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The Evolution and Interdisciplinarity in the Research on Phytoremediation
of Organic Pollutants: The Case of TNT

Abstract: Phytoremediation is defined as a set of technologies that employ plants and their associated
microorganisms to reduce the concentrations or toxic effects of contaminants present in the
environment. The phytoremediation of organic pollutants in large scale requires a transversal approach
of the knowledge about the plant/pollutant/soil interaction comprising the routes of metabolization,
phytotoxicity of the pollutant on the phytoremediation species and the search for greater efficiency of
the process. Research on TNT (2,4,6-trinitrotoluene) is an example of the evolution in phytoremediation
of organic contaminants. The limitations to the application and commercialization of phytoremediation
are being overcome through the evolution of research and knowledge integration in different areas.
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Resumo

A fitorremediagdo é definida como um conjunto de tecnologias que empregam plantas e seus
microrganismos associados para a reduc¢do das concentragdes ou dos efeitos toxicos de contaminantes
presentes no ambiente. A implantagdo da fitorremediacdo de poluentes organicos, em larga escala,
necessita de uma abordagem transversal do conhecimento sobre a interagdo planta/poluente/solo
compreendendo as rotas de metabolizagao, fitotoxicidade do poluente sobre a espécie fitorremediadora
e a busca por maior eficiéncia do processo. As pesquisas com TNT (2,4,6-trinitrotolueno) sdo um exemplo
da evolugao na fitorremediagdao de contaminantes organicos. As limitagOes a aplicagcdo e comercializagdo
da fitorremediagdo estdo sendo superadas por meio da evolugdo nas pesquisas e integra¢do do
conhecimento em diferentes dareas.
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1. Introdugao

Nas Ultimas décadas houve uma expansao das
atividades agricolas, industriais e de mineragao.
Essas atividades sdo responsdveis pela geracdo
de diversos tipos de residuos e subprodutos que
resultam em um acréscimo consideravel dos niveis
de poluentes no ambiente. Com relacdo a poluicao
do solo, o problema veio a tona principalmente
apo6s a década de 70, com uma série de incidentes
de repercussdo mundial que causaram graves
consequéncias. Como exemplo de acidentes
ambientais recentes destacam-se o caso da usina
de Fukushima e o rompimento das barragens de
rejeitos em Mariana e Brumadinho no estado de
Minas Gerais.'?

A contaminacdo do solo é definida como uma
degradacao ocasionada por substancias quimicas

que afetam a saude humana, o meio ambiente
e reduzem a capacidade de atuacdo do solo em
relacdo ao ecossistema e a produtividade. Esta
contaminacdo pode ser local, como em areas de
atividades industriais, descartes inadequados
de residuos, mineracdo, atividades militares
e acidentes ambientais; ou pode ser difusa,
quando o contaminante se dispersa no meio
dificultando a determinacdo da sua origem e,
consequentemente, das formas de remediac¢do.?
Estimativas apontam que 25 % dos solos
globais estdo altamente degradados e 44 %
moderadamente degradados.® No Brasil, de acordo
com levantamentos realizados pela Companhia
Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB), no
estado de S3o Paulo houve um aumento crescente no
numero de dreas contaminadas, onde os principais
grupos de contaminantes sdo poluentes organicos
(combustiveis seguidos por solventes aromaticos).*
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Os principais contaminantes do solo incluem

metais pesados, contaminantes organicos e
radionucleotideos. Os  poluentes  organicos
dificilmente  sdo  degradados, apresentam

mobilidade no meio ambiente e sdo prejudiciais a
saude dos seres vivos.®

O elevado custo das técnicas convencionais para o
tratamento do solo contaminado é o maior problema
para a sua recuperagao. A Unidao Europeia estima
um custo total de 119 bilhdes (€) para a remediagdo
dos solos contaminados em seu territério.? Neste
contexto, a fitorremediacdo é considerada uma
alternativa econdmica e ambientalmente aceitavel
para recuperacdo de locais contaminados, porém
esta técnica ainda apresenta algumas limitacGes que
dificultam sua ampla utiliza¢3o.

Os estudos sobre fitorremediacdo, em sua
maioria, abrangem técnicas para remediacdo de
metais pesados no meio aquatico, sendo baixa a
guantidade de publicagdes sobre a fitorremediagdo
de solos contaminados com poluentes organicos.

Sendo assim, o presente artigo destaca o
segmento das pesquisas em fitorremediacdo de
poluentes organicos e, para demonstrar a evolucdo
e interdisciplinaridade dos trabalhos neste campo,
foi apresentado de forma sucinta, os mais de 30
anos de estudos sobre a fitorremediagdo de solos
contaminados com o 2,4,6-trinitrotolueno (TNT),
responsavel por grandes areas de contaminacdo
e um dos poluentes organicos que melhor retrata
0s impactos que as pesquisas podem gerar na
eficiéncia e aplicabilidade dos processos de
fitorremediacdo.

2. Delineamento do Estudo

Essarevisdobaseou-se napesquisabibliografica
em bases de periddicos internacionais (Web of

Science, Scopus, Science Direct e SciFinder) e
nacionais (Scientific Electronic Library Online Brasil
— SciELO e Portal Capes) entre novembro/2018
e abril/2019, utilizando os descritores em
lingua portuguesa e inglesa: ‘fitorremediagao’,
‘degradacdo TNT’, ‘fitorremediagdo de explosivos’
e ‘metaboliza¢do de poluentes organicos’.

3. Fitorremediagao de Poluentes Organicos

A fitorremediacdo pode ser definida como um
conjunto de tecnologias que empregam plantas e
seus microrganismos associados para a redugao
das concentragées ou dos efeitos téxicos de
contaminantes presentes no ambiente.”® Este
processo pode ser realizado por plantas naturais
ou plantas modificadas geneticamente, a fim de
se obter melhores resultados.

Os poluentes organicos podem ser classificados
em: solventes (tricloreteno);  explosivos
(trinitrotolueno, ciclotrimetilenotrinitroamina);
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(naftaleno, pireno — PAHs); produtos derivados de
petréleo (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno —
BTEX); bifenilas policloradas (PCBs); agroquimicos
(atrazina, aldrin, pentaclorofenol, dentre outros)
e produtos farmacéuticos. Devido a toxicidade,
persisténcia, bioacumulacdo e facil transporte,
alguns desses poluentes estdo incluidos nas listas
de Poluentes Organicos Persistentes (POPs) ou de
Contaminantes Emergentes (CEs).»®

Assim como as plantas absorvem 3agua e
nutrientes, algumas espécies sdo capazes de
retirar substancias toxicas do meio por intermédio
de diferentes mecanismos de fitorremediacéo:
fitoextragao, fitofiltracao, fitovolatilizagao,
fitoestabilizacdo, fitodegradacdo, rizodegradacgao
e fitodessalinizagdo (Tabela 1).’

Tabelal.Principaisdistingdes entres os mecanismosdefitorremediacdo

Mecanismo

Descrigao

Fitoextragao
Fitofiltracdo
Fitovolatizagao
Fitoestabilizagdao

Extragdo, transporte das raizes para outras partes da planta e armazenamento
Extracdo e acimulo do poluente nas raizes
Volatilizagdo e liberagao do contaminante na atmosfera, na forma original ou biotransformada
Limitagdo da mobilidade do contaminante no meio por métodos fisicos (reduzindo erosdo ou

lixiviacdo) ou quimicos (oxidagdo/reducdo, precipitagdo)

Fitodegradagdo/
Fitotransformacgdo
Rizodegradagao
Fitodessalinizagao

Biotransformag¢do do contaminante em substancias com menor toxicidade a planta, degradagdo

ou imobilizagdo

Microrganismos rizosféricos associados ou beneficiados pela planta degradam o contaminante
Remocgado dos sais por plantas haléfitas

Fonte: Adaptado de Ali et al. (2013)7; Gomes et al. (2016)* e Silva et al. (2019)*2
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As plantas fitorremediadoras apresentam,
enzimas responsaveis pela metabolizagdo dos
poluentes organicos, originadas pelo sistema
natural de defesa da espécie, e para realizarem
a fitorremediacdo utilizam principalmente os
mecanismos de fitovolatilizacdo, rizodegradagdo
(interacdo planta-microrganismo) e fitodegradacdo.?

4. A Evolugao nas Pesquisas

Oiniciodaspesquisasacercadefitorremediagdo
do solo limitava-se a busca por plantas capazes de
extrair os poluentes do solo, onde era analisada
a variacdo da concentracao do poluente no meio
em um determinado periodo.

Acapacidadedasplantasdedegradarxenobidticos
organicos comecou a ser estudada na década de 40,
quando constatou-se a biotransformacao de alguns
pesticidas. Desde entdo, o desenvolvimento nas
areas de genOmica, protedmica e metabolomica
potencializou a compreensao da metaboliza¢cdo de
muitos compostos xenobidticos. %3

A metabolizacdo do poluente pela planta é
dividida em trés fases: transformacgdo (Fase |);
conjugacdo (Fase Il) e sequestro (Fase Ill). Na fase
| podem ocorrer reagdes de oxidacao, redugao ou
hidrdlise do poluente, que possibilitam a formacao
de produtos com menor toxicidade e mais
reativos. A fase Il visa obter substancias com maior
polaridade, hidrossolubilidade e mobilidade,
para isso ocorrem reacdes de conjugacdo com
glutationa, aminodcidos, agUcares, dentre outros.
Na fase Il ocorre o sequestro ou armazenamento
dos conjugados nas organelas, como vacuolos ou
parede celular (Figura 1).14

A pesquisa e aplicacdo da fitorremediacdo deve
considerar trés aspectos relevantes: 1) toxicidade
dos produtos formados, 2) eficiéncia do processo
e 3) fitotoxicidade do poluente. O primeiro
ponto refere-se a toxicidade dos produtos de

degradacao do poluente, a qual necessita da
identificacdo dos produtos de metabolizacdo e
o conhecimento acerca de sua toxicidade, onde
espera-se uma diminuicdao. O segundo ponto a
ser considerado estd relacionado a necessidade
de maior eficiéncia no processo, onde as plantas
possam remediar maiores concentra¢cdes de
poluentes em menor tempo. O terceiro ponto diz
respeito ao conhecimento sobre a fitotoxicidade
do poluente em relac¢do as plantas.

Neste contexto, a fitorremediacdao de solos
contaminados com 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) é
um exemplo da evolucgao e interdisciplinaridade
das pesquisas em fitorremediacao de poluentes
organicos.

4.1 Fitodegradacao do TNT

O explosivo 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) é
um poluente organico altamente persistente e
prejudicial a saide humana. Solos contaminados
com TNT sdao encontrados, principalmente, em
locais de produgdo, estocagem de municao e
areas militares.’ Estimativas apontam a existéncia
de 10 milhdes de hectares contaminados por TNT
nos Estados Unidos.®

As pesquisas para a determinacdo da rota de
metabolizacdo, advinda da fitodegradacdo do TNT,
tiveram inicio em 1986 com os estudos de Palazzo e
Legget!’ onde, apds processos de extragdo da planta
Cyperus esculentus L. e analises cromatograficas
identificou-se o 4-amino-2,6-dinitrotolueno (4-
ADNT) e o 2-amino-4,6-dinitrotolueno (2-ADNT),
oriundos da reduc¢do do TNT, que correspondem a
fase | do processo de metabolizacao.

Em 1999, Bhadra et al.*® utilizaram marcacédo
isotopica [**C-TNT] com a espécie Catharanthus
roseus, resultando no isolamento de estruturas de
4-ADNT e 2-ADNT conjugadas, que posteriormente
foram identificadas como glicosideos dessas
estruturas.

Figura 1. Fases da metabolizacdo de poluentes em plantas

Rev. Virtual Quim. |Vol 12| |No. 3| |659-667|



Holzbach, J. C. et al.

Wang et al. (2003),* utilizando [*“C-TNT],
métodos cromatograficos e espectrométricos
conseguiram isolar e elucidar as estruturas dos
2-hidroxiamina-4,6-dinitrotolueno (2-HADNT) e
4-hidroxiamina-2,6-dinitrotolueno  (4-HADNT).
Com os resultados obtidos foi possivel determinar
que a etapa inicial da reducdao do TNT envolve a
formacdo dos intermediarios (2 e 4-HADNT), que
sao novamente reduzidos para a formacao das
aminas (2 e 4-ADNT), que entdo sofrem as reagoes
de glicosilacao.

Em 2005, pesquisas envolvendo cultura
de células facilitaram a descoberta de novos
produtos de degradacao do TNT. A cultura de
células diminuiu a complexidade das amostras,
que ao serem analisadas por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE) evidenciaram
a presenca de outros metabdlitos além do TNT
e 2 e 4-ADNT e dos glicosidios ja isolados. Apds
andlises de Ressondncia Magnética Nuclear
(RMN) de 3C e espectrometria de massas (EM) foi
possivel elucidar as estruturas dos 2 e 4-HADNT
mono e diglicosilados (2-HADNT-glc e 4-HADNT-
glc). Aumentando assim, o numero de substancias
presentes na fase de conjugacdo do poluente.?®

Adamia e colaboradores (2006)?* realizaram
analises de distribuicdo dos produtos de [**C-TNT]
em 8 plantas e constataram que parte dos
produtos de degradacdao do TNT localizavam-
se nas estruturas de membrana envolvidas no
transporte de coenzimas nicotinamidas; nas folhas
e caules houve incorporagdo em biopolimeros.
Andlises de autorradiografia apontam que
a fitodegradacdo ocorre principalmente nas
raizes.?” Neste estudo também foi relatado que as
enzimas nitrorredutases (NTRs) sdo as principais
enzimas envolvidas na reduc¢dao do TNT. Com isso,
pode-se confirmar a terceira fase do processo de
fitodegradac¢do, chamada de sequestro.

No ano de 2008, foi publicado um estudo
com a espécie Arabidopsis thaliana, no qual por
meio de andlises de CLAE-EM-EM constatou-
se a existéncia de outros glicosidios além dos
ja relatados. Outro dado importante revelado
neste artigo foi o isolamento de uma série de
uridina difosfato glicosiltransferases (UDP-GTs),
responsdveis pelas reacGes de conjuga¢do na
fitodegradagdo do TNT.%®

Em 2009, descobriu-se uma rota diferente
de metabolizacdo do TNT, pois ao submeterem
a espécie Arabidopsis a solos contaminados
notou-se uma elevacao na expressao de enzimas

oxofitodienoato redutase (OPRs), que sdo enzimas
capazes de reduzir os compostos nitro por meio de
dois ataques nucleofilicos e posterior reacdo com
HADNT, resultando na formacao das diarilaminas.
Esses compostos foram isolados tanto em planta
guanto em bactérias, sendo que nas bactérias ha
maior concentragdo.?

Em 2014, Gunning e colaboradores*
demonstraram o envolvimento das enzimas
glutationa transferases (GSTs) na fitodegradagao
do TNT. Também foi possivel isolar e identificar
trés produtos da reacdo entre o TNT e a glutationa
(2-HADNT GSH, 4-HADNT GSH e 2-GSH DNT), que
se enquadram na etapa de conjugacao do TNT.

Ao conseguir identificar alguns intermediarios
e as enzimas responsdveis por cada etapa da
fitodegradacdo foi possivel estabelecer as rotas
de degradacdo do TNT nas plantas (Figura 2).

Com a rota de metabolizacdo estabelecida, a
determinacdao dos genes e enzimas envolvidos
no processo de metabolizacdo, tornou-se viavel
0 aumento da capacidade fitorremediadora
mediante a utilizacdo de plantas geneticamente
modificadas.

4.2 Plantas transgénicas fitorremediadoras
do TNT

A elucidacdo da rota de metabolizagdo do TNT
nas plantas forneceu as informacdes necessarias
para o aumento na eficiéncia da fitorremediacdo
utilizando plantas geneticamente modificadas.
Para isso, induziu-se o aumento da producdo
das enzimas envolvidas na fitodegradacdo
ou introduziu-se enzimas oriundas de
microrganismos, capazes de degradar o TNT, em
diferentes espécies de vegetais.>%°

Em 1999, French et al.?® relatou que plantas
de Nicotiana geneticamente modificadas, nas
quais foi introduzida a enzima bacteriana PETN,
foram capazes de germinar e se desenvolver
em solugdes de 0,05 mmol de TNT, enquanto as
espécies controle (sem modificacdo genética)
foram inibidas nas mesmas condicdes.

Em 2001, Hannink et al? expressaram
nitroredutases (NTRs), oriundas de bactérias
Enterobacter cloacae, em espécies de Nicotiana
tabacum e observaram a remogao de 50 % do TNT
presente no meio em 6 horas e 100 % em 72 horas,
enquanto que as espécies controle removeram
quantidades consideradas negligencidveis de TNT
do meio.
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Figura 2. Rota de metabolizacdo do TNT por fitorremediacdo. Adaptado de Rylott & Bruce (2009)%.

Van Dillewijn et al. (2008)?° demonstrou que
espécies de Populus transgénicas toleravam niveis
de 57 mg TNT/L em meio hidrop6nico e mais
de 1000 mg TNT/ kg de solo, enquanto plantas
controle ndo se desenvolveram em 11 mg TNT/L
e 500 mg TNT/kg de solo.

A fim de compreender a fitotoxicidade do TNT
nas plantas Johnston et al. (2015)*° descobriram
gue a enzima monodehidroascorbato redutase
6 (MDHAR6) é a catalisadora do processo de
reducdo do TNT na mitocondria, produzindo
radicais que reagem com o oxigénio, resultando
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na geracdo de superoxido (causadores de danos
celulares). Observou-se que durante o processo ha
consumo de NADH, aumento nas concentracdes
de superdxido e que a concentracdo de TNT
era constante, caracterizando um processo
ciclico capaz de inibir a germinacdo e/ou o
desenvolvimento vegetal. Com isso, espécies
vegetais deficientes ou, nas quais a enzima
MDHAR6 seja suprimida, sdo promissoras na
fitorremediacdo do TNT.

Ainda em 2015, Das et al.3! demonstrou que
modificacbes nas praticas agronOGmicas, como
a aplicacdao de ureia no solo, podem facilitar a
remocao e biotransformacdo do TNT.

Atualmente as pesquisas visam  as
modificacbes genéticas, baseada nas pesquisas
relatadas, de espécies de gramineas encontradas
em areas contaminadas e que, portanto, possuem
os atributos necessarios para a implantacdo da
fitorremediacdo em campo.3?

5. Interdisciplinaridade nas Pesquisas
em Fitorremediacgao

O conhecimento sobre a interacdo entre
planta, poluente e solo é essencial para a eficiéncia
e empregabilidade da fitorremediac¢&o.3® Estudos
sobre esta interacdo necessitam da integracao
do conhecimento, principalmente, em quimica,
biologia e agronomia, conforme ilustrado na
figura 3.

Com base na interdisciplinaridade da area, a
busca pelo aprimoramento da fitorremediacdo
necessita de estudos envolvendo, por exemplo:

e selecdo de microrganismos e espécies

vegetais fitorremediadores;

e propriedades fisico-quimicas dos poluentes;

e quantificacdo dos niveis de poluentes no

meio e da capacidade fitorremediadora das
espécies vegetais;

e sintese de  substancias marcadas
isotopicamente;
e identificacdo das substancias geradas

e enzimas envolvidas no processo de
fitodegradacao;

¢ determinagao da sequéncia de
biotransfromacdes do poluente;

e avaliacdo da toxicidade dos produtos de
degradacao gerados;

e modificaces genéticas em espécies
vegetais;

e clonagem de espécies vegetais;

e propriedades fisico-quimicas e

microbioldgicas dos solos;

e adaptacao, desenvolvimento e produgao
de biomassa da espécie fitorremediadora
no meio;

e modificacbes de praticas
visando a fitorremediagao;

e determinacdo da taxa de translocacdo e
local de acumulo do poluente no vegetal.

As contribuicbes que cada drea de

conhecimento agrega para a compreensdo
da rota de metabolizacdo do poluente, do

agronomicas

Figura 3. A interdisciplinaridade das pesquisas em fitorremediacao
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aumento na capacidade fitorremediadora e da
tolerancia da espécie vegetal as concentracGes
do contaminante no meio, sao essenciais para a
aplica¢do desta técnica em larga escala.

6. Conclusao

Afim de potencializar a aplicabilidade
da fitorremediacdo, é necessario ampliar o
conhecimento sobre as interagBes planta/
poluente/solo e compreender os mecanismos de
fitodegradagao envolvidos.

Utilizando o exemplo do TNT, pode-
se notar que uma abordagem transversal
do conhecimento possibilita o aumento da
eficiéncia da fitorremediacdo, juntamente
com a reducdo dos efeitos deletérios que o
poluente causa no desenvolvimento vegetal.
Atualmente as pesquisas estdo focadas nas
modificacGes genéticas de espécies adaptadas
as condicdes bidticas, o que possibilitard, em
breve, as primeiras aplicacdes em campo para a
fitorremediagdo do TNT.

A fitorremediagdo é uma técnica que se
enquadra nas tendéncias atuais de integracdo
do conhecimento cientifico e que apresenta
perspectivas positivas para a aplicacdo e
comercializacao.
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