UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

BRUNA VENTURIN DAL PRA

EFEITOS DA POLUICAO POR PETROLEO EM FOLHAS E RAIZES DE
Typha domingensis Pers. (TYPHACEAE)

CURITIBA
2016



BRUNA VENTURIN DAL PRA

EFEITOS DA POLUIC}AO POR PETROLEO EM FOLHAS E RAIZES DE
Typha domingensis Pers. (TYPHACEAE)
Monografia apresentada como requisito parcial a
obtencdo do grau de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas,

no Curso de Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, Setor
de Ciéncias Biolégicas, da Universidade Federal do

Parana.

Orientadora: Prof2. Dr2. Erika Amano
Coorientador: Prof. Dr. Christopher Thomas Blum

CURITIBA
2016



TERMO DE APROVACAO

BRUNA VENTURIN DAL PRA

EFEITOS DA POLUICAO POR PETROLEO EM FOLHAS E RAIZES DE Typha
domingensis Pers. (TYPHACEAE)

Monografia apresentada como requisito parcial a para obtrencdo do grau de
Bacharel no Curso de Ciéncias Biologicas, Setor de Ciéncias Bioldgicas, da
Universidade Federal do Parana.

Prof2 Dra. Erika Amano
Orientadora — Departamento de Botanica, UFPR

Prof°. Dr. Crhistopher Thomas Blum

Coorientador — Departamento de Engeharia Florestal, UFPR

Prof° Dr. Gedir de Oliveira Santos
Banca — Departamento de Botéanica, UFPR

Msc. Jacanan Eloisa de Freitas Milani
Banca — Departamento de Engenharia Florestal, UFPR



Dedico esta monografia a todos
aqueles que de alguma forma

contribuiram para a obtencéo deste titulo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por me dar forcas e foco para que fosse
possivel chegar até aqui.

A minha familia, meus pais, Rosemari e Aldemir, e meu irmao Matheus por
todo o apoio, incentivo e amor durante toda a minha vida, principalmente pela
compreensao durante os momentos de provas, trabalhos e finais de semestres. E...
por revesarem a tarefa de me acompanharem até o ponto de 6nibus todas as
madrugadas.

Ao meu namorado, Luiz Paulo, por ter caminhado junto comigo durante todo
o tempo do curso e pelos anos que ainda estao por vir. E, por me incentivar quando
a preguica e a davida batiam.

A professora Erika por todos esses anos de orientagdo, a amizade, a
preocupacdo e o carinho, e principalmente por ter me aceitado de volta, para que
este trabalho se tornasse possivel. E, claro, por ser a melhor professora do curso, o
Paraguai vai concordar.

Ao amigo e técnico do Laboratério de Botanica Estrural, Nilson Belém Filho,
por todas as conversas sobre os mais diversos assuntos, e pela ajuda técnica
durante toda a minha permanéncia no laboratério.

A equipe da Engenharia Florestal pelas idas a REPAR, em especial ao meu
coorientador Christopher Thomas Blum e a Jaca por ter colaborado nas andlises
estatisticas e nas discussoes.

A Thalita Gilda Santos pelo tempo investido nas analises de cromatografia.

Aos meus colegas de curso, obrigada por todos esses anos passados
juntos, em especial ao Paraguai, por ter me feito aguentar muitos fififis pelo setor e
pela amizade fiel.

Aos professores e professoras que ministraram diversas disciplinas durante
esses seis anos de curso, obrigada pelo tempo dedicado.

E, agradeco também a todos aqueles que de alguma forma mandaram

energias positivas durante esse momento de término de um ciclo.

Obrigadal!



‘No fim, irevmos conservar apenas aquilp com o que nos importamaos.
SO nos Lmportaremos com o quE nos coneotarmos.
E s0 conectaremos com aquilo que experimentarmos”.

Sarah Thomds



RESUMO

O petréleo e seus derivados sdo uns dos recursos mais explorados pela sociedade
moderna e dessa exploracdo, muitas vezes, resultam impactos sobre o meio
ambiente, seja pela contaminacdo do solo ou da agua e por consequéncia da
comunidade biotica, fauna e flora, da area. Com a presenca do petrdleo, muitas
plantas apresentam estratégias para permanecer nesse local e, de alguma forma,
retirar o poluente do meio ambiente, ou simplesmente tolera-lo. Em julho de 2000,
na Refinaria Getulio Vargas, localizada no municipio de Araucaria, Parana, houve
um vazamento em grande escala de petréleo que contaminou o solo da regido e
também corpos d’agua proximos ao local, como o arroio Saldanha, o rio Barigui e 0
rio Iguacu. Apos o acidente a espécie Typha domingensis passou a ser
predominante em uma regido de varzea, também afetada pela contaminacéo,
préxima ao rio Barigui. A fim de elucidar os efeitos que a poluicdo por petréleo
poderia causar nas folhas e raizes de T. domingensis, foram realizados estudos da
anatomia da raiz e da folha, e de biometria de folha, de uma area com menor
concentracdo de TPH (Hidrocarbonetos Totais de Petréleo) e de locais com maior
concentracdo de TPH. Também foi realizada microscopia de fluorescéncia,
utilizando-se os filtros RPF e Texas Red, para detectar possiveis compostos de
petréleo na planta. Foram analisadas a quantidade de folhas de 20 individuos de
cada, assim como o comprimento das cinco maiores folhas para verificar se T.
domingensis cresceria mais em solo com maior concentracao de petréleo do que em
solo com menor concentracao, através do teste de comparacdo de médias Levene,
no programa Stratigraphics. Os resultados anatdmicos mostraram que ndo ha
diferenca entre as plantas dos locais com menor e maior concentracdo de TPH. Na
microscopia de fluorescéncia ndo foram detectados possiveis compostos de
petréleo. Quando considerado o numero de folhas por individuos foi observado que
ndo ha diferenca significativa entre os locais, porém, quando considerado o
comprimento das cinco maiores folhas entre os locais houve uma diferenga
significativa entre os ambientes, mostrando que a espécie cresceu mais em solo
contaminado.

Palavras-chave: Fitorremediacdo. Morfologia foliar. Anatomia de 6rgdos
vegetativos.



ABSTRACT

Oil and its derivatives are one of the most exploited resources by modern society and
this exploitation often results in impacts on the environment, either by contamination
of soil or water and consequently of the biotic community, fauna and flora, of the
place. Due to the presence of petroleum many plants have strategies to stay in this
place and somehow remove the pollutant from the environment, or simply tolerate it.
In July 2000, at the Getulio Vargas Refinery, located in the municipality of Araucaria,
Parand, there was a large-scale oil spill that contaminated the region's soil, as well as
bodies of water near the site, such as the Saldanha stream, the Barigui river And the
Iguacu River. After the accident the species Typha domingensis became
predominant in a floodplain region also affected by the contamination, near the
Barigui River. In order to elucidate the effects that oil pollution could cause on the
leaves and roots of T. domingensis, root and leaf anatomy, and leaf biometry studies
were carried out using material from a site with a lower concentration of TPH (Total
Petroleum Hydrocarbons) and from sites with higher concentration of TPH.
Fluorescence microscopy was also performed using the RPF and Texas Red filters to
detect possible petroleum compounds in the plant. The number of leaves of 20
individuals at each site, as well as the length of the five largest leaves, were analyzed
to verify if T. domingensis would grow better in soil with higher oil concentration than
in soil with lower concentration, through the comparison was used the Levene test, in
the Stratigraphics program. The anatomical results showed that there is no difference
between the plants of the sites with lower and higher concentration of TPH. No
possible petroleum compounds were detected by fluorescence microscopy. When
the number of leaves per individuals was considered, there was no significant
difference between the sites. However, when considered the length of the five largest
leaves there was a significant difference between the environments, showing that the
species grew more in contaminated soil.

Key-words: Phytoremediation. Leaf morphology. Vegetal Anatomy.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da industrializacdo, a intensificacdo do uso de recursos
naturais pela sociedade moderna vem resultando em significantes impactos para o
meio ambiente, seja através da contaminagdo do ar, da &agua, do solo e da
comunidade bidtica por substancias toxicas (KHAN et al, 2007; MEDEIROS et al,
2007). Um desses recursos naturais mais explorados é o petréleo, que é utilizado
para producdo de energia e de materiais sintéticos diversos (RODRIGUES, 2005) e
que, frequentemente, durante a sua logistica de transporte entre a producdo, o
refinamento e a distribuicdo, resulta em desastres ambientais (BARDELLI-DA-
SILVA, 2014). Esses desastres resultantes do derramamento de petroleo podem
interferir nas condi¢gbes ambientais do local causando impactos diretos, inUmeras
vezes irreversiveis, aos elementos bidticos — fauna e flora — e abidticos do local
(ABDUL-RASAQ, OMIDWJI, & OTITOLOJU, 2011; BARDELLI-DA-SILVA, 2014).

O petréleo, que € originado da transformacdo de grandes deposi¢cdes de
fosseis, € composto por uma variedade de compostos, hidrocarbonetos, divididos
em alifaticos e aromaticos, e ndo-hidrocarbonetos, que se combinam de diversas
formas (BARDELLI-DA-SILVA, 2014; MARANHO et al, 2006; MARANHO et al,
2009). Dentre os hidrocarbonetos que comp&em o petréleo, os que resultam em
maiores contaminacfes de solos e aguas sao os hidrocarbonetos aromaticos, dada
a sua maior mobilidade na agua e a sua toxicidade mais expressiva (BARDELLI-DA-
SILVA, 2014). Outra caracteristica do petrdleo € a sua persisténcia no ambiente por

um longo periodo, dada a sua lenta biodegradacédo (MICHEL et al, 2005).

No meio ambiente, a contaminacao por petroleo pode atingir o lencol freatico
através da percolacédo pelo solo, ainda pode contaminar o solo e por vezes atingir a
vegetacdo ao seu entorno. Quando ocorre a contaminacdo, o petrdleo pode
ocasionar problemas para a comunidade biotica, por meio do potencial
carcinogénico dos hidrocarbonetos presentes (PORTHULURI & CERNIGLIA, 1994
apud BARDELLI-DA-SILVA, 2014). Por exemplo, um solo contaminado com petréleo
reduz a sua atividade bioldgica, limitando principalmente o crescimento e o
desenvolvimento das plantas (MARANHO et al, 2009; WYSZKOWSKI,
WYSZKOWSKA & ZIOLKOWSKA, 2004). Entretanto, algumas espécies de plantas

sdo capazes de crescer em solos contaminados, uma das hipoteses, que pode
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explicar a tolerancia das espécies aos solos contaminados, é a de que essas
espécies apresentem mecanismos de desintoxicagdo, onde o0 contaminante é
armazenado em algum tecido e é convertido, por meio de enzimas, em algum
produto benéfico para a planta propiciando o seu desenvolvimento nessas condicdes
(ERNEST, 1976).

Em 16 de julho de 2000, na Refinaria Presidente Getulio Vargas (REPAR),
localizada na cidade de Araucéria, Regido Metropolitana de Curitiba, Parana, houve
um dos maiores desastres ambientais do pais, onde, a partir de uma ruptura de um
oleoduto, vazaram 4 milhdes de litros de petrdleo cru (BARDELLI-DA-SILVA, 2014;
MARANHO et al, 2009; OLIVEIRA et al, 2008; MARANHO et al, 2006; MELO et al,
2003). Apos a ruptura do scraper — ponto de ligacdo do oleoduto com a refinaria — o
Oleo escorreu através da encosta e atingiu o arroio Saldanha e por uma extenséo de
2,25 km o 6Oleo extravasou o canal, contaminando areas de varzea até chegar no rio
Barigui, um dos principais afluentes do rio Iguacu, um dos rios mais importantes do
sul do pais (BARDELLI-DA-SILVA, 2014; MELO et al., 2003). O 6leo foi contido
somente 40 km a jusante do rio Ilguacu, ho municipio de Balsa Nova, Parand (MELO
et al, 2003).

No percurso acima citado, o petréleo atingiu principalmente areas de
Formacdo Pioneira com Influéncia Flavio-lacustre, vegetacdo caracteristica da
regido (BARDELLI-DA-SILVA, 2014), também conhecida como varzea, brejo,
banhado ou planicie de inundacéo, por apresentar como caracteristicas marcantes a
influéncia dos periodos de cheia e seca dos rios adjacentes, dada a sua interface
entre os ambientes terrestres e aquaticos, e a comunica¢ao sazonal, ou permanente
entre o lencol freatico e o espaco terrestre. No percurso percorrido pelo 6leo as
plantas que tiveram contato com este poluente tiveram mortalidade quase total
(BARDELLI-DA-SILVA, 2014). Apos o incidente, segundo relatério da FUNPAR
(2001), a recolonizacdo do local se deu principalmente por espécies herbaceas,
favorecidas pelo regime de inundacg&o pois crescem e se reproduzem em um curto

periodo de tempo.

Apoés esse incidente e com base em estudos desenvolvidos na area foram
evidenciadas algumas modificacdes na floristica. Uma dessas modificacdes foi em

relacdo a populacédo de Typha domingensis Pers. (Typhaceae) que, anteriormente,
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estava presente em 5,8% das parcelas (FUNPAR, 2001) e posteriormente passou a
estar presente em 70% da area estudada (Bardelli-da-Silva, 2014). Sabe-se que T.
domingensis, popularmente conhecida como taboa, é uma espécie caracteristica de
ambientes de varzea, devido a sua forma de crescimento por rizomas e folhas em
touceiras, a elevada capacidade reprodutiva e a dispersao pelo vento, aspectos que
favorecem a sua ocupacgédo e manutencédo nesse tipo de ecossistema (BARDELLI-
DA-SILVA, 2014).

Além das caracteristicas acima citadas, Typha domingensis apresenta uma
plasticidade morfolégica que lhe permite viver e se adaptar a uma variedade de
ambientes com influéncia aquatica, incluindo ambientes poluidos, além da sua

resisténcia a metais pesados, por meio de acumulacdo (AKHTER, 2014).

Diante do contexto relatado pretende-se avaliar se a contaminacao por
petroleo afeta caracteristicas biométricas e anatémicas de folhas e raizes de Typha
domingensis, tendo em vista aparentemente, a contaminagdo por hidrocarbonetos

parece favorecer sua abundancia, conforme relatado por Bardelli da Silva (2014).

1.1 JUSTIFICATIVA

Investigar espécies afetadas por poluentes, como o petréleo, € interessante
para conhecermos como 0 contaminante afeta as plantas e se essas podem ser
possiveis fitorremediadoras. Espécies fitorremediadoras sdo aquelas que podem
ajudar a melhorar a qualidade de um determinado local contaminado, seja o ar, 0
solo ou a agua, muitas vezes reduzindo a quantidade do poluente ou deixando as
suas caracterisiticas fisicas e quimicas mais propicias, com a diminuicdo dos
contaminates no meio (MATTA, TAVARES & MAHLER, 2007).

Typha domingensis € uma espécie dominante em diversos ambientes
hidromorficos, sejam eles contaminados ou nao, ela € uma espécie potencial de
estudo na area da REPAR pois a espécie apresentou um aumento significativo na
area apos o acidente com o vazamento de petroleo em julho de 2000, considerando
sua abundéancia relatada por Bardelli-da-Silva (2014), tornando-a uma espécie
potencial para estudos desta natureza, despertando o interesse em analisar se esta
planta teve alguma alteracdo morfolégica ou anatémica acarretada pelo petréleo

presente no solo.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Dada a dominancia de Typha domingensis em um area contaminado por
petréleo, pretende-se estudar os efeitos causados pelo contaminante nas folhas e
raizes desta espécie.

1.2.2 Objetivos Especificos

Os obijetivos especificos do trabalho sao:

a) Analisar anatomicamente folhas e raizes de Typha domingensis
presentes em areas com diferentes niveis de contamina com petroleo.

b) Verificar através da anatomia da folha e da raiz, se a espécie Typha
domingensis apresenta alguma caracteristica anatdbmica favoravel para
permanéncia em locais contaminados por petréleo.

c) Analisar a biometria das folhas de Typha domingensis em &reas

contaminadas por petréleo e em area testemunha.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AREA DE ESTUDO

A area estudada tem aproximadamente 5,5 hectares e esta localizada em
propriedade da Refinaria Presidente Getulio Vargas — REPAR, no municipio de
Araucaria, Parand, no primeiro planalto paranaense, em uma planicie adjacente ao
arroio Saldanha, afluente do rio Barigui (Figura 1), que por sua vez desagua no rio

Iguacu.

Figura 1. Area de estudo (Fonte: BARDELLI-DA-SILVA, 2014).

O clima da regido é do tipo Cfb — temperado, segundo a classificacdo de
Koeppen, as caracteristicas sdo verdes frescos, geadas frequentes e auséncia de
uma estacéo seca definida (BARDELLI-DA-SILVA, 2014).

O solo da regido pertence a Formacdo Guabirotuba e a classe dos Gleissolos,
que sdo solos hidromoérficos com areias finas e sedimentos argilosos em igual
proporcao. Nesse solo a agua pode atingir a superficie através da ascensao capilar
(MELO, 2012; BARDELLI-DA-SILVA, 2014). Nessa condicdo se estabelece uma
vegetacdo caracteristica a essa condi¢cdo hidromérfica a Formacdo Pioneira Flavio-
lacustre (RODERJAN, 2002; IBGE, 2012). Essa vegetacdo € bem representada por
espécies das familias Cyperaceae, Poaceae e Typhaceae, além de espécies de
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Xyridaceae, Lentibulariaceae e Alismataceae, sendo também comum a presenca de
espécies arboreas dispersas (RODERJAN, 2002).

Nesta area em julho de 2000 houve uma ruptura em um dos oleodutos
durante a transferéncia de petréleo do terminal de S&o Francisco do Sul para a
REPAR, em Araucéria. Essa ruptura resultou no vazamento de 4 milhdes de litros de
petréleo através da encosta do arroio Saldanha (Figura 2), seguindo para o rio
Barigui e em seguinte para o rio Iguacu (Figura 3), onde foi contido no municipio de
Balsa Nova, Parana, 40 km & sua jusante. Esse foi considerado um dos maiores
desastres ecologicos em ambientes de 4gua doce no Brasil, pois atingiu diretamente
a bacia hidrogréafica do rio Barigui, principal afluente do terco superior do rio lguacgu
(FOLHA DE SAO PAULO, 2013; GAZETA DO POVO, 2013; BARDELLI-DA-SILVA,
2014).

’, Curvas de nivel > Olcoduto

Figura 2. Bacia do Arroio Saldanha, superficie contaminada. (Fonte: BARDELLI-DA-SILVA, 2014 —
modificado de MELO, 2006)

Estima-se que, segundo dados fornecidos pela REPAR, 800 mil litros desse
Oleo evaporaram, que 2,2 milhdes de litros ficaram na area da refinaria sendo que
um milhao de litros foram para os rios Barigui e Iguacu, dos quais foram recuperados
2,85 milhdes de litros, acdo favorecida pelo periodo de estiagem na época
(BARDELLI-DA-SILVA, 2014). Todavia, supbem-se que cerca de 350 mil litros de
petréleo tenham percolado nos terrenos adjacentes ao longo do arroio Saldanha
(BARDELLI-DA-SILVA, 2014).
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Figura 3. Petrdleo atingindo o rio Iguagu. (Fonte: Gazeta do Povo, 2013)

Apés o0 vazamento, as comunidades da vegetacdo ao entorno foram
impactadas ndo somente pela presenca do petréleo, mas também pelas atividades
de controle e remocao do petroleo (BARDELLI-DA-SILVA, 2014).

Bardelli-da-Silva, apés quatorze anos do acidente acidente, observou que
fisionomicamente a area possui certa heterogeneidade e que ocorrem certos grupos
de espécies formando conjuntos. Também foi notada a dominéncia de sete espécies
sobre as demais: Typha domingensis (cobrindo 70% da area), Hymenachne
pernambucensis (Spreng.) Zuloaga, Mimosa oblonga Benth., Mikania micrantha
Kunth, Schoenoplectus californicus (C.A. Mey.) Palla, Neocabreria serrulata (DC.) R.
M. King & H. Rob. e Thalia geniculata L..

2.2 A ESPECIE Typha domingensis Pers.

Typha domingensis (Figura 4), popularmente conhecida como taboa,
pertence a familia Typhaceae, sendo considerada uma macrofita aquatica
emergente, perene, caule com porcéo rizomatosa grossa rastejante e outras por¢coes
eretas, essas com folhas longas e em touceiras (ESTEVES & SUZUKI, 2008), com
altura entre 1,10 a 3 metros.
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T. domingensis apresenta crescimento clonal, consistindo em um rizoma
submerso com raizes associadas e broto, que pode ou ndo apresentar inflorescéncia
(BELARMINO, 2013). Florescendo no inicio da primavera, ela apresenta
inflorescéncia em espiga interrompida, com flores estaminadas e pistiladas, sendo a
por¢cdo superior da espiga correspondente as flores masculinas e a porc¢ao inferior,
engrossada, correspondendo as flores femininas, e aos frutos com plumas, esses
dispersos pelo vento (ESTEVES & SUZUKI, 2008; IMOLENE, 2003).

(i W/ \ ded by
Cantail LR\ % IFAS, Center for Aquatic Plants
University of Florida, Gainesville, 1990

Figura 4. Typha domingensis. (Fonte: IFAS, 1990 — modificado)

A espécie T. domingensis é cosmopolita de regides tropicais e subtropicais do
sul do Brasil (RODERJAN et al, 2002), ocupando areas umidas, principalmente, as

varzeas e os banhados.

Ha estudos que relatam o potencial fitorremediador da espécie T.
domingensis a ambientes perturbados (HEGAZY, ABDEL-GHANI & EL-CHAGHABY,
2011), pois ela apresenta um crescimento vegetativo rapido e alta producdo de
biomassa (SILVA, 2014).
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2.3 0 PETROLEO NO AMBIENTE

O petroleo € um combustivel féssil de grande importancia para a economia
mundial (AGUIAR et al, 2012) pois é utilizado para producdo de energia e de
materiais sintéticos diversos (RODRIGUES, 2005). Esse combustivel é composto de
hidrocarbonetos e néo-hidrocarbonetos, como oxigénio, enxofre, nitrogénio e metais
(BARDELLI-DA-SILVA, 2014), dentre os hidrocarbonetos destacam-se o0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), que formam um grupo de

xenobidticos que permanecem no ambiente por muito tempo (AGUIAR et al, 2012).

Compostos de petréleo e até mesmo o petroleo, quando entram em um
ecossistema podem iniciar uma série de processos que irdo afetar tanto os
elementos abidticos quanto os bidticos (WYSZKOWSKI et al, 2004). O dleo interfere
no funcionamento de diversos 6rgdos e sistemas de plantas e animais (ABDUL-
RASAQ, OMIDIJI & OTITOLOJU, 2011).

O odleo pode causar a degradacédo do solo e a diminuicdo da sua fertilidade
(WYSZKOWSKI, WYSZKOSKA & ZIOLOWSKA, 2004). Pode também alterar a
concentracdo de oxigénio e nutrientes disponiveis para a comunidade bidtica, além

de diminuir a retencédo de agua (BONA et al, 2011).

Nas plantas, através do movimento apoplastico nos tecidos da raiz compostos
xenobidticos, como o petréleo, entram pela raiz e se difundam entre as paredes
celulares, indo até o xilema, sendo assim transportados para a parte area
(BALASUBRAMANIYAM, 2015; BALASUBRAMANIYAM, CHAPMAN & HARVEY,
2015). Outra via de entrada é através do transporte simplastico, onde os compostos
entram nas células (BALASUBRAMANIYAM, 2015).

Na planta, o petréleo pode afetar o processo de fotossintese, o crescimento, a
producdo de biomassa, a fixacdo de nitrogénio, a germinacdo de sementes, a
morfologia e a anatomia, causando danos estruturais e a reproducao, entre muitos
outros prejuizos (WYSZKOWSKI, WYSZKOSKA & ZIOLOWSKA, 2004; MARANHO
et al, 2006; OLIVEIRA et al, 2008; FARIAS et al, 2009; ZAND, BIDHENDI &
MEHRDADI, 2009; ABDUL-RASAQ, OMIDIJI & OTITOLOJU, 2011; BONA et al,
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2011; SHARANOVA & BREUS, 2012; BALASUBRAMANIYAM, CHAPMAN &
HARVEY, 2015; BALLIANA et al, 2016).

2.4 MECANISMOS DE FITORREMEDIACAO NAS PLANTAS

A fitorremediacdo é o uso de plantas - pois sabe-se que elas respondem
rapidamente as mudancas ambientais (OLIVEIRA et al., 2008) - assim como 0s
microorganismos e as enzimas a elas associados, para degradar, reter, imobilizar ou
reduzir a niveis baixos de toxicidade substancias nocivas ao ambiente, visando
recuperar o solo, a agua ou o ar (MATTA, TAVARES & MAHLER, 2009; AGUIAR et
al, 2012).

Uma das vantagens em utilizar-se a fitorremediacdo € que grandes areas
podem ser tratadas e também, ao mesmo tempo, as plantas usadas podem exercer
um papel de melhoria da paisagem, embelezando o ambiente (AGUIAR et al, 2012).
A fitorremediacdo também tem um menor custo quando comparada a outros
modelos de remediacdo, como a remocédo do solo ou a extracdo dos quimicos nele
presentes (ALKIO et al, 2005).

Na fitorremediacdo (Figura 5) os vegetais podem atuar de duas maneiras:
direta ou indiretamente (SILVA, 2014), sendo que na fitorremediacdo direta as
substancias sdo absorvidas, acumuladas ou metabolizadas nos tecidos. Na
fitorremediacédo indireta os poluentes sofrem reducdo da sua mobilidade, ou as
plantas favorecem a atividades de microorganismos que irdo degradar o
contaminante (MATTA, TAVARES & MAHLER, 2009; LAMBERT, SOARES &
SOUZA, 2012).

Os mecanismos de fitorremediacéo direta podem ser divididos em:

a) Fitoextracdo: apds a absorcdo do poluente contido no meio, ocorre o
armazenamento desse no tecido do vegetal. Nesse processo as especies
sao cultivadas e depois colhidas, com a intencao de deixar o local livre de
contaminantes (MATTA, TAVARES & MAHLER, 2009).

b) Fitotransformacdo (ou fitodegradacdo): consiste na absorcdo e
metabolismo de poluentes, por meio de enzimas, no interior da planta.

Essa técnica de fitorremediacdo € comumente aplicada na remediacdo de
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compostos organicos (MATTA, TAVARES & MAHLER, 2009; LAMBERT,
SOARES & SOUZA, 2012).

c) Fitovolatizacdo: apOs a absorcdo dos compostos poluentes, a planta os
converte em substancias volateis que posteriormente serdo liberadas para
a atmosfera (SILVA, 2014). A volatizagao pode ocorrer pela biodegradagéo
na rizosfera ou apos a passagem do poluente na planta, passando assim
por diversos processos metabdlicos internos e sendo liberado pela
superficie das folhas (MATTA, TAVARES & MAHLER, 2009; LAMBERT,
SOARES & SOUZA, 2012). A vantagem da utilizacdo dessa técnica é a
eliminagdo do contaminante do ecossistema (LAMBERT, SOARES &
SOUZA, 2012).

Os mecanismos de fitorremediagéo indireta sao divididos em:

d) Fitoestimulacédo (ou rizodegradacao): o vegetal estimula a biodegradacéo
microbiana dos poluentes pois suas raizes mudam as condi¢cées do solo,
aumentando a sua aeracao, ajustando a umidade e produzindo exsudatos
que favorecem o0 crescimento desses microorganismos (MATTA,
TAVARES & MAHLER, 2009; SILVA, 2014).

e) Fitoestabilizacdo: A planta protege o solo do vento e das chuvas reduzindo
o efeito da erosdo do solo e por consequéncia, o transporte dos
contaminantes (LAMBERT, SOARES & SOUZA, 2012).

Figura 5. Mecanismos atuantes na fitorremediacéo. (Fonte: MATTA, TAVARES & MAHLER, 2009)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA

A planta estudada, Typha domingensis, foi coletada ha REPAR — Refinaria
Presidente Getulio Vargas, municipio de Araucaria, Parana, no local onde ocorreu o
derramamento de petroleo em julho de 2000. Foram coletados espécimes em
diferentes pontos (Figura 6), onde de acordo com Bardelli-da-Silva (2014), com
valores de TPH (hidrocarbonetos totais de petroleo) em diferentes concentracdes.
ApoOs a coleta, as amostras utilizadas para a anatomia foram fixadas em FAA 50%,
de acordo com Johansen (1940) e em solucao de Karvovsky (KARNOVSKY, 1965).
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Figura 6. Modelo digital evidenciando valores de hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH) nos
diferentes grupamentos sobre a varzea da REPAR, Araucéria, PR. (Fonte: BARDELLI-DA-SILVA,
2014)

3.2 ANATOMIA

3.2.1 Seccionamento a mao livre

Os cortes para andlise anatbmica das folhas e raizes, fixadas em FAA 50%
(JOHANSEN, 1940), foram seccionados a méo livre com o auxilio de uma lamina de
barbear. Estes foram primeiramente clarificados com hipoclorito 50% para posterior
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coloracdo com azul de toluidina (O'BRIEN et al. 1965). ApGs a coloracdo foram

montadas laminas semipermanentes com gelatina glicerinada (KAISER, 1880).

Para detectar as principais classes de compostos quimicos presentes nos
orgdos vegetativos foram aplicados diferentes testes histoquimicos nas amostras
seccionadas. Assim, para a deteccao de compostos fendlicos, utilizou-se solucao de
cloreto férrico, seguindo a metodologia descrita por Johansen (1940). Para a
deteccao de lipideos totais foi utilizado o reagente Sudan 1, seguindo a metodologia

descrita por Sass (1951).

Posteriormente a coloracdo e aos testes histoquimicos as laminas foram

observadas em microscopio optico.
3.2.2 Cortes seriados

Para a realizacdo dos cortes seriados das folhas e raizes, porcao distal e
apice, as amostras, depois de fixadas em Karnovsky, foram emblocadas em
historresina (Leica Historresin®, Leica Microsystem, Alemanha), seccionadas

transversalmente com 6 um de espessura em microtomo rotativo.

ApoOs a seccao das amostras, as laminas foram primeiramente analisadas em
fluorescéncia, no microscopio Olympus DP72, filtros RPF e Texas Red, para a
deteccdo de compostos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, seguindo a
metodologia de Wild et al (2015).

Posteriormente a analise de fluorescéncia, as laminas foram coradas com
azul de toluidina (O’'BRIEN et al. 1965). Na sequéncia, as laminas foram montadas

com resina sintética e analisadas em microscoépio optico.
3.3 BIOMETRIA DAS FOLHAS

Para detectar possiveis alteracdes biométricas em T. domingensis foram
amostrados 40 individuos ao total, 20 espécimes de pontos com maior concentragao
de TPH (contaminado) e 20 de pontos com menor concentracdo (ndo contaminado).

Destas plantas foram contados o numero de folhas por individuo e mensurado o
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comprimento das cinco maiores folhas de cada individuo, com o auxilio de uma

trena.

Para a comparacdo da quantidade de folhas por individuo entre as areas com
maior e com menor concentragdao, assim como para a comparacado do comprimento
das cinco maiores folhas entre as areas, foi realizado o teste de comparacdo de
médias, Levene, no programa Statigraphics®, adotando-se o nivel de probabilidade
de 95%.
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4 RESULTADOS
4.1 ANATOMIA
4.1.1Raiz

4.1.1.1 Apice

N&o foram evidenciadas diferencas anatdmicas nos apices das raizes de
Typha domingensis, das regides com maior e menor concentracdo de TPH. O apice
das raizes (Figura 7) apresenta: epiderme unisseriada; regido cortical externa
composta por células menores e justapostas; parénquima cortical com drusas e
rafides; endoderme; o periciclo parenquimatoso com 1-2 camadas de células; e o

cilindro vascular com o xilema intercalado com o floema.

Os testes histoquimicos, cloreto férrico e Sudam lll, ndo evidenciaram a

presenca de compostos fendlicos e lipideos totais, respectivamente.
4.1.1.2 Regiao distal

Nessa regido o parénquima cortical comeca a se diferenciar em aerénquima,

e nota-se a auséncia de drusas ou rafides (Figura 8).

Na porc¢éo distal das raizes de T. domingensis também n&o foram observadas
diferencas anatdbmicas entre as regides com maior e menor concentracao de TPH
(Figura 8). Nessa porcdo mais distal da raiz as caracteristicas apresentadas sao: a
epiderme unisseriada; regido cortical externa composta por células menores e
justapostas; o parénquima cortical comeca a se diferenciar em aerénquima através
do aumento dos espacos intercelulares e do colapso de células, auséncia de drusas

ou rafides; e, a medula, com os vasos do xilema e o parénquima medular.

Assim como no apice, os testes histoquimicos, cloreto férrico e Sudam llI,
ndo detectaram a presenca de compostos fendlicos e lipideos totais,
respectivamente, nos exemplares dos locais com maior e menor concentracao de
TPH.
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Figura 7. Seccles transversais do apice da raiz de Typha domingensis Pers. corados com azul de
toluidina. Figuras a, c, e apices de local com maior concentracdo de TPH. Figuras b, d, f dpices de
local com menor concentragéo de TPH. dr — drusa; cv — cilindro vascular (Fonte: Autora, 2016)
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Figura 8. Secc¢Bes transversais da regido distal da raiz de Typha domingensis Pers. corados com azul
de toluidina. Figuras a, c, e regido distal da raiz de local com maior concentracdo de TPH. Figuras b,
d, f regido distal da raiz de local com menor concentracdo de TPH. cv — cilindro vascular (Fonte:
Autora, 2016)

4.1.2 Folha

Nado foram observadas diferencas anatdmicas entre as folhas de Typha
domingensis de local contaminado e ndo contaminado. Assim como para as raizes,
os testes histoquimicos, cloreto férrico e Sudam lll, ndo detectaram a presenca de

compostos fenolicos e lipideos totais, respectivamente.

As folhas de ambos locais (Figura 9) apresentam epiderme unisseriada e
fibras nas camadas subepidérmicas, em ambas as faces. O parénquima palicadico
tem trés camadas de células nas duas faces, internamente a ele ha o parénquima

esponjoso, com grandes camaras de ar com diafragmas. Os feixes vasculares estéo
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dispostos nas regides onde encontra-se 0 parénquima esponjoso, alguns feixes
localizadam-se préximos ao parénquima palicadico, e sdo conectados a epiderme
por uma bainha vascular fibrosa. Nas extremidades do bordo foliar ha a presenca de

esclerénquima.

" 200 pm

Figura 9. Cortes & mao livre de folhas de Typha domingesis Pers. corados com azul de toluidina.
Figura a folha de local com maior concentracdo de TPH. Figura b folha de local com menor
concentracdo de TPH. (Fonte: Autora, 2016)

4.1.3Fluorescéncia

Na microscopia de fluorescéncia ndo foi observada presenca de compostos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Figura 10) houve apenas a autoflorescéncia

das paredes celulares na regido do cilindro vascular das raizes.
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Figura 10. Por¢éo distal da raiz, de Typha domingensis Pers., de local com maior concentracédo de

TPH em microscopia de fluorescéncia. Figura a 100um. Figuras b, ¢, d 10um. (Fonte: Autora, 2016)

4.2 BIOMETRIA DAS FOLHAS
4.2.1 Numero de folhas

O namero de folhas por individuo de cada area, a de maior concentracdo de
TPH (contaminada) e a de menor concentracdo (ndo contaminada), ndo foi
significativamente diferente entre si (Tabela 1), sendo a razéo F, uma razao entre a
estimativa entre grupos e a estimativa dentro do grupo, igual a 0,33, e o valor P do
teste F € superior ou igual a 0,05, sendo igual a 0,5704, ndo existe uma diferenca
estatisticamente significativa entre as médias das duas areas, ao nivel de confianga
de 95% (Figura 11).
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Tabela 1. Valores de P e da razéo F (ao nivel de 95% de confianca) para a analise de comparacao
de médias do numero de folhas por individuo das areas de maior concentracdo de TPH e de menor
concentracao. (Fonte: Autora, 2016)

Numero de folhas por individuo

Menor quantidade de TPH Maior quantidade de TPH

(ndo contaminado) (contaminado)
Média 12,7 folhas 13,1 folhas
Desvio padréo 2,2 2,2
Erro amostral 1,0 1,0
F-Ratio 0,33
P-Value 0,5704
Means and 95.0 Percent LSD Intervals

= 3

13 % *

12~ =

HE A-CT A-NC -

Figura 11. Gréafico da média de folhas por individuo nas areas A-CT (contaminada — maior
concentracdo de TPH) e A-NC (ndo contaminada — menor concentracdo de TPH).
(Fonte: Autora, 2016)

4.2.2 Comprimento das folhas

O tamanho médio das cinco maiores folhas por individuo, medindo a folha
inteira (Tabela 2) apresentou diferenga significativa entre as regides de coleta, com a
razdo F igual a 3,41685, e o valor P do teste F de 0,0007, inferior a 0,05, mostrando
gue existe uma diferenca estatisticamente significativa entre as médias ao nivel de

confianca de 95% (Figura 12).
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Tabela 2. Valores de P e da razéo F (ao nivel de 95% de confianca) para a analise de comparacao
de médias do comprimento das cinco maiores folhas de cada individuo das areas de maior
concentracao de TPH e de menor concentracdo. (Fonte: Autora, 2016)

Comprimento das 5 maiores folhas por individuo

Menor quantidade de TPH  Maior quantidade de TPH

(ndo contaminado) (contaminado)

Média 208,8 cm 223,4cm
Desvio padrao 11,0 26,0
Erro amostral 5,2cm 11,4cm
F-Ratio 3,41685

P-Value 0,0007

Mean

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

240 — -

220 |-
210

200 |~

190 = -
CTL CT2 CT3 CT4 CT5 NC1 NC2 NC3 NC4 NC5

Figura 12. Gréafico da média do comprimento da folha das cinco folhas maiores por individuo nas
areas CT (contaminada — maior concentragdo de TPH) e NC (ndo contaminada — menor
concentracdo de TPH). (Fonte: Autora, 2016)
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5 DISCUSSAO

As plantas sdo organismos que respondem rapidamente as mudancas
ambientais ocorridas no seu ambiente (OLIVEIRA et al, 2008). Algumas plantas néo
toleram e outras sao tolerantes a diferentes tipos de contaminacéo, as tolerantes sao
utilizadas nos processos de fitorremediacdo de ambientes contaminados, para
proteger o solo dos efeitos da chuva e do vento e, consequentemente, evitando que
o0 contaminante se espalhe (MATTA, TAVARES & MAHLER, 2009; LAMBERT,
SOARES & SOUZA, 2012) — processo chamado de fitoestabilizacdo — ou outros

processos abaixo mencionados.

7

Uma das vias de fitorremediacdo realizada pelas plantas é a fitoextracéo,
onde a planta armazena o contaminante retirado do meio em seus tecidos (MATTA,
TAVARES & MAHLER, 2009). Acreditava-se, como hipoétese inicial, que a espécie
estudada apresentasse esse mecanismo, porém, através dos resultados anatdmicos
obtidos nesse trabalho nota-se que a espécie T. domingensis ndo adota esse
mecanismo de fitorremediagcao pois, ndo foram observadas diferencas nos tecidos e
células, na anatomia da raiz, apice e regido distal, e folhas (Figuras 9, 10 e 11), e
nos testes histoquimicos ndo foram detectados compostos fendlicos e 6leos nos
tecidos. Em estudos realizado por Oliveira (2004) e Farias (2005), com as espécies
Schinus terebinthifolius e Rhynchospora corymbosa, respectivamente, também né&o
foram verificadas diferencas visiveis na disposi¢do dos tecidos ou danos nas células

da raiz.

Com a microscopia de fluorescéncia (Figura 10) que, segundo a metodologia
de Wild et al (2005), denotaria fluorescéncia azul caso houvesse hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, como o antraceno e o fenantreno, verificou-se que nos
individuos de T. domingensis da area estudada ndo ocorre absorcdo e

armazenamento do poluente em tecidos.

Porém, Bardelli-da-Silva (2006) observou na anatomia da raiz e dos eofilos,
em plantulas da espécie Sebastiana commersoniana, que quanto maior o tempo
apos a contaminacdo, menor foram os danos nas plantulas. Isso pode ter ocorrido
com a espeécie Typha domingensis, pois os individuos analisados no presente

estudo ndo estavam em desenvolvimento inicial.
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Outra via de fitorremediacdo é a fitovolatizacdo, onde a planta converte os
contaminantes em compostos volateis, esses sendo posteriormente liberados para a
atmosfera (MATTA, TAVARES & MAHLER, 2009; LAMBERT, SOARES & SOUZA,
2012). Em analises prévias de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) ndo foram evidenciados compostos volateis derivados de petréleo
nas folhas de Typha domingensis, mostrando que a espécie nao realiza remediacao
pela conversdo do petrdleo em compostos volateis (Thalita Gilda Santos,

comunicacao pessoal).

Também foi observado que as folhas dos individuos de T. domingensis nas
areas com maior concentracdo de TPH creceram mais do que os de locais com
menor concentracdo, como mostra a Figura 12. Esse crescimento maior nas folhas
dos locais com maior concentracdo de petr6leo mostra que de alguma forma a
espécie estudada tolera o0 ambiente contaminado com esse tipo de poluente ou ela

se beneficia dos compostos do contaminante para o seu crescimento.

A tolerancia ao ambiente ou o aproveitamento de compostos provenientes do
petréleo realizado por T. domingensis podem ser atribuidos a diversos fatores,
dentre eles, o tipo de petrdleo que vazou na época, por ele ser do tipo paraninfico,
um tipo de petréleo composto de 71% de compostos saturados, 18% de compostos
aromaticos, 10% de resina e 1% de asfaltenos, apresentando um grau de toxicidade
menor que outros (PETROBRAS, 2003).Outro fator que pode facilitar a tolerancia de
T. domingensis, e 0 seu maior crescimento nesse ambiente € o mecanismo de
remediacdo por degradacao, ou transformacéo, no qual a planta quebra o poluente
através de processos metabdlicos enzimaticos, internamente ou externamente,
proximo a raiz (MATTA, TAVARES & MAHLER, 2009; LAMBERT, SOARES &
SOUZA, 2012). A planta pode metabolizar o petréleo e utilizar o carbono, resultante
desse metabolismo, como fonte de crescimento, porém se esta espécie realizasse
esse mecanismo seriam evidenciados compostos de petrdleo na camada da

epiderme dos apices das raizes, o que nao ocorreu.

Pode-se citar a fitoestimulagdo como outra razdo que pode favorecer a
permanéncia de T. domingensis neste tipo de ambiente, também conhecida como
rizodegradacao e ocorre pela acdo de organismos que se alimentam pela absorgéo

de substancias organicas, que nesse caso seria 0 petrdleo, existentes proximos as
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raizes das plantas dos locais contaminados (MATTA, TAVARES & MAHLER, 2009;
LAMBERT, SOARES & SOUZA, 2012). As raizes criam condigcbes mais favoraveis
para a presenca desses microorganismos, pois elas aumentam a aeracédo no solo,
assim como producéo e fornecimento de exsudatos — substancias que saem das
raizes, como acucares, aminodcidos, acidos organicos, entre outros compostos
(MATTA, TAVARES & MAHLER, 2009; LAMBERT, SOARES & SOUZA, 2012).
Esses microorganismos passam entdo a consumir e digerir oS compostos organicos
presentes no meio para a sua nutricdo e producdo de energia, reduzindo assim o
grau de toxidade do contaminante, gerando outros subprodutos, como &lcoois,
acidos, diéxido de carbono e agua, assim possibilitando a sua absorcéo pelas
plantas (MATTA, TAVARES & MAHLER, 2009).

Matta, Tavares & Mahler (2009) apresentaram, em seu livro intitulado
Fitorremediacdo — 0 uso de plantas na melhoria da qualidade ambiente, que outra
espécie de taboa, Typha latifolia, realiza o ultimo mecanismo descrito, a
rizodegracdo, em solos contaminados com compostos organicos, como TPHs e
HPAs. Isso pode também estar ocorrendo no local e com a espécie estudada.
Porém, estudos de analise da microbiota do solo do local sdo necesséarios para
confirmar esta hipétese. A espécie T. domingensis pode estar realizando esse tipo
de fitorremediacdo, com um mutualismo junto aos microorganismos, onde a planta
absorve os subprodutos, produzidos pelos microorganismo, para seu crescimento, ja
gue no local estudado a planta apresentou maior crescimento em solo com maior
concentracdo de petréleo do que em solo com menor concentracdo. Porém, um

estudo complementar precisa ser realizado.

No estudo de Bardelli-da-Silva (2014), apés doze anos da contaminacéo, T.
domingensis teve uma frequéncia de 70% na area, mostrando que além do possivel
mutualismo com uma microbiota, a espécie pode apresentar um maior crescimento
nesse local pela auséncia de competidores interespecificos que utilizem os
compostos provindos do contaminante como recurso. No entanto, estudos com
outras especies, similares ao aqui realizado com T. domingensis, SA0 necessarios

para averiguar se de fato ndo ocorre essa competicao.
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6 CONSIDERACOES FINAIS
Com esse estudo conclui-se que:

v" Anatomicamente ndo foram observadas diferengas nas folhas e raizes
de Typha domingensis sob efeito de petréleo.

v A espécie Typha domingensis tolera ambientes contaminados por
petréleo ou se beneficia desse contaminante dado o maior crescimento
das suas folhas nesses locais do que em locais de menor
concentracao.

v E possivel que a espécie de taboa estudada, T. domingensis, realize o
mecanismo de fitoestimulacao, e assim estar aproveitando subprodutos

da degradacédo do petréleo para o0 seu crescimento.
6.1 RECOMENDAC@ES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar os microorganismos em locais com maior contaminacao e avaliar se
a planta absorve os subprodutos da degracdo do petr6leo promovendo o maior

crescimento da espécie.

Ampliar o estudo com um maior nUmero de espécies na area, para analisar

outras estratégias adaptativas a contaminacao por petréleo.

Avaliar experimentalmente, com a marcacdo do petrdleo em condicGes

controladas, a absorcéo do poluente pelas espécies presentes na area.
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APENDICE A - TABELA COM OS DADOS DO NUMERO DE FOLHAS E
COMPRIMENTO DAS CINCO MAIORES DE LOCAL COM MENOR
CONCENTRACAO DE TPH

MENOR CONCENTRAGAO DE TPH

COMPRIMENTO DAS 5 MAIORES (cm)

Individuo N° DE FOLHAS
1 2 3 4 5
1 14 folhas 228 236 237 240 221
2 15 folhas 221 229,5 189 221,4  230,5
3 12 folhas 203,2 2277 221,3 1927 216
4 16 folhas 215,7 2177 202 2145 2225
5 16 folhas 193,7 208 182,7 200,2 2095
6 11 folhas 188 204 204,2  180,4 184
7 14 folhas 2117 2257 2145 2055 219,9
8 14 folhas 2275 2155 2245 207 221
9 13 folhas 225 2195 1972 2164 206,7
10 12 folhas 194 213,2 2066 2115 2015
11 12 folhas 220 228 2224 231 220
12 9 folhas 195 187 2025 1797 187
13 11 folhas 2119 2206 2195 217,3 206,8
14 11 folhas 202,7 220,2 216,6 183,8 2146
15 8 folhas 206 181 188,4 219,3 19972
16 11 folhas 187 198,4 2106 2045 2028
17 15 folhas 195 197,7 202 2076  186,9
18 12 folhas 2219 2084 2217 2041 2025
19 12 folhas 208 224 221 191 204,5
20 15 folhas 205 190 199,5 207 188




APENDICE B — TABELA COM OS DADOS DO NUMERO DE FOLHAS E
COMPRIMENTO DAS CINCO MAIORES DE LOCAL COM MAIOR
CONCENTRACAO DE TPH

MAIOR CONCENTRAGAO DE TPH

COMPRIMENTO DAS 5 MAIORES (cm)

Individuo N° DE FOLHAS
1 2 3 4 5
1 15 folhas 208,7 212 1985 1904 1715
2 14 folhas 206,4 1918 179 162,2 1485
3 12 folhas 200 187 167,4 148 156
4 11 folhas 199,5 191 179 159 150
S 15 folhas 2245 2315 212 207,5 193
6 10 folhas 228 2395 253,8 2132 2506
7 11 folhas 248 254,6  263,3 250 238
8 14 folhas 190,7 248,7 2245 241 240,5
9 9 folhas 223 209,2 1922 1935 2191
10 16 folhas 237 2472 248 238 198,5
11 12 folhas 229 2429 2644 264 266,5
12 14 folhas 2545 2471 251 2595  250,6
13 15 folhas 214 230,5 238 2375 2192
14 12 folhas 223 247 2334 2095 22472
15 9 folhas 221 199 2443 253 223,5
16 15 folhas 2379 2505 2544 2414 2145
17 15 folhas 262,1 259 2532 2565 2435
18 12 folhas 2577 2185 234 254 241,9
19 15 folhas 2455 2277 244 229 238,7
20 15 folhas 1939 2055 222 230 216




