvore inteiras em redes de malha laxa, segundo as
técnicas tradicionais para transplantes, em que o material a expor é totalmente envolvido por
uma rede, pendurada verticalmente a partir do suporte.

Figura 2.3. Amostradores com casca moida e redes de malha laxa com liquene e casca inteiros.
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2.1.4. Tempo de Exposigédo

Realizaram-se trés campanhas de exposig&o, de aproximadamente 60 dias cada, com 0 intuito

de comparar a resposta dos monitores durante varias estagdes do ano:

Campanha de Inverno - entre 7/11/2002 e 6/1/2003 (Porto)

Campanha de Primavera - entre 5/3/2003 e 5/5/2003 (Porto)
entre 7/3/2003 e 6/5/2003 (Viana do Castelo)
entre 6/3/2003 e 13/5/2003 (Sines)

Campanha de Veréo - entre 28/5/2003 e 15/7/2003 (Porto)
entre 30/5/2003 e 25/7/2003 (Viana do Castelo e Sines)

Para cada monitor, exposto em amostradores plésticos, colocaram-se trés réplicas de campo,
em todas as exposigoes.

A casca inteira era exposta em pedagos de aproximadamente 1.2 g. Dentro de cada rede de
malha laxa expunham-se trés pedagos. O liquene no substrato era exposto num pedago so.
Apbs recolha e limpeza tomavam-se réplicas de acordo com a quantidade de material obtida.

2.1.5. Recolha e Limpeza dos biomonitores

Utilizou-se a espécie de liquene folidceo Parmelia caperata (L.) Ach., recolhida em pinheiro de
zonas néo poluidas do concelho de Baio (distrito do Porto). Considerou-se que a zona no era
poluida, por apresentar uma flora natural liquénica que incluia todas as espécies do género
Lobaria sp, existentes em Portugal, e descritas na literatura como muito sensiveis & poluigao
(Hawksworth e Rose, 1970).

0 liquene no substrato nao sofreu nenhum processo de limpeza, tendo sido exposto tal como foi

recolhido.
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Para obteng#o do liquene destacado e moido, o liquene foi removido do substrato ao qual se
encontrava agarrado, e limpo, tanto quanto possivel, de todo o material externo (terra, insectos),
com a ajuda de pinga e bisturi, sob uma lupa binocular. A limpeza incluiu dois ciclos de lavagem,
de aproximadamente cinco minutos cada, em agua desionizada, com agitagéo (agitador Jenway
1000).

Houve o cuidado de apenas seleccionar as zonas do talo que nd@o apresentassem sinais de
senescéncia ou ataque por fungos, para garantir que o material obtido provinha apenas de
liquenes saudaveis.

O material assim obtido foi dividido em dois lotes:

e material que foi cortado em formas geométricas rectangulares, com ajuda de pinga e
bisturi, sob uma lupa binocular - liquene destacado.

e material que foi liofiizado e moido em Moinho de Teflon (por imersao em azoto liquido)
para obtengdo de biomassa. O processo de preparagdo completava-se com uma
passagem por um peneiro de nylon de porosidade 125 pm, para controlo do tamanho
das particulas, seguida de homogeneizagéo - liquene moido.

O processo de liofilizagao e moagem decorria no TN, Lisboa.

A quantificagdo da area do amostrador, ocupada pelo liquene destacado, cortado em formas
rectangulares, implicou a determinagéo da espessura do talo liquénico.

Rectangulos de liquene destacado foram cortados em, aproximadamente, dez secgdes. Essas
secgoes foram colocadas numa lamina com micrometro e, ao microscépio, deierminou-se a
espessura de cada secgao considerada. A espessura média obtida foi de 0.03 mm.

As restantes dimensdes (largura e comprimento) foram obtidas com o uso de uma craveira.

Utilizaram-se cascas de platano (Platanus hybrida Brot.), recolhidas na mesma zona de Baido
em que se recolhia o liquene. A espessura da casca recolhida era de 2 mm, sensivelmente.
O material foi dividido em dois lotes:

e cascas que foram expostas tal como foram recolhidas - casca inteira.

e cascas que sofreram o processo de liofilizagéo e moagem, usando o processo descrito

para liquenes — casca moida.

Esta espécie tem pouca abundéncia natural de flora epifitica, & facil de remover, apresenta uma
espessura sensivelmente constante, sendo fécil de estandardizar, e encontra-se presente em
todo o pals, vantagens que fizeram com que neste estudo fosse utilizada.
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Figura 2.4. Sequéncia de obtengéo das cinco formas de biomonitores expostos.

2.1.6. Resina Chelex 100 na forma Na* e Acetato de Celulose

Expos-se resina Chelex 100, na forma Na*, da Bio-Rad e acetato de celulose da Sigma.
Para a exposigao destes monitores néo se realizou nenhum tipo de tratamento, sendo colocados
nos amostradores plasticos, na forma granulada, tal como foram adquiridos.

2.2. Tratamento e Analise das Amostras

2.2.1. Reagentes e Material

Os reagentes usados no tratamento e andlise das amostras eram da Merck e Panreac (grau
p.a.). Todo o material utilizado era previamente descontaminado, durante 24h em HNOs p.a. a
20% (viv), sendo depois abundantemente lavado com agua desionizada.



2.2.2. Tratamento das amostras

Os monitores expostos em amostradores plasticos, foram colocadas a secar a temperatura
ambiente, de um dia para o outro, a fim de perderem a humidade e, consequentemente, serem
mais faciimente manuseados. Seguidamente, com ajuda de bisturi e pinga, recortavam-se as
duas telas pelo diametro interno do aro de pléstico, por forma a descartar a porgao de material
que tivesse ficado presa debaixo do aro, logo ndo exposta. Verificou-se que na zona periférica,
junto ao aro, se acumulava maior quantidade de detritos grosseiros. Quando estes detritos eram
muito grandes retiravam-se previamente, com a ajuda de uma pinga. Seguidamente, o material
foi separado das telas que o envolviam.

0 liquene no substrato foi limpo tal como descrito em 2.1.5 e a casca inteira foi moida tal como
descrito em 2.1.5.

2.2.3. Digestao

Os monitores foram secos na estufa a 80°C, durante 24 horas, periodo apés o qual se procedeu
a sua digestao.

Os monitores, excepto a resina, foram colocados em vasos Teflon e digeridos'com 4 ml de
HNO/HF (3:1). Para isso utilizou-se o seguinte programa de microondas (Milestone, modelo
MLS-1200 Mega): 5 minutos a 250 W, 5 minutos a 400 W e 5 minutos a 500 W. A solugao obtida
foi diluida a 10 ml, com agua desionizada.

Solugdes de 4gua desionizada, com a mesma proporgdo de é&cido, foram processadas
conjuntamente com as amostras.

Para cada analise efectuada, porgoes de Material de Referéncia de IAEA 336 (liquene Evernia
prunastri (L) Ach.) da International Atomic Energy Agency (Stone ef al, 1995) foram
processadas juntamente com as amostras a fim de garantir a exactiddo dos resultados obtidos.
Neste estudo ndo foram utilizados materiais de referéncia de casca de arvores, embora a sua
matriz seja diferente da fiquénica.
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As resinas Chelex 100 nio s#o digeriveis neste programa de microondas, pelo que se procedia a
uma extracggo em banho frio, com HNOs 2M, em agitagdo, durante 30 minutos (Figura e
McDuffie, 1980; Boniforti, 1984; Gomes, 1999), seguida de diluigéo a um volume final de 10 ml e
centrifugagdo a 4000 rpm, durante 4 min (centrifuga JP Selecta — Mix Tasel), para evitar que
ocorresse aspiragao das resinas pelo tubo do espectrofotometro.

Para cada exposigao efectuada (Inverno, Primavera e Verao), porgdes de material ndo exposto
foram analisadas, a fim de quantificar o teor em metais no material aquando da sua exposi¢ao.

O liquene no substrato e o liquene destacado eram digeridos no microondas sem necessidade
de moagem prévia. Por esse facto, para o biomonitor liquene, foi feita a avaliagdo do teor em
liquene inteiro e liquene moido. Um teste t-student permitiu comparar os teores obtidos em
liquene inteiro e liquene moida n&o expostos.

Ja no caso da casca, independentemente de esta ser exposta moida ou inteira, havia sempre
necessidade de se proceder a sua moagem para digestdo no microondas. Assim, a quantificagao
dos elementos no biomonitor n&o exposto foi feita sempre em casca moida.

2.2.4. Anidlise

Os monitores foram analisados por espectrofotometria de absorgéo atémica (espectrofotémetro
Philips, modelo PU 9200X), com chama de ar/acetileno, para Pb, Cu e Ni e chama de
acetileno/protoxido de azoto para Sr seguindo as condigdes descritas na tabela 2.1.

Tabela 2.1. Condigdes de funcionamento do espectrofotometro.

Comprimento de onda Taxa de g4s Passo de Banda Correcgao de Corrente daLémpada

{nm) {L min) {nm) fundo (mA)
Pb 217.0 1.0 (CzH:AAY) 0.2 off 5
Cu 324.8 0.9(C2oH2/Ar) 0.2 off 5
Ni 2320 0.9(CzHz/Ar) 0.2 on 7
Sr 460.7 4.2 (C;Ho/N;0) 0.2 off 12

Para o liguene no substrato, apenas se obteve uma réplica nas exposigbes de Porto-Inverno
Porto-Primavera e Viana-Primavera. Obtiveram-se duas réplicas para a exposi¢do Sines-
Primavera. Nas exposicdes de Verdo utilizaram-se trés réplicas.
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Na analise da casca inteira apenas se obtiveram réplicas (trés) nas exposigdes de Verdo e Sines-
Primavera.

Para a casca moida apenas se obtiveram duas réplicas em Sines-Verao.

Todas as outras analises foram efectuadas com trés réplicas.

As concentragdes obtidas com monitores expostos e ndo expostos foram comparadas

recorrendo a um teste t-student, paraP=0.1,P=0.05e P=0.01.

2.2.5. Optimizagéo do método de digestao e analise

Inicialmente prepararam-se padrdes com 4 ml de HNOs/HF (3:1), digeridos em microondas, mas
constatou-se que as rectas de calibragdo obtidas ndo eram estatisticamente diferentes das
obtidas com padrdes aquosos ndo digeridos em microondas (P = 0.05). O mesmo esta em
concordancia com os dados obtidos por Tavares (1998), usando os mesmos espectrofotometro e
microondas. Assim, os padrdes utilizados para o Pb, Ni e Cu n&o sofreram este tratamento,
sendo apenas acidificados com HNO3 p.a. a 3% (viv).

No caso do Sr constatou-se que a matriz interferia no sinal de absorvancia obtido, devido a
presenga de quanfidades significativas de elementos alcalinos e alcalino-terrosos. Por esse
motivo procedeu-se ao método de Adigdo de Padrdo para obter uma recta de calibragéo.
Porgdes do Material de Referéncia IAEA 336 eram digeridas no microondas usando o mesmo
programa e quantidades de &cido. A adig&o do padréo de Sr era feita posteriormente.

Por este ser um método que consome grande quantidade de material, fentou-se obter uma recta
de calibragdo menos morosa:
o adicionou-se, aos padrdes de Sr, padrées de elementos alcalinos e alcalino-terrosos (K,
Na, Ca e Mg) em concentragéo final igual a que se registaria no material de referéncia
digerido,
e procedeu-se & adigdo de NaCl a 0.1% (m/v), quer aos padrdes quer ao material de
referéncia, seguindo as indicagdes do fabricante do espectrofotometro.
As rectas de calibragdo obtidas nestas duas abordagens foram ambas estatisticamente iguais
mas com declive estatisticamente diferente (P = 0.05) do declive obtido pelo método de adigao
de padréo.
Por essa razdo o método de adigdo de padréo foi 0 escolhido.
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Apresentam-se de seguida os parametros das rectas de calibragdo, obtidas para os quatro
elementos em estudo. O limite de detecgao, considerado como a concentragdo mais baixa que
pode ser determinada como estatisticamente diferente do branco, foi calculado usando a defini¢ao
proposta pela International Union of Pure and Applied Chemistry (Long e Winefordner, 1983):
Limite detecgao = 3"sxy.

Tabela 2.2. Rectas de calibragao obtidas para Pb, Cu e Ni usando padrGes aquosos acidificados e, em
baixo, rectas obtidas para Sr, pelo método de adigao de padrao.

Pb Cu Ni
declive 4.8x102 1.2x10-1 6.9x10-2
ordenada na origem 1.5x103 7.1x104 3.7x10+4
coeficiente correlagao 0.9993 0.9999 0.9993
Limite detecgao (mg L") 0.089 0.012 0.044

Casca Liquene Liquene

. Acetato st e moido oo

declive 0.1956 0.3209 0.3099 0.3166 0.3949

ordenada na origem 0.0014  -0.0077 -0.0006 -0.003 -0.0248

coeficiente correlagao 0.9997 0.9964 0.9999 0.9997 0.9901
Limite detecgdo (mg L) 0.035 0.23 0.011 0.039 0.22

A escolha do programa de microondas e reagentes a usar baseou-se na comparagdo dos
resultados da utilizagdo de HNO3 (4 ml) (Tavares, 1998) e os resultados da utilizagéo de um
programa de 5 minutos a 300 W (Milestone Application Note, 1990).

Optou-se pelo programa e reagentes referidos atras por conduzirem a uma menor quantidade de
residuos da digestdo, potencialmente perigosos para o tubo de aspiragao do espectrofotometro,
uma vez que os resultados n&o indicavam diferenga estatistica (teste t-student, para P = 0.05)
entre as médias obtidas nos quatro tratamentos.

Na tabela 2.3. podem ver-se os resultados obtidos para o Cu e Pb. Os valores certificados do

Material de Referéncia encontram-se descritos na tabela 2.4.



Tabela 2.3. Comparagao dos valores médios® obtidos para diferentes programas de microondas e
diferentes reagentes de digestéo, usando o Material de Referéncia IAEA 336.

Elemento Reagentes Valor médio (ug g-')? Programa

. 4 ml HNO3 35+0.3g 5 min a 250 W, 5 min a 400 W e 5 min
u
3ml HNH('):a +1ml 37402 a500 W
5.2+ 0.1p 5mina 300 W
pp  3mIHNOs+1ml 5 min a 250 W, 5 min a 400 W e 5 min
HF 51+0.33
ab00 W

agxpresso em peso seco; beoncentragéo media + desvio padréo; o nimero de réplicas é dado entre paréntesis, cada
réplica foi analisada 3 vezes.

As condigdes de funcionamento do espectrofotometro foram optimizadas, tendo em conta os
valores publicados para o Material de Referéncia (Stone et al., 1995) e as caracteristicas do
proprio aparelho (Whiteside e Milner, 1984). Um teste t-student (P = 0.05), permitiu comparar 0s
resultados obtidos com os valores certificados, sem que se registassem diferengas significativas.

Tabela 2.4. Comparagao dos valores médios® obtidos e valores de concentragao* certificados, usando 0
Material de Referéncia IAEA 336.

Elemento Valor certificado (ug g')? Valor obfido (ug g-')?
Pb 49+06 5.1 +0.3p
Cu 36+05 37023
Ni NAO DESCRITO 1.2+ 0.153
Sr 93+1.1 9.2+ 0.8

seXpresso em peso Seco; beoncentragdo média + desvio padréo; cconcentragdo média + intervalo de confianga; o
namero de réplicas é dado entre paréntesis, cada réplica foi analisada 3 vezes.

2.3. Controlo de vitalidade do liquene inteiro e moido

2.3.1. Parametros fisiolégicos avaliados: potassio e pigmentos fotossintéticos

Optou-se por quantificar o teor em potassio, como indicador da manutengao da vitalidade celular,

uma vez que este & um dos elementos mais abundante nas células, que se desloca através da
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membrana celular usando sistemas de transporte proteicos. A danificagdo da integridade da
membrana celular contribui para a morte da célula por desregulagdo osmética elou electrénica. A
manutengdo de um teor em potéssio, constante durante o tempo de exposicao a atmosfera,
constituiria uma indicago de que a membrana celular ndo teria sido danificada.

Paralelamente determinou-se o teor em clorofilas a e b, bem como em carotenos totais. Sendo a
fotossintese uma via metabélica essencial, para a manutengéo da vitalidade destes organismos,
a degradagdo dos pigmentos fotossintéticos, que a ela estdo associados, poderia ser
interpretada como ym sinal de senescéncia.

2.3.2. Exposigéo dos controlos

0 controlo da vitalidade do material liquénico exposto realizou-se apenas no Porto, durante as
trés campanhas efectuadas. Aproximadamente 200 mg de liquene moido, 100 mg de liquene
destacado (peso fresco) e liquenes agarrados ao substrato, eram expostos nas mesmas
condigdes que os restantes monitores que se destinavam 3 analise de metais, tal como descrito
em2.1.3.

2.3.3. Analise de pigmentos fotossintéticos

Amostradores, contendo liquene moido e destacado, e uma rede de malha laxa contendo
liquene no substrato, foram removidos semanalmente, durante os dois meses em que decorria a
exposigao. O liquene no substrato era limpo, tal como descrito em 2.1.5.

O material obtido foi posto a secar de um dia para o outro & temperatura ambiente. De cada
amostrador tomavam-se trés réplicas, para anélise dos pigmentos fotossintéticos, de cercade 25
mg para liquene moido, 12 mg para o liquene destacado e 20 mg para o liquene no substrato. O
restante material era utilizado na andlise de potassio.

O protocolo utilizado foi adaptado de Pfeifhoffer et al. (2002). Os liquenes destacado e no
substrato foram moidos, num almofariz, com adigao de azoto liquido. Seguia-se a adigdo de 10
ml de dimetil sulfoxido (DMSO), para o liquene no substrato, e 5 ml para o liquene destacado,
para extracgdo de pigmentos fotossintéticos. Para o liquene moido a extracgdo foi feita com
adigao de 5 ml de DMSO, seguida de agitagao no vortex, durante aproximadamente 30s.
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As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm, durante 5 min, a 20°C, em centrifuga Hettich
Universali6R. O sedimento foi ressuspendido em 5 mi de DMSO, reagitado e de novo
centrifugado, usando 0 mesmo programa.

O volume final era ajustado com DMSO a 25 ml, para liquenes moido e inteiro, e 10 ml para

liquene destacado.

A determinagéo dos teores de pigmentos fotossinteticos foi feita logo apbs o processo de
extracgao.

A medicao da absorvancia foi feita em espectrofotometro de feixe duplo, Jasco V-530, com uma
resolugdo de 1 nm. As medigdes de absorvancia foram realizadas para os comprimentos de
onda de 665, 649 e 480 nm. Usaram-se as equagdes descritas por Wellburn (1994), para
calcular as concentragdes de clorofilas a e b e carotenos totais, que se encontram na tabela 2.5.

2.3.4. Optimizagéo do método de extracgao dos pigmentos fotossintéticos

Numa primeira fase tentou-se optimizar a quantidade de material a utilizar e o solvente mais
adequado & extracgao de fotopigmentos de liquene. Concretamente, utilizaram-se os protocolos
descritos por Pfeifhoffer et al. (2002), comparando o desempenho de acetona 80%, etanol 90% e
DMSO para extracgao de fotopigmentos de liquene.

Os protocolos, que se utilizaram para estes solventes organicos, foram em tudo iquais ao atras
descrito para 0 DMSO. As medigdes de absorvancia foram realizadas para os comprimentos de
onda de 663, 646 e 470 nm, para ambos o0s solventes.

Na tabela 2.5. apresentam-se as formulas usadas no calculo da concentrag@o de pigmentos
fotossintéticos, a partir das absorvancias medidas, para 0s diferentes solventes utilizados.
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Tabela 2.5. Equagdes utilizadas no calculo das concentragdes (ng mH) de clorofila a, clorofila b e
carotenos totais (adaptado de Valle-Tascon, 1994; Wellbum, 1994 e Pfeifhoffer et al.,
2002).

Solvente Equagdo

DMSO Ca = 12.19Ass5 — 3.45Rs19
Cb = 21.99Ast0 - 5.32A665
Cx+c = (1000A4g0— 2.14Ca — 70.16C)/220

Acetona 80% e Etanol 90% Ca=12.21As3— 2.81As45
Cb = 20.13Asa6— 5.03As63
Cx+c = (1000A470— 3.27Ca — 104Cy)/198

C. - clorofila a; Cy — clorofila b; Cx« ¢ — carotenos totais

Quer para liquene moido, quer para liquene inteiro, 0s melhores resultados de absorvancia
foram obtidos usando DMSO, sendo que no primeiro caso o teor de clorofilas obtido foi
aproximadamente o triplo do que se obteve usando quer etanol, quer acetona, enquanto que
para o segundo, o teor obtido foi quase 0 dobro. Por essa razédo, o DMSO foi o solvente

escolhido para a extracgao dos fotopigmentos.

“Tabela 2.6. Comparagao dos teores (ug mt') de fotopigmentos obtidos, usando acetona (80%), etanol
(90%) e DMSO, extraidos de 100 mg de liquene moido e 50 mg de liquene inteiro. As
equagdes usadas para determinar a concentragao estao descritas na tabela 2.5.

Liquene moido clorofila a clorofila b carotenos totais
Acetona (80%) 23 10 13
Etanol (90%) 29 1.2 14
DMSO 79 35 18
Liquene inteiro clorofila a clorofila b carotenos totais
Acetona (80%) 0.7 0.4 0.3
Etanol (30%) 0.5 0.2 0.2
DMSO 19 1.1 0.5

aconcentragéo média de trés replicas
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Os pesos das amostras utilizadas variaram entre 0s 40 e os 100 mg (peso fresco), tendo-se
optado, posteriormente, por reduzir a quantidade de material utilizada, uma vez que iss0 n@o

implicava prejuizo das absorvancias medidas.

Determinagdes parciais de absorvancia, mostraram que 0 teor obtido com a primeira
centrifugagéo era, geralmente, superior a 05% do total. Assim, optou-se por realizar duas
centrifugagdes, o que permitia garantir uma extracgdo de pigmentos praticamente completa sem

que os extractos finais se apresentassem muito diluidos.

2.3.5. Anélise de potassio

O material no utilizado para quantificagdo de pigmentos fotossintéticos, era posto a secar na
estufa, a 80°C, durante 4 horas. Apos isso tomavam-se trés réplicas para quantificagéo do teor
em potassio, de, sensivelmente, 6 mg para liquene moido e no substrato e 3 mg para o liquene
destacado.

As amostras eram digeridas a quente, com 1 ml HNOs p.a., durante 30 minutos, sendo
posteriormente diluidas a 25 ml com agua desionizada. A determinagao dos niveis de potassio
foi feita recorrendo a um fotometro de chama Jenway.

Tal como para as andlises efectuadas por espectrofotometria de absorgao atomica, porgoes do
material de referéncia IAEA 336 eram analisadas a cada duas semanas, juntamente com as
amostras, para garantir a exactiddo do método.

Na tabela 2.7. pode ver-se a comparag&o entre os teores obtidos € 0 valor certificado no material

de referéncia.

Tabela 2.7. Comparago dos valores médios® obtidos e valores de concentragdoc certificados, usando o
Material de Referéncia IAEA 336.

Elemento Valor certificado (ug g)? Valor obtido (g g-')°
K 1840 + 200 1834 + 675

sgXpresso em peso seco; beoncentragdo média + desvio padrao; cconcentragdo média + intervalo de confianga; o

namero de réplicas & dado entre paréntesis, cada réplica foi analisada 3 vezes.
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3. Resultados




3.1. Resultados quantitativos da exposi¢ao atmosférica

Na tabela 3.1. apresentam-se os teores obtidos para 0s biomonitores e monitores sintéticos néo
expostos (controlos) & atmosfera € 0s resultados da comparag#o dos teores obtidos para liquene
inteiro (no substrato e destacado) e liquene moido, através de um teste t-student.

Nas tabelas 3.2. a 3.4. apresentam-se os resultados obtidos nas trés campanhas de exposi¢ao
realizadas, bem como a comparagdo entre 0s valores dos controlos e os obtidos para
biomonitores e monitores sintéticos.

Da andlise da tabela 3.1. pode ver-se que, para o monitor sintético acetato de celulose, nao se
conseguiu determinar nenhum elemento no material ndo exposto. O mesmo aconteceu para 0
biomonitor casca, em relagao ao chumbo. Por esse facto nao se realizou a comparagéo entre 0s
valores de controlo e obtidos, tendo-se considerado que ocorreu acumulagao sempre que 0 valor
obtido na analise foi superior ao limite de detecgao.

Da mesma forma, sempre que ndo se conseguiu detectar um elemento, num monitor que
apresentava concentragoes mensuraveis desse elemento no controlo, considerou-se que houve

perda de teor.

Nas figuras 3.1 a 3.4. podem ver-se os teores acumulados pelos diferentes monitores, nas trés

exposigdes efectuadas.
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Tabela 3.1. Teores (em peso seco) obtidos na quantificagao dos controlos.

Biomonitores e monitores sintéticos n&o expostos

Ld teor dp dpr
ugg bgg? ugg? (%)
1.60 13.829 3.46 25.02 Liquene no substrato e destacado
0.64 14.49() 3.25 2243  Liquene moido
Cu 0.40 5.86(8) 1.05 17.85 Cascamoida e inteira
0.40 <Ld) _ ND ND Acetato de Celulose
0.20 0.734 0.15 20.14 Resina
450 9.979)%+ 243 2433  Liquene no substrato e destacado
3.53 6.465)** 1.58 2451 Liquene moido
Ni 1.13 1.55¢) 0.41 26.28 Casca moida e inteira
1.13 <Ld) ND no  Acetato de Celulose
0.56 1.285) 0.27 2141 Resina
8.90 11.64() 2.18 18.62  Liquene no substrato e destacado
3.56 9.36) 3.65 38.99 Liquene moido
Pb 2.23 <Ldi) ND ND Casca moida e inteira
2.23 <Lds) ND ND Acetato de Celulose
1.11 1.45) 033 2285 Resina
3.70 6.23() 1.11 17.88  Liquene no substrato e destacado
112 714 1.09 15.19  Liquene moido
St 145 105.80s) 1727 1632 Cascamoida e inteira
0.87 <Ldw ND no  Acetato de Celulose
1.75 12.95¢5) 197 15.25 Resina

Legenda: Ld - Limite de detecgao; dp — desvio padréo; dpr - desvio padro relativo; no — ndo determinado; o nimero

de réplicas é dado entre paréntesis, cada réplica foi analisada trés vezes;** diferenca significativa para P = 0.05.



Tabela 3.2. Comparagdo dos teores® (ug g peso seco) obtidos na quantificagéo dos biomonitores e

monitores sintéticos nas exposi¢des realizadas no Porto.

N&o
Porto Inverno  Porto Primavera Porto Veréo Monitor exposto
exposto

teor teor dpr teor dpr teor dpr
13.82 33.54 ND 29.85 ND 32.61 % 1261 Liquene no substrato

13.82 18.03* 1525 26.18+x* 7.38 16.52 25.61 Liquene destacado

14.49 1135 235 1597 364 19.23*x 349 Liquene moido
Cu 586 570 535 T7.96%x 2503  8.8%%xx 8.13 Cascamoida

5.86 ND NO ND w 7.10/7.81/40.62 >100% Casca inteira

<Ld 416 1658 353 6863 1.65 15.24 Acetato de celulose

073  2.05%xx 1937 1.67++x 434 1.51% 2504 Resina

9.97 5.54 ND 14.30 ND 18.66x % 13.66 Liquene no substrato
997  25.19%xx 2898 14.66%* 2095  15.78+#+ 1165 Liquene destacado
6.46  45.38%xx 1877 4.25ee 879 3.53e¢ 13.78 Liquene moido

Ni 155  6.67+xx 236 6.85%x+ 3992  3.93*xx 2356 Cascamoida

1.55 ND ND ND ND 3.25%xx 13.61 Cascainteira
<Ld 323 5.65 2.56 11.20 1.72 5.39 Acetato de celulose
1.28 148 963 2.13%xx 418 1.73= 18.06 Resina
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Tabela 3.2. (continuagéo)

Nao ..
Porto Inveno Porto Primavera Porto Verdo  Monitor exposto

exposto

teor teor  dpr teor dpr teor  dpr

11.64 16.16  wo 19.26
1164  39.66x*+ 7.08 19.14%x

9.36 988 54
Pb <Ld 13.30 2575 <ld

[a%]

wo  31.33%*+* 2377 Liquene no substrato
41.79 33.50*** 14.98 Liquene destacado

7.35/7.06/72.80 >100% 13.65 21.41 Liquene moido

ND 396 19.58 Cascamoida

<Ld ND ND ND ND 13.64 22.37 Cascainteira

<Ld <Ld ND <Ld ND <Ld no  Acetato de celulose
1.45 131 5317 1.71 21.28 2.55%xx 11.84 Resina

6.23 1510 w 6.29 w  10.76%*x 3.06 Liquene no substrato

6.23  19.86%** 1582 1.76%
714 11.76++x 537 8.95x%x
Sr 10580 23.50eee 260 101.42
105.80 ND NO ND
<Ld 1334 786 <Ld
12.95 <Ld ND 13.20

15.04 11.05+** 16.89 Liquene destacado
6.71 6.39  3.71 Liquene moido
512 103.29 3.01 Cascamoida

n  92.14eee 2271 Casca inteira

ND <Ld no  Acetato de celulose

148 1528 4.31 Resina

Legenda: dpr - desvio padréo relativo, em %; Ld - Limite de detecgdo; no — ndo determinado; aconcentragdo média
obtida com trés réplicas, cada uma analisada trés vezes; para dpr maiores que 100% indicam-se as trés medicBes

efectuadas.

*** acumulagdo significativa para P = 0.01
** acumulagdo significativa para P = 0.05
* acumulago significativa para P = 0.1
eee diminuic&o significativa para P = 0.01

ee diminuigdo significativa para P = 0.05
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Tabela 3.3. Comparagdo dos teores® (ng g peso seco) obtidos na quantificagdo dos biomonitores e

monitores sintéticos nas exposigoes realizadas em Viana do Castelo.

Nao exposto Viana Primavera VianaVerdo  Monitor exposto
teor teor dpr teor dpr
13.82 15.50 w  2815%=xx 869 Liquene no substrato
13.82 15.39 486  22.23+xx 2031 Liquene destacado
14.49 13.11 385 19,60+ 454 Liquenemoido
Cu 5.86 5.30 12,52 6.86 0454 Cascamoida
5.86 ND ND 8.00x++ 658 Cascainteira
<Ld 297 50.48 1.34 3209 Acetato de celulose
0.73 1.20%%* 16.12 0.95 575 Resina
9.97 12.26 w  1748x#x 2327 Liquene no substrato
9.97 19.74%+% 2139 1455+« 617 Liquene destacado
6.46 489 19.89 4.89 16.08 Liquene moido
Ni 1.55 4.83+++ 3068 255+ 2562 Cascamoida
1.55 D i 2 43%% | 1713 Cascainteira
<Ld 4.92 5331 161 2673 Acetatode celulose
128 2.53%xx 15.77 2.2 %% 2317 Resina
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Tabela 3.3. (continuag&o)

N&o exposto  Viana Primavera Viana Verdo Monitor exposto
teor teor dpr teor dpr
11.64 12.28 \D 17 57 %% 17.06 Liquene no substrato
11.64 26.83+xx 2114  11495/2847/<Ld  >100% Liquene destacado
9.36 733 3838 11.75 246 Liquene moido
Pb <ld 934 1781 4.26 1820 Cascamoida
<Ld ND b 3.61 1994 Casca inteira
<Ld <Ld - <Ld w Acetato de celulose
145 <Ld o 1.18 2528 Resina
6.23 6.84 0 114,225 %% 304 Liquene no substrato
6.23 6.69 26.56 5.46 16.01 Liquene destacado
7.14 12.20%% 3597 6.41 193  Liquene moido
Sr 10580 10166 571 104.11 1246 Cascamoida
105.80 ND - 4251000 1269 Cascainteira
<Ld <Ld B <Ld w Acetatode celulose
1235 1439 206 13.03 209 Resina

Legenda: dpr — desvio padrao relativo, em %; Ld - Limite de detecgdo; no - ndo determinado; sconcentragéo média
obtida com trés réplicas, cada uma analisada trés vezes; para dpr maiores que 100% indicam-se as trés medi¢des

efectuadas.

**% geumulacio significativa para P = 0.01
** geumulago significativa para P = 0.05
eee diminuigdo significativa para P = 0.01
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Tabela 3.4. Comparagéo dos teores® (ug g peso seco) obtidos na quantificacao dos biomonitores e

monitores sintéticos nas exposicdes realizadas em Sines.

N&o exposto Sines Primavera Sines Verdo  Monitor exposto
teor teor dpr teor dpr
13.82 16.64 343 12.51 1913 Liquene no substrato
13.82 o1.75%++ 1464 1671 1244 Liquenedestacado
14.49 19.69%* 12.83 18.65* 797 Liquene moido
Cu 5.86 7.01 1351  448es 2091 Cascamoida
5.86 1089+ 21.24 6.74 594 Cascainteira
<Ld 147 59.92 <Ld w Acetato de celulose
0.73 112135/<Ld  >100%  1.54%x+ 230 Resina
9.97 6.42¢ 2.27 1261 1549 Liquene no substrato
9.97 19.82+%* 1067 18.92%#x 328 Liquene destacado
6.46 1473+%x 2858 743 1107 Liquene moido
Ni 1.55 8.33#%x 2204  A86+s+ 842 Cascamoida
1.55 5.09% %% 247 4.41+%x 1580 Cascainteira
<Ld 283 481 158 1189 Acetatode celuiose
128 6.37xxx 4561 303+ 1212 Resina
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Tabela 3.4. (continuagéo)

N&o exposto Sines Primavera Sines Verdo Monitor exposto
teor teor dpr(%) teor dpr(%)
11.64 16.23++ 8.02 10.65 1680 Liquene no substrato
11.64 <Ld - 26.04%%% 1527  Liguene destacado
9.36 1435% 310 21.84ssx 2427 Liquenemoido
. <Ld w  658/ld  >lo0% Cascamoida
<ld 3.82 16.42 8.97 9504 Cascainteira
<Ld <Ld ND <Ld w  Acetato de celulose
145 2.40%x 16.78 1.67 1723 Resina
6.23 17.02%%* 2.51 15.925%* 444 Liquene no substrato
6.23 2098+  21.86 6.33 1685 Liquene destacado
7.14 15415+ 1960 7.39 323 Liquene moido

Sr 105.80 115.28 6.13 109.27 147  Cascamoida

10580 20306+ 3347  287.72++» 1508 Cascainteira
<Ld 791 39.56 <Ld w  Acetato de celulose

12.95 16.68+ 15.08 15.69 1345 Resina

Legenda: dpr — desvio padrao relativo, em %; Ld - Limite de detecgdo; no — ndo determinado; aconcentragdo média
obtida com trés réplicas, cada uma analisada trés vezes; para dpr maiores que 100% indicam-se as trés medicdes
efectuadas.

**x% gcumulagao significativa para P = 0.01
** geumulagdo significativa para P = 0.05
* acumulagdo significativa para P = 0.1

e diminuigao significativa para P = 0.05

« diminuigdo significatiya para P = 0.1



Cu - Porto

Cu - Viana

Figura 3.1. Acumulagéo de cobre no Porto, Viana do Castelo e Sines.
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Legenda: n exp — ndo exposto; Inv - Invemo; Pri - Primavera; Ver - Verao.
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Ni - Porto

Ni - Viana

Figura 3.2. Acumulago de niquel no Porto, Viana do Castelo e Sines.
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Legenda: n exp — ndo exposto; Inv — Invemo; Pri — Primavera; Ver - Verao.
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O Resina

O Casca moida

[ Casca inteira

O Liquene moido

H Liquene no substrato
B Liquene destacado

Pb - Viana

O Resina

[ Casca moida

@ Casca inteira

O Liquene moido

M Liquene no substrato
M Liquene destacado

Pb - Sines

O Resina

[ Casca inteira

O Liquene moido

M Liquene no substrato
[ Liquene destacado

Figura 3.3. Acumulagao de chumbo no Porto, Viana do Castelo e Sines.
Legenda: n exp — ndo exposto; Inv - Invemo; Pri — Primavera; Ver - Veréo.



Sr - Porto
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rag

Figura 3.4. Acumulagdo de estroncio no Porto, Viana do Castelo e Sines.
Legenda: n exp — ndo exposto; Inv — Invemo; Pri — Primavera; Ver — Verdo.



Calculou-se a correlagéo linear simples (r de Pearson) para os teores de cada metal, obtidos
pelos monitores, nas sete exposicdes efectuadas, e para os teores dos quatro metais em estudo
obtidos por cada monitor.

Os resultados permitem concluir que para nenhum dos biomonitores ou monitores sintéticos as
acumulagdes de cobre, niquel, chumbo e estroncio, foram interdependentes.

No que diz respeito a correlagdes para o mesmo metal em diferentes monitores, as tabelas 3.5 a
3.8. apresentam as relagdes encontradas.

Tabela 3.5. Coeficientes de correlagéo linear simples (r) de teores de Cu.

Liquene Liquene  Liquene Casca  Casca Acetato Resina
destacado substrato moido  moida  infeira  celulose
Liquene
destacado 1
Liquene
substrato 0.291 1
Liquene
moido 0.241 -0.195 1
Casca moida 0.454 0.649 0.350 1
Cascainteira 0.698 -0.191 0772  0.267 1
Acetato
celulose 0.113 0435 -0.821++ -0.284 -0.239 1
Resina -0.079 0.423 -0.577 -0.061 -0416  0.875%x 1
*x*significativo a P = 0.05 '
Tabela 3.6. Coeficientes de correlagao linear simples (r) de teores de Ni.
Liquene Liquene  Liguene Casca  Casca Acetato Resina
destacado  substrato moido moida inteira celulose
Liquene
destacado 1
Liquene
substrato =0.859** 1
Liquene
moido 0.863*x  -0.767+x* 1
Casca
moida 0474  -0.789+= 0.439 1
Casca
inteira 0.992xx -0.897 0.836 0.930+ 1
Acetato )
celulose 0.494 -0.463 0.228 0.336  0.704+ 1
Resina 0.091 -0.464 -0.099 0.566 0.826** 0.057 1

=giginificativo a P = 0.1;*=*significativo a P = 0.05
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Tabela 3.7. Coeficientes de correlagao linear simples (r) de teores de Pb.

Liquene Liquene Liquene Casca Casca Riilia
destacado substrato moido moida inteira

Liquene destacado 1
Liquene substrato 0.242 1
Liquene moido -0.378 -0.106 1
Casca moida 0.401 -0.612 -0.684 1
Casca inteira ' ND 0.628 0.264 ND 1 ..
Resina -0.042 0.565 0.202 -0.449 0.501 1

Tabela 3.8. Coeficientes de correlag@o linear simples (r) de teores de Sr.

Liquene Liquene Liquene Casca Casca SEGH
destacado substrato moido moida inteira
Liquene destacado 1
Liquene substrato -0.313 1
Liquene moido 0.668 -0.411 1
Casca moida -0.479 0.119 -0.182 1
Cascainteira 0.186 -0.539 0.419 0.725 1
Resina 0.728 -0.487 0.485 0.803 0.670 1

3.2. Resultados obtidos com o controlo de vitalidade

O controlo de vitalidade para as trés formas de liquene expostas envolveu a determinagéo de
teores de clorofila a e b e de carotenos totais, durante as trés exposi¢oes realizadas no Porto.
Apresentam-se, de seguida, espectros representativos das absorvancias obtidas (figuras 3.5 a
3.10), no inicio e fim do periodo de exposigado, bem como as concentragdes de pigmentos
determinadas (figuras 3.11 a 3.16).

Verificou-se, com um teste t-student, que os declives obtidos nas rectas de acumulagéo de
fotopigmentos, n&o foram estatisticamente diferentes de zero, para P = 0.05, excepto para:

» teor em clorofila a e carotenos totais, do liquene moido, na exposicéo de Primavera,

e teorem clorofilas a e b, do liquene no substrato, e clorofila a do liquene moido, no Verao

em que o declive negativo indica um decréscimo dos teores medidos ao longo da exposigéo.
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Figura 3.11. Teores semanais de clorofila a e b e carotenos totais nas exposicdes do Porto (Inverno e

Primavera), em liguene destacado.
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Figura 3.12. Teores semanais de clorofila a e b e carotenos totais nas exposigdes do Porto (Veréo), em
liquene destacado.
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Figura 3.13. Teores semanais de clorofila a e b e carotenos totais nas exposi¢des do Porto (Inverno e

Primavera), em liquene no substrato.
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Clorofila a - Verao
y=-0,151x+ 2,167**
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Figura 3.14. Teores semanais de clorofila a e b e carotenos totais nas exposi¢des do Porto (Verao), em

liqguene no substrato.
*significativo a P = 0.05
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Figura 3.15. Teores semanais de clorofila a e b e carotenos totais nas exposigdes do Porto (Invemno e

Primavera), em liquene moido.
**significativo a P = 0.05
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Figura 3.16. Teores semanais de clorofila a e b e carotenos totais nas exposicdes do Porto (Verdo), em
liquene moido.

*significativo a P = 0.05

Calculou-se a correlagdo linear simples (r de Pearson) para os teores de pigmentos
fotossintéticos obtidos nas trés formas de liquene expostas, em cada estagdo do ano. Os
resultados apresentam-se nas tabelas 3.9 a 3.11.
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Tabela 3.9. Coeficientes de correlagéo linear simples (r) entre os teores de pigmentos fotossintéticos nas

trés formas de liquene expostas, no Inverno.

Lm'Ca Lm‘Cb Lm‘Ct I—d‘Ca I-d'cb Ld'ct Ls‘Ca Ls'Cb I—S'Cl
Lm-Ca 1
Ln-Co 0.610 1
Ln-Ct 0536 -0.325 1
Ls-Ca 0625 0282 0.503 1
LeCo  0.709++ 0318 0.564 0.913%xx 1
La-Ct 0451 0235 0304 0737 0424 1
Ls-Ca 0660 0.050 0670 0.691+ 0811+ -0.057 1
L+Co 0775+« 0411 0.341 0.105 0242 0.108 0.666 1
Ls-Ci 0.004 -0439 0375 0170 0397 -0.511 0.617 0.268 1

*significativo a P = 0.1; =significativo a P = 0.05; **xsignificativo a P = 0.01; Lm — Liquene moido, Ld - Liquene

destacado, Ls - Liquene no substrato, Ca — clorofila a, Cb — Clorofila b e Ct — carotenos totais.

Tabela 3.10. Coeficientes de correlago linear simples (r) entre os teores de pigmentos fotossintéticos

nas trés formas de liquene expostas, na Primavera.

Lm‘Ca Lm‘cb Lm‘Cl Ld'ca Ld'Cb Ld'ct I-s' a Ls’Cb I-s‘cl
Ln-Ca 1
Ln-Co  0.865%*x 1
Ln-Ct 0771+ 0394 1
Le-Ca 0515 0453 0.632+ 1
Ls-Co 0431 0551 0377 0.917**x 1
La-Ct -0.149 -0351 0.376 0612 0.380 1
Ls-Ca 0343 -0.054 0.746+= 0442 0205 0406 1
LeCo  0.711%x 0452 0.787** 0515 0361 0.097 0.824x** A
Ls-Ct -0.293 -0.656x  0.366 0.160 -0.052 0.686+ 0.631= 0.144 1

*significativo a P = 0.1; *#significativo a P = 0.05; **=*significativo a P = 0.01; Lm - Liquene moido, Ld — Liquene

destacado, Ls — Liquene no substrato, Ca - clorofila a, Cb ~ Clorofila b e Ct - carotenos totais.

Tabela 3.11. Coeficientes de correlagéo linear simples (r) entre os teores de pigmentos fotossintéticos

nas trés formas de liquene expostas, no Ver&o.

Lm'Ca Lm'Cb Lm‘01 Ld'Ca I-cl'Cb Ld'cl Ls'Ca I-S'Cb LS'CI
Ln-Ca 1
Ln-Co 0.967+xx 1
Lo-Ct  0.901%%+ 0.771*x 1
La-Ca 0.567 0.696x 0.336 1
Ls-Co 0316 0495 -0.099 0.525 1
Le-Ct 0295 0232 0486 0465 -0.469 1
LsCa 0637+« 0614 0511 0460 0464 0.134 1
Ls-Co  0.740%+ 0.730%+ 0560 0431 0570 -0.055 0.944*xx 1
Ls-Ct 0478 0497 0324 0486 0.497 0.193 0.911*** 0.773x* 1

xsignificativo a P = 0.1; *=significativo a P = 0.05; **=significativo a P = 0.01; Lm - Liquene moido, Ld - Liquene

destacado, Ls — Liquene no substrato, Ca - clorofila a, Cb - Clorofila b e Ct - carotenos totais.
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Os resultados das medigdes semanais de potassio, para liquene destacado, liquene no substrato
e liquene moido, encontram-se nas figuras 3.17 a 3.19.

Um teste t-student permite afirmar que em nenhuma das exposicoes e para nenhum dos
liquenes, o declive foi estatisticamente (P = 0.05) diferente de zero.

Liquene destacado - Inverno
y =-137,04x + 5547,2

10000 -

- 8000 =
2 6000 7 —
o 4000 i —

E 2000 ~ i E
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- ]‘ T i T
2 6000 1_:.—4
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Liquene destacado - Verdao
y =-03,40x + 5593,5
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] —— e =
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0 T =T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 6 7 8
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Figura 3.17. Teores semanais de potassio nas exposigdes do Porto, em liquene destacado.
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Figura 3.18. Teores semanais de potassio nas exposi¢des do Porto, em liquene no substrato.
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Figura 3.19. Teores semanais de potassio nas exposiges do Porto, em liquene moido.

O teor em potassio de liquene moido e no substrato foi correlativo para as trés exposigoes

efectuadas, como se pode ver na tabela 3.12.

Tabela 3.12. Coeficientes de correlagao linear simples (r) entre os teores de potassio nas trés formas de

liquene expostas.
Liquene destacado _ Liquene no substrato Liquene moido
Liquene destacado 1
Liquene no substrato -0.787 1
Liquene moido 0.759 -0.999%* 1

=*gignificativoa P = 0.05
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4. Discussao




4.1. Avaliagdo do desempenho dos monitores como acumuladores de

elementos atmosféricos

Neste estudo, pretendeu-se comparar o desempenho de biomonitores, usados tradicionalmente
em estudos atmosféricos (liquene no substrato e casca inteira), com o desempenho de
biomonitores moidos (liquene e casca), destacados do substrato (liquene) e monitores organicos

sintéticos (acetato de celulose e resina Chelex 100).

Da andlise dos resultados constata-se que foi no Inverno que ocorreram as maiores
acumulagdes. No entanto, nesta estagéo, apenas se expuseram amostradores na cidade do
Porto, 0 que nao permite extrapolagdes para outros locais do pais.

Mesmo assim, o teor em humidade do ar e a precipitagdo, parecem ser dois factores
preponderantes para a acumulagéo de metais, a partir da atmosfera, por parte dos biomonitores.
Esta relagéo foi ja referida por diversos autores (Freitas ef al., 1999; Branquinho, 2001).

Apesar disso, a chuva tem também um papel importante na lavagem dos biomonitores e, sob a
forma de aguaceiros, podera contribuir mais para retirar metais insoliveis depositados a
superficie, do que para aumentar o contetido dos biomonitores em elementos atmosfericos.

Nas exposigdes efectuadas em Porto, Viana do Castelo e Sines, nota-se uma discrepéancia entre
as cidades do norte e a do sul, o que seria de esperar, tendo em conta as condigdes climatéricas
do nosso pais. Assim, em Porto e Viana do Castelo, foi no Verdo que a maioria dos monitores
expostos acumulou teores dos quatro metais em estudo, enquanto que em Sines, a situagdo de
maior variedade de monitores a acumular, se registou na Primavera.

No que toca aos biomonitores, expostos de forma tradicional, pode-se dizer que o seu
desempenho, como acumuladores de metais de origem antropogénica, foi comparavel a outros
estudos publicados. Ambos se revelaram acumuladores de niquel, chumbo e cobre, embora no
caso deste Gltimo, de forma mais irregular.

Em relagdo ao estréncio, pode-se dizer que foram os biomonitores tradicionais que registaram as
maiores acumulagdes. Em Viana do Castelo, no Verao, o liquene no substrato revelou um teor
muito mais elevado, de estroncio, do que qualquer outra forma de liquene, em qualquer outra
exposicdo. No caso da casca inteira, ocorreu perda do teor em estroncio, nas exposi¢oes de
Veréo, realizadas em Porto e Viana do Castelo, mas em Sines (quer na Primavera, quer no

81



Verao) os teores de estroncio acumulados foram duas e trés vezes maiores, respectivamente, do
que o teor medido na casca nao exposta.

O facto de a acumulagéo de estroncio ser mais irregular, pode explicar-se por este ser um metal
da classe A, que se liga aos biomonitores mais fracamente, do que o cobre, niquel ou chumbo.
Grandes acumulagdes de estroncio sdo compativeis com grandes quantidades deste elemento
na atmosfera, sendo que nesse caso, a elevada concentragdo do elemento obvia o facto de as
ligagdes ionicas serem fracas. O estroncio é descrito na literatura como sendo um metal
tipicamente marinho. O facto de ter sido em Sines, que se registaram as maiores acumulagdes,
justifica-se por ser o local de exposigao mais proximo do mar.

Verificou-se que todos os biomonitores expostos sdo susceptiveis de registar perdas do teor em
metal, se bem que ocorreram perdas de diferentes metais por parte de diferentes biomonitores.
Assim, o liquene (no substrato, destacado e moido) registou perdas de teor para chumbo e
niquel. Ja a casca (inteira e moida) so registou diminuigdes do teor, em relagéo a casca ndo
exposta, para cobre e estroncio.

A ocorréncia de lixiviagao e a grande variabilidade, intrinseca ao material bioldgico, foram os
factores que mais contribuiram para que se verificassem perdas de teores de metais, nos
biomonitores expostos, em relagdo aos controlos.

Estas oscilagdes de teores s#o referidas na literatura. Calliari ef al. (1995), realizaram um estudo
no Norte de Itdlia com o liquene Pseudevernia furfuracea, em que transplantes de liquenes
foram expostos em Margo e retirados para analise, a cada dois meses, até Dezembro. Para o
caso do cobre, a concentragdo obtida em Junho, numa éarea urbana, foi de 37 ppm, enquanto
que em Dezembro, se ficou pelos 28 ppm. Situagdo idéntica verificou-se para o chumbo, que
numa zona urbana, revelou um teor de 103 ppm em Novembro e de 76 ppm em Dezembro.

Garty et al. (1996), realizaram transplantes dos liquenes Hypogymnia physodes e Usnea hirta
para a vizinhanga de ruas com pouco trafego e para a vizinhanca de uma auto-estrada, na
cidade de Oulu (Norte da Finlandia). As concentragbes de chumbo e cobre nos transplantes
junto a ruas com baixo volume de frafego, foram maiores do que as registadas pelos
transplantes junto da auto-estrada. Os autores propuseram que, uma maior taxa de abraséo do
motor, derivada da baixa velocidade, as paragens nos semaforos e as condigoes de ventilagao
menos favoravies, por as ruas estarem rodeadas por edificios, foram os trés principais factores
que contribuiram para os resultados obtidos. Os valores obtidos para chumbo, cobre e niquel,
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em H. physodes, no inicio do estudo, eram de 18.8, 10.4 e 10.9 mg kg, respectivamente. A
analise dos transplantes, colocados durante 45 dias junto a auto-estrada, revelou um teor em
chumbo, cobre e niquel de 16.0, 10.8 e 7.3 mg kg, respectivamente.

A irregularidade dos resultados obtidos neste estudo, pode explicar-se pelo reduzido nimero de
réplicas analisado, em cada exposicao. A variabilidade intrinseca ao material biolégico ficou bem
patente pelo numero de anélises em que o desvio padrao relativo foi superior a 100%, denotando
a dificuldade de interpretago dos resultados com um baixo nimero de réplicas.

Os estudos de biomonitorizagao s&o, normalmente, interpretados a luz de analises de variancia
ou analises factoriais (métodos estatisticos que exigem elevado nimero de réplicas), para obviar
a grande variagéo, decorrente do facto de se trabalhar com organismos vivos. Neste estudo,
deu-se prioridade & comparagéo do desempenho de biomonitores classicos (liquenes e casca
expostos inteiros), com o desempenho obtido por biomonitores moidos, ou, no caso do liquene,
destacado do substrato, e com monitores organicos sintéticos, tentando cobrir variadas
condicdes atmosféricas, que se sabe terem muita influéncia nos resultados obtidos com
biomonitores. Por esta razao, o nimero de réplicas expostas foi reduzido a trés, preterindo-se a
quantidade de informagdo, em relagéo & diversidade de dados sobre varios sistemas de

exposi¢ao.

Por outro lado, todos os biomonitores néo classicos testados, também se revelaram capazes de
acumular metais a partir da atmosfera.

A casca moida revelou-se acumuladora de chumbo e niquel, podendo essas acumulagdes ser
comparadas as ocorridas para a casca inteira.

O liquene moido revelou-se um biomonitor extremamente irregular, ndo se podendo concluir, dos
dados deste estudo, que acumule de forma sistematica qualquer um dos quatro metais. A
ocorréncia de um pico de niquel, na exposigao de Porto, no Inverno, néo comparavel a qualquer
outro valor registado nesta experiéncia, podera ter-se devido a uma contaminag&o pontual.

O liquene destacado acumulou niveis de cobre, chumbo, niquel e estroncio de forma comparavel
aos acumulados pelo liquene no substrato, sendo que, para o caso do chumbo e niquel, se pode
afirmar que as acumulagdes registadas foram, regra geral, mais elevadas.

A analise comparativa, dos biomonitores utilizados, revela que, entre formas moidas e inteiras do
mesmo biomonitor, se obtém repostas diferentes, nas mesmas situagdes de exposicéo. Pode-se
concluir que, para estes elementos, a acumulagao devera ser principalmente comandada pelas
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caracteristicas intrinsecas de cada biomonitor, embora a variabilidade inerente a condigoes de
macro e micro-climas — como a acidez, temperatura, humidade, luminosidade, altitude — possam

originar um comportamento variavel por parte dos biomonitores.

Constatou-se que, os teores de niquel, obtidos no liquene inteiro ndo exposto, diferiam

significativamente (P = 0.05) dos teores obtidos em liquene moido. )
A variaggo do teor deste elemento, em amostras recolhidas no campo, & bastante grande, de tal
forma que ndo existe um valor recomendado, nem mesmo informativo, no material de referéncia
certificado IAEA 336 (Stone et al., 1995). Por este facto, considerou-se a variagdo intrinseca ao

material biolbgico como a causa desta discrepancia.

No que diz respeito aos monitores organicos sintéticos, & possivel afirmar que ocorreu
acumulagdo de niquel e cobre, por parte do acetato de celulose e da resina Chelex 100, sem ser
possivel afirmar que um local ou uma estagéo do ano fossem mais favoraveis do que as outras.
Ha semelhanga do que ocorreu para os biomonitores, no caso da resina Chelex 100, ocorreu
diminuigao do teor para chumbo e estrdncio.

Para a resina Chelex 100, os desvios padrao relativos das exposigdes, foram comparaveis aos
que, globalmente, se registaram para os biomonitores, ndo permitindo concluir que, pelo facto de
se fratar de um material sintético, a variagdo fosse menor do que a registada por materiais
bioldgicos.

Ja para o acetato de celulose, os desvios padréo relativos foram, regra geral, bastante elevados.
Este facto ndo se enquadra naquilo que era o comportamento esperado deste material. Definiu-
se, no inicio do estudo, que uma variagdo até 25% seria considerada aceitavel para monitores
bioldgicos, devido & sua variabilidade intrinseca, e, se houve casos em que esse limite foi
excedido, de uma forma geral, os biomonitores estudados mantiveram-se dentro dessa gama de
variagdo. Esperar-se-ia que um material sintético, como o acetato de celulose, apresentasse
uma variabilidade mais reduzida. Um facto que ndo ajudou a perceber esta variagao, foi o ndo se
ter conseguido analisar o acetato de celulose n&o exposto, para nenhum dos metais estudados.
Assim sendo, ficou-se sem termo de comparagao para valores de variagao usuais.

Pode-se dizer que os teores de cobre e niquel acumulados pelo acetato de celulose e Chelex
100, foram, sistematicamente, inferiores aos acumulados pelos biomonitores.



Para os elementos acumulados por ambos os monitores, os teores obtidos com acetato de
celulose foram, de forma geral, mais elevados, dos que os obtidos com resina Chelex 100.
Poder-se-ia pensar que, a afinidade da Chelex 100 para o Cu(ll), em sistemas aquosos, poderia
significar um maior poder de captagéo de cobre a partir da atmosfera. Contudo, tal ndo
aconteceu, o que podera dever-se a falta de hidratagéo da resina, uma vez que ela opera
sempre em presenga de uma fase liquida, particularmente a agua.

Os dois monitores estudados revelaram-se pouco eficientes na acumulag@o de chumbo e
estroncio atmosféricos. Esse facto, deve-se, provavelmente, as caracteristicas do proprio
monitor e ao tipo de ligagdes quimicas que s&o capazes de estabelecer, sem estar em presenca

de uma fase liquida.

Num balango geral, as capacidades de cada monitor para acumular os quatro metais em estudo,
calcularam-se os coeficientes de correlagéo linear simples, no sentido de estabelecer relagoes
entre as respostas a exposigdo atmosférica, dos varios monitores expostos.

Para o caso do cobre verificaram-se correlagaos entre o acetato de celulose e, por um lado, 0
liquene moido, e por outro, a resina Chelex 100, sendo que no primeiro caso a correlagdo foi
negativa e no segundo positiva. Apesar disso, considerou-se que o liquene no substrato foi 0
monitor para o qual se registaram maiores acumulagdes de cobre. Mas do ponto de vista de
acumulagdes consistentes, o acetato de celulose a resina Chelex 100 revelaram-se 0s monitores

mais adequados, como se pode constatar das correlagdes obtidas.

Para acumular niquel, qualquer um dos monitores testados se revelou aceitavel, com excepgao
do liquene moido. As acumulagdes foram sistematicas, em todas as exposicdes, para o liquene
destacado, para casca inteira e moida e para o acetato de celulose. Pode-se também dizer que o
desempenho da resina foi bom uma vez que s6 ndo acumulou em Porto (Inverno e Verdo).
Contrariamente ao que se verificou para o cobre, diversos monitores apresentaram teores
correlativos de niquel.

Assim, as trés formas de liquene podem ser correlacionadas entre si, mas essa correlagao so €
positiva para o caso do liquene destacado e liquene moido. A comparagao de qualquer uma
destas formas, com liquene no substrato, origina correlagdes negativas. Para além disso, a
correlagdo entre o liquene no substrato e o outro biomonitor com o qual se encontra em
interdependéncia (casca moida), também foi negativa.
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Sem divida que, o monitor que melhor se correlacionou com os restantes, foi a casca inteira,
apresentando correlagbes positivas com liquene destacado, casca moida e com 0S dois
monitores organicos sintéticos, podendo-se concluir que, dos monitores que acumularam niquel

neste estudo, a casca inteira foi 0 mais consistente.

Para o chumbo € estroncio no se verificaram correlagdes estatisticamente significativas.

Em relagao ao chumbo, a casca inteira foi o Ginico monitor, que acumulou este elemento, em
todas as exposigoes. De resto, verificou-se uma capacidade acumulativa por parte dos
biomonitores, com excepgdo do liquene moido, mas sem que isso se reflectisse de forma
sistematica.

No que toca ao estroncio, a casca inteira apresentou as maiores acumulagoes registadas, mas
também perdeu teores significativos deste metal, e por isso o seu comportamento dificilimente &
interpretavel. Assim, as trés formas de liquene, apesar de n&o apresentarem acumulagoes

consistentes, podem ser considerados os melhores acumuladores de estroncio, neste estudo.

4.2. Avaliagio do controlo de vitalidade do liquene

Os valores de concentragdo, de pigmentos fotossintéticos determinados neste estudo, sdo
comparaveis aos obtidos por Calatayud (1994), usando o liquene Ramalina fraxinea e com 0s
obtidos por Pfeifhofer (2002), para o liquene Pseudevernia furfuracea.

Da andlise dos espectros de absorgdo obtidos, verifica-se que 0s picos de absorvancia,
caracteristicos do inicio da exposigdo, se mantém, sensivelmente, nos mesmos valores,

passados dois meses.

As correlagbes obtidas neste estudo indicam uma interdependéncia entre os valores de
pigmentos fotossintéticos, nas trés formas de liquene expostas.

No Inverno verificou-se uma correlagdo positiva, entre os valores de clorofila a e clorofila b e
carotenos totais no liquene destacado. Tanto o conteddo de clorofila a como o de clorofila b, do
liquene destacado, estavam relacionados como 0s contetidos em clorofila a e , do liquene no
substrato, respectivamente. O valor de clorofila a, para 0 liquene destacado, também era
interdependente com o de clorofila a do liquene moido, podendo-se concluir que as maiores
diferengas nos teores de pigmentos fotossintéticos, na exposicao de Inverno, se registaram entre
liquene destacado e moido, por um lado, e liquene no substrato, por outro.
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Ja na Primavera, verificaram-se correlagdes positivas entre teores em clorofila a e b, para as trés
formas de liquene, para além de correlagdes dos teores de clorofila e carotenos, entre diferentes
formas de liquene.

Registou-se, nesta exposigao, a Unica correlagéo, estatisticamente significativa, negativa, entre o
teor de clorofila b no liquene moido e o teor de carotenos totais no liquene no substrato.

Apesar de os declives das rectas de clorofila a e carotenos totais, do liquene moido, indicarem
uma diminuigéo do teor destes pigmentos, ao longo da exposi¢&o, as correlagées obtidas néo o
deixaram transparecer.

Na exposigao de Verao, os teores dos trés pigmentos fotossintéticos foram correlativos entre si,
nos liquenes moido e no substrato. Para além disso, foram ainda correlativos entre clorofila b de
liquene no substrato e clorofila a e b de liquene moido. Verifica-se que nenhuma relagéo de
interdependéncia envolveu o liquene destacado, podendo-se afirmar que, o liquene no substrato
e liquene moido, exibiram teores de fotopigmentos, mais concordantes entre si, do que entre
estes e o liquene destacado.

Novamente, o facto de o declive da recta de concentragées de clorofilas a e b, no liquene no
substrato, e clorofila a, no liquene moido, ter indicado um decréscimo do teor destes pigmentos,
ao longo da exposigdo, ndo foi impeditivo para a existéncia de correlagdes positivas com outros

pigmentos analisados.

Seria de esperar uma diminuigdo dos teores de clorofilas e carotenos totais, ao longo da
exposi¢ao se,
e a acumulagdo de metais fosse de tal ordem, que interferisse com o normal metabolismo
das células, devido ao seu caracter toxico;
e 0 manuseamento laboratorial para obtengéo de liquene moido ou destacado, levassem a
danificagdo de organelos e membranas, essenciais para o normal metabolismo das
células.

Este estudo parece indicar que, nem o teor de metais acumulado, nem a moagem e corte do

liquene, inviabilizaram a realizag&o de processos fundamentais para a manutengao da vitalidade,
tais como a fotossintese.
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Os dados obtidos para o caso do potassio coadunam-se com os obtidos para os pigmentos
fotossintéticos, pois demonstram que o teor de potéssio ndo variou, em nenhuma forma de
liquene, durante os dois meses de exposi¢ao, podendo-se inferir, desse facto, que o contetido

celular e respectiva membrana néo foram afectados.

Uma vez que ambos os parametros avaliam as condi¢des metabdlicas e fisioldgicas das células,
seria de esperar que as informagdes obtidas fossem complementares. Assim parece ser, de

facto, com os dados obtidos neste estudo.



5. Conclusao
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Os resultados obtidos neste estudo revelam que a capacidade de acumulagéo de metais a partir
da atmosfera, por parte de liquenes e casca, expostos de forma tradicional, pode ser utilizada
como uma indicagao da contaminagao de uma dada regi&o, sendo as informagdes, obtidas com

os dois tipos de biomonitores, complementares.

Seria importante que, em oufros estudos, se determinasse qual o nivel de concentragdo
intracelular, a partir do qual, determinado metal, se torna toxico. Apesar disso, as concentragoes
de metais particulados (insoliveis) e concentragdes extracelulares (metais ligados & parede da
célula) parecem ser mais dependentes das concentragdes no ambiente, do que do teor fotal

desse metal no liquene.

Os liquenes sdo capazes de integrar a sua exposigdo fisica, quimica e biologica, a metais
atmosféricos. Esta integragdo pode ser considerada vantajosa, por ter em consideragéo a
interacgdo entre diferentes tipos de poluigdo, sendo representativa das condigdes a que o

ecossistema esta exposto.

As trés formas de liquene, mantiveram-se nas mesmas condigdes vitais, durante os periodos de
exposigdo, logo, as discrepancias observadas na acumulagéo de metais, devem depender das
capacidades de ligagdo ionica que estes biomonitores apresentam, e ndo do seu estado de

vitalidade.

Os resultados obtidos para o liquene destacado foram concordantes com os obtidos para o
liquene no substrato, para o cobre, chumbo, niquel e estroncio. Seria interessante poder explorar
melhor as capacidades acumuladoras desta forma de expdr liquene, uma vez que, o facto de se
poder reduzir a quantidade de organismos que s&o retirados do ecossistema para efectuar
estudos de biomonitorizagdo ambiental e as vantagens que se podem retirar do facto de se
poder quantificar a area exposta com exactiddo sdo, por si so, justificagdo para um estudo
pormenorizado.

Comparando as exposigdes de liquene e casca, nota-se que o material na forma moida tem um
comportamento menos eficiente, em termos acumulativos, para os quatro metais estudados.

ser mais eficientes na captagéo de metais atmosféricos do que o organismo inteiro.

N

ol .._\



Apesar de se ter verificado uma menor acumulagéo de metais, por parte de acetato de celulose e
resina Chelex 100, as respostas obtidas com o uso destes monitores, sdo em tudo semelhantes
as que se obtém usando biomonitores. No entanto, a grande variabilidade entre réplicas & um
factor que necessita ser minimizado, se se pretender utiliza-los em estudos de monitorizagao.

A sua utilizagdo em estudos de monitorizagao atmosférica (particularmente no caso do acetato
de celulose) podera ser pertinente, na avaliagdo da contaminagdo de zonas urbanas e
industriais, servindo como indicadores da qualidade do ar, pelo facto de acumularem metais

discriminadamente.
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