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RESUMO

Os liquens possuem sensibilidade a poluicdo, mediante a capacidade de captar particulados,
poeiras, metais e outros compostos contidos na umidade atmosférica. O formaldeido atua como
conservante histologico, esterilizante e, em conjunto com a resina uréia-formaldeido, causam
problemas ambientais e de saude, sobretudo por estarem na composi¢cao de moéveis e produtos
de limpeza utilizados em ambientes fechados. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
vapores do formaldeido sobre talos de Cladia aggregata, em condigdes de laboratério,
simulando contaminac&o indoor. A espécie foi coletada em Bonito (PE, Brasil), area considerada
livre de fontes poluidoras. Amostras do talo liquénico foram monitoradas por 15 dias através de
cromatografias em camada delgada (CCD) e liquida de alta eficiéncia (CLAE), revelando
alteragbes na producdo do acido barbatico (BAR), seu composto principal e, substancias
intermediarias de sua biossintese. C. aggregata respondeu fisiolégica e quimicamente a agéo do
formaldeido, composto agressivo as suas células, demonstrando ser esta espécie apta a
estudos de biomonitoramento da qualidade do ar em sistemas fechados.

Palavras-chave: biomonitoramento; C. agreggata; formaldeido; acido barbético; poluicdo
indoor.

MONITORING OF FORMALDEHYDE ACTION ON Cladia aggregata (SW.) NYL. (LICHEN) IN
LABORATORY CONDITIONS

ABSTRACT

Lichens are sensitive to pollution, through capacity of capturing atmospheric particulates, dusts,
metals and other compounds contained in the atmospheric humidity. The formaldehyde acts as
histological conserving, sterilizing, and together formaldehyde-urea resin cause environmental
and healthy problems, mainly for make part of furniture and cleaning products composition, used
in closed environments. The objective of this work was to evaluate the effect of formaldehyde
vapors on Cladia aggregata thalli in laboratory conditions, simulating an indoor contamination.
The species was collected in Bonito (PE, Brazil), considered as area free of contamination
source. Samples of lichen thallus were monitored during 15 days through thin layer (TLC) and
liquid (HPLC) chromatography, revealing alteration on barbatic acid (BAR) production, its main
compound, and intermediary substances of its biosynthesis. C. aggregata showed physiological
and chemical response to formaldehyde action, an aggressive compound to their cells,
demonstrating to be this species able to biomonitoring studies of indoor air quality.

Keywords: biomonitoring; C. aggregate; formaldehyde; barbatic acid; indoor pollution.
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INTRODUCAO

O acréscimo de elementos extrinsecos na atmosfera urbana tem revelado a caréncia do
manejo adequado no uso de compostos nocivos a salde, além de repercutir em problemas
sécio-ambientais e ocupacionais (OGA, 2003). Desastres em larga escala por radioativos,
metais e vapores ainda sdo latentes, pois alertam a importancia de controle de emitentes, em
ambientes naturais e antropogénicos.

Todavia, recintos de trabalho climatizados e hospitais estao sujeitos a alteracéo do ar local por
compostos diversos. E plausivel que os vapores exalados e residentes nestes locais sejam os
compostos organicos volateis (COV), como os hidrocarbonetos, éter, acetaldeido, acroleina,
amianto, formaldeido e outros presentes em ambientes internos, ou “‘indoor” (CORREA et al.,
2008). Uma variedade de emitentes dispersos €é utilizada em bares, gréficas, hospitais,
residéncias, em transportes publicos, escolas, salées de beleza e centros comerciais. Realizam
fotooxidacéo, resultando em acréscimo quimico na atmosfera (GILBERT et al., 2005).

Dentre os COV nocivos, o formaldeido tem ampla gama de utilidades. Atua como material
esterilizante, participante da confeccdo da seda artificial, tintas, plasticos, corantes (LIMA,
2007), fixador de tecidos na conservagdo necroscopica, em hospitais, laboratorios e afins
(PINTO et al., 1993). Seu uso é bastante util no mobiliario residencial e comercial. O emprego
em painéis e compensados de MDF, com base em resina uréia-formaldeido, melhora a
resisténcia dos materiais sujeitos a menor ruptura do produto (IWAKIRI et al., 2000). Painéis de
OSB (chapas e particulas orientadas) utilizam madeiras de qualidade inferior (Eucaliptus spp.)
na producdo de laminados e, contribuem com a conservacdo de florestas (MENDES et al.,
2007).

Poucos estudos versam sobre a qualidade do ar associando carbonilas em locais climatizados
(CORREA et al., 2008). O formaldeido € um COV presente na fumaca de cigarros, particulados
e utensilios de limpeza, e recintos diversos apontando alto grau de toxicidade e evidéncias de
doencas respiratorias (PINHEIRO et al., 2004). No pais ndo existe uma lei especifica que
proiba seu uso em ambientes fechados, mas ha aquelas em que apontam uma melhor escolha
dos materiais empregados (ANVISA, 2001). Em virtude disso, 0 monitoramento se constitui em
uma tarefa imprescindivel (KLUMPP et al., 2001).

Muitos organismos além dos humanos podem indicar impactos fisiol6gicos por contato com
emitentes. Destacam-se como indicadores ambientais os liquens, musgos, algas e plantas
superiores (PEREIRA et al., 2003). Os liquens sédo formac¢des mutualisticas de algas e fungos
em estrutura indissociavel (AHMADIJAN, 1967), pioneiros na sucesséo ecolégica (PEREIRA,
2000), dependentes diretos da atmosfera como filtros de captacdo de elementos em suspenséo
(HAWKSWORTH, 1992). Oferecem respostas fisioldgicas quando submetidos a acédo de
poluentes, o que lhes confere exceléncia na bioindicacdo da qualidade do ar em tempo
instantaneo e continuado (WITIG, 1993). Tém capacidade em sorver elementos vitais e nocivos
(metais pesados, particulados, ions) e lhes causar morte ou alteragbes funcionais
(PILEGAARD, 1978). Neste intuito, a sobrevivéncia dos liquens depende basicamente da
alimentacéo higroscopica e, os padroes de umidade se fazem imprescindiveis.

Técnicas empregadas na deteccdo dos niveis de contaminacdo em liguens como o
monitoramento ambiental, apresentam respostas precisas aos impactos além do facil
transplante (PEREIRA, 1998). No monitoramento mecéanico, as técnicas sdo dispendiosas, no
entanto, relevantes (SILVA, 2002). Liquens nordestinos vém sendo testados no monitoramento
da qualidade do ar, sendo Cladonia verticillaris, da familia Cladoniaceae considerada
biomonitor padrao da qualidade do ar (SILVA, 2002).

Esta espécie, em condicbes ambientais, respondeu ao ataque de poluentes mediante
impedimento da sintese de sua substancia principal, o acido fumarprotocetrarico e acumulo de
metabdlitos intermediarios de sua biossintese (MOTA — FILHO et al., 2007; CUNHA et al.,
2007). Em laboratério, C. verticillaris também demonstra as mesmas respostas das obtidas no
monitoramento ambiental, quando submetida ao chumbo, tanto na forma de acetato (SILVA,
2002) como na de 6xido (MOTA-FILHO, 2006).

Também pertencente a familia Cladoniaceae, Cladia aggregata foi estudada por (BATTS et al.,
2004), que avaliaram o comportamento de amostras procedentes da Australia em estado fértil e
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estéril, quando submetidas a isétopos estaveis de 5"C. Os autores separaram areas, segundo 0s
niveis de degradagdo das clorofilas, constatando uma relagdo entre radioisétopos e fatores
genéticos. Desta forma, pontua-se a probabilidade de que liquens da mesma familia possam
responder de maneira contundente as intervengdes de elementos nocivos no ambiente.

Em virtude das respostas satisfatérias de C. verticillaris a agentes poluidores, neste trabalho
objetivou-se testar C. aggregata, pertencente a mesma familia, frente ao formaldeido, sob
condic¢bes de laboratério, como modelo de poluigdo em sistemas fechados (indoor).

MATERIAIS E METODOS
Caracterizacdo da area de estudo

O municipio de Bonito encontra-se posicionado na microrregido do agreste meridional de
Pernambuco, a 137 km do Recife (Figura 1). Na localidade existem florestas ombrofilas
consideradas como resquicios de florestas nativas e manchas de vegetagdo hiperxerdfila
(RODAL et al., 2005). Sob tais condicionantes geoambientais é possivel estabelecer conexao
entre as formagdes bidticas no municipio, aos quais se alternam arbustos e fragmentos de
mata, onde se desenvolveu o liquen estudado.
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Fonte: SUDENE/SRH/ITEP escala:1/100.000 - IBGE.

Figura 1: Representacéo do municipio de Bonito - PE com indicativo de seu posicionamento no
Estado de Pernambuco, Brasil

Coleta, armazenamento e processamento do material liquénico

Cladia aggregata (Figura 2) foi coletada e armazenada em caixas de papel até os ensaios
laboratoriais. Parte do material foi depositada no Herbario UFP, do departamento de Botanica
sob registro n°® 36431.

O liquen foi previamente limpo e, retirados os materiais agregados como folhas, sedimentos,
talos, caules. Em seguida, frac6es do talo in natura (controle natureza) foram submetidas a
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extracBes sucessivas por esgotamento com éter, cloroférmio e acetona, intercaladas com
repouso overnight a 4°C do material infuso em cada solvente utilizado.

Parte do extrato etéreo, obtido em soxhlet por 2h a 40°C, foi utilizada para isolamento e
purificacdo do acido barbatico (BAR), principal composto de C. agreggata. O material foi
concentrado, e os cristais obtidos, lavados e filtrados quatro vezes com cloroférmio, em funil de
fundo poroso G4, segundo Asahina & Shibata (1954), com modificac8es de Pereira (1998).

Fonte: PEREIRA (1998)

Figura 2: Cladia aggregata encontrada em ambiente natural, (a) amostra em estado fértil; (b)
estéril; (c) sobre o substrato - solo.

Montagem dos experimentos

Amostras de 8g de talo liquénico por experimento foram submetidas aos testes laboratoriais.
Ao total, 40g do talo liguénico foram acondicionadas em cinco cupulas transparentes, sob o
fotoperiodo de 12 horas claro/escuro por 15 dias.

A cada cupula, respectivamente, borrifaram-se 1,3 mL de formaldeido a 100%, 1%, 0,1% ou
0,01% (Figura 3), ou agua deionizada usada como controle de laboratério.

Processamento das amostras

Foram realizadas coletas de 1g do material do primeiro ao quinto dia de experimento, depois
no 10° e 15° dias, perfazendo sete coletas de C. aggregata submetidas ou ndo aos vapores do
composto avaliado.

Extratos do material submetido ao formaldeido foram obtidos por procedimento idéntico ao do
controle natureza, a partir de 1g de talo (Figura 4).

Ensaios em cromatografia em camada delgada (CCD)

As cromatografias foram realizadas com extratos de C. aggregata processada na hora da
coleta (controle natureza) e das amostras submetidas ao formaldeido ou nas submetidas
apenas a agua deionizada (controle laboratério).

Para avaliacdo qualitativa dos extratos organicos e do acido barbético purificado (BAR), as
amostras diluidas nos solventes de extracdo foram aplicadas em cromatoplacas Merck
(20x20cm) com indicador de fluorescéncia (F2s4+366), desenvolvidas em sistema A de solventes
(tolueno/ dioxano/ &acido acético 180: 45: 5 v/v). Posteriormente foram visualizadas sob luz
Ultravioleta curta e longa (254 e 366 nm), pulverizadas com H,SO, a 10% e, aquecidas em
estufa por 30 min a 60° C para a reacéo de coloracédo das bandas, juntamente com os padrdes
do &cido barbatico (BAR) e Gsnico (USN) (CULBERSON, 1972).
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Figura 3: Talos de C.aggregata in natura apoés limpeza e pesagem (1); Talos liquénicos
submetidos aos contaminantes nas concentracdes de 100%, 1%, 0,1% e 0,01% e Controle (2);
extracdo 1g do talo liguénico a solventes éter, cloroférmio e acetona (3).
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Figura 4: 1- ExtracBes em éter, cloroformio e acetona; 2- extrato cloroférmico e reacéo de
coloracéo violeta - azulada do solvente com o liquen; 3: extratos evaporados em temperatura
ambiente utilizados nos ensaios cromatograficos; 4: residuos do talo apés as extracoes.
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Ensaios em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC)

Extratos (1mg/mL) de C. aggregata submetida ao formaldeido por 1 dia e 15 dias, e do BAR
(0,12 mg/mL) foram utilizados na CLAE, e injetados no cromatdgrafo liquido Hitachi acoplado ao
detector Ultravioleta 254 nm. Utilizou-se como fase mével metanol/agua/acido acético (80:
19,5: 0,5 V/v), coluna de fase reversa C18 com um fluxo de 1,0 mL/min™, pressdo 84 atm e
temperatura ambiente (28° + 3° C). O aparelho realiza leituras peridédicas de acordo com o
tempo de retencdo na coluna (TR) das substancias contidas no extrato organico, expresso em
minutos (LEGAZ & VICENTE, 1983). Os resultados obtidos séo referidos nas amostras do
experimento sob condi¢des naturais (controle natureza) e aos submetidos ao formaldeido em
24h e 15 dias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise qualitativa dos extratos fendlicos do material coletado no 1° e 15° dias revelaram por
cromatografia em camada delgada (CCD), a producdo do principal metabdlito, o &cido
barbatico (BAR) e o acido usnico (USN), que é produzido em menor teor, em todas as
amostras. As bandas de coloracdo alaranjada foram identificadas como sendo o BAR e as
bandas esverdeadas o (USN), também comprovadas por calculos de Rf = 29 (BAR) e Rf = 77
(USN), de acordo com Huneck & Yoshimura (1996).

Em relacdo ao tempo de exposicdo ao poluente no primeiro dia foram detectadas além do BAR
e USN, outras substancias em menor teor como o &cido D-metil-barbético (D-Bar) com Rf = 15,
0 acido nortistico (NOR) Rf = 46 além de um composto ndo identificado, detectado nas
amostras submetidas ao formaldeido na concentrac¢éo de 0,01% (figura 05).

Aos 15 dias, sob os mesmos condicionantes, observou-se a presenca de trés fendis
identificados (D-Bar, BAR e o USN), sendo a situagdo semelhante ocorrida nas amostras
borrifadas com agua deionizada (Controle).
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Figura 5: Cromatograma revelando a presenca dos metabdlitos de C. aggregata, depois de
submetidos aos vapores de formaldeido em 24h e 15 dias de experimento, de acordo com
valores de Rf. USN padréo, BAR padréo, Controle 24h (1); Formaldeido a 100% (2); 1% (3);
0,1% (4); 0,01% (5); Controle 15 d; Formaldeido a 100% (7); 1% (8); 0,1%(9); 0,01 (10).
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Sob andlise quantitativa (CLAE) observou-se que os materiais imediatamente retirados do
ambiente natural (controle ambiente) produziram o BAR com tempo de retencédo (TR) médio de
19 minutos, em material extraido por esgotamento em diferentes solventes (Figura 06). Nos
diferentes cromatogramas, observa-se que 0s solventes sao capazes de extrair o BAR (Figura
06 a, b, c), conforme cromatograma do BAR isolado de C. aggregata (Figura 06 — BAR). No
entanto, o éter extraiu mais eficientemente o BAR, cuja area do pico é maior quando
comparada a dos outros extratos. Isto foi também verificado por Martins (2005), que trabalhou
com a espécie de mesma procedéncia.
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Figura 6 - Cromatogramas em fase liquida (CLAE) de extratos organicos (1 mg/mL) de Cladia
aggregata (Sw.) Nyl. e do &cido barbético purificado da espécie (0,1 mg/mL). Legenda: (a)
extrato etéreo; (b) extrato cloroférmico; (c) extrato acetdnico; BAR - acido barbatico purificado.

Em andlise das amostras incubadas por 24h sob influéncia do formaldeido, ou de agua
deionizada (controle laboratério), verificou-se que neste periodo de experimento, as amostras
entram em total desorganizacdo metabdlica, o que pode se atribuir a uma mudanca de
microambiente, ja que foram confinadas a uma cudpula. Na figura 07 isto pode ser observado
nos picos dos cromatogramas atribuidos ao BAR, que se diferenciam sobremaneira do pico
registrado para a substancia isolada (TR=19,7 min). Nesses cromatogramas foram registrados
0S compostos que ocorrem em menor teor, como 0s acidos D-barbatico, nortistico e Usnico,
bem como uma grande quantidade de metabdlitos intermediarios, ou produtos de degradacéo.
De forma geral, pode-se sugerir que em 24h, o liquen tenha sofrido “stress” pelo confinamento
na cupula e apresentado comportamento atipico. Para esta situacdo podem-se tecer algumas
consideracgoes:

a) além das 24h de adaptacdo a uma atmosfera com maior umidade e menor oxigenacgdo, as
substancias podem ter reagido e/ou complexado com o formaldeido;

b) isto pode ter propiciado uma mudanca na polaridade da amostra, promovendo um maior tempo
de retencdo na coluna. Isto se repetiu para todas as concentra¢des do formaldeido, as 24h de
experimento, mas ndo em 15 dias.

N&o obstante, talos analisados do campo reagiram opostamente daqueles em laboratério. Logo
que coletados foram mantidos livres da acdo de contaminantes atmosféricos e produziram
BAR. Mas, quando em laboratério sofreram influéncia nociva nas células ao se induzir
estresse-ambiental do liqguen, que confinado passou a sintetizar seus compostos
desordenadamente, como estratégia de sobrevivéncia. Situacdo parecida ocorreu com
Hypogmnia physodes que sobreviveu a bioacumulacdo de chumbo em algumas &areas

industriais (RUSU et al.,, 2005). Apesar da violéncia dos poluentes é notavel a adaptacdo
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ecoldgica e combinacdo de compostos nocivos com os fendis liqguénicos. Estes, quando
associados a déficits hidricos e o uso de herbicidas culminaram menor producdo do acido
Usnico em Parmelia caperata e P. soredians (CAVIGLIA et al., 2001).

Aos 15 dias o liquen parece recuperar sua rota biossintética, produzindo o BAR, mesmo
quando submetido ao formaldeido (Figura 08). No entanto, as areas dos picos sdo menores, 0
que reflete uma perda de produtividade dos compostos mantenedores de sua vitalidade, pois
as substancias agressoras podem, em primeiro momento, agredir mais as células do liquen e
depois gerar saturacdo dos compostos (LOOPI et al., 2003). Em etapa subseqliente, podem
degradar os pigmentos fotossintéticos, levando a baixa capacidade de realizar a fotossintese e,
dessa forma, pouca producgédo dos metabdlitos primarios (aglicares), essenciais ao metabolismo
secundario, onde sdo metabolizadas as substancias liquénicas. Estas, de grande capacidade
fotoprotetora para o talo, também atuando como pigmentos acessorios da fotossintese (NASH,
1996; PEREIRA, 1998; MOTA-FILHO et al., 2007). Outra possibilidade é a dos fendis
liquénicos terem reagido com o aldeido, ja que este é habilitado para reag6es fotoquimicas do
COV com a atmosfera local (OGA, 2003). Amostras do talo liquénico CRTL nos ultimos dias
observaram o surgimento hifas fungicas, em decorréncia da umidade por borrifacdo com agua,
fato que impossibilitou analise em CLAE da amostra.
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Figura 7: Cromatogramas em fase liquida (CLAE) de extratos organicos de 1 mg/mL de C.
aggregata submetidas ou ndo (controle laboratério) aos vapores de formaldeido sob incubacao
em 24h. Legenda: CTRL 24h (com agua deionizada); 0,01%; 0,1%; 1%; 100%- formaldeido.

C. aggregata € uma espécie bem resistente aos estimulos agressivos, entretanto, diante da
incursdo dos emitentes reagem com queda da produtividade de compostos ou degradacéo das
clorofilas (BATTS et al., 2004). Espécimes da Chapada Diamantina produzem intermediérios e,
predominantemente o quimiotipo acido barbatico, assim como em Cladonia salzmannii Nyl.
(AHTI et al., 1993), respondem a fatores bioclimaticos que interferem na produgcdo de
metabdlitos como o solo, umidade do ar e estados de fertilidade que influem de forma distinta
na captacdo dos elementos suspensos no ar, determinantes para a sobrevivéncia do liquen
(AHTI et al.,, 1993; PEREIRA, 1998; BATTS et al., 2004). Por isso, independente da area
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geografica, reacfes aos condicionantes ambientais, ou a sua modificacdo esta e outras
espécies de liquen sempre responderéo as agressdes ambientais tanto na forma quimica como
mudancas metabdlicas, ou mesmo na sua estrutura interna e externa (SILVA, 2002; CUNHA,
2007; MOTA-FILHO et al., 2007).

Formol
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Figura 8: Cromatogramas em fase liquida de extratos organicos de 1 mg/mL de C. aggregata
submetidas aos vapores de formaldeido sob incubagdo em 15 dias de experimento. Legenda:
0,01%; 0,1%; 1%; 100%.

A exemplo do mencionado, estudos com C. verticillaris submetidas ao acetato de chumbo a 1%
e 0,1% demonstraram prejuizo na produgdo do acido fumarprotocetrarico (FUM), composto
principal da espécie e acimulo de produtos intermediarios de sua biossintese em 10 dias de
exposicdo, que pode estar atrelado a prejuizos fotossintéticos sofridos pela alga (SILVA, 2002).
Mota-Filho (2006) realizou o0 mesmo tipo de experimento com PbO,, também chegando a
resultados similares, e constatados danos morfolégicos e fisiologicos em C. verticillaris.

O mesmo pode ter ocorrido com C. aggregata, pois o formaldeido age como fixador de células
e nao é emitente facilmente disperso, permanecendo no ambiente por longos periodos,
realizando trocas ibnicas e fotoquimicas (OGA, 2003). Em virtude da desordem metabdlica
causada pelo formaldeido ao liquen, comprova-se a desordem fisioldgica em organismos vivos,
incluindo os humanos, quando em contato direto ou indireto com o contaminante, uma vez que
este, em concentracdes elevadas, afeta a salde e o metabolismo humano, além de tornar
ambientes insalubres (CORREA et al., 2008).

Estudos sobre a contaminagdo atmosférica de interiores (indoor) foram relatados. NO Canadéa
59 residéncias foram avaliadas, revelando como origem de sua contaminagdo o formaldeido.
Naquele pais, as legislacdes estipulam limite de 120 pg/m® do composto no interior das casas.
Demonstra-se, ainda, a correlagdo entre acroleina, acetaldeido e CO, a presenga de fumantes;
enquanto o formaldeido aos materiais da casa, como carpetes e moéveis (GILBERT et al.,
2005), também aqui considerando os produtos de limpeza.

Em hospitais, o formaldeido é empregado na desinfeccdo de pecgas cirlrgicas contra
microrganismos (KALIL & COSTA, 1994). No Hospital Universitario da Universidade Federal da
Bahia foram aferidos vapores de formol em UTI, salas de emergéncias e cirdrgicas, onde se
constataram valores de 0,1 ppm a 0,3 ppm (PINHEIRO et al., 2004). No entanto, Afonso et al.
(2004) consideram os vapores de formaldeido com potencial cancerigeno, teratogénico por
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exposigdo direta quando em concentragbes acima de 0,5 ppm. Por outro lado, ndo se
descartam os problemas gerados pela substancia em concentracdes mais baixas, como as
dermatites de contato geradas pelo manuseio do formaldeido em centros médicos e a
associacdo toluenossulfonamida-formaldeido e imidazolidinil-uréia (LAZZARINI, 2006).

Por isso, em ambientes fechados e face ao poder de resileiéncia do formaldeido, sua acéo
pode ser potencializada. Sua versatilidade de uso nao invalida sua insalubridade. Segundo
Afonso et al. (2004), o composto é volatil, quando associado ao dioxano, hidrocarbonetos,
plasticos, inseticidas e microorganismos Com isso, se constituem em fatores de riscos em
lugares herméticos e/ou de grande circulacdo de pessoas, pois permanecem na atmosfera e se
acumulam no organismo a desencadear patologias diversas.

CONCLUSOES

Confirma-se a toxicidade do formaldeido, composto agressivo as células de C. aggregata, com
énfase ao fotobionte, de forma a alterar significativamente seu comportamento fisioldgico,
produzindo queda de produtividade de seu composto principal, o BAR em 15 dias de
observagdo, mesmo em baixas concentragdes.

Foi comprovada a eficiéncia de C. aggregata para monitoramento biolégico, contribuindo para o
conhecimento do potencial impacto que os contaminantes podem oferecer em sistemas
fechados (indoor).
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