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LISTA DE ABREVIACOES, SIGLAS E SIMBOLOS

—Ala = beta alanina

v-Glu-Cys = gama-glutamilcisteina
As = arsénio

Cd = cadmio

CH;COONa = acetato de sodio
CH;COONH, = acetato de amonio
CH;COOH = acido acético

Co = cobalto
CTC = capacidade de troca catidnica
Cu = cobre

Cys = cisteina

DHA = desidroascorbato

DTPA = acido dietileno triamino pentaacético

DTT = ditiotreitol

EDTA = acido etileno diamino tetraacético

EDDS = 4cido etileno diamino disuccinato

F1 = extragcdo com dgua = fracdo soluvel em agua

F2 = extraido com NaNO; — extraido com agua = corresponde aos metais
ligados eletrostaticamente a superficie do residuo.

F3 = extraido com DTPA - extraido com NaNO; = fragdo associada
predominantemente a superficie de 6xidos de Fe e compostos organicos mais
estaveis pela formacdo de complexos de esfera interna.

F4 = extraido com acido acético — extraido com NaNQO; = fracdo associada
predominantemente a precipitados de carbonatos.

F5 = total — X das fra¢des (F1; F2; F3 e F4) = fragdo associada a compostos de
Fe com alto grau de cristalinidade (Fracdo residual).

HNO; = acido nitrico

H,0, = perédxido de hidrogénio

KH,PO, = fosfato de potassio

Gly = glicina

GSH = glutationa reduzida

Hg = merctrio

Mg(NO); = nitrato de magnésio

Mn = manganés

Ni = niquel

O, = oxigénio molecular

OH’" = radical hidroxila

Pb = chumbo

Se = selénio

Tris = Tris (hidroximetil)-aminometano

VAZ = violaxantina, anteraxantina, zeaxantina

Zn = zinco



RESUMO GERAL

SANTOS, Fabiana Soares dos. Remediacdo da contaminacio com metais pesados
provenientes da disposicio de residuos perigosos da producio de zinco.
Seropédica: UFRRIJ, 2005. 84 p. (Tese, Doutorado em Agronomia, Ciéncia do
Solo).

Este trabalho teve por objetivo avaliar técnicas alternativas de remediagdo para
recuperagdo de areas onde foram dispostos, de forma inadequada, residuos perigosos
contaminados com metais pesados provenientes da extracdo de zinco da calamina, bem
como o estudo fisioldgico de plantas tolerantes ao Zn e Cd. Foi realizado, inicialmente,
um experimento em solucdo nutritiva para selecionar plantas tolerantes ao Zn e Cd,
sendo cinco espécies de gramineas e cinco de leguminosas. Essas plantas foram
cultivadas em solucdo nutritiva contendo doses crescentes de Zn e Cd. Apds selecio das
plantas, foi conduzido um experimento de contengdo quimica de Zn e Cd presentes no
residuo INGA, avaliando o potencial de inertizagio pelo uso de um residuo alcalino
(silicato de célcio) e residuo organico (lodo do biodigestor de uma cervejaria), onde
foram cultivadas as espécies Brachiaria humidicola e B. decumbens para avaliar o
potencial de tolerancia e a capacidade de extragao de Zn e Cd presentes no residuo
INGA. Para comparar o potencial da fitoextracio natural pela hiperacumuladora de Zn e
Cd Thlaspi caerulescens e da fitoextracao induzida por agentes quelantes, como EDTA
e EDDS na concentragio de 10 mmol L™, pela B. decumbens, essas plantas foram
desenvolvidas em potes contendo solos com altas doses naturais de Cd, Zn ¢ Pb. Um
experimento em solu¢do nutritiva contaminada com 50 e 100 uM de Cd; 500 e
2000 uM de Zn também foi conduzido visando avaliar a indug¢do de resposta
antioxidante de defesa pela B. decumbens pela contaminagao com esses metais. Apos a
colheita, essas plantas foram congeladas em N liquido e liofilizadas, sendo as analises
feitas em HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia). A adicdo de produtos de
reacdo alcalina e residuo organico promoveu maior eficiéncia na redugdo da
biodisponibilidade de metais pesados, passando-os para formas quimicas de menor
disponibilidade como formacao de complexos de esfera interna e precipitacdo na forma
de carbonatos. A B. decumbens foi a espécie vegetal mais promissora, € respondeu
significativamente a adi¢do dos inertizantes, com maior producdo de matéria seca e
absor¢ao de metais pesados. Apesar da reducdo na solubilidade de metais pesados,
nenhum tratamento mudou a classificagio do residuo INGA quanto a sua
periculosidade, permanecendo na Classe I — perigoso. Essas técnicas sdo alternativas
promissoras para a revegetacdo e minimiza¢ao dos impactos ambientais provocados por
esse residuo na regido. O EDDS foi mais efetivo que o EDTA na absor¢do e
translocagdo de metais pesados nas plantas, e sua aplicagdio aumentou
significativamente a concentracdo de Zn e Cd na parte aérea das plantas. No entanto, a
T. caerulescens foi mais eficiente que a B. decumbens na fitoextracdo de Cd, Zn e Pb
nos solos. A B. decumbens também respondeu a contaminacao por Zn e Cd induzindo a
formagdo de fitoquelatinas e compostos antioxidantes como ascorbato e carotendides,
sendo o Cd o maior indutor de fitoquelatinas nessas plantas. A contaminagdao com Cd e
Zn reduziu a producdo de clorofila, no entanto, somente nos tratamentos severos, como
Cd 100 uM, que os sistemas fotoprotetores sofreram uma rapida reducao.

Palavras chave: Fitorremediacdo, fitoquelatinas, residuos industriais, estresse
oxidativo.



GENERAL ABSTRACT

SANTOS, Fabiana Soares dos. Remediation of heavy metals contamination from
disposition of dangerous residues of a Zn industrial unit. Seropédica:
UFRRYJ, 2005. 84p. (Thesis, Doctor in Agronomy, Soil Science).

The objective of this work was to evaluate alternative techniques of remediation to
recuperate areas with a dangerous residue contaminated with heavy metals, as well as
the physiological study of tolerant plants to Zn and Cd. It was carried out, initially, an
experiment in nutrient solution to select plants tolerante to Zn and Cd, with five grasses
and five leguminous. These plants were cultivated in nutrient solution contaminated
with Zn and Cd. After selection of plants, it was carried out an experiment to evaluate
the inertization potential of Ingé residue by using an alkaline residue (calcium silicate)
and an organic residue (brewery sewage sludge), where Brachiaria humidicola and B.
decumbens has been cultivated to assess the potential of tolerance and extraction of Zn
and Cd in the INGA residue. To compare the potential of natural phytoextraction using
the Zn and Cd hyperaccumulator Thlaspi caerulescens and the chemically enhanced
phytoextraction using EDTA and EDDS 10 mmol L™ with Brachiaria decumbens, these
plants were cultivated in vases with soils of a calamine mine contaminated with Cd, Zn
and Pb. An experiment in nutritional solution contaminated with 50 and 100 uM Cd,
and 500 and 2000 uM Zn was also carried out to evaluate the antioxidative defense in B.
decumbens for the heavy metal contamination. After harvest, the plants were frozen in
liquid N, lyophilized and analysed by HPLC. The addition of alkaline and organic
residues provoked an accentuated reduction in the Zn and Cd bioavailability, by
forming sphere complexes and precipitate in the carbonate form. B. decumbens
presented the greatest capacity of Zn and Cd extraction in the Ingé residue. Although
the reduction of the heavy metals solubility, any treatment change the classification of
the Inga residue, staying in the Class I- dangerous. This study demonstrated the
promising potential of this technique to revegetation and reduction of the environment
impact provoked by the residue in the area studied. EDDS was more effective than
EDTA in increasing the absorption and uptake of Cd, Zn and Pb by the B. decumbens.
However, T. caerulescens was far more efficient than B. decumbens in phytoextracting
Cd, Zn and Pb from soils. B. decumbens increased the defense of antioxidative systems,
inducing the production of phytochelatins, ascorbate and carotheno. Cd was the most
effective activator of phytochelatins. The contamination of Cd and Zn reduced the
photosynthetic activity, but only in treatment Cd 100 uM, the photoprotective systems
had a rapid reduction.

Key words: Phytoremediation, phytochelatins, industrial residues, oxidative stress.



1. INTRODUCAO GERAL

A polui¢do do solo por metais pesados provocada por atividades industriais tem
levado a situacdes de riscos ao ambiente envolvido. Esses impactos negativos afetam
ndo somente a qualidade do solo, mas também diversos outros pardmetros ambientais.

Nos ultimos anos, a prevengdo da polui¢do e limpeza de areas contaminadas
tornou-se uma prioridade ambiental, existindo atualmente uma grande demanda
comercial ¢ ambiental para a remediagdo de areas com poluentes, tais como 0s metais
pesados, para prevenir sua descarga nos cursos de agua e sua entrada na cadeia
alimentar.

A Cia Mercantil e Industrial INGA, localizada no municipio de Itaguai—RJ, era
uma usina produtora de metal primario zinco, que teve sua atividade operacional
iniciada em julho de 1965 e foi fechada recentemente, em funcdo de seu passivo
ambiental estimado em 2 milhdes de m® de residuo contaminado com metais pesados,
provenientes do processamento da mineracao, redugdo e refino do metal.

A extragdo de Zn a partir do minério calamina (teor de Zn entre 20 ¢ 25% e 30%
de silica) era feita pelo processo Via Umida ou Hidrometalurgia, onde o seu principio
fundamental era produzir um composto soluvel, lixiviavel, separar da lixivia as
impurezas, obtendo uma solugdo purificada para fazer a eletrélise. Os produtos obtidos
eram o zinco puro e o acido sulfurico, que era reutilizado como solvente.

No processo de extracdo do metal, era produzido um residuo s6lido que contém
impurezas contidas no minério e obtidas no processo de extracdo do zinco, como o0s
metais pesados Cd, Pb, Mn, Ni, Co, As, Zn, entre outros. Esse residuo foi disposto em
areas de rejeito da industria, sem condi¢des apropriadas de armazenamento, o que
aumentam os riscos de contaminacao do meio ambiente.

A melhoria das condi¢des quimicas do residuo de forma a reduzir a solubilidade
de metais pesados e o estabelecimento de espécies vegetais para fitorremediacdo ¢ de
fundamental importancia para a recuperacao das areas impactadas na regido circunscrita
a industria INGA.

A fitoextragdo de metais pesados € uma tecnologia desenvolvida com o objetivo
de extrair metais pesados do solo e tem sido muito estudada nas tltimas décadas, por ser
uma tecnologia limpa e barata (McGrath, 1998). No entanto, a maioria das plantas
hiperacumuladoras ja identificadas possuem desenvolvimento lento e baixa producgdo de
biomassa, sendo necessarios muitas vezes, anos ou décadas para limpar uma area
contaminada (Mulligan et al., 2001).

A fitoextragdo induzida tem sido desenvolvida para minimizar esses problemas.
A fitoextracdo pode ser otimizada pela adicdo de compostos quelantes de metais
pesados, como EDTA, EDDS, CDTA, DTPA entre outros, visando aumentar a
solubilidade, absorcao e translocagdo de metais pelas plantas.

As plantas podem apresentar diferentes mecanismos de tolerancia em resposta
ao excesso de metais pesados, e um desses mecanismos esta relacionado com a sintese
de peptideos tiolicos chamados fitoquelatinas, que formam complexos com metais
pesados, especialmente com o Cd, no enxofre livre presente na cisteina.

Diante disso, este trabalho tem como objetivos a selegdo de técnicas alternativas
de remediagao visando a recuperagao de areas de disposi¢ao de residuos perigosos com
metais pesados provenientes da extracdo de zinco da calamina, que seja eficaz e de
baixo custo, bem como o estudo fisiologico de plantas tolerantes ao Zn e Cd.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fontes Antropogénicas de Contaminacio por Metais Pesados

Ao contrario de muitos poluentes organicos, que s3o antrdpicos e
freqlientemente degradados no solo por plantas, microrganismos ou fatores abidticos, os
metais pesados podem ocorrer naturalmente e sdo estdveis no ambiente (Wade et al.,
1993).

Segundo Schalscha (1996), os metais pesados podem estar presentes no solo,
devido a um processo natural ou antrépico. Com relagdo ao processo natural, os metais
pesados podem ser encontrados no solo dependendo do material de origem e dos
processos pedologicos (Malavolta, 1994). Em geral, solos derivados de basalto, granito
e siltito tendem a ter, nesta mesma ordem, a seqiiéncia decrescente no contetido de
metais pesados, com variagdes conforme a localizacao geografica, especificamente para
basalto e siltito, sendo esta tendéncia similar as variagdes do conteudo de oxidos
férricos do solo (Sposito, 1989). Resende et al. (1996), comentam a respeito destas
tendéncias para solos brasileiros.

As fontes antrdpicas sdo as principais responsaveis pela contaminagao
ambiental, principalmente devido ao crescimento populacional e industrial. As
principais fontes de contaminagdo antropicas sdo os fertilizantes, pesticidas, dguas de
irrigacdo contaminadas, combustdo de carvao e oOleo, gases emitidos por veiculos a
combustdo, incineragdo de residuos urbanos e industriais, e industrias de mineragdo,
fundi¢do e refinamento.

A questdo dos residuos solidos é, atualmente, um dos temas centrais para
aqueles que se preocupam com o ambiente, na perspectiva de garantir a existéncia das
geragdes futuras.

Pearson (1995) afirma que a degradagdo de areas ambientais j4 podia ser
observada no Oriente Médio e na india em 2000 a.C. Segundo ele, a alteragdo no solo
era causada pelo sistema de irrigacdo com agua salobra, utilizada na época. As altas
concentragdes de sal na 4gua causavam desertificagdo do solo.

Os problemas de poluicdo e degradacdo ambiental agravaram-se com a formagao
dos centros urbanos e, segundo Leite (1995), com a Revolu¢ao Industrial no final do
século XVIII, a produg¢do de residuos intensificou-se devido a mecanizacdo dos
processos de produgao.

A disposi¢do e o tratamento dados a estes residuos produzidos eram bastante
precarios, assim como a aceleragdo dos processos industriais, principalmente no
século XX, geraram os chamados poluentes ambientais, decorrentes da sua producdo e
ma administracdo que se refletem atualmente nas inumeras areas contaminadas em todo
o mundo (Dias, 2000).

No Brasil, a legislagdo ambiental ndo ¢ bem implementada, e muitas companhias
depositam residuos industriais em locais ndo apropriados e a falta de cuidado pode
ameacar o solo, a 4gua e o ar.

Segundo a Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1987), norma
NBR 10004:2004, os residuos podem ser classificados em:



(I) Residuos Classe I - Perigosos;

(IT) Residuos Classe II - Nao perigosos;

- Residuos Classe II A — N4o inertes;
- Residuos Classe II B — Inertes.

Pertencem a Classel os residuos perigosos que tém caracteristicas de
inflamabilidade, corrosividade, reatividade, toxicidade e patogenicidade, apresentando
riscos a saude publica quando manuseados de forma inadequada. Os residuos de
Classe I A podem ter propriedades como combustibilidade, biodegradabilidade ou
solubilidade em 4gua, enquanto que os da Classe I B sdao aqueles que quando
submetidos a teste de solubilizagdo, conforme ABNT 10006/04, ndo apresentam
nenhum de seus constituintes solubilizados a concentracdes superiores aos padrdes de
potabilidade da agua.

Em funcdo das suas caracteristicas especificas, os residuos exigem cuidados
especiais quanto ao manuseio, acondicionamento, coleta, transporte e destino final
(Amaral Sobrinho, 1993).

Segundo Corréa (1998), o Brasil situa-se entre os cinco maiores paises
produtores de minério do mundo ocidental. Extensas areas tém sido utilizadas para
mineragdo organizada (por exemplo: minérios de ferro, aluminio e fosfatos) e
ndo-organizada (por exemplo: garimpos, extracdo de areia e cascalheiras), resultando,
freqlientemente, em sitios de degradacao e contaminagao.

As denuncias de poluicdo ambiental, ocorridas recentemente no Brasil, sdo
herdadas de uma pratica antiga de irresponsabilidade no destino final do lixo industrial.

O Brasil é carente de informagdes sobre areas contaminadas, no entanto,
segundo dados da ANBio (Associagdo Nacional de Bioseguranga), existem cerca de
20000 sitios contaminados, incluindo residuos domésticos, industriais e hospitalares,
que requerem acdes de remedia¢do. Segundo esses estudos, as atividades industriais que
mais contribuem para a degradacdo ambiental no Brasil sdo empresas de petroleo
(exploracao, refino e comercializagdo), extracao e beneficiamento do minério, produgio
de cimento e artefatos, desdobramento de madeira, industria automotiva e periféricas,
hospitais e estabelecimentos de saude. Esses estudos apontam também que 97% das
cidades brasileiras dispdem seus residuos de forma inadequada, aumentando o nimero
de sitios que requerem acoes de remediacao
(www.anbio.org.br/bio/biodiver art103.htm).

No Estado do Rio de Janeiro, os residuos gerados por atividades industriais vém
aumentando os niveis de metais pesados no solo, rios, e mar da regido. Dados
apresentados pela CPRM (Companhia de Pesquisas de Recursos Minerais) indicam
niveis de chumbo, cadmio, aluminio, arsénio, cobre ¢ zinco, nos rios Paraiba do Sul e
Guandu, acima dos limites tolerados. Além de contaminacdo também relatadas na Baia
de Sepetiba e Baia de Guanabara (Costa, 2001).

A Cia. Industrial ¢ Mercantil INGA, localizada no municipio de Itaguai, Rio de
Janeiro, ¢ considerada a maior poluidora da histéria da Baia de Sepetiba. Essa fabrica
era produtora do metal primario zinco e depositou uma quantidade estimada em
2 milhdes de m’ de residuos altamente contaminados com metais pesados,
principalmente Zn e Cd, a beira da Baia de Sepetiba, contaminando a biota da area,
especialmente crustaceos, peixes e moluscos. A empresa faliu recentemente deixando
pilhas de residuos contaminados com metais pesados as margens da Baia de Sepetiba,
aumentando os riscos de ocorrerem sérios impactos ambientais.

A Figura 1 mostra a area ao redor da INGA, com o residuo contaminando a 4rea
de mangue e a Baia de Sepetiba.



Figura 1. Vista aérea da 4rea de influéncia pela contaminagio do residuo da Cia. INGA.

Na escolha de um método de tratamento ou de disposi¢ao de um residuo
perigoso, ¢ necessario conhecer as caracteristicas do residuo, sua origem, seus
contituintes ¢ a faixa de variagdo desses constituintes. Os processos de tratamento tém
como objetivo submeter o residuo a reagdes fisicas, quimicas ou bioldgicas para fazer
com que 0 mesmo perca sua caracteristica de periculosidade, promovendo uma redugao
de volume ou mudanca de alguma propriedade fisica ou quimica.

2.2 Remediac¢ido de Solos Contaminados por Metais Pesados

O interesse ¢ continuo no estudo de solos poluidos com metais pesados, por
causa do efeito direto na toxicidade a biota e indireto pela ameaga a saude humana com
a contaminag¢do do lencgol freatico e alimentos produzidos. Diversos procedimentos de
descontaminagdo ou de estabilizagdo dos metais no solo sdo conhecidos, sendo que a
escolha de um ou combinacao deles para determinado sitio deve levar em consideragao,
além da dimensdo do impacto provocado pelo contaminante no ecossistema, a
viabilidade econdmica do processo de remediacao (Mulligan et al., 2001).

Todos os programas de remediagdo in situ, seguem ou uma estratégia de
contengdo (estabilizagao) ou de reducdo do contaminante (“limpeza”). No que diz
respeito a contencdo, ndo ha nenhuma reducao efetiva do contaminante presente, mas os
riscos a saude e ao ambiente sdo reduzidos a niveis aceitaveis por uma manipulagao
fisica ou quimica da area. Um exemplo mais recente ¢ o desenvolvimento de métodos
de estabiliza¢do baseados em mudancas na quimica do solo e no crescimento de plantas.
Estratégias de reducdo in situ do contaminante incluem degradacdo microbiana,
lavagem do solo, ventilacdo, aquecimento e eletroosmose. Estratégias de
descontamina¢do baseadas em plantas estdo entre as técnicas mais recentes utilizadas
para a redug¢do de contaminantes in situ (Cunningham & Lee, 1995; Cunningham &
Ow, 1996).

Hé consideravel interesse no desenvolvimento de estratégias de remediagdo in
situ de solos poluidos com metais pesados que sejam eficientes e duraveis. No entanto,
ha uma clara falta de dados experimentais para apoiar os beneficios destas propostas.
Algumas formas de remediacdo in situ tém tido destaque na literatura, como a
remediacdo quimica e a biorremediagao.



2.2.1 Remediacido quimica de solos

Contenc¢ao ou imobiliza¢cdo quimica

A imobilizagdo in situ, consiste em minimizar a migragdo de contaminantes para
a subsuperficie do solo. Essas técnicas sao baseadas na incorporacdo de agentes com
potencial para complexagao e precipitacdo de metais pesados.

A retencdo e a solubilidade de metais pesados no solo sao influenciados por
parametros como pH, concentragdo do ion, CTC, teor de matéria organica e mineralogia
do solo, sendo que os processos envolvidos na estabilizacdo sdo a precipitagao,
complexac¢do, humificacdo e as transformacdes redox (Alloway, 1995).

pH do solo

O pH do solo ¢ um dos mais importantes fatores que afetam a mobilidade e
biodisponibilidade de metais pesados. A solubilidade do metal muda com o pH,
alterando a adsor¢dao e dessorcdo dos metais na fase solida. A hidrolise de ions
metalicos em pH alto tende a aumentar a adsor¢do porque espécies hidrolizadas tém
maior afinidade por superficies ligantes do que ions soliveis. Além disso, 0 aumento do
pH reduz a competigdo com protons, favorecendo a adsorcdo (Kabata-Pendias &
Pendias, 1992).

A maior parte da CTC de solos tropicais e subtropicais ¢ devida a desprotonacao
de grupamentos carboxilicos e fendlicos da matéria organica, e das hidroxilas funcionais
da superficie de 6xidos de Fe e Al, que ¢ influenciada pelo pH do solo.

Grimm et al. (1991) estudando a complexacdo de Cu em substincias humicas,
verificou que em baixo pH (2,5) a maior parte da superficie estava ocupada por protons.
No entanto, em pH mais elevado (4,5), a maior parte dos sitios ligantes estava ocupada
por Cu por causa do decréscimo da competicdo com protons. Yin et al. (1997), também
mostrou que menos Hg”* foi complexado a substincias humicas em valores baixos de
pH devido & competi¢do com H'.

Anderson & Christensen (1988) estudaram a adsor¢do de Cd, Co, Ni e Zn em
38 solos e mostraram que o pH foi o pardmetro mais importante afetando a
disponibilidade de metais pesados.

Jackson & Alloway (1992) apontam que a calagem em 18 solos contaminados
com altos teores de metais pesados pela aplicagcdo de lodo, elevou o pH a 7,0, reduzindo
o conteudo de Cd em couve (Brassica oleracea) na faixa de 43% e alface (Lactuca
sativa) em 41%.

A precipitacio também pode ocorrer, principalmente em valores de pH
superiores a 6,0. Com isso, os efeitos da aplicagdo de calcario em solo contaminado por
metais pesados incluem o aumento da adsor¢do, precipitagdo e complexacdo pela
matéria organica do solo (Pappadopoulus & Rowell, 1988).

Matéria organica

A matéria organica tem sido usada com bastante freqiiéncia para a recuperagao
de areas contaminadas com metais pesados (Oliveira, 1998; Mesquita, 2002).
Normalmente, sdo utilizadas como residuos e incluem esterco de gado, lodo de esgoto,
composto de lixo urbano e muitos outros. A importancia da matéria organica se
fundamenta na diminuicdo da solubilidade dos metais pesados, sendo as cargas
negativas dos coldides dependentes do pH. Sob condigdes extremamente acidas, o
coloide exibe carga positiva e, assim, ¢ pequena sua capacidade adsortiva. Sob



condigdes alcalinas, a capacidade adsortiva do humus excede consideravelmente a da
maioria das argilas silicatadas laminares.

Entre as recomendacgdes de adi¢ao de amenizantes, como pratica de recuperagao
de solos contaminados por metais pesados, o suprimento de matéria organica tem sido
considerado o mais importante. Embora a calagem possa substituir alguns atributos dos
diferentes residuos organicos, o suprimento de matéria organica no solo ¢ altamente
benéfico para o estabelecimento bem sucedido da vegetacao e, portanto, de um sistema
ecologicamente vidvel.

Deve-se destacar que, apesar da matéria organica atuar na reducdo da
solubilidade de metais pesados no solo, existem moléculas organicas soltiveis de baixo
peso molecular produzidas durante a decomposi¢ao microbiana do residuo organico no
solo, e podem formar complexos soliveis (quelatos) com os metais pesados. Sob tal
forma, vinculados a molécula organica, os metais ficam protegidos contra reagdes com
os componentes inorganicos da superficie das particulas do solo. Estes complexos
formados se apresentam muito méveis, menos rapidamente adsorvidos e, possivelmente
menos absorvidos pelas plantas do que os ions de metal livre (Neal & Sposito, 1986),
favorecendo a contaminagdo da dgua subterranea.

Zeolitas

As zedlitas s3o aluminossilicatos cristalinos que podem ser usadas para o
controle da poluicdo e remediacdo de solos contaminados e seu uso dependera da
capacidade de troca idnica e seletividade da zeolita em relagdo aos poluentes . Pode-se
usar zeodlitas naturais ou sintéticas. As zeoélitas agem reduzindo a disponibilidade dos
metais no solo, devido a propriedade de troca i6nica (Erdem, 2004).

Garcia-Sanchez et al., (1999), avaliando o potencial de diferentes materiais na
adsor¢do de metais pesados no solo, concluiram que as zedlitas foram mais eficientes na
imobilizacao de Zn, Cd, Mn e Co. Essa eficiéncia ndo foi somente devido a CTC mas
também pela redugdo da acidez do solo.

Andrews et al. (1991), avaliaram a remog¢ao de metais pesados como Cu, Zn, Cd,
Ni, Mn e Fe por zedlitas sddicas. Os resultados demonstraram que a adsor¢do dos
metais se verificou principalmente por troca idnica com o Na'. A adsor¢io de metais
pesados foi lenta mas efetiva, apresentando os melhores resultados para Cu, Zn e Cd
(99,91%) e para Mn (60%).

Fosfatos

Trabalhos de pesquisa, tais como realizados por Pierzynski et al. (1998), tém
citado a eficiéncia do uso de KH,PO4 na imobilizagdo in situ de metais pesados tais
como Pb, Cd e Zn.

O uso de fosfato tem sido mostrado eficiente na redugdo da toxicidade e
mobilidade de metais pesados, principalmente o Pb, por meio da formacao de
piromorfitas (Cunningham & Berti, 2000), que sdo compostos de menor solubilidade.
Baseado na baixa solubilidade desse composto, um numero consideravel de estudos
envolvendo fosfatos foram conduzidos visando a estabiliza¢ao de Pb (Ma et al., 1993).

No entanto, Mesquita (2002) observou que a adicao de fosfato de potassio nao
alterou de forma significativa a distribuicdo de Zn, Cd e Pb nas diferentes formas
quimicas, em Latossolo vermelho-amarelo e Argissolo vermelho, tratados com lodo de
esgoto.



Oxidos, hidréxidos e 6xi-hidréxidos de Fe e Mn

Sdo importantes adsorventes de metais nos solos. Alloway et al. (1985)
mostraram que um solo alagado, freqiientemente com menores contetidos de 6xidos,
hidroxidos, oxi-hidroxidos de Fe e Mn em relagdo a solos livremente drenados,
apresenta menor capacidade adsortiva e concentracdes mais elevadas de cadmio
disponivel. Brown et al, (1989) encontraram que um decréscimo no potencial redox,
ocorrido em um curto periodo de tempo de alagamento, levou a um consideravel
aumento na disponibilidade de Ni e Cd em solos minerais enriquecidos naturalmente,
mas tais aumentos nao ocorreram no solo tratado com lodo, presumivelmente devido a
complexacdo organica dos metais.

2.2.2 Biorremediacao

Biorremediacdo ¢ uma tecnologia que utiliza o potencial metabdlico de
microrganismos e plantas para limpar um ambiente contaminado. Uma importante
caracteristica da biorremediacdo ¢ que esta ¢ realizada em ambientes abertos, nao
estéreis, que contém uma variedade de organismos.

Basicamente, sdo utilizadas quatro técnicas na biorremediagao:

e Estimulacdo da atividade de microrganismos nativos do solo, por adi¢ao
de nutrientes e regulacao das condi¢des de pH;

e Inoculagdo no solo de microrganismos de habilidade especifica para
biotransformacao;

e Aplicagdo de enzimas; e

e Uso de plantas para remocao ou contencdo dos poluentes.

Esta ultima técnica que envolve o uso de plantas ¢ uma estratégia conhecida
como fitorremediacdo. Conceitualmente, a fitorremediacao ¢ definida como o uso de
plantas verdes para remover, conter ou tornar inofensivos os contaminantes ambientais.
Esta defini¢do se aplica a todos os processos bioldgicos, fisicos e quimicos
influenciados pelas plantas que auxiliam na remediacdo de substratos contaminados
(Cunningham & Berti, 1993).

Entre as técnicas de fitorremediacdo de solos contaminados com metais, a
fitoestabilizacdo e a fitoextracdo sdo as mais aplicadas.

A fitoestabilizagcdo consiste na utilizagdo de plantas para reduzir a mobilidade
dos contaminantes do solo através da revegetacdo. Nesse caso, a tolerancia das espécies
¢ importante para sua efetiva implantacdo em solos contaminados.

Na fitoextragdo pretende-se uma rapida transferéncia de metais para a parte
aérea das plantas capazes de tolerar esse tipo de estresse e hiperacumular metais
pesados, permitindo a eliminacdo dos metais do solo. O sucesso da fitoextragdo se
baseia em trés fatores principais: o grau de contaminagdo por metal do solo; o grau de
biodisponibilidade dos metais (aspectos fisicos, quimicos); e a grande capacidade das
plantas para acumular na parte aérea.

O termo hiperacumulador foi introduzido por Brooks et al. (1977) e
originalmente se referia as plantas que absorviam altas concentragdes de Ni
(1000 mg kg™") em peso seco. Para outros elementos, o limite de acumulagéo foi de até
10000 mg kg™ (1%) e para Cd o nivel correspondente foi de 100 mg kg™

Mais recentemente, Baker & Brooks (1989) definiram hiperacumuladoras como
plantas que acumulam >0,1% do seu peso seco com elementos como Ni, Co ou Pb. Para
Zn o limite ¢ >1% e Cd >0,01% do seu peso seco. A maioria das plantas
hiperacumuladoras j& identificadas sdo para os metais Ni, Zn, Co, Cu e Se. Também
existem quatro hiperacumuladoras conhecidas de Pb e uma para Cd e As ja



identificadas. No entanto, aproximadamente 75% das hiperacumuladoras caracterizadas
sdo para Ni.

Aproximadamente 400 plantas pertencentes a uma ampla variedade de espécies
sdo classificadas como hiperacumuladoras (Baker & Brooks, 1989). Na Tabela 1, sdo
apresentados as principais familias e numero de espécies conhecidas como
hiperacumuladoras de metais pesados.

Tabela 1. Plantas hiperacumuladoras identificadas e as familias onde sdo
freqlientemente encontradas.

Elemento Nl’lmc’er‘o de Familias
espécies
Cd 1 Brassicaceae
Co 28 Lamiaceae, Scrophulariaceaea
Cu 37 Cyperaceae, Lamiaceae, Poaceae, Scrophulariaceae
Mn 11 Apocynaceae, Cunoniaceae, Proteaceae
Ni 300 Brassicageae, Cunoniaceae, Flacourtiaceae, Violaceae,
Euphorbiaceae
Se 19 Fabaceae
Tl 2 Brassicaceae
Zn 16 Brassicaceae, Violaceae
As 1 Pteridaceae

Fontes: Robinson et al., 1998; Baker et al., 2000; Ma et al., 2001

A partir de 1993, se intensificaram os trabalhos em fitorremediagdo, quando
foram identificadas, por McGrath, as plantas Thlaspi caerulescens e
Cardaminopsis halleri. Ambas acumulam Zn, mas somente Thlaspi caerulescens
acumula Cd. O cultivo destas plantas pode remover o Cd acumulado durante décadas
em pastagens que receberam adubos fosfatados ricos em Cd (McGrath et al, 1993).

A fitorremediacao para Pb foi estudada por Huang & Cunningham (1996), que
usaram EDTA para formar quelatos com o Pb contido no solo e que poderia ser
absorvido pelas plantas na forma de complexos. Por este mecanismo, plantas com alta
biomassa, como o milho (Zea mays), podem ser usadas para remover o Pb do solo. As
plantas crescem normalmente no solo sem extrair muito Pb, porém absorvem grandes
concentragdes do metal quando EDTA ¢ adicionado. Apds este estdgio, as plantas
comecam a morrer mas sdo entdo colhidas para remover o poluente. Segundo estes
autores, uma possivel via de transporte de Pb para o interior das células da raiz seria
através dos canais de ions, como os do Ca™. Foi observado também que as plantas
monocotiledoneas acumulam menos Pb que as dicotiledoneas.

A remediacdo extensiva de ions metdlicos no solo e dgua ao redor de areas
industriais ainda ¢ considerada um desafio (Lovley & Coates, 1997) Embora a maioria
das opcdes disponivel se baseie em procedimentos fisico-quimicos, o uso dos
microrganismos e plantas como agentes de biosor¢ao esta recebendo uma maior atencao
devido ao baixo custo e a grande eficiéncia (Chaney, 1997; Gadd & White, 1993).

2.2.3 Respostas fisiologicas a contamina¢do com metais pesados

Os efeitos toxicos de metais pesados em plantas, podem provocar danos
oxidativos diretamente, produzindo as espécies reativas de oxigénio ou indiretamente,
inativando o sistema antioxidante da célula (Mannazzu et al., 2000). No entanto, as



plantas podem apresentar diferentes mecanismos de tolerancia a metais pesados,
incluindo a compartimentalizagdo do metal em estruturas subcelulares; reducdo do
transporte através da membrana; formacdo de peptideos ricos em cisteina, como
fitoquelatinas e metalotioneinas; e a produgdo de um sistema antioxidante de defesa que
inclui sistemas enzimaticos € nao enzimaticos.

Fitoquelatinas

Um dos mecanismos de tolerancia a metais pesados em plantas esta relacionado
com a sintese de peptideos tiolicos chamados fitoquelatinas (y-Glu-Cys),-Gly, onde
n=2-11, presentes também em fungos e algas (Grill et al, 1989; Maitani et al., 1996;
Rauser, 1995). Esses peptideos sdo sintetizados enzimaticamente, usando glutationa
(GSH) como substrato, através de uma reacdo catalizada pela enzima fitoquelatina
sintase, que ¢ ativada pela presenca de metais pesados.

Além das fitoquelatinas, algumas plantas podem apresentar outros peptideos,
relacionados a fitoquelatina, na presenca de metais pesados. As leguminosas produzem
peptideos com estrutura (y-Glu-Cys),-BAla (Grill et al., 1986), que sdo formados por
homo-glutationa (h-GSH), que podem substituir parcial ou integralmente o GSH nessas
plantas.

Algumas espécies da familia Poaceae (Gramineae) produzem peptideos
contendo serina como aminoacido terminal, com estrutura (y-Glu-Cys),-Ser, chamados
hidroximetil-fitoquelatinas (Klapheck et al., 1994). Esses peptideos sdo formados a
partir da presenga de hidroximetil-glutationa em adigdo a glutationa nessas plantas.

O Cd ¢ o mais forte indutor de fitoquelatinas in vivo (Zenk, 1996), no entanto, a
sintese de fitoquelatinas ndo estd relacionada somente a esse elemento. Grill et al.
(1987) estudando a sintese de fitoquelatinas em uma suspensao de cultura de células de
Rauvolfia serpentina exposta a metais, concluiu que os metais induzem a sintese de
fitoquelatinas na seguinte ordem decrescente: Cd*", Pb*", Zn*", Sb°", Ag’, Hg*", As™,
Cu’, Sn**, Au*", Bi®". Segundo esse mesmo autor, ions Ni, Te, W e Se ndo induziram a
sintese de fitoquelatinas.

Sistemas antioxidantes

A cada ano o estresse ambiental causa perdas consideraveis na qualidade e
produtividade dos cultivos. Um dos fatores que causa danos em condigdes ambientais
adversas ¢ a producdo de excesso de espécies ativas de oxigénio (EAO) como
superoxido (Oy"), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radicais hidroxila (OH’), que sdo
altamente destrutivas dos lipideos, acidos nucléicos e proteinas da célula vegetal. O
estresse oxidativo pode ocorrer em plantas devido a uma série de fatores como extremos
de temperatura, radiacdo UV, estresse hidrico, metais pesados e herbicidas como o
paraquat (Gratdo, 2003).

As plantas possuem mecanismos enzimaticos € nao enzimaticos de protecao
contra o estresse oxidativo, que inativam as EAO. Alguns dos mais importantes
antioxidantes sdo a glutationa reduzida (GSH), ascorbato (vitamina C), alfa-tocoferol
(vitamina E) e os carotendides, que s@o encontrados nas plantas em altas concentragdes.
Mecanismos enzimaticos também estdo envolvidos no processo antioxidante como
catalase, superdxido dismutase, glutationa-redutase e ascorbato-peroxidase (Alscher &
Hess, 1993).

A glutationa ¢ um tripeptideo (Glu-Cys-Gly) que possui fungdo antioxidante
principalmente devido ao grupo sulfidrila da cisteina (Zenk, 1996). E encontrado na
maioria dos tecidos e compartimentos celulares e subcelulares de plantas superiores e
podem ser degradados pela idade do tecido e por condi¢des ambientais. Possui fun¢ao



antioxidante por diferentes caminhos, podendo reagir quimicamente com ions oxigénio,
superdxido e radicais hidroxila reduzindo o acimulo de radicais livres, pode também
estabilizar a estrutura da membrana removendo radicais peroxidos que causam reagoes
de peroxidagdes de lipideos de membrana, além de reduzir formas oxidadas de
ascorbato. O GSH também ¢ o precurssor das fitoquelatinas. Sob exposi¢ao ao Cd,
muitas espécies inicialmente mostram um decréscimo de GSH, provavelmente devido
ao aumento no demanda de GSH para a detoxicacdo de Cd. Por outro lado, a menor
produ¢do de GSH pode ocasionar uma reducdo nos niveis de ascorbato e enzimas
antioxidantes e significativo acimulo de H,O, (Cobbett & Goldsbrough, 2002).

O ascorbato ¢ uma importante vitamina na dieta humana e abundante no tecido
de plantas. Pode atuar como redutor de muitos radicais livres reduzindo assim danos
causados por estresse oxidativo, além de estarem relacionados a muitos processos
fisiol6gicos como crescimento, diferenciacdo e metabolismo (Foyer, 1993). O ascorbato
pode diretamente reduzir radicais livres de oxigénio com ou sem participagdo
enzimatica, ou indiretamente reciclar o tocoferol para a forma reduzida.

Os carotenoides estdo localizados em plastidios nos tecidos de plantas
fotossintéticos e nao-fotossintéticos. Nos cloroplastos, os carotendides t€ém fungdo como
pigmento acessorio na absorcdo de luz, mas provavelmente, a maior fungdo esta na
habilidade em detoxicar varias formas de oxigénio ativo que sdo produzidos como
resultado da excitacdo dos sistemas fotossintéticos por um estresse ambiental. Ha dois
tipos de carotenoides, os carotenos que sao hidrocarbonetos e as xantofilas que possuem
um ou mais atomos de oxigénio (Demming Adams & Adams, 1993).

Pigmentos fotossintéticos

A luz representa um dos fatores mais heterogéneos utilizados pelas plantas.
Enquanto uns pigmentos s3o responsaveis pela absor¢do energética (clorofilas) as
plantas possuem outros pigmentos acessorios responsaveis pela dissipacdo do excesso
de energia absorvida pela planta. A acdo individual ou conjunta de diferentes fatores de
estresse ambiental, entre eles os metais pesados, unidos a acdo da luz solar, podem
colocar a prova a capacidade de resisténcia e adaptagdo das plantas a um meio
determinado.

Os pigmentos primarios s3o os que tém como principal finalidade a captacdo de
energia luminosa, como a clorofila a, sendo também acompanhado de outros pigmentos
acessorios como os carotenoides, que incluem os carotenos e as xantofilas, cuja fungao
¢ por uma parte ampliar o espectro de absor¢do dos pigmentos primarios € por outro
lado, servem de protecdo diante da luz excessiva. O carotendide mais importante nas
plantas ¢ o B-caroteno, enquanto a luteina ¢ a principal xantofila, mas outras xantofilas,
embora ndo estejam presentes em altas concentracdes como as anteriores, possuem um
papel decisivo na dissipacao de energia excedente como a violaxantina, anteraxantina e
zeaxantina. (Demming Adams & Adams, 1993).

O ciclo das xantofilas € um processo flexivel que responde ndo sé as condigdes
luminosas (flutuagdes diurnas, insolagdes pontuais ou transi¢des sol-sombra) mas
também a outros fatores ambientais como metais pesados, temperaturas extremas,
déficit hidrico ou disponibilidade de nutrientes (Demming-Adams & Adams, 1993).
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3. CAPITULOI

AVALIACAO DA CONTENCAO QUIMICA E
FITORREMEDIACAO DE Zn E Cd PRESENTES EM UM
RESIDUO CLASSE I DE INDUSTRIA DE PRODUCAO DE ZINCO.
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a possibilidade de inertizagdo do residuo da INGA, Classe I,
foi realizado inicialmente, um experimento em solugdo nutritiva para selecionar plantas
tolerantes ao Zn e Cd. Foram utilizadas cinco espécies de gramineas e cinco de
leguminosas, as quais foram cultivadas em solu¢do nutritiva contaminada com metais
pesados. Apos desenvolvimento e ao atingirem a maxima acumulagdo de matéria seca
(60 dias apds germinagdo), as plantas foram coletadas, secas e analisados os teores de
Zn e Cd por espectrofotometria de absor¢do atdmica. Para se avaliar a eficiéncia de
residuos industriais alcalino (silicato de calcio) e organico (lodo do biodigestor de uma
cervejaria) na inertizagdo do residuo da INGA, foi conduzido um experimento, em vaso,
inteiramente casualizado, constituido de seis tratamentos e quatro repeticdes. Os
tratamentos foram: residuo da Ingé (testemunha); Ingd + 20% lodo; Inga + silicato de
calcio (2%; 3%); (Ingad + 20% lodo) + silicato de célcio (2,5%; 4%). Ap0s estabilizagdo
do pH, foram cultivados nos tratamentos as espécies B. humidicola e B. decumbens,
visando avaliar o potencial de tolerancia e extragao de Zn e Cd presentes no residuo
INGA. No plantio e colheita das plantas foram retiradas amostras dos diferentes
tratamentos para determinagdo do pH e extragdes simples com agua, nitrato de sddio,
acido acético e DTPA. A partir das concentragdes de Zn e Cd obtidas nas extragdes,
foram estimadas, através das diferencas nas quantidades extraiveis, as concentragdes de
Zn e Cd nas provaveis formas quimicas. A adicdo de residuos industriais alcalino e
organico provocou uma significativa reducao nas percentagens de Zn e Cd nas fragdes
soluvel e trocavel e predominancia dos mesmos em fragdes quimicas mais estaveis
como complexados e precipitados. A B. decumbens foi a planta mais promissora para a
utilizagdo na remedi¢do do residuo, devido a sua maior tolerancia e maior capacidade de
extracdo de Zn e Cd presente no residuo INGA, quando comparada & B. humidicola.
Apesar da reducdo na solubilidade de metais pesados, nenhum tratamento mudou a
classificagdo do residuo INGA quanto a sua periculosidade, permanecendo na Classe I —
perigoso.

Palavras chave: Inertizagdo, residuos industriais, contaminagao, metais pesados
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ABSTRACT

To evaluate the possibility of inertization the Inga residue, Class I, it was conducted
initially an experiment in nutrient solution to select plants tolerante to Zn and Cd. It was
studied five grasses and five leguminous, cultivated in nutrient solution contaminated
with Zn and Cd. Another experiment was carried out to evaluate the efficiency of
industrial residues: alkaline (calcium silicate) and an organic (sewage sludge) in the
inertization of Ingd residue. The experiment had six treatments and four replicatons
arranged in a completely randomized design. The treatments were: Inga residue
(control); Inga + 20% sewage sludge; Ingd + 2% calcium silicate; Ingd + 3% calcium
silicate; (Inga + 20% sewage sludge) + 2,5% calcium silicate; (Ingd + 20% sewage
sludge) + 4,0 % calcium silicate. After pH stabilization, it was cultivated in the
treatments B. humidicola and B. decumbens to evaluate the potential of tolerance and
extraction of the Zn and Cd in the Inga residue. Before planting and after harvesting
time, residue samples were collected in the diferent treatments to determinate the pH
and accomplished simple extraction with water, sodium nitrate, acetic acid and DTPA.
After the extraction were defined through the differences in the amounts extracted the
chemical fractions of Zn and Cd in the residue. It was verified that addition of alkaline
and organic residues provoked an accentuated reduction of Zn and Cd percentage in the
soluble and exchangeable, having a predominance of the same ones, in fractions
stableer, as specifically bound and precipitate with carbonate. B. decumbens
demonstrated the promising potential to remediation of the residue, due its large
tolerance and capacity of extraction of Zn and Cd in the Inga residue. Although the
reduction of the heavy metals solubility, any treatment change the classification of the
Ingé residue, staying in the Class I- dangerous.

Key words: inetization, industrial residues, contamination, heavy metals
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3.1 Introducao

A Cia Mercantil e Industrial INGA, atualmente em situagdo falimentar, tem em
termos de passivo ambiental, um peso consideravel sobre o ecossistema da regido da
Baia de Sepetiba, sendo considerada a maior poluidora da histéria da regido. Seus
estoques de residuos, acumulados ha mais de 30 anos no local de producao, estao
estimados em 2 milhdes de m’, ameacando o equilibrio ecoldgico da baia, sendo de
responsabilidade da empresa a contaminagao, por metais pesados, dos solos e plantas da
regido, além dos sedimentos marinhos, e milhares de peixes e mariscos, dizimando a
pesca na regido. Estudos realizados pelo Laboratorio de Oceanografia Quimica da UERJ
(dados ainda nd3o publicados), mostraram que crustdceos e moluscos dessa regido
apresentaram indices de Zn muito acima do maximo permitido pela Divisao Nacional de
Alimentos. As ostras continham quantidade de Zn 30 vezes superior ao limite toleravel.

Uma técnica promissora, para a remediacdo de d4reas contaminadas ¢ a
fitorremediacdo, que ja tem sido estudada e utilizada (Baker et al., 1994; Chaney, 1997,
Raskin et al., 1997; Gleba et al., 1999; Kamnev, 2003). Essa técnica envolve o uso de
plantas em varias estratégias de manejo de solos e possui uma série de vantagens por
nao agredir o meio ambiente, ser simples e de baixo custo.

A absor¢do de metais pelas plantas ¢ dependente da biodisponibilidade relativa
do metal na matriz contaminada. Mudancas na quimica do solo, como a diminui¢do de
pH ou a limitagdo do input de anions no sistema, podem aumentar a disponibilidade de
muitos metais para a absor¢do pelas raizes. Mudancas no status microbiano da rizosfera
(ex: presenca de micorrizas) podem também ter profundos efeitos (positivos ou
negativos) sobre a absor¢ao de metais pelas raizes (Nogueira, 1996).

Grandes esfor¢os tém sido feitos para integrar conhecimentos que facilitem a
reabilitagdo de solos poluidos com metais pesados, e assim, possibilitar o retorno da
funcionabilidade e estabilidade do ecossistema formado (Vangronsveld & Cunningham,
1998). Para isto, procura-se amenizar o efeito da fitotoxicidade dos metais no solo,
visando ao estabelecimento da vegetagdo. Estudos realizados em regides temperadas
com plantas tolerantes membros da familia Poaceae (Agrostis tenus, Agrostis stolonifera
e Festuca rubra) e Brassicaceae (Brassica rapus, Brassica juncea e Thlaspi spp.)
evidenciam as oportunidades para a remediacdo de solos contaminados, com estas
espécies (Salt et al., 1998). No Brasil, apesar dos estudos nessa area ainda serem muito
escassos, trabalhos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de avaliar o
comportamento de espécies herbaceas na fitorremediacdo de areas contaminadas com
metais pesados (Carneiro et al., 2002).

Diferencas na tolerancia, no ciclo biologico, na rusticidade e na facilidade de
estabelecimento em dareas desprovidas de vegetagdo sdo caracteristicas que podem
contribuir para o sucesso da estabiliza¢do de plantas em areas com solos poluidos por
metais pesados.

Diante disso, o trabalho teve como objetivos:

e Avaliar a tolerancia e acumulagdo, de diferentes espécies vegetais, a diferentes
doses de Cd e Zn;

e Auvaliar o comportamento quimico do Cd e Zn presentes no residuo INGA, apos
tratamentos com residuos industriais alcalino e organico;

e Auvaliar o potencial de fitorremediagdo do residuo INGA, classificado como

Classe I.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Selecio de plantas tolerantes a Zn e Cd em cultivo hidroponico

O experimento foi conduzido em condigdes de casa de vegetacao, utilizando-se
solugdo nutritiva em vasos de cinco litros, sendo avaliadas cinco espécies de gramineas
e cinco de leguminosas quanto ao potencial de absor¢cdo e tolerdncia a elevadas
concentragdes de Zn e Cd. As espécies utilizadas no experimento foram:

Gramineas:

e Brachiaria decumbens — decumbens;
B. humidicola — humidicola;
Oryza sativa - Arroz cv. Caiapo;
O. sativa - Arroz cv. Comum Branco;
Pennisetum glaucum — Milheto BRS 1501.
Leguminosas:
Canavalia ensiformes — feijao de porco;
Mucuna aterrima — mucuna preta;
Crotalaria juncea — crotaldria;
Cajanus cajan — guandu;
Vigna unguiculata — caupi.

As sementes foram colocadas para germinar em areia autoclavada, sendo
umedecidas com agua destilada por aproximadamente quinze dias. Apos esse periodo,
essas plantulas foram transferidas para vasos contendo cinco litros de solugdo nutritiva
de Hoagland & Arnon (1950), a meia for¢a idnica e enriquecida com Zn e Cd,
separadamente. Para as gramineas, foram testadas duas doses de Cd e Zn, estabelecidas
a partir das concentragdes obtidas no teste de solubilizacdo do residuo. Para Cd foram
testadas as doses de 0, 10 e 20 ppm e para Zn 0, 250 ¢ 500 ppm. Devido a redugao
dréstica no desenvolvimento das gramineas e considerando a menor tolerancia das
leguminosas a contaminagdo, as doses de Zn e Cd, para o experimento com as
leguminosas, foram reduzidas e estabelecidas a partir dos niveis de Zn e Cd em solos
contaminados segundo Alloway (1995), sendo para Cd, testadas as doses de 0; 1,5 e
3,0 ppm e para Zn 0; 25 ¢ 50 ppm.

O pH da solugdo nutritiva foi mantido a 5,0 com ajustes de dois em dois dias e a
solugcdo foi trocada semanalmente. A aera¢ao dos vasos foi feita a cada oito horas,
durante uma hora continua.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, utilizando como fatores
dose e planta, com 3 repeti¢cdes para cada tratamento.

Apos 60 dias, essas plantas foram coletadas, separadas em raizes e parte aérea, €
feita digestdo nitro-perclorica segundo Tedesco et al. (1995) e os extratos analisados por
espectrofotometria de absor¢ao atdmica para os metais Cd e Zn.

3.2.2 Coleta e caracterizacio do residuo da Inga

A amostra de residuo utilizada foi coletada em dezembro de 2002. A coleta
consistiu em retirar amostras simples do topo, meio e base da pilha de residuo mantida
no patio de armazenamento da induastria formando uma amostra composta de 100 kg
(ABNT, 1987). No laboratério, a amostra do residuo foi seca ao ar, destorroada e
passada por peneira de 2 mm de malha.
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Foram determinados os teores de macronutrientes, sodio, aluminio, carbono
organico, pH em 4agua. O carbono ogénico foi determinado pelo método proposto por
Yeomans & Bremner (1988). Os macronutrientes, sédio, aluminio ¢ pHy0 na proporgao
1:2,5 (solo:agua), foram determinados segundo metodologia da EMBRAPA (1997).

Foram determinados os teores totais, soluveis e lixiviaveis de alguns metais
pesados neste residuo. Os teores totais foram determinados por digestao nitro—perclorica
2:1 (Scott, 1978). Os teores soluveis e lixividveis foram determinados pelos testes de
solubilizagdo e lixiviagdo segundo as normas da ABNT (1987). Nos extratos obtidos na
digestdo e no teste de solubilidade foram determinados os teores de Zn, Cd, Cu, Fe, Mn
e Pb por espectrofotometria de absorcdo atomica, empregando-se o equipamento
VARIAN- AA600. Nos extratos obtidos no teste de lixiviagdo, no entanto, foram
determinados somente Cd e Pb, pois entre os metais que estdo presentes em elevadas
concentragdes no residuo INGA, esses sdo os elementos que podem conferir
periculosidade ao residuo.

3.2.3 Inertizagdo do residuo Inga

Para avaliar a possibilidade de inertizagdo do residuo da INGA foram usados,
como redutores da solubilidade de Zn e Cd, o residuo industrial alcalino de silicato de
calcio e o residuo organico do biodigestor de uma cervejaria.

O residuo silicato de calcio ¢ gerado na troca do revestimento das tubulagdes da
Petrobras. Esse residuo foi coletado no patio de armazenamento da Petrobras, no
municipio de Duque de Caxias - RJ.

O lodo do biodigestor da cervejeria Kaiser foi obtido na estacdo de tratamento da
cidade de Queimados - RJ. O carbono organico neste lodo foi determinado pelo método
de Yeomans & Bremner (1988), sendo encontrado um teor de matéria organica de 20%.

Esses residuos foram coletados de acordo com as normas de coleta estabelecidas
pela ABNT (1987), conforme descrito anteriormente. Em laboratério esses residuos
foram secos ao ar, destorroados, passados por peneira de 2 mm e caracterizados quanto
aos teores totais de alguns metais pesados e pH em agua (1:2,5).

A dose adicionada do lodo do biodigestor foi estimada de modo que a mistura
final ficasse com teor de matéria organica de 2% do peso dos vasos, com o objetivo de
avaliar o potencial da matéria organica na imobiliza¢do de metais pesados.

No residuo silicato de calcio, a propor¢ao entre as misturas foi determinada
mediante curva de neutralizagdo visando um pH de equilibrio nos valores de 6,5 ¢ 7,0
na mistura.

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, em vasos de 30 litros, com
0s seguintes tratamentos:

Residuo Ingé (testemunha);
Residuo Ingé + 20% de residuo do biodigestor de uma cervejaria;
Residuo Inga + 2% de residuo silicato de célcio;
Residuo Inga + 3% de residuo silicato de célcio;
(Residuo Inga + 20% de residuo do biodigestor de uma cervejaria) +
2,5% de residuo silicato de calcio;

e (Residuo Inga + 20% de residuo do biodigestor de uma cervejaria) + 4%

de residuo silicato de calcio.

Esses residuos foram acondicionados em vasos de 30 litros, onde ficaram
incubados até a estabilizacdo do pH, determinado a partir da curva de neutralizagao, por
um periodo de mais ou menos 30 dias, sendo cultivadas em seguida as plantas que
melhor se desenvolveram no experimento em solucao nutritiva. O modelo estatistico

16



utilizado foi o inteiramente casualizado, utilizando como fatores dose e planta, com 6
repeticdes para cada tratamento.

A irrigagdo foi feita manualmente, permanecendo os vasos a 80% da capacidade
de campo.

Foram retiradas amostras de residuo no plantio e colheita das plantas estudadas,
para a determinacdo do pH em dgua (1:2,5); realizacio de extragdes simples,
utilizando-se os seguintes extratores: (i) 4gua; (ii) nitrato de sédio 0,1 mol L™ (Keller &
Védy, 1994); (iii) DTPA (Lindsay & Norvell, 1978); e (iv) acido acético 0,043 mol L™
(Ure et al., 1993); e para teste de solubilizacdo e lixiviagdo (ABNT, 1987), para
classificagdo do residuo. Nos extratos obtidos foram determinados os teores de Cd e Zn
por espectrofotometria de absor¢ao atomica.

As primeiras plantas cultivadas nesses tratamentos foram a B. humidicola e B.
decumbens, sendo cultivadas por um periodo de mais ou menos 45 dias, por serem as
plantas que melhores resultados apresentaram quanto a tolerdncia a Zn e Cd no
experimento em solucdo nutritiva. Apoés o ciclo das braquiarias foi cultivada o caupi,
pois entre as leguminosas, foi a planta que melhores resultados apresentou em tolerancia
ao Zn. No entanto, as plantas de caupi ndo apresentaram tolerancia as condigdes fisico-
quimicas do residuo nos diferentes tratamentos € morreram na primeira semana de
cultivo.

Apo6s a colheita, as plantas foram separadas em raiz e parte aérea, secas em
estufa com circulagdo de ar a 70°C, feita digestdo nitro-perclérica, segundo Tedesco
etal. (1995), e os extratos lidos em espectrofotometria de absor¢cdo atomica para os
metais Cd e Zn.

3.2.4 Determinacio das possiveis fracoes quimicas de metais pesados

Com os resultados obtidos por extragdes simples, foram definidas pelas
diferencas nas quantidades extraiveis, as provaveis fracdes quimicas de Zn e Cd nos
tratamentos. As fragdes quimicas definidas foram:

F1: extragdo com dgua = fracdo soluvel em agua

F2: extraido com NaNO; — extraido com dgua = corresponde aos metais ligados
eletrostaticamente a superficie do residuo.

F3: extraido com DTPA - extraido com NaNO; = fragdo associada
predominantemente a superficie de 6xidos de Fe e compostos organicos mais
estaveis pela formagao de complexos de esfera interna.

F4: extraido com acido acético — extraido com NaNO; = fra¢do associada
predominantemente a precipitados de carbonatos.

F35: total — 2. das fra¢des (F1; F2; F3 ¢ F4) = fragdo associada a compostos de
Fe com alto grau de cristalinidade (Fragao residual).
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3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Experimento em solu¢io nutritiva

Gramineas

A producao de matéria seca nas gramineas foi reduzida significativamente pela
aplicacao de doses crescentes de Zn e Cd, mostrando um efeito de toxicidade para essas
plantas (Figura 2). Segundo Larsson et al., (1998) a exposi¢ao de plantas a niveis
toxicos de Cd e Zn durante periodos de tempo relativamente longos, acarreta quase
sempre, em forte interferéncia sobre o crescimento das plantas, devido ao decréscimo da
fotossintese, redugdo na absor¢do e no transporte de nutrientes, podendo resultar em
eventual morte das plantas.

As plantas sofreram clorose e redu¢do drastica no desenvolvimento em todas as
doses de Zn aplicadas e estes sintomas evoluiram com o tempo, sendo coletadas antes
de completar o seu ciclo. Na dose de Cd mais elevada, foram observadas além da
reducdo no crescimento, amarelecimento nas folhas.

O milheto foi a planta menos tolerante ao Zn e Cd, apresentando morte das
plantas na primeira semana de exposi¢do aos metais.

Segundo Barcelé & Poschenrieder (1992), o agravamento dos sintomas com o
tempo de exposi¢do a contaminacdo decorre do maior acimulo dos metais com a
absorc¢do continua, atingindo teores toxicos nas plantas e causando aumento dos efeitos
fitotoxicos dos metais e distarbios fisiologicos na planta. Portanto, os sintomas de
fitotoxidez observados nas plantas nas diferentes doses de Cd e Zn, devem ser
decorrentes dos elevados teores desses elementos observados nos seus tecidos. Soares
(1999) determinou, em solugdo nutritiva, niveis criticos de toxidez de Cd para
Eucalyptus maculata (14,5 mgkg") e para E. urophylla (10,8 mgkg™"), que sdo
proximos aos utilizados nesse experimento.

As plantas mostraram um comportamento distinto em relagdo a tolerancia ao Zn
e Cd. O arroz Caiapé e Comum Branco foram as plantas que mais reduziram a producdo
de matéria seca, principalmente na parte aérea (Figura 2), nas doses de Zn aplicadas,
mostrando uma reduzida tolerancia a essas concentragdes de Zn. A reducdo na matéria
seca das braquiarias foi menor quando comparada as cultivares de arroz, com destaque
para a produgdo de matéria seca da raiz da Brachiaria decumbens na dose 2
(500mg L"), que produziu uma quantidade significativamente maior quando
comparada as outras espécies estudadas.
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Figura 2. Matéria seca (g) da parte aérea e raiz de gramineas cultivadas em solugdo
nutritiva contendo Zn e Cd.
BH=B. humidicola; BD=B. decumbens; AC=arroz Caiapd; ACB=arroz Comum Branco

Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padréo.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% entre plantas.

Com relagdo ao Cd (Figura 2), as diferengas entre as espécies na producao de
matéria seca na parte aérea, ndo foram tdo pronunciadas como para o Zn, embora todas
as plantas tenham apresentado redu¢do no desenvolvimento quando comparadas a
testemunha. Na raiz, a Brachiaria humidicola e o arroz Caiapd foram as plantas que
mais se desenvolveram na dose 1 (10 mgL™), mostrando certa tolerdncia a essa
dose estudada, com relag@o as demais espécies.

A extracdo de Zn e Cd nas gramineas aumentou com as doses aplicadas
(Figura 3), sendo maior na parte aérea do que nas raizes. Isso pode ser uma
caracteristica favoravel para a fitorremediacdo, visto que o objetivo é o acumulo de
metais pesados na parte aérea e a posterior retirada da planta do sistema.

19



o

A 8
14 | Zn - parte aérea T ] Zn -raiz |
4
12 A 1
A s BH 2
10 — BD i
Ty B AC ° trole,250 500
2 8- C— ACB contoey ]
Q.
2 6
B A
c A
44 B c 1 A AB
2 A c ] A B clBE
A ATA A A A ﬂ
0 /_\‘i il | ’:E‘ | .
controle 250 500 controle 250 500
Dose (mg L'1)
1,0 A 0,4
Cd - parte aérea Cd - raiz
mmmm BH 0.3
0.8 1 —=BD || |
mmm AC 02
06 4 C— ACB || 01 ]
FIQ ’ A
g B 0,0
: 0.4 AB controle 10 20
) 1 7 A 1
A A A AA
A AB
0.2 A ] ]
B B
A A B
ApA ﬁ Aa"A ﬁ
F [
0,0 —= - =
controle 10 20 controle 10 20
Dose (mg L'1)

Figura 3. Acimulo de Zn e Cd na parte aérea e raiz de gramineas cultivadas em solugdo
nutritiva contendo Zn e Cd.
BH=B. humidicola; BD=B. decumbens; AC=arroz Caiapd; ACB=arroz Comum Branco

Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padréo.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% entre plantas.

Com relagdo ao Zn, a planta que mais extraiu esse metal da solu¢do nutritiva foi
a B. decumbens, tanto na raiz como na parte aérea. No entanto, para o Cd, a
B. humidicola e o arroz Caiapd foram as plantas com maior potencial de extragdo. O
arroz Comum Branco extraiu maior quantidade de Cd na parte aérea na dose 1
(10 mg L"), no entanto, na dose 2, a quantidade extraida foi significativamente menor
quando comparada as outras plantas, devido a reducdo drastica no peso seco dessa
planta (Figura 2), mostrando uma menor tolerdncia a dose de 20 mg L™

Leguminosas

As doses de Cd e Zn aplicadas em solucao nutritiva (Figura 4), reduziram o
desenvolvimento e, conseqiientemente, a producdo de matéria seca nas raizes e parte
aérea das plantas.
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Figura 4. Matéria seca (g) da parte aérea e raiz de leguminosas cultivadas em solugdo
nutritiva contendo Zn e Cd.

Ca=caupi; Mu=mucuna; FP=feijdo de porco; Cr=crotalaria

Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padréo.

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% entre plantas.
Graficos sem letras ndo houve diferenga significativa entre plantas segundo analise de variancia.

A crotalaria foi a espécie menos tolerante as doses de Zn estudadas, devido a
maior redugdo na produ¢do de matéria seca da parte aérea e da raiz nas doses de Zn
estudadas, quando comparadas as outras espécies. Quando se analisa a tolerancia ao Cd,
observa-se na Figura 4, que para o caupi houve redugdo drastica da producao de matéria
seca na dose 2 (3,0 mg L™).

Além da redugdo no desenvolvimento, a contaminacdo provocou clorose nas
plantas na dose mais elevada de Cd ao longo do periodo de cultivo. Para Breckle &
Kahle (1992), a ocorréncia de clorose pode estar relacionada com a deficiéncia multipla
de varios elementos que participam da formagdo, multiplicacdo e funcionamento de
cloroplastos, ou na sintese de clorofila. Essa deficiéncia de nutrientes pode ser resultado
da inibicdo competitiva que o Cd e o Zn podem exercer na absor¢cao de outros ions
(Malavolta, 1994).

O guandu nao foi tolerante as doses de Zn e Cd aplicadas, apresentando morte na
primeira semana de exposi¢ao ao Zn e Cd.
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A extracdo de Zn, foi maior na dose 1 (25 mg L") (Figura 5), sendo maior nas
raizes do que na parte aérea, devido principalmente as maiores concentragdes de Zn na
raizes das plantas. A maior acumulagcdo de metais nas raizes, pode ser um indicativo de
que a planta limitou a translocagdo de metais para a parte aérea. A capacidade da planta
em imobilizar o metal nas raizes, limitando sua translocacdo para a parte aérea, ¢ um
dos mecanismos de tolerancia de algumas espécies de plantas aos metais pesados
(Baker, 1981). Esta acumulacao pode estar conferindo certa tolerancia a essas plantas
nas condi¢des estudadas.
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Figura 5. Acimulo de Zn e Cd na parte aérea e raiz de leguminosas cultivadas em
solugdo nutritiva contendo Zn e Cd.

Ca=caupi; Mu=mucuna; FP=feijao de porco; Cr=crotalaria

Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrao.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% entre plantas.
Graficos sem letras ndo houve diferencga significativa entre plantas segundo analise de variancia.

Na dose mais elevada de Zn aplicada (50 mgL™"), o acamulo de Zn reduziu,
principalmente devido a reducao drastica na matéria seca dessas plantas (Figura 4). Essa
reducdo foi mais pronunciada para o caupi, que extraiu uma quantidade de Zn
consideravelmente maior que as outras plantas na dose 1.
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O caupi foi a leguminosa que mais acumulou Zn na parte aérea e na dose 1
(25 mg L), devido a4 maior absorgdo e translocagio desse elemento da raiz para a parte
aérea. No entanto, na dose2 (50mgL™), a quantidade de Zn acumulado reduziu
significativamente, devido principalmente a reduc¢do na producdo de matéria seca dessa
planta (Figura 4), reduzindo, assim, a capacidade extratora da planta o que demonstra
baixa tolerdncia & contaminagdo por 50 mg L' de Zn.

Apesar da maior concentracio de Zn em todas as plantas na dose 2 (50 mg L)
quando comparada a dose 1 (25 mg L), observa-se reducio significativa na extragio de
Zn, o que podera ser atribuida ao seu efeito toxico, que devera ter contribuido para com
a drastica reducdo na produ¢do de matéria seca das plantas (Figura 4).

O acumulo de Cd pelas plantas de mucuna, feijao de porco e crotalaria aumentou
com as doses aplicadas (Figura 5), sendo que a crotalaria acumulou uma quantidade de
Cd expressiva na parte aérea, superior a das raizes. Esse resultado pode ser uma
caracteristica favordvel para a fitorremediacdo, visto que o objetivo ¢ o acumulo de
metais pesados na parte aérea ¢ a retirada da planta do sistema.

Analisando o caupi na dose 2 (3,0 mg L"), pode-se observar que houve uma
reducdo no actimulo de Cd com relagdo a dose 1, devido provavelmente, a redugdo na
producdo de matéria seca nessa dose (Figura 4). De acordo com Turner (1973), em
doses elevadas de Cd em solucdo, os mecanismos de absor¢cdo passam a ser afetados
pela toxicidade do elemento acarretando menores taxas de absor¢do. A crotaldria
acumulou maiores quantidades de Cd na parte aérea quando comparado as outras
espécies, devido principalmente a maior producdo de matéria seca e a maior
translocagdo para a parte aérea do Cd absorvido, indicando, possivelmente, uma maior
tolerancia a esse elemento.

3.3.2 Caracterizacao do residuo Inga

De acordo com a Tabela 2, podem ser observadas elevadas concentracdes de Ca,
Mg, P e K nesse residuo, provavelmente devido aos elevados teores desses nutrientes
presentes no minério de calamina.

Tabela 2. Andlise de fertilidade de amostras do residuo Inga.

Residuo  Ca Mg  H+AI Al Na C P K pH
----------------- mmol, kg'1 g kg'1 ——————
Inga  2.500 410 46 0 9,80 1 0,174 0,094 5,6

Pode-se verificar elevadas concentracdes totais de Zn, Cd, Fe, Mn ¢ Pb no
residuo INGA (Tabela 3). Com relagio as concentragdes soluveis, verificam-se elevadas
concentragdes de Zn e Cd, elementos que sdo mais facilmente lixividveis aumentando
os riscos de contaminacdo do lencol fredtico e de outras areas da regido.

Tabela 3. pH e concentragdes médias totais e soliveis de metais pesados contidos no
residuo Inga.

Residuo Zn Cd Cu Fe Mn Pb  pH
mg kg
Inga 22.294.4 175,2 123,2 79.986,7 5.525,6 2.486,8 5,6
Teste de
solubilidade 1.755¢7,9y 31,718  0,10(0,08) 0,9300,04) 34,100,6) 0,93(0,04)
Teste de 84 1,60
lixiviacao

Os niimeros entre parénteses correspondem a percentagem em relagdo ao total.
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Com relacao ao teste de lixiviagao, verificam-se elevadas concentracdes de Cd
com potencial de ser perdido por lixiviagdo. Segundo as normas da ABNT, entre os
metais analisados, somente o Cd e o Pb classificam o residuo como perigoso. Segundo
essas normas, a concentragio de Cd lixiviavel deveria ser inferior a 0,5 mg kg™ para o
residuo ndo ser considerado perigoso. Portanto, segundo esses resultados, esse residuo
possui quase noventa vezes mais Cd que o valor permitido no teste de lixiviacdo, sendo
classificado como residuo Classe I - perigoso e deveria ser acondicionado em locais
adequados, sendo necessaria a utilizacdo de técnicas de remediagdo para a reducdo da
toxicidade desse residuo.

Apesar dos elevados teores totais de Pb presentes nesse residuo, as
concentragdes lixiviaveis estiveram abaixo dos niveis permitidos segundo ABNT
(1987), que ¢ 5 mg kg™

De acordo com a Tabela 4, pode ser observado que o lodo e o silicato de célcio
que foram utilizados como inertizantes do residuo Ingé, possuem baixas concentragdes
de metais pesados, ndo apresentando, portanto, a caracteristica de periculosidade.

Tabela 4. Concentragdes totais de metais pesados e pH dos residuos utilizados como

inertizantes.
Residuos  Zn Cd Cu Fe Mn Pb pH
mg kg
Lodo 279.,5 1,7 376,2 18.844,6 203,8 92,7 5,8
Silicato 29,7 1,5 1,0 0,0 94,7 23,0 9,6
de calcio

3.3.3 Inertizacio do residuo

Observa-se nas Figuras 6 e 7, uma significativa redugdo na percentagem de Zn
nas fragdes de maior biodisponibilidade, F1 (soltvel em dgua) e F2 (trocével), em todos
os tratamentos, quando comparados a testemunha. A reducgdo foi mais significativa nos
tratamentos com pH 7,0 (Tratamentos 4 e 6) (Tabela 5), principalmente no tratamento
com matéria organica (Tratamento 6), demonstrando a importancia do pH e da matéria
organica na precipitagdo e complexa¢do de Zn no residuo.
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Figura 6. Porcentagem de Zn, em relacdo ao total, nos diferentes tratamentos e
fragdes quimicas no plantio e colheita da B. humidicola.

1: Testemunha (Residuo Ingd); 2: Residuo Inga + 20% lodo do biodigestor de uma cervejaria; 3: Residuo Inga +
2% residuo silicato de calcio; 4: Residuo Inga + 3% residuo silicato de calcio; 5: (Residuo Inga + 20% lodo do
biodigestor de uma cervejaria) + 2,5% residuo silicato de calcio; 6: (Residuo Inga + 20% lodo do biodigestor de
uma cervejaria) + 4% residuo silicato de célcio.

Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrao.

Médias seguidas pela mesma letra mailiscula para tratamento e minuscula para época ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5%.

F1: extragdo com agua; F2: extraido com NaNOjs-extraido com agua; F3: extraido com DTPA — extraido com
NaNOs; F4: extraido com acido acético-extraido com NaNOs; F5: total-2. das fragdes (F1, F2, F3 e F4).
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Figura 7. Porcentagem de Zn, em relacdo ao total, nos diferentes tratamentos e
fragdes quimicas no plantio e colheita da B. decumbens.

1: Testemunha (Residuo Inga); 2: Residuo Inga + 20% lodo do biodigestor de uma cervejaria; 3: Residuo Inga +
2% residuo silicato de calcio; 4: Residuo Inga + 3% residuo silicato de calcio; 5: (Residuo Inga + 20% lodo do
biodigestor de uma cervejaria) + 2,5% residuo silicato de calcio; 6: (Residuo Inga + 20% lodo do biodigestor de
uma cervejaria) + 4% residuo silicato de calcio.

Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrao.

Médias seguidas pela mesma letra mailscula para tratamento e minascula para época ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5%.

F1: extracdo com agua; F2: extraido com NaNOs;-extraido com agua; F3: extraido com DTPA — extraido com
NaNOs; F4: extraido com acido acético-extraido com NaNOs; F5: total-2. das fragdes (F1, F2, F3 e F4).
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Tabela 5. Valores médios do pH nos diferentes tratamentos, no plantio e na colheita
de B. humidicola e B. decumbens.

Tratamentos B. humidicola B. decumbens

plantio colheita plantio colheita
1 5,94+0,06 5,70+0,02 6,05+0,03 5,7040,10
2 6,33+0,11 6,18+0,07 6,23+0,06 6,04+0,14
3 6,37+0,04 6,16+0,31 6,33+0,12 6,22+0,13
4 7,06+0,13 6,42+0,34 7,03+0,11 6,83+0,28
5 6,38+0,13 6,06+0,12 6,42+0,18 6,18+0,13
6 7,30+0,23 6,96+0,22 7,10+0,10 7,13+0,21

1: Testemunha (Residuo Ingd); 2: Residuo Inga + 20% lodo do biodigestor de uma cervejaria; 3: Residuo Inga +
2% residuo silicato de célcio; 4: Residuo Ingéd + 3% residuo silicato de célcio; 5:_(Residuo Inga + 20% lodo do
biodigestor de uma cervejaria) + 2,5% residuo silicato de célcio; 6: (Residuo Ingéd + 20% lodo do biodigestor de
uma cervejaria) + 4% residuo silicato de calcio. Cada valor corresponde a uma média de 3 repeticdes + erro
padréo.

O pH tendeu a decrescer na colheita das plantas quando comparado ao plantio
(Tabela 5), provavelmente pelo cultivo das plantas e exudacdo de compostos pelas
raizes das braquiarias.

O decréscimo nas fragdes F1 e F2 foi acompanhado de um aumento nas fragdes
de menor solubilidade, principalmente F3 e F4 (Figura6 e 7). Como as reacdes de
precipitacdo, complexacdo e adsor¢do de metais pesados sdo favorecidas pela elevacao
do pH e da presenga de matéria organica (Sposito, 1989), a adi¢do de produtos de
reacdo alcalina e orginica provavelmente favoreceu a transferéncia de Zn das fragdes
mais soliveis para as de menor solubilidade. Essa transferéncia pode ser confirmada na
Tabela 6, na qual se verifica que as fragdes F1 e F2 apresentaram uma correlagdo
negativa e significativa com o pH, enquanto as fracdes F3 e F4 apresentaram uma
correlacdo positiva e significativa.

Tabela 6. Coeficientes de correlagdo de Pearson, entre as diferentes fragcdes quimicas e
o pH dos tratamentos.

Zinco Cadmio
Brachiaria humidicola
pH x F1 -0,5709** -0,6823**
pH x F2 -0,5946** -0,5100%*
pH x F3 0,3488** 0,3601**
pH x F4 0,5399** 0,4741**
pH x F5 -0,0853 "* 0,0830 ™*
Brachiaria decumbens
pH x F1 -0,6414%* -0,5911**
pH x F2 -0,5914** -0,6277**
pH x F3 0,4083** 0,3849**
pH x F4 0,5727** 0,6554**
pH x F5 -0,0659 "* 0,0451 ™*

** significativo ao nivel de 1% ; * significativo ao nivel de 5%; ™* ndo significativo

Na fragdo F3, observam-se maiores porcentagens de Zn nos tratamentos com
adicao de matéria organica juntamente com residuo alcalino (T 5 e 6), demonstrando o
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papel da matéria organcia na formagao de complexos mais estaveis pela formacdo de
complexos de esfera interna, ¢ do pH no aumento da CTC do solo. Verifica-se que as
porcentagens de Zn foram superiores na fracdo F3 quando comparadas com as fragdes
F1 e F2, nos tratamentos com adi¢do de produtos de reagdo alcalina e residuo organico.

Grimm et al. (1991) estudando a complexacao de Cu em substancias humicas,
verificou que em baixo pH (2,5) a maior parte da superficie estava ocupada por protons,
entretanto, em pH mais elevado (4,5) a maior parte dos sitios ligantes estava ocupado
por Cu por causa do decréscimo da competicdo com protons. Yin et al. (1997), também
mostrou que menos Hg®" foi complexado a substincias humicas em valores baixos de
pH devido & competi¢io com H'.

As percentagens de Zn nos tratamentos com aplicacdo de produto de reagdo
alcalina (silicato de célcio), com ou sem adi¢do de matéria organica, determinou
aumentos significativos de Zn na fragdo F4. Essa diferenga nao foi significativa quando
comparado com os tratamentos onde se adicionou somente residuo alcalino (T 3 e 4)
com o que adicionou residuo organico simultaneamente (T 5 ¢ 6), demonstrando que o
aumento do pH, pela adi¢dao de residuo de reacdo alcalina, foi o principal responséavel
pelo aumento de Zn nessa fragdo, demonstrando a importancia do pH na precipitagao de
Zn no residuo.

A maior parte do Zn presente nesse residuo esta na fragdo F5. No entanto, ndo ha
diferenca significativa entre os diferentes tratamentos quando comparados a testemunha.
Isso demonstra que a formagdo de complexos mais estaveis, ndo foi a principal forma de
reten¢ao de Zn no residuo.

Comparando os diferentes tempos de amostragem, verifica-se que a
disponibilidade de Zn aumentou na colheita das braquidrias quando comparada ao
plantio, principalmente na fragdo F2. Isso ocorreu principalmente devido a redugdo do
pH na colheita (Tabela 5), que pode ter sido ocasionado pela exudagdo de compostos
pelas raizes, acidificando a regido da rizosfera. O aumento nas fragdes de maior
disponibilidade, reduziu conseqiientemente as percentagens nas fracdes de menor
solubilidade, F3 ¢ F4. A fragdo F5 ndo foi alterada por essa redugdo do pH, por se tratar
de uma fragao mais estabilizada.

Esse aumento na fragdo F2 foi mais significativo na B. humidicola (Figura 6)
quando comparado a B. decumbens (Figura 7), devido a maior reducdo do pH nos
tratamentos com essas plantas (Tabela 5).

Segundo Zaharieva & Rombheld (2000), as raizes podem exudar moléculas
capazes de quelatar o metal na rizosfera solubilizando o metal imobilizado no solo.
Podem também solubilizar o metal por acidificagdo da rizosfera, liberando cétions
metalicos para a solucao do solo.

O Cd apresentou um comportamento semelhante ao Zn nas diferentes fracdes
quimicas (Figuras 8 € 9).
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Figura 8. Porcentagem de Cd, em relacdo ao total, nos diferentes tratamentos e fracdes
quimicas no plantio e colheita da B. humidicola.

1: Testemunha (Residuo Ingd); 2: Residuo Ingé + 20% lodo do biodigestor de uma cervejaria; 3: Residuo Ingé + 2%
residuo silicato de calcio; 4: Residuo Ingd + 3% residuo silicato de calcio; 5: (Residuo Inga + 20% lodo do
biodigestor de uma cervejaria) + 2,5% residuo silicato de calcio; 6: (Residuo Inga + 20% lodo do biodigestor de uma
cervejaria) + 4% residuo silicato de calcio.
Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrio.
Médias seguidas pela mesma letra maitiscula para tratamento e mindscula para época nio diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%.
F1: extracdo com agua; F2: extraido com NaNOj-extraido com agua; F3: extraido com DTPA — extraido com
NaNOs; F4: extraido com 4cido acético-extraido com NaNOs; F5: total-2. das fragdes (F1, F2, F3 e F4).
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Figura 9. Porcentagem de Cd, em relacdo ao total, nos diferentes tratamentos e fracdes
quimicas no plantio e colheita da B. decumbens.

1: Testemunha (Residuo Ingd); 2: Residuo Ingé + 20% lodo do biodigestor de uma cervejaria; 3: Residuo Ingé + 2%
residuo silicato de calcio; 4: Residuo Ingd + 3% residuo silicato de calcio; 5: (Residuo Inga + 20% lodo do
biodigestor de uma cervejaria) + 2,5% residuo silicato de calcio; 6: (Residuo Inga + 20% lodo do biodigestor de uma
cervejaria) + 4% residuo silicato de calcio.
Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrio.
Médias seguidas pela mesma letra maitiscula para tratamento e mindscula para época nio diferem significativamente

pelo teste de Tukey a 5%.

F1: extracdo com agua; F2: extraido com NaNOj-extraido com agua; F3: extraido com DTPA — extraido com
NaNOs; F4: extraido com 4cido acético-extraido com NaNOs; F5: total-2. das fragdes (F1, F2, F3 e F4).
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Nos tratamentos com adi¢do de matéria organica e residuo de reacao alcalina, as
menores percentagens de Cd foram encontradas nas fragdes F1 e F2. Esses resultados
foram similares aos obtidos para os tratamentos com Zn, o que confirma a importancia
desses produtos na reducio da solubilidade de metais pesados no residuo INGA.

Na fragao F3 (Figura 8 € 9), as porcentagens de Cd nos tratamentos com valores
mais elevados de pH e com adi¢do de matéria organica (lodo de biodigestor), foram
superiores quando comparados com a testemunha, demonstrando que parte do Cd que
encontrava-se na fracdo solivel em dgua (F1) e ligado eletrostaticamente (F2),
provavelmente passaram para as formas mais estaveis através do mecanismo de
adsorcdo especifica na superficie de 6xidos e da matéria organica. No entanto, o
aumento nessa fracdo foi maior nos tratamentos com adicdo de matéria organica
simultaneamente ao aumento do pH (T5 e 6), demonstrando a importancia da matéria
organica ¢ do pH no aumento de carga liquida negativa no solo, aumentando assim a
CTC e a adsor¢do de metais pesados.

A presenca da matéria organica no residuo da Kaiser, contribuiu na redugdo da
solubilidade de Cd, visto que a mesma proporcionou sitios de adsor¢do especifica de
compostos organicos mais estaveis presentes neste residuo. A matéria organica também
pode formar complexos soliveis (quelatos) com os metais pesados, que quando
mantidos em solu¢do a um pH elevado também poderiam precipitar. Yamada et al.,
(1984) e Mesquita (2002) também observaram a redu¢do na solubilidade dos metais
pesados, entre eles o Zn e o Cd, na adi¢do de matéria organica.

Verifica-se também nas Figuras 8 e 9, maiores percentagens de Cd na fracdo F4
em todos os tratamentos, quando comparados com a testemunha. Ao contrario do
ocorrido na fragdo F3, esses aumentos foram mais expressivos pela adicdo do residuo
alcalino silicato de calcio, ndo havendo diferenca significativa entre os tratamentos com
ou sem adi¢cdo de matéria organica (T 3 e 4; T5 e 6, respectivamente). As percentagens
de Cd foram superiores nessa fragdo quando comparados com as fragdes F1, F2 e F3,
com excecdo da testemunha. Esses resultados demonstram que a elevagdo do pH por
esses residuos alcalinos causou, possivelmente, a precipitagdo do Cd na forma de
hidroxidos e carbonatos.

Assim como ocorreu para o Zn, para o Cd também nao houve diferenca entre os
tratamentos na fracdo F5. Apesar de ser a fracdo de maior estabilidade de metais
pesados no solo, a adigdo de produtos de reagdo alcalina e residuo organico nao
contribuiu para o aumento do elemento nessa fragao.

Comparando as duas épocas de coleta de residuos dos diferentes tratamentos,
verificou-se, assim como para o Zn, um aumento nas fracdes de maior solubilidade
(Figuras 8 e 9), principalmente na fracdo F2. No entanto, esse aumento provocou a
reducdo somente na fracdo F4 e ndo na F3, como ocorreu para o Zn (Figuras 6 e 7),
indicando que o Cd pode ter formado um complexo mais estavel com a matéria organica
e os oxidos de Fe presentes nos tratamentos, ¢ a reducdo do pH com o cultivo das
plantas, provavelmente, ndo foi suficiente para a liberacdo do metal presente na fracdo
F3.

A redugdo de Zn e Cd nas fragdes F1 e F2 e o conseqiiente aumento nas fragdes
F3 e F4, em todos os tratamentos, quando comparados a testemunha, mostraram que o
silicato de calcio e o lodo de biodigestor contribuiram na elevacdo do pH e adi¢do de
matéria organica, respectivamente, atuando provavelmente na precipitagdo de metais
pesados e no aumento de carga liquida negativa na superficie de 6xidos de Fe, Mn e Al,
e da matéria organica, fazendo com que esses elementos que estavam associados a
fragdes quimicas mais labeis, passassem para fragdes de maior estabilidade.
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A producdo de matéria seca das plantas de Brachiaria humidicola ¢ B.
decumbens foi influenciada pela biodisponibilidade de Zn e Cd nos tratamentos, e pelo
tipo e doses de inertizantes utilizados (Tabela 7).

Tabela 7. Peso seco médio (g) das plantas de Brachiaria humidicola e Brachiaria
decumbens nos diferentes tratamentos.

Tratamentos B. humidicola B. decumbens
parte aérea raiz parte aérea Raiz
1 X X X X
2 1,69+0,3 0,29+0,10 0,92+0,01 0,05+0,04
3 3,65+1,24 1,52+0,67 X X
4 5,3140,90 3,38+0,97 5,84+0,97 2,90+0,7
5 X X 2,54+1,19 0,51+0,33
6 3,71+1,91 0,90+0,71 8,25+1,88 3,52+0,45

1: Testemunha (Residuo Ingd); 2: Residuo Inga + 20% lodo do biodigestor de uma cervejaria; 3: Residuo Inga + 2%
residuo silicato de calcio; 4: Residuo Inga + 3% residuo silicato de calcio; 5:_(Residuo Ingad + 20% lodo do
biodigestor de uma cervejaria) + 2,5% residuo silicato de célcio; 6: (Residuo Inga + 20% lodo do biodigestor de uma
cervejaria) + 4% residuo silicato de célcio.

Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrio.

Os sintomas de fitotoxidez das plantas aumentaram com o tempo de cultivo nos
diferentes tratamentos, conforme j& descrito em literatura (Kabata-Pendias & Pendias,
1992), e apresentaram relacdo inversa com a adi¢do de residuos de reacdo alcalina e
organico.

No tratamento testemunha, somente com residuo INGA, as plantas morreram
cinco dias ap0s o transplantio. No tratamento 3 de B. decumbens e tratamento 5 de B.
humidicola, com o tempo de exposi¢do aos metais, as plantas exibiram sintomas de
toxidez bastante acentuados, como encarquilhamento e manchas por toda a planta, que
evoluiram, levando-as a morte.

As maiores producdes de matéria seca nas plantas de B. humidicola e B.
decumbens foram constatadas nos tratamentos com pH 7,0 (T4 e 6), demonstrando a
importancia do pH na reducdo da solubilidade de metais pesados, favorencendo o
desenvolvimento das plantas.

A B. decumbens foi a planta que mais respondeu a mudanca de pH no residuo,
apresentando correlacdo positiva e altamente significativa, tanto para produgdo de
matéria seca como para acumulagdo de Zn e Cd (Tabela 8).

Tabela 8. Coeficientes de correlagdo de Pearson entre o peso seco e acumulacao de Zn
e Cd, e o pH dos tratamentos.

Correlacao B. humidicola B. decumbens
pH x peso parte aérea 0,2259 ™* 0,7636**
pH X peso raiz 0,2525 ™% 0,7878%*
pH x acumulo Zn parte aérea 0,1238 ** 0,6157**
pH x acimulo Zn raiz 0,2689 ™* 0,7970%*
pH x acamulo Cd parte aérea -0,085 ™* 0,8391%**
pH x acimulo Cd raiz -0,1627 ™* 0,7084**

** significativo ao nivel de 1% ; * significativo ao nivel de 5%; ™* ndo significativo
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A B. decumbens foi a espécie mais tolerante aos diferentes tratamentos,
apresentando maior produ¢dao de matéria seca nos tratamentos quando comparados a B.
humidicola, com exce¢do do tratamento 2, no qual a B. humidicola apresentou uma
maior producao. Essa menor produgdo no T2, pode ser devido ao menor pH nos vasos
com B. decumbens (Tabela 5), o que favoreceu uma maior percentagem de Zn e Cd nos
tratamentos dessa espécie nas fragdes com maior biodisponibilidade, F1 e F2 (Figuras 7
e9).

As maiores producdes de matéria seca na B. decumbens toi no T6, no qual foi
adicionado matéria organica e residuo de reacdo alcalina, simultaneamente. Isso
demonstra a importancia do pH e da matéria organica na reducdo da biodisponibilidade
de metais pesados e também na melhoria das condi¢des fisicas do residuo pela adi¢cdo de
matéria organica, como estrutura, porosidade, evitando a compactagdo, caracteristicas
essas que favorecem o melhor desenvolvimento das raizes e, conseqiientemente, maior
producdo vegetal. A Figura 10 mostra uma diferenga visual no desenvolvimento das
plantas de B. decumbens, nos tratamentos com matéria organica em proximos a pH 6,5
(Tratamento 5) e 7,0 (Tratamento 6).

Figura 10. Diferencas no desenvolvimento da B. decumbens nos tratamentos: (A) Inga
+ 20% de lodo Kaiser + 2,5% de residuo silicato de calcio; e (B) Ingd + 20% de
lodo Kaiser + 4% de residuo silicato de célcio.

A extracdo de Zn e Cd pelas plantas foram influenciadas pelos diferentes
tratamentos (Tabelas 9 e 10), apresentando resposta significativa a adigdo de
inertizantes. O incremento de matéria seca das plantas no solo onde foi adicionado
residuo alcalino e organico simultaneamente (T6), apresentou relagdo direta com os
teores de Zn e Cd nas plantas, corroborando o efeito amenizante do residuo de reagdo
alcalina (silicato de calcio) e organico (lodo de biodigestor) sobre a fitotoxidez dos
metais, favorecendo o crescimento das plantas.

Apesar da menor solubilidade de Zn e Cd nos tratamentos com maior adi¢ao de
residuos alcalino e organico (Figuras 6, 7, 8 € 9), a acumulagdo desses elementos foi
maior nos tratamento 4 ¢ 6 (Tabelas 9 e 10). Isso ocorreu provavelmente devido ao
maior desenvolvimento das plantas nesses tratamentos, o que permitiu uma maior area
de exploracao do residuo pelas raizes e, conseqlientemente, maior absorcao de metais

pesados.
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Tabela 9. Acumulo de Zn (mg planta™) pelas plantas de Brachiaria humidicola ¢ B.
decumbens nos diferentes tratamentos.

Tratamentos B. humidicola B. decumbens
parte aérea raiz parte aérea raiz
1 X X X X
2 2,16+0,11 1,64+0,66 1,69+0,16 0,36+0,29
3 5,7442.41 6,49+3,08 X X
4 5,40+0,75 16,76+4.4 14,02+3,99 28,05+8,64
5 X X 7,6943,6 3,16+1,75
6 11,14+731 6,87+5,72 21,85+6,68 21,45+1,89

1: Testemunha (Residuo Ingd); 2: Residuo Inga + 20% residuo do biodigestor de uma cervejaria; 3: Residuo Inga +
2% residuo silicato de célcio; 4: Residuo Ingé + 3% residuo silicato de célcio; 5:_(Residuo Ingé + 20% residuo do
biodigestor de uma cervejaria) + 2,5% residuo silicato de célcio; 6: (Residuo Inga + 20% residuo do biodigestor de
uma cervejaria) + 4% residuo silicato de calcio.

Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padréio.

X = tratamentos cujas plantas ndo sobreviveram

Tabela 10. Acamulo de Cd (mg planta™) pelas plantas de Brachiaria humidicola e B.
decumbens nos diferentes tratamentos.

Tratamentos B. humidicola B. decumbens
parte aérea raiz parte aérea raiz
1 X X X X
2 0,07+0,02 0,02+0,01 0,05+0,01 0,005+0
3 0,20+0,07 0,45+0,05 X X
4 0,20+0,03 0,22+0,06 0,38+0,06 0,44+0,10
5 X X 0,09+0,04 0,060,04
6 0,13+0,09 0,1+0,08 0,55+0,10 0,34+0,14

1: Testemunha (Residuo Ingd); 2: Residuo Inga + 20% residuo do biodigestor de uma cervejaria; 3: Residuo Inga +
2% residuo silicato de célcio; 4: Residuo Inga + 3% residuo silicato de célcio; 5: (Residuo Ingd + 20% residuo do
biodigestor de uma cervejaria) + 2,5% residuo silicato de célcio; 6: (Residuo Inga + 20% residuo do biodigestor de
uma cervejaria) + 4% residuo silicato de calcio.

Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrao.

X = tratamentos cujas plantas ndo sobreviveram

Apesar da menor producdo de raizes (Tabela 7), o acimulo de Zn foi, em alguns
tratamentos, mais elevado na raiz do que na parte aérea, devido principalmente as
maiores concentracdes de Zn na raiz.

No T3, a B. humidicola também absorveu quantidade significativa de Zn e Cd,
provavelmente devido ao maior desenvolvimento das plantas nesse tratamento
(Tabelas 9 e 10).

A B. decumbens acumulou quantidades significativamente maiores tanto de Zn
como de Cd, quando comparada a B. humidicola, em todos os tratamentos, com exce¢ao
do T2. Isso demonstra a maior tolerancia dessa planta e maior capacidade de absorcdo e
translocag¢do de metais pesados para a parte aérea.

Os resultados mostram que a aplicagao de inertizantes ao residuo contaminado
favoreceu o crescimento das plantas por meio de diminui¢do dos teores de Cd e Zn
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biodisponiveis no residuo. O presente estudo evidencia a acao inertizante do silicato de
calcio e do lodo de biodigestor, em relacdo a toxidez de metais pesados no solo em B.
decumbens e B. humidicola, apresentando grande potencial de uso em programas de
fitoestabiliza¢do de areas contaminadas com Zn e Cd.

3.3.4 Efeitos dos tratamentos na classificacio do residuo Inga

Na Tabela 11, sdo apresentados os valores de Cd nos diferentes tratamentos, no
teste de lixiviagdo, que tem por objetivo avaliar a probabilidade de lixiviagdo de metais
pesados presentes em residuos sélidos, por meio de lavagem ou percolagdo de dgua a
pH 5,0. Segundo as normas da ABNT (1987), o Zn ndo confere caracteristica de
periculosidade ao residuo, por isso ndo foi realizado o teste de lixiviacdo para esse
elemento.

Tabela 11. Concentragdes lixiviaveis de Cd (mg kg™') nos diferentes tratamentos, de
acordo com o teste de lixiviagdo (ABNT, 1987), no plantio e colheita da B.
humidicola e B. decumbens.

Tratamentos B. humidicola B. decumbens

plantio colheita plantio colheita
1 30,25+4,29 27,96+4,32 31,74+4,32 29,78+3,75
2 16,67+3,27 17,02+2,57 26,90+7,52 24,08+7,64
3 21,29+5.90 19,27+4,76 18,64+5.43 16,88+4,98
4 17,44+6,34 13,77+6,79 17,53+3,81 14,2243 .64
5 20,66+2.45 14,83+1,98 22.45+5,66 18,54+5.15
6 8,37+0,99 7,10+1,0 11,82+3,12 11,78+2,74

1: Testemunha (Residuo Ingd); 2: Residuo Inga + 20% residuo do biodigestor da Cervejaria Kaiser; 3: Residuo Inga +
2% residuo silicato de célcio da Petrobras; 4: Residuo Inga + 3% residuo silicato de célcio da Petrobrés; 5:_(Residuo
Inga + 20% residuo do biodigestor da Cervejaria Kaiser) + 2,5% residuo silicato de célcio da Petrobras; 6: (Residuo
Inga + 20% residuo do biodigestor da Cervejaria Kaiser) + 4% residuo silicato de céalcio da Petrobras.

Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrio.

Houve uma redugdo significativa nos teores de Cd lixiviaveis em todos os
tratamentos comparados a testemunha (Tabela 11), principalmente no Tratamento 6,
onde foi adicionado matéria organica e residuo alcalino simultaneamente a pH 7,0. No
entanto, a concentr¢do de Cd em todos os tratamentos, estiveram acima dos limites
estabelecidos pela Norma 10006, anexo H baseado no teste de lixiviagdo (ABNT,
1987), que confere a periculosidade do residuo para esse elemento (0,5 mgL™).
Considerando que uma das principais formas de reducdo da solubilidade desses residuos
foi pela precipitacio de metais pesados ocorrida pelo aumento do pH, esses metais
podem ter sido solubilizados nesse teste, ja que se reduz o pH para 5,0.

Com isso, pode-se afirmar que, apesar da redu¢do nas concentragdes de Zn e Cd
presentes no residuo INGA nos diferentes tratamentos quando comparado a testemunha,
reduzindo o seu potencial poluidor, nenhum tratamento utilizado foi suficiente para
mudar a classificagio do residuo, permanecendo o residuo INGA na Classe I - perigoso.
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3.4 Conclusoes

No cultivo hidropdnico, o Zn ndo reduziu a produgdo de matéria seca das raizes da
B. decumbens nas duas doses estudadas;

O aumento do pH e a adicdo de matéria organica causaram reducdo na
biodisponibilidade de Zn e Cd pela associagdo desses elementos a fragdes quimicas
mais estaveis no residuo estudado;

Apesar da redugdo na solubilidade de metais pesados, nenhum tratamento mudou a
classificagio do residuo INGA quanto a sua periculosidade, permanecendo na
Classe I — perigoso;

A Brachiaria decumbens foi a planta que mais tolerou e acumulou Cd e Zn, tendo
um potencial promissor na utilizagdo em projetos de recuperagdo area contaminadas
com esses elementos.
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4. CAPITULO II

OTIMIZACAO DO POTENCIAL FITOEXTRATOR DE Brachiaria
decumbens DESENVOLVIDA EM DOIS SOLOS CONTAMINADOS
COM METAIS PESADOS, PELO USO DE QUELANTES.
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RESUMO

A fitorremediacdo induzida tem sido proposta como um efetivo método para remocgao
de metais pesados de solos contaminados pelo uso de fitoextracdo com plantas de alta
producdo de biomassa. Em condi¢cdes controladas, foram estudados os efeitos da
aplicacio de 10 mmol L de cada, EDTA ¢ EDDS na solubilidade de Zn, Cd e Pb
presentes em dois solos de uma mina de calamina desativada contaminados com esses
elementos, além da absorcao e translocacao desses elementos por plantas de Brachiaria
decumbens, comparado com a fitoextragdo natural pela hiperacumuladora de Cd e Zn
Thlaspi caerulescens. Os resultados mostram que, apesar de o EDTA ter sido mais
eficiente na solubilizacdo de metais pesados no solo, o EDDS foi mais efetivo que o
EDTA na absor¢do e translocacdo de metais pesados pelas plantas. A aplicacao de 10
mM de EDDS no solo, aumentou significativamente a concentragdo de Zn e Cd na parte
aérea das plantas. A aplicagao de EDDS e EDTA também aumentou significativamente
a relacdo na concentracdo de Zn, Cd e Pb parte aérea/raiz quando comparados ao
controle, sem adicdo de quelantes. Thlaspi caerulescens foi mais eficiente que B.
decumbens na fitoextragao de Cd, Zn e Pb nos solos.

Palavras-chave: EDTA, EDDS, Brachiaria decumbens, metais pesados
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ABSTRACT

Chemically enhanced phytoextraction has been proposed as an effective method to
remove heavy metals from contaminated soils through the use of high biomass plants. In
controled conditions, it was studied the effects of application of 10 mmol L of each
EDTA and EDDS in the solubility of Zn, Cd and Pb in two soils of a calamine mine
contaminated with these elements, and the absorption and uptake of them by B.
decumbens, comparing with the natural phytoextraction using the Zn and Cd
hyperaccumulator Thlaspi caerulescens. The results showed that EDTA was more
efficient in solubilizing heavy metals in the soil, but EDDS was more effective than
EDTA in increasing the absorption and uptake of Cd, Zn and Pb by the B. decumbens.
With the application of 10 mM EDDS in the soil, the concentration of Zn and Cd
increased the concentration of Zn and Cd in the shoot of the plants. The application of
EDDS and EDTA increased the shoot-to-root ratios compared to a control (without
addition of chelants). Thlaspi caerulescens was far more efficient than B. decumbens in
phytoextracting Cd, Zn and Pb from soils.

Key words: EDTA, EDDS, Brachiaria decumbens, heavy metals
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4.1 Introducao

O solo pode ser contaminado com metais pesados por diversas atividades
humanas incluindo mineracao, operagdes de tratamento de metal, emissdo de veiculos
automotores, deposicdo ou vazamento de residuos industriais. Devido a sua elevada
toxicidade e alta persisténcia no ambiente, a limpeza de solos contaminados ¢ uma das
mais dificeis tarefas da engenharia ambiental, e diversas técnicas in situ e ex situ t€m
sido desenvolvidas para remover metais pesados de solos contaminados.

A fitoextragcdo de metais pesados € uma tecnologia desenvolvida com o objetivo
de extrair metais pesados do solo e tem tido muita atencao ultimamente, por ser uma
tecnologia limpa e barata (Mc Grath, 1998). H4 duas estratégias de fitoextracao,
chamadas fitoextracao natural ou continua, e fitoextracao induzida (Salt et al., 1998).

A primeira ¢ baseada no uso natural de plantas hiperacumuladoras com grande
capacidade de acumulagdo de metal na parte aérea, possuindo caracteristicas
particulares de acumular esses metais e apresentar elevada tolerancia (Baker et al.,
2000). No entanto, a maioria das hiperacumuladoras, como Thlaspi, Urtica,
Chenopodium, Polygonum sachalase e Alyssum possuem lento desenvolvimento e baixa
producdo de biomassa, sendo necessarios muitas vezes, anos ou décadas para limpar
uma area contaminada (Mulligan et al., 2001). Além disso, alguns metais pesados, como
o Pb, possuem pouca biodisponibilidade no solo e sua extracao pela planta, ¢ limitada
pela solubilidade e difusdo na superficie das raizes.

A fitoextracao induzida tem sido desenvolvida para minimizar esses problemas
(Blaylock, 2000). A fitoextra¢do pode ser otimizada pela adi¢do de compostos quelantes
de metais pesados, visando aumentar a solubilidade, absor¢ao e translocacdo de metais
pelas plantas. Esse método faz com que plantas com elevada producdo de biomassa,
como milho (Zea mays), ervilha (Pisum sativum), aveia (Avena sativa), cevada
(Hordeum vulgare) e Brassica juncea absorvam grande quantidade de metais quando
sua biodisponibilidade no solo ¢ aumentada por tratamentos quimicos.

Virios agentes quelantes, como 4cido citrico, EDTA, CDTA, DTPA, EDDS,
EGTA, EDDHA e NTA, tem sido estudados com o objetivo de dessorver metais
pesados do solo e facilitar a sua absorcdo pela planta e o transporte no xilema,
aumentando a transloca¢ao de metais da raiz para a parte aérea (Lombi et al., 2001;
Shen et al., 2002).

Uma das mais promissoras aplicagdes dessa tecnologia ¢ para a remediacao de
solos contaminados com Pb usando Brassica juncea L. em combinagdo com EDTA
(Blaylock, 2000).

O EDTA tem sido o agente quelante mais utilizado em fitoextragdo induzida em
virtude da sua efici€ncia na mobilizacao de diversos ions metalicos. Huang et al. (1997)
concluiu que a dessor¢do de Pb no solo foi favorecida por diferentes agentes quelantes
na seguinte ordem decrescente: EDTA > HEDTA > DTPA > EGTA > EDDHA.

Apesar dessa eficiéncia, o EDTA bem como o complexo EDTA-metal formado,
sdo toxicos para plantas e microrganismos do solo e possuem baixa degradabilidade no
solo, formando complexos de alta estabilidade com Cu, Fe, Zn e Pb (Satroutdinov et al.,
2000), o que aumenta seu potencial de toxicidade, lixiviacdo e, conseqiientemente,
danos ambientais. Com isso, ha uma preocupacdo sobre a persisténcia de complexos
soluveis quelante-metal no solo, com respeito a sua toxicidade e possivel lixiviagdo ao
lencol freatico (Romkens et al., 2002).
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Recentemente, o uso de agentes quelantes de maior biodegradabilidade, como o
EDDS (4cido etileno diamino disuccinato), tem sido proposto para aumentar a absor¢ao
de metais pesados pelas plantas (Kulli et al., 1999; Greman et al., 2003). Segundo
Goodfellow et al. (1997), o EDDS pode ser produzido naturalmente por microrganismos
e possui uma alta taxa de degradagao no solo quando comparado ao EDTA.

O presente estudo teve como objetivos comparar o efeito da fitoextracdo natural,
por meio da espécie Thlaspi caerulescens, hiperacumuladora de Zn e Cd, e o efeito de
agentes quelantes como EDTA e EDDS, na fitoextragdo de Cd, Zn e Pb em Brachiaria
decumbens, desenvolvidas em solos contaminados com esses elementos.
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4.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado em camara de crescimento, sob condi¢des
controladas, visando avaliar o potencial de B. decumbens na fitoextracdo de Cd, Zn e Pb
com a adicao de agentes quelantes EDTA e EDDS. Foi avaliada também a capacidade
de fitoextracdo natural de metais pesados utilizando a hiperacumuladora de Cd e Zn
Thlaspi caerulescens.

Foram utilizados amostras de um Luvisol Gléico (Eusko Jaularitza, 1991) com
elevadas doses naturais de Cd, Zn e Pb, oriundos de uma mina de calamina desativada,
situada na regido do Pais Basco, norte da Espanha. Foram selecionadas duas areas da
regido com diferentes graus de contaminagdo, sendo identificadas como A e B.

Amostras dos solos foram coletadas na profundidade de 0-20 cm, sendo secas ao
ar, destorroadas e passadas por peneira de 2 mm de malha. Os teores totais de metais
pesados foram analisados em espectrofotometria de absorcao atomica apds digestao
nitro-perclorica 2:1 (Scott, 1978), e a extragdo seqiiencial foi realizada segundo método
de Tessier et al., (1979) modificado por Luo & Christie (1998), conforme descrito
abaixo:

1* etapa: 2 g de solo foram agitados a temperatura ambiente com 16 mL de
Mg(NOs), 1 mol L™ a pH 7,0, durante 1 h e centrifugado a 3000 r.p.m. por 10 min. O
sobrenadante foi filtrado e o tubo pesado. Essa etapa extraiu os metais correspondentes
a fragdo trocavel;

2" etapa: o residuo da 1° etapa foi agitado a temperatura ambiente com 16 mL
de CH;COONa 1 mol L™, ajustado a pH 5,0 com CH3COOH, durante 5 h, centrifugado
como antes, filtrado e o peso anotado. Essa etapa correspondeu a fracdo de metais
pesados associada a carbonatos;

3" etapa: 30mL de NH,OHHCI 0,04 mol L' em 25% (v/v) CH;COOH foram
adicionados ao residuo da 2° etapa e o peso verificado. Os tubos foram tapados e
aquecidos em banho-maria a 96+3°C com agitagio ocasional durante 5 h, e
posteriormente, centrifugados, filtrados e pesados como nas etapas anteriores. Essa
etapa extraiu os metais pesados ligados aos 6xidos de Fe ¢ Mn;

4" etapa: 6 mL de HNO; 0,02 mol L'e4mLde H,0, 30%, ajustado a pH 2
com HNOj3, foram adicionados ao residuo da 3" etapa e a mistura foi aquecida em
banho-maria a 85+2°C por aproximadamente 45 min. Uma quantidade adicional de
H,0, 30% ajustada a pH 2 com HNO; foi adicionada e a mistura permaneceu em
banho-maria a 85+2°C por mais 45 min. Esse procedimento foi repetido por mais trés
vezes totalizando um periodo total de aproximadamente 5 h. Apds esfriar, 8§ mL de
CH;COONH;, 3,2 mol L' em 20% (v/v) HNOs foi adicionado e a amostra foi diluida
com agua deionizada a 30 mL, agitada por 30 min, centrifugado e filtrado como nas
etapas anteriores. Essa etapa extraiu metais pesados ligados a matéria organica;

5" etapa: metais pesados na fragdo residual foram calculados como a diferenga
entre a concentragao total de metais e o somatodrio das fragdes anteriores.

A formula seguinte foi usada para calcular as concentragdes de metais pesados
(mg kg™) em cada frago:

Fi:Ci*(Vi+Rj)—Ci_1 *Rj/W

F; = conteudo de metais pesados na fragio i na extragdo seqiiencial (mg kg™');

C;= concentracdo de metal na fracdo i (mg L™);
Vi= volume do extrator i (L);
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R;= volume do extrator anterior que permaneceu no residuo (L);
Ci.1 = concentragdo de metais pesados na extragio anterior (mg L™);
W = peso da amostra de solo usada (kg).

Foram pesados 300 g de cada solo seco ao ar, sendo colocados em vasos
plasticos. Foi feita uma fertilizacdo de 120 mg kg™ de N, P e K, utilizando os produtos
KNO; , NH4H,PO4 e Ca(NO3), x 4H,0, umedecidos a 70% da capacidade de campo
com agua deionizada e mantidos incubados por um periodo de 15 dias.

Ap6s este periodo, dez sementes de B. decumbens foram semeadas, sendo
deixadas quatro plantulas por vaso, que foram desenvolvidas por um periodo de 10
semanas, a 70% da capacidade de campo. Nos potes de 7. caerulescens, foram
semeadas 15 sementes e deixadas duas plantulas por vaso.

As temperaturas do dia e noite foram mantidas em 200C, com 12 h de luz ao dia,
com intensidade de 250 umol m™s™ .

Apo6s esse periodo, EDTA e EDDS foram aplicados somente nos solos
cultivados com B. decumbens na concentragio de 10 mmol L', sendo as plantas
coletadas 4 dias ap6s o tratamento. O tratamento foi realizado dissolvendo os quelantes
em agua deionizada e aplicando a solucdo pela superficie dos vasos. Também foi
incluido um tratamento controle, sem a adicdo de compostos quelantes.

O experimento foi inteiramente casualizado, com 4 repeticdes para cada
tratamento.

No final do ciclo de cultivo das plantas, parte aérea e raizes da B. decumbens e
T. caerulescens foram coletadas, pesadas, lavadas com agua deionizada e secas em
estufa com circulagio de ar a 70°C. Amostras foram passadas em peneira de 0,5 mm de
malha, sendo digeridas em mistura nitro-perclorica 6:1 (Tedesco et al., 1995) e
determinados os teores de Zn, Cd e Pb em espectrofotdmetro de absor¢do atdmica.

Para medir a concentragdo de metais soliveis nos solos, foram utilizadas
capsulas de nylon do tipo Rhizon-MOM (Rhizosphere Research Products, Eijkelkamp
Agrisearch Equipment, Giesbeek, the Netherlands), que foram colocadas dentro de cada
pote, antes da aplicagdo dos quelantes e ap0s a coleta das plantas, visando coletar a 4gua
presente nos poros do solo, sendo utilizado método descrito por Knight et al., (1998) e
posteriormente analisados os teores de metais pesados em espectrofotometria de
absor¢do atomica.
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4.3 Resultados e Discussao

Os solos das duas areas estudadas possuem diferentes propriedades fisico-
quimicas e graus de poluigdo (Tabela 12). O solo da &rea B possui um pH mais elevado
e maiores teores de carbono que o da area A, provavelmente devido ao maior
desenvolvimento de Festuca rubra, uma graminea tolerante mais excluente de metais
pesados, que ¢ freqiientemente encontrada na area onde foi realizada a amostragem
desse solo.

Tabela 12. Propriedades fisico-quimicas das amostras de solos das areas A e B.

Parametros A B
Textura Franco arenosa Franco arenosa
% Argila 14,0 12,9
pH 5,6 6,7
Total C (%) 3,54 4,75
Total N (%) 0,15 0,20
C.E. (uS cm™) 1960 1960
Total Cd (mg kg™) 2,3 11,7
Total Zn (mg kg™) 8933 15.277,9
Total Pb (mg kg™) 255,0 4.166,3

De acordo com a extragdo seqiiencial (Figura 10), nota-se que apesar das
menores concentragdes totais de Zn e Cd na area A (Tabela 12), mais de 50% do
conteudo total desses metais presentes, estdo na fracdo de maior solubilidade F1, o que
aumenta a sua fitotoxicidade. Essa maior solubilidade de metais pesados na area A,
pode estar relacionada ao menor valor de pH nesse solo (Tabela 12), fatores importantes
na complexacdo de metais pesados no solo.

Quanto a area B (Figura 10), apesar das elevadas concentragdes totais de Zn, Cd
e Pb no solo, a maior parte desses eclementos estdo em fragdes de menor
biodisponibilidade, como fragdo residual e ligados a 6xidos de Fe e Mn e a carbonatos.

A contaminagdo moderada da area A, associada a elevada solubilidade de Zn e
Cd sao fatores favoraveis para a efetiva recuperagdo desse solo utilizando a técnica de
fitoextragao.
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Figura 10. Extracdo seqiiencial de Zinco, Cadmio e Chumbo nos solos das areas A e B.

As concentragdes de Cd, Zn e Pb soluveis no solo foram determinadas apds o
cultivo dos solos com B. decumbens e T. caerulescens (Tabela 13).

Tabela 13. Concentragdes de Cd, Zn e Pb na solugdo do solo apods os cultivos de
T. caerulescens (TC) e B. decumbens (BD) nos diferentes tratamentos.

Solos Quelantes Cd Zn Pb
mg kg’
A TC 2,8(0,5) 217(x16) 1,6(0,1)
BD 1,5(0,2) 10z 0,2(=0,01)
BD + EDTA 17,748 155(£14) 13,6(x1,11)
BD + EDDS 7,6(£0,4) 429(+3) 2,9(+0,02)
B
TC 2,7(x0,4) 201=12) 0,8=0,01)
BD 1,8(x0,1) 20(9) 2,9(+0,02)
BD + EDTA 42 2(+5,5) 337(£39) 53,9(+4,73)
BD + EDDS 25,9(x0,4) 368(+40) 2,4(+0,02)

As concentracoes de Cd, Zn, ¢ Pb soluveis nos solos cultivados com T.
caerulescens foram superiores as concentragdes nos solos com B. decumbens. Essa
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maior solubilidade pode ser devido a exudagao de acidos organicos por essas plantas,
aumentando a solubilidade e conseqiiente absor¢ao pelas plantas.

As concentragdes de Cd, Zn e Pb soluveis nos solos com B. decumbens,
aumentaram significativamente com a adi¢ao de quelantes apds 4 dias de tratamento. O
EDTA foi o quelante mais eficiente na solubilizagdo de metais pesados do solo,
principalmente Cd e Pb, confirmando a sua maior especificidade em solubilizar e
formar complexos com diversos metais pesados (Blaylock et al., 1997; Liphadzi et al.,
2003).

No entanto, para o Zn, o EDDS teve uma maior afinidade com esse elemento,
principalmente no solo A, no qual esse elemento estd disposto em fragdes quimicas de
menor estabilidade quando comparado ao solo B (Figura 10).

A produgdo de biomassa pelas plantas estd apresentada na Tabela 14. Quando
ndo se adicionam quelantes no solo (tratamento controle), as plantas de B. decumbens
apesar de terem apresentado um menor desenvolvimento quando comparado a cultivos
em solos ndo contaminados, ndo apresentaram sintomas visiveis de toxicidade como
clorose e necrose. No entanto, os quatro dias de tratamento com os quelantes, foram
suficientes para produzir reducdo no desenvolvimento tanto da parte aérea como das
raizes das plantas, além de clorose nas folhas.

Tabela 14. Biomassa e concentragao de Cd, Zn e Pb na parte aérea e raiz de Brachiaria
decumbens (BD) e Thlaspi caerulescens (TC) desenvolvidas nos solos V e D.

Solos Tratamentos Biomassa Cd Zn Pb
g el S R —
Parte aérea
A TC 0,403 0,060 17,3 (+1,9 12.575 (+1098) 68 (£5)
BD 1,87 (+0,29) 1,3 (0,5) 641 +47) 11,8 (+2,6)
BD + EDTA 1,23 (#0,11) 2,3 (£1,1) 713 (£95) 22,1 7,1
BD + EDDS 1,27 (£0,14) 3,3 *1,1) 1.759 (+422) 50,7 (+18,4)
B TC 0,440(+0,1) 29,1*2,5)  21.512(+1992) 339(32)
BD 1,89 (+0,04) 1,5 (0,2) 862 (+46) 7,6 (+5.8)
BD + EDTA 1,60 (+0,13) 2,2 (£0,9) 1127 (#53) 27,9 (9,8)
BD + EDDS 1,67 (#0,11) 3,0 (+1,0) 2.122 (+190) 33,3 (+10,6)
Raiz
A TC 0,21 (20,02 8,1 (£1,7) 2.087 (+200) 368 (+65)
BD 0,94 +0,17) 26,4 (£1,2) 5.481 (+295) 68,6 (+4,0)
BD + EDTA 0,77 0,060 15,8 (#3,3) 3.296 (+786) 59,1 (15,3)
BD + EDDS 0,81 0,060 10,1 (x1,1) 2.482 (£380) 48,1 (+2,7)
B TC 0,16 +0,01) 14,4 *2,8) 24.775 1567) 2522 (£726)
BD 0,77 +0,02) 42,3 (4,00 13.296 (x1150) 368,6 (+46,8)
BD + EDTA 0,63 (+0,05) 22,6 (£3,8)  5.482 (x1049) 236,3 (+42,3)
BD + EDDS 0,69 +0,01) 27,3 =*1,2)  9.633 (+744)  383,3 (483.4)

A produgdo de raizes foi mais reduzida no solo da area B quando comparado ao
da area A, provavelmente devido as maiores concentracdes totais de metais pesados
nesse solo (Tabela 14), levando a uma maior absorcdo de metais pelas raizes, o que
pode ter causado um efeito de fitotoxicidade e afetado o seu desenvolvimento.

As concentracdes de metais pesados nas raizes das plantas de B. decumbens
foram significativamente maiores que na parte aérea. No entanto, a distribuicdo de

46



metais na planta foi significativamente alterada pela adicdo de EDTA e EDDS
(Tabela 14). Em ambos os solos, as aplicacdes de EDTA e EDDS reduziram as
concentragdes de Cd, Zn e Pb nas raizes das plantas e tiveram um efeito significativo no
aumento das concentracdes de metais na parte aérea das plantas.

Comparando com o controle, a aplicagdo de EDTA e EDDS nos solos aumentou
significativamente as concentragdes de Cd, Zn e Pb na parte aérea da B. decumbens. Em
geral, o EDDS foi mais efetivo que o EDTA no aumento das concentragdes de Cd, Zn e
Pb na parte aérea, sendo esse aumento mais expressivo para o Zn.

Apesar de o EDTA ter aumentado as concentragdes de metais soliveis no solo, a
absorc¢do e translocagdo pela B. decumbens foi pequena, indicando que esse composto
apenas aumenta a solubilidade de metal no solo mas nao estimula a absorgdo e
translocagdo pela planta, o que pode aumentar os riscos de contaminag¢do ambiental.

A translocagdo de metais pesados na planta foi mais significativa no solo A
quando comparado ao B. Algumas caracteristicas do solo como pH e concentragdes
totais de metal podem afetar a eficiéncia do quelante (Jones & Williams, 2001). Tandy
et al. (2004) sugeriram que EDDS ¢ mais efetivo extraindo Cu e Zn do que EDTA em
valores de pH acima de 6,0 podendo formar, no entanto, complexos pouco estaveis pela
competicao com o célcio.

A maior eficiéncia na transloca¢do de Zn por EDDS pode ser atribuida a menor
biodegradacdo do EDDS quando complexado a esse metal. A biodegradabilidade de
complexos quelante-metal depende do tipo de metal envolvido e ndo esta relacionado
com a constante de estabilidade do complexo (Van Devivere et al., 2001). Segundo
esses autores, a biodegradabilidade do complexo EDDS-metal decresce na seguinte
ordem Cd- > Pb- > Zn- > Cu-EDDS. Com isso, os complexos Pb-EDDS e Cd-EDDS
sdo mais rapidamente biodegradados que os complexos Zn-EDDS, apesar dos
complexos Pb- e Zn-EDDS possuirem constantes de estabilidade semelhantes. A maior
estabilidade do complexo Zn-EDDS, provavelmente, favoreceu a maior translocagdo
desse elemento para a parte aérea da planta.

Esses resultados nao confirmam os dados ja apresentados na literatura,
principalmente para Pb. Luo et al., (2004) estudando os efeitos de EDTA e EDDS no
aumento da fitoextragdo por milho e feijao, mostrou que a translocagdo de Pb da raiz
para a parte aérea foi maior nos tratamentos com EDTA, devido a forte afinidade
quimica desse quelante com o Pb (log Ky = 17,88), quando comparado ao EDDS (log K,
=12,7).

Apesar do aumento nas concentracdes de metais pesados na parte aérea das
plantas de B. decumbens ap6s tratamento com EDDS, as concentragdes de metais Zn,
Cd e Pb estiveram em torno de dez vezes menor que as concentragdes encontradas na 7.
caerulescens. As concentragdes de Zn na parte aérea das plantas da 7. caerulescens
foram maiores que os valores definidos para hiperacumuladoras de Zn (10000 mg kg™';
Baker et al.,, 2000), nos dois solos. No entanto, as concentragdes de Cd nao
ultrapassaram os valores que definem a hiperacumulagio (100 mg kg'). As
concentragdes de Cd, Zn e Pb em 7. caerulescens foram consideravelmente maiores no
solo B quando comparado ao solo A, refletindo um nivel de contamina¢do muito alto
nesse solo.

T. caerulescens tem sido mostrada ser tolerante e hiperacumular elevados niveis
de Zn e Cd (Brown et al., 1994), além de possuir tolerancia elevada a metais como Pb e
Ni (Baker et al., 1994).

O fator de transferéncia (FT) ¢ definido como a relacdo na concentracdo de
metais pesados na biomassa da parte aérea e da raiz e € usado para avaliar a eficiéncia
da planta na transloca¢do de metais pesados da raiz para a parte aérea. A aplicagdo de
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EDTA e EDDS aumentou significativamente a capacidade da B. decumbens em
transportar Cd, Zn e Pb para a parte aérea, pelo aumento do FT, quando comparados ao
controle (Tabela 15).

Tabela 15. Fator de transferéncia (Parte aérea/raiz) e extracdo de metais pesados
pela parte aérea das plantas Thlaspi caerulescens (TC) e Brachiaria

decumbens (BD).
Solos Tratamento Cd Zn Pb
A TC 2,13 6,02 0,18
BD 0,05 0,12 0,17
Fator de BD + EDTA 0,15 0,22 0,37
Transferéncia BD + EDDS 0,33 0,71 1,05
(FT) B TC 2,02 0,87 0,13
BD 0,04 0,06 0,02
BD + EDTA 0,10 0,21 0,12
BD + EDDS 0,11 0,22 0,09
A TC 0,023 16,892 0,091
BD 0,008 3,996 0,073
BD + EDTA 0,009 2,923 0,091
Extracao BD + EDDS 0,014 7,446 0,215
(mg kg™ solo) B
TC 0,043 31,551 0,497
BD 0,009 5,431 0,048
BD + EDTA 0,012 6,011 0,149
BD + EDDS 0,017 11,812 0,185

O EDDS foi mais efetivo que EDTA na translocacdo de metais pesados da raiz
para a parte aérea, principalmente no solo A, onde o FT foi significativamente maior
para os trés metais pesados estudados. Isso pode ter ocorrido, devido, principalmente, a
presenca desses metais nesse solo em fragdes quimicas menos estaveis quando
comparado ao solo B (Figura 10), facilitando a formagao de complexos com EDDS.

No solo B, apesar do maior FT nos tratamentos onde foram adicionados
quelantes, quando comparados ao controle, ndo houve diferenca significativa entre o
EDTA e o EDDS, sendo essa relagdo significativamente menor que no solo A. Isso pode
ter ocorrido em razdo da maior absor¢do de metais pelas raizes nesse solo (Tabela 14), o
que pode ter provocado um efeito de toxicidade nessas plantas e afetado a sua
translocagdo para a parte aérea.

Apesar do aumento desse fator pela B. decumbens no tratamento com EDDS, a
capacidade dessa planta em translocar Zn e Cd foi muito inferior aos valores de 7.
caerulescens, evidenciando a habilidade dessa planta hiperacumuladora na absor¢do e
translocagdo de metais.

As quantidades de Zn, Cd e Pb removidos por 7. caerulescens e B. decumbens
sdo apresentados na Tabela 15. As diferencas mais expressivas na remo¢ao de metais
pesados nessas plantas foram com relagdo ao Zn. No solo A, a T. caerulescens removeu
uma quantidade aproximadamente duas vezes maior que a B. decumbens + EDDS, que
foi o tratamento mais eficiente na remog¢ao de metais pesados pela B. decumbens. Com
relacio ao solo B, essa diferenca na extracdo foi trés vezes superior pra a T.
caerulescens, mostrando que, apesar da menor producdo de matéria seca pela 7.
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caerulescens a maior eficiéncia dessa planta em acumular Zn na parte aérea, favoreceu a
maior eficiéncia na fitoextragao desse elemento.

Visto que a eficiéncia da fitoextracdo ¢ determinada pela habilidade da planta
em concentrar metais pesados na sua biomassa, a adi¢do de EDDS, principalmente no
solo A, otimizou esse processo na B. decumbens, como refletido pelos maiores valores
de FT, n3o superando, no entanto, a capacidade de fitoextracio de Zn da
hiperacumuladora 7. caerulescens.
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4.4 Conclusoes

e O EDDS favoreceu a absor¢do de Cd, Zn e Pb pela B. decumbens e foi mais
eficiente que o EDTA na translocagdo desses metais para a parte aérea;

e Apesar do aumento da fitoextragdo pelas plantas de B. decumbens apds tratamento
com EDDS, as concentragdes de metais Zn, Cd e Pb foram muito menores quando
comparado a hiperacumuladora 7. caerulescens.
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5. CAPITULO III

AVALIACAO DA PRODUCAO DE FITOQUELATINASE
COMPOSTOS ANTIOXIDANTES EM PLANTAS SUBMETIDAS A
CONTAMINACAO COM Zn E Cd.
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a resposta antioxidante de B. decumbens a contaminagdo com
Cd e Zn, foi conduzido um experimento em solucao nutritiva enriquecida com 50 e
100 uM de Cd; e 500 e 2000 uM de Zn, na forma de nitrato. Raizes e folhas dessas
plantas foram coletadas nos tempos 0; 1; 3; 6; 12, e 18 dias apds aplicagao dos metais,
sendo congeladas em N liquido e armazenadas a —80°C até serem liofilizadas. Foram
determinados os teores de metais pesados na raiz e parte aérea das plantas, como
também a producdo de compostos antioxidantes como: fitoquelatinas; glutationa;
ascorbato, e tocoferol, bem como pigmentos fotoprotetores (violaxantina, anteraxantina,
zeaxantina, clorofila a e b). As andlises foram realizadas em HPLC (cromatografia
liquida de alta resolucdo) e para ascorbato, em espectrofotometro por um decréscimo na
absorvancia a 265 ap6s adigdo de 10 unidades mL™" de ascorbato oxidase, e a forma
oxidada (desidroascorbato) pelo aumento na A265 apo6s redugdo com ditiotreitol. Os
resultados mostraram tolerancia da B. decumbens as doses de Cd e Zn aplicadas, além
de acumularem significativas concentracdes desses metais na raiz e parte aérea. Essas
plantas também responderam a contaminacdo pela estimulagdo de um sistema
antioxidante de defesa, induzindo a producdo de fitoquelatinas, ascorbato e tocoferol.
As fitoquelatinas foram os antioxidantes mais produzidos em resposta ao estresse
provocado pelos metais, demonstrando a importancia desse composto na tolerancia aos
metais pesados nessa planta, sendo o Cd o mais forte indutor de fitoquelatinas.

Palavras-chave: fitoquelatinas, sistema antioxidante, metais pesados, VAZ
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ABSTRACT

To evaluate the antioxidative response of B. decumbens induced for contamination of
Cd and Zn was conducted an experiment in nutrition solution exposed to 50 and 100
uM Cd, and 500 and 2000 uM Zn, as nitrate. Roots and shoots were collected after 0, 1,
3, 6, 12 and 18 days of treatment, frozen in liquid nitrogen and stored in —80°C until
lyophilization. Heavy metals were determinate in roots and shoots. Phytochelatins,
glutathione, tocopherol and photoprotective systems (xanthophyll cycle pigments and
chlorophyll a and b) were measured by reversed-phase HPLC. The reduced form of
ascorbate was measure by the decrease in Ayss after adding 10 units mL"! ascorbate
oxidase. The oxidased form (dehidroascorbate) bu the increase in Ajes after reduction
with dithiotreitol. The results showed the tolerance of B. decumbens for dosis of Cd and
Zn studied. This plants accumulated a significant concentration of these heavy metals in
the roots and shoots. These plants increased the defense of antioxidative systems,
inducing the production of phytochelatin, ascorbate and tocopherol. The phytochelatins
were the most effective antioxidant produced for these plants in response of the stress,
showing the importance of this antioxidant in the tolerance of heavy metals. Cd was the
most effective activator of phytochelatin.

Key words: phytochelatins, antioxidative system, heavy metals, VAZ
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5.1 Introducgao

As plantas diferem na sua habilidade em retirar, acumular e tolerar metais
pesados. Diferencas marcantes podem ocorrer entre as espécies, entre variedades de
uma mesma espécie e também nos tecidos da planta. Sendo assim, as plantas
apresentam um grau de susceptibilidade variado aos metais pesados, € respondem a
esses efeitos por diferentes vias, dependendo do tipo e concentragdo do ion, espécie e
estadio do seu desenvolvimento.

Danos fisioldgicos causados nas plantas por excesso de metais pesados, levam a
uma série de distirbios como reducao no crescimento, inibi¢do da fotossintese e
respira¢do, degeneragdo das principais organelas celulares e, em muitos casos, morte
das plantas (Vangronsveld & Clijsters, 1994).

Estudos recentes demonstram que um dos principais mecanismos que elevadas
concentragdes de metais pesados podem causar danos no tecido das plantas é o estimulo
na producdo de radicais livres, levando ao estresse oxidativo (Foyer et al., 1997).
Alguns metais, como Cu, Cd, Zn e Fe podem causar estresse oxidativo pela inducao da
producdo de espécies ativas de oxigénio (EAO), provocando efeitos na fotossintese e,
conseqiientemente, sérios danos a macromoléculas.

O O, utilizado pelas plantas ¢ pouco reativo devido a estrutura estavel dos
elétrons na sua camada externa. No entanto, principalmente quando as plantas sdo
submetidas a um estresse, entre eles de metais pesados, podem gerar radicais livres e
derivados como hidroxila (OH"), anion superdxido (O;) e perdxido de hidrogénio
(H20,), que sdo altamente reativos e podem oxidar macromoléculas bioldgicas, levando
a danos celulares como alteracdo no DNA, oxidacdo de proteinas e peroxidagdo de
lipideos (Dat et al., 2000). As plantas possuem um nimero de moléculas e enzimas
antioxidantes que protegem as plantas do estresse oxidativo (Schiitzendiibel et al.,
2002).

Algumas plantas podem acumular metais pesados, dentro ou fora de seus tecidos
em razdo da sua grande habilidade em se adaptar as variadas propriedades fisico-
quimicas do meio ambiente. Sendo assim, essas plantas podem ser consideradas
reservatdrios intermedidrios através do quais os metais pesados se movem do solo, dgua
e ar para o homem e animais.

As plantas podem apresentar diferentes mecanismos de tolerdncia em resposta
ao excesso de metais pesados, incluindo a reducdo do transporte através da membrana,
exclusdo, formacdo de peptideos ricos em grupos tiolicos (fitoquelatinas e
metalotioneinas), quelagdo por acidos organicos e aminoacidos, e compartimentalizagao
de metal em estruturas subcelulares (Clemens, 2001).

5.1.1 Fitoquelatinas

Um dos mecanismos de tolerancia a metais pesados em plantas esta relacionado
com a sintese de peptideos tidlicos chamados fitoquelatinas, que formam complexos
com metais pesados, especialmente o Cd, no enxofre livre presente na cisteina (Zenk,
1996).

As fitoquelatinas sdo formadas por trés aminoacidos: glutamato (Glu), cisteina
(Cys) e glicina (Gly), com Glu e Cys ligados através de uma y-carboxilamida. A
estrutura das fitoquelatinas se forma com um aumento nas repeticdes do dipeptideo
v-Glu-Cys seguido por uma Gly terminal. Tem estrutura geral (y-Glu-Cys),-Gly, onde
n=2 a 11, mas geralmente sdo mais encontradas variando o n de 2 a 5. Fitoquelatinas
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tém sido identificadas em uma ampla variedade de espécies de plantas e em alguns
microrganismos (Grill et al, 1989; Maitani et al., 1996; Rauser, 1995).

Esses peptideos sdo sintetizados enzimaticamente, usando glutationa reduzida
(GSH) como substrato, por meio de uma reagdo catalizada pela enzima
y-glutamilcisteina dipeptidil transpeptidase, conhecida como fitoquelatina sintase (Grill
et al., 1989), que ¢ ativada pela presenca de metais pesados. Segundo Grill et al. (1989),
a fitoquelatina sintase ¢ ativada apds alguns minutos de exposi¢ao a uma variedade de
metais e metaldides. In vitro, a atividade da fitoquelatina sintase foi ativada somente na
presenca de ions metalicos € o melhor ativador estudado foi o Cd seguido por Ag, Bi,
Pb, Zn, Cu, Hg e Au. Esses metais também induziram a sintese de fitoquelatinas in vivo
em culturas de células de plantas (Grill et al., 1989).

As fitoquelatinas sdo estruturalmente relacionadas a glutationa (GSH;
v-Glu-Cys-Gly) e numerosos estudos fisiologicos, bioquimicos e genéticos tém
confirmado que o GSH (ou, em muitos casos, compostos relacionados) ¢ o substrato
para a biossintese das fitoquelatinas (Rauser, 1995, 1999; Zenk, 1996). Estudos
genéticos tém confirmado que mutantes, deficientes em fitoquelatina sintase, de
Schizosaccharomyces pombe tdo bem como Arabidopsis, sdo, conseqiientemente,
deficientes em fitoquelatina e hipersensivel a metais, principalmente Cd. Estudos com
culturas de células demonstraram a indug¢do de fitoquelatinas na presenca de Cd
coincidindo com um breve decréscimo nos niveis de GSH. Além disso, a exposicdo de
culturas de células e plantas inteiras a um inibidor da sintese de GSH, butionina
sulfoximina (BSO), conferiu inibicdo na biossintese de fitoquelatina e aumento da
sensibilidade ao Cd (Howden et al., 1995).

O uso de mutantes de Arabidopsis thaliana demonstra o papel fundamental das
fitoquelatinas na detoxicacdo ao Cd (Howden & Cobbett, 1992; Howden et al., 1995). O
mutante cadl, deficiente na atividade da fitoquelatina sintase, apesar de ter um nivel de
GSH comparavel com outras plantas, foi mais sensivel aos efeitos fitotoxicos do Cd.

Além das fitoquelatinas, algumas plantas podem apresentar outros peptideos,
relacionados a fitoquelatina, na presenca de metais pesados. As leguminosas produzem
peptideos com estrutura (y-Glu-Cys),-BAla (Grill et al., 1986), que sao formados por
homo-glutationa (h-GSH), que podem substituir parcial ou integralmente o GSH nessas
plantas.

Algumas espécies da familia Poaceae (Gramineae) produzem peptideos
contendo serina como aminodcido terminal, com estrutura (y-Glu-Cys),-Ser, chamados
hidroximetil-fitoquelatinas (Klapheck et al., 1994). Esses peptideos sdo formados a
partir da presenca de hidroximetil-glutationa em adi¢ao a glutationa nessas plantas.

O Cd ¢ o mais forte indutor de fitoquelatinas in vivo e € o elemento que forma
complexos mais estaveis com as fitoquelatinas, devido a sua grande afinidade ao grupo
tiol (Zenk, 1996). No entanto, a sintese de fitoquelatinas ndo esta relacionada somente a
esse elemento. Grill et al. (1987) estudando a sintese de fitoquelatinas em uma
suspensdo de cultura de células de Rauvolfia serpentina exposta a metais, concluiram
que os metais induzem a sintese de desse composto na seguinte ordem decrescente:
Cd2+; Pb2+; Zn2+; Sb>": Ag+; Hg2+; As’: Cu'; Sn2+; Av’', e Bi*". Segundo esses mesmos
autores, ions Ni, Te, W e Se ndo induziram a sintese de fitoquelatinas.

Plantas e culturas de células expostas a uma faixa de 3 a 500 umol L de Cd
causaram um rapido aumento nos niveis de fitoquelatinas dentro de 10-15 min, seguido
por um aumento na cadeia com varios peptideos y-Glu-Cys (Grill et al., 1987; Klapheck
et al., 1994; Meuwly et al., 1995). Em raizes de milho, o tripeptideo y-Glu-Cys-Glu foi
induzido dentro de 2 h de exposicdo ao Cd, seguido pela formagdao de
(y-Glu-Cys),.3-Glu (Meuwly et al., 1995).
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Morelli & Scarano (2004), estudando os mecanismos de defesa celular da alga
marinha Phaeodactylum tricornutum ao Cu, mostraram que a forma¢do de complexo
Cu-fitoquelatina foi detectado logo ap6s 1 h de exposicdo ao metal, sugerindo que esse
mecanismo forma a primeira defesa ao Cu contra a formacdo de espécies ativas de
oxigénio (EAOs).

Apesar da importancia das fitoquelatinas no processo de detoxicagdo de plantas
a metais pesados estar bem documentada, permanece ainda obscura a principal funcao
das fitoquelatinas em plantas. A formagdo do complexo metal-fitoquelatina in vivo
parece ter um papel breve e passageiro no processo de detoxicacdo. Leopold et al.
(1999), mostraram que os complexos Cd-fitoquelatina e Cu-fitoquelatina formados em
Silene vulgaris desapareceram nas raizes 1 a 2 semanas apds a exposi¢do aos metais
pesados.

5.1.2 Sistemas fotoprotetores e antioxidantes

Cada ano o estresse ambiental causa perdas considerdveis na qualidade e
produtividade dos cultivos. Um dos fatores que causa danos em condigdes ambientais
adversas ¢ a producdo de excesso de espécies ativas de oxigénio (EAO) como
superoxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H,0O,) e radicais hidroxila (OH), que sdo
altamente destrutivas dos lipideos, acidos nucléicos e proteinas da célula vegetal. O
estresse oxidativo pode ocorrer em plantas em virtude de uma série de fatores como
extremos de temperatura, radiagdo UV, estresse hidrico, metais pesados e herbicidas
como o paraquat (Gratdo, 2003).

As plantas possuem mecanismos enzimaticos € ndo enzimaticos de protecao
contra o estresse oxidativo, que inativam as EAO. Alguns dos mais importantes
antioxidantes sdo a glutationa reduzida (GSH), ascorbato (vitamina C), alfa-tocoferol
(vitamina E) e os carotendides, que sdo encontrados nas plantas em altas concentragdes.
Mecanismos enzimaticos também estdo envolvidos no processo antioxidante como
catalase, superoxido dismutase, glutationa-redutase e ascorbato-peroxidase (Alscher &
Hess, 1993).

A glutationa ¢ um tripeptideo (Glu-Cys-Gly) que possui fun¢do antioxidante
principalmente devido ao grupo sulfidrila da cisteina (Zenk, 1996). E encontrado na
maioria dos tecidos e compartimentos celulares e subcelulares de plantas superiores e
podem ser degradados pela idade do tecido e por condi¢cdes ambientais. Possui funcao
antioxidante em diferentes caminhos, podendo reagir quimicamente com ions oxigénio,
superoxido e radicais hidroxila reduzindo o acimulo de radicais livres. Pode também
estabilizar a estrutura da membrana removendo radicais peroxidos que causam reagdes
de peroxidagdes de lipideos de membrana, além de reduzir formas oxidadas de
ascorbato. O GSH também ¢ o precurssor das fitoquelatinas. Sob exposi¢do ao Cd,
muitas espécies inicialmente mostram um decréscimo de GSH, provavelmente por
causa do aumento na demanda de GSH para a detoxicagdo de Cd. Por outro lado, a
menor produ¢ao de GSH pode ocasionar uma reducao nos niveis de ascorbato e enzimas
antioxidantes e significativo acumulo de H,O, (Cobbett & Goldsbrough, 2002).

O ascorbato ¢ uma importante vitamina na dieta humana e abundante no tecido
de plantas. Folhas verdes possuem a mesma quantidade de ascorbato como de clorofila.
O ascorbato pode atuar como redutor de muitos radicais livres reduzindo assim danos
causados por estresse oxidativo, além de estarem relacionados a muitos processos
fisiologicos como crescimento, diferenciagdo e metabolismo (Foyer, 1993). O ascorbato
pode diretamente reduzir radicais livres de oxigénio com ou sem participacdo
enzimatica, ou indiretamente reciclar o tocoferol para a forma reduzida.
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5.1.3 Pigmentos fotossintéticos

A luz representa um dos fatores mais heterogéneos entre os que afetam as
plantas. Enquanto uns pigmentos sio responsaveis pela absor¢ao energética (clorofilas)
as plantas possuem outros pigmentos acessorios responsaveis pela dissipa¢do do
excesso de energia absorvida pela planta. A acgdo individual ou conjunta de diferentes
fatores de estresse ambiental, entre eles os metais pesados, unidos a acdo da luz solar,
podem colocar a prova a capacidade de resisténcia e adaptacdo das plantas a um meio
determinado.

Os pigmentos primdrios sdo os que tém como principal finalidade a captacio de
energia luminosa, como a clorofila a, sendo também acompanhado de outros pigmentos
acessorios como os carotenoides, que incluem os carotenos e as xantofilas, cuja fungao
¢ por uma parte ampliar o espectro de absor¢do dos pigmentos primarios e por outro
lado, servem de protecdo diante da luz excessiva. O carotendide mais importante nas
plantas ¢ o B-caroteno, enquanto a luteina € a principal xantofila, mas outras xantofilas,
embora ndo estejam presentes em altas concentragdes como as anteriores, possuem um
papel decisivo na dissipagdo de energia excedente como a violaxantina, anteraxantina e
zeaxantina (Demming Adams & Adams, 1993).

O ciclo das xantofilas ¢ um processo flexivel que responde nao s6 as condigdes
luminosas (flutuagdes diurnas, insolagcdes pontuais ou transi¢cdes sol-sombra) mas
também a outros fatores ambientais como metais pesados, temperaturas extremas,
déficit hidrico ou disponibilidade de nutrientes (Demming-Adams & Adams, 1993).

Este trabalho teve como objetivo determinar a inducdo de fitoquelatinas
(peptideos ricos em cisteina), compostos antioxidantes e pigmentos fotoprotetores em
plantas de B. decumbens, submetidas a diferentes concentracdes de Zn e Cd.
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5.2 Material e Métodos

Esse experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Agrossistemas do Instituto
Vasco de Investigacion y Desarrollo Agrario (NEIKER) e no Laboratorio de Fisiologia
Vegetal da Universidad del Pais Vasco (UPV), Espanha.

A Brachiaria decumbens foi utilizada, por apresentar os melhores resultados de
tolerancia e absor¢do de Zn e Cd, no experimento em solucdo nutritiva e no residuo da
INGA, nos experimetos realizados na UFRRJ.

Sementes de B. decumbens foram colocadas para germinar em mistura de
percliuta e vermiculita. Sessenta dias apd6s a germinagdo, as plantas foram
desenvolvidas hidroponicamente em solucdo de Hoagland & Arnon (1950), a metade da
forga i0nica, a pH 5,5 enriquecida com 50 ¢ 100 pmol L™ de Cd; e 500 ¢ 2000 pmol L™
de Zn, na forma de nitrato. A solucgdo foi trocada apo6s 7 dias e os niveis de metais e pH
da solugdo foram determinados apds cada colheita.

Raizes e folhas dessas plantas foram coletadas 0, 1, 3, 6, 12 e 18 dias apos
aplicagdo dos metais, com exce¢do do tratamento de Cd 100 pmol L' que s6 foram
coletadas plantas ate o 6” dia de aplicacio desse elemento.

Ap6s a colheita, raiz e parte aérea foram pesadas e separadas. As raizes foram
colocadas em CaCl, 10 mM por 10 min e posteriormente lavadas com agua deionizada.
Parte do material foi separado para determinacdo de metais e o restante foi congelado
em N liquido, sendo posteriormente armazenados a —80'C até serem liofilizados.

5.2.1 Determinacao dos teores de metais pesados nos tecidos

O material separado para determinag¢do de metais foi levado a estufa a 70°C até
peso constante e foi feita digestdo nitro-perclorica 6:1 (Tedesco et al., 1995). As
concentragdes de Cd e Zn foram medidas em espectrofotometro de absor¢do atomica,
modelo Varian SpectrAA-250 Plus.

5.2.2 Analise de compostos tiolicos por HPLC

A extracdo e quantificagdo dos compostos tidlicos foi baseada na técnica de
Schupp & Rennenberg (1988). Entre 20 e 30 mg de material liofilizado foram
macerados em 1 mL de DTPA/HCl 5 mmol L'l, sendo neutralizado com Ches
200 mmol L' e DTPA 5 mmol L™ e derivatizado com monobromobimano.

Fitoquelatinas e tioles de baixo peso molecular como cisteina e glutationa
reduzida (GSH) foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
sendo separados por uma coluna Nova-Pac C18 (3,9 x 150 mm) e eluido um gradiente
linear de solugdes de metanol filtrado e uma mistura metanol, 4gua e acido acético, em
fluxo de 1,5 mL/min, durante 36 min.

O conteudo total de fitoquelatinas foi estimado como um total dos picos
individuais de cada fitoquelatina e expressado em nmol GSH g'PS, baseado na area do
padrao de glutationa reduzida.

5.2.3 Ascorbato

A extracdo e analise do ascorbato reduzido e dehidroascorbato foi realizada
como descrito por Garcia-Plazaola et al. (1999), com algumas modifica¢des. 0,4 mL de
material vegetal extraido com HCI 3% + EDTA 1 mmol L foram misturados com 1,2
mL de agua deionizada e 0,4 mL de tamp3o succinato (succinato 1 mol L™ + KOH 0,5
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mol L™"). A forma reduzida do ascorbato foi medida em espectrofotdmetro por um
decréscimo na absorvancia a 265 nm apo6s adig¢do de 10 unidades mL™ de ascorbato
oxidase, e a forma oxidada (desidroascorbato) pelo aumento na absorvancia em 265nm
apos redugdo com 20 pL de ditiotreitol 100 mmol L™,

5.2.4 Pigmentos fotoprotetores

Para andlise de pigmentos fotossintéticos e tocoferol foram coletadas amostras
de folha em discos de 5 mm de didmetro, antes de amanhecer o dia, sendo congeladas
em N liquido e armazenadas a —80°C para analise.

A extracdo e quantificagdo foram baseadas na técnica descrita por
Garcia-Plazaola & Becerril (1999). Quatro discos de 5 mm de diametro foram
macerados com 2 mL de etanol 95% e filtrado. A quantificagdo de pigmentos
fotossintéticos e do tocoferol foi feita por fase reversa em HPLC, eluindo em gradiente
linear de solugdes A: acetonitrilo 84% + metanol 2% + tampap Tris-HC1 0,1 mol L™
14%; e B: metanol 68% + etilacetato 32%; em fluxo de 1,2 mL min™', durante 30
minutos.
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5.3 Resultados e Discussao

A produgdo de biomassa das plantas de B. decumbens foi afetada pelas doses de
metal aplicadas, apresentado um menor crescimento quando comparado ao controle
(Figura 11). O tratamento Zn 500 uM foi o que apresentou maior crescimento das
plantas.

Controle
80 +
60 +
m DO oDC
o 40 4
20 4
0 -
1 3 6 12 18
Dia
Cd 50 uM Cd 100 uM
80 - 80 -
60 - 60 -
o 40 o 40 1
20 20 4
0 A 0 -
1 3 6 12 18 1 3 6
Dia Dia
Zn 500 uM Zn 2000 uM
80 - 80 -
60 - 60 4
o 40 4 o 40 4
20 4 20 4
0 + 0 4
1 3 6 12 18 1 3 6 12 18
Dia Dia

Figura 11. Producdo de biomassa pelas plantas de B. decumbens (g) antes da aplicagdo
de Cd e Zn — dia zero (D0) e nos diferentes dias de colheita (DC). Cada valor

corresponde a uma média de 3 repetigdes + erro padrio.
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Considerando a biomassa das plantas, a maior inibicdo no desenvolvimento foi
visivel na concentragdo de 2000 uM de Zn, apresentando além dessa reducado, clorose
nas folhas. Para Breckle & Kahle (1992), a ocorréncia de clorose pode estar relacionada
com a deficiéncia multipla de véarios elementos que participam da formacao,
multiplicagdo e funcionamento de cloroplastos, ou na sintese de clorofila. Essa
deficiéncia de nutrientes pode ser resultado da inibicdo competitiva que o Zn pode
exercer na absorc¢ao de outros ions (Malavolta, 1994).

As raizes foram o principal local de acumulacdo de metais pesados na planta
(Figura 12), a partir do primeiro dia de exposi¢do ao metal. Com relacdo ao Cd, os
resultados mostraram que as raizes acumularam dez vezes mais metal que a parte aérea
nas doses estudadas, enquanto que para o Zn, cinco vezes mais. Por serem pelas raizes a
entrada de metais pesados, as plantas podem acumular de trés a cinqiienta vezes mais do
que a parte aérea (Wozny, 1995). Estudando um numero de espécies da familia
Brassicaceae e outras plantas, Kumar et al., (1995) também demonstraram que
aproximadamente 90% do Pb acumulado estava na raiz.

Os niveis de metais pesados aumentaram com o tempo de exposi¢ao ao metal,
em todas as doses estudadas e diferentes partes da planta.
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= 1000 b —o—17n 2000
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Figura 12. Concentragdes de Cd e Zn nas plantas de B. decumbens submetidas a
diferentes doses de Zn e Cd em solucdo nutritiva.

As doses dos diferentes tratamentos de metais estdo expressas em puM.
Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrao.

Embora a B. decumbens tenha acumulado uma quantidade expressiva de Zn
(Figura 12), essa planta foi sensivel a dose de 2000 uM, devido ao seu reduzido
crescimento durante os dias de cultivo (Figura 11).

Tanto na raiz como na parte aérea das plantas foi encontrada, além da glutationa,
a homologa hidroximetil-glutationa (hm-GSH), presente em algumas plantas da familia
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Poaceae, como descrito anteriormente por Klapheck et al. (1994) em plantas de arroz
(Figura 13 e 14). Segundo esse autor, ha claros resultados que plantas da familia
Poaceae apresentam uma série de peptideos YEC com 2 a 4 unidades ¢ um C-terminal
Serina, como homologo das fitoquelatinas. Assim como as fitoquelatinas, esses
compostos também formam complexos com metais pesados livres na célula. Com isso,
a presenca de hm-GSH além do GSH nessas plantas, sugere que parte dos compostos
tidlicos induzidos pela presenca de Cd e Zn sdo ricos em aminoacidos serina na regiao
C-terminal.

Foi observada uma pequena inducdo na sintese de hm-GSH nas folhas
(Figura 13), até o terceiro dia de exposi¢do aos metais nos diferentes tratamentos,
comparados ao controle, e um acentuado decréscimo a partir desse dia. Quanto ao GSH,
esses niveis reduziram a partir do primeiro dia de exposi¢do ao metal, tanto na parte
aérea como nas raizes (Figuras 13 e 14), com exce¢do do tratamento Zn 500 uM, que
houve uma inducao nesses niveis, nas folhas, nas primeiras 24 horas de exposi¢cdo ao
metal, reduzindo os niveis apds esse periodo (Figura 13). Esse decréscimo
provavelmente ocorreu devido ao uso desses compostos na formacgao de fitoquelatinas.
Tem sido relatado que a geracdo de estresse oxidativo por metais pesados pode ser
explicado pela redugdo na capacidade antioxidante da planta, em virtude da reducao nos
niveis de GSH para a biossintese de fitoquelatinas (Dixit et al., 2001; Piqueras et al.
1999; Kubota et al.,1995).
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Figura 13. Producao de compostos tidlicos na parte aérea das plantas de B. decumbens

submetidas a diferentes tratamentos com Cd e Zn.

As doses dos diferentes tratamentos de metais estio expressas em umol L™,

Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrao.
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Figura 14. Producdo de compostos tidlicos naa raizes das plantas de B. decumbens
submetidas a diferentes tratamentos com Cd e Zn.

As doses dos diferentes tratamentos de metais estio expressas em umol L™,
Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrao.
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A Figura 15, confirma esses resultados, mostrando a inducao de fitoquelatinas na
presenga de Cd nas plantas, e a conseqiiente redu¢do nos niveis de seus precurssores
como cisteina (Cys), glutationa (GSH) e hidroximetil glutationa (hm-GSH).
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Figura 15. Esquema da andlise de compostos tiolicos em HPLC em plantas de B.
decumbens, desenvolvidas em solucdo nutritiva sem contaminagdo (A) e com 50
pumol L de Cd (B).

Tanto nas raizes como nas folhas, a quantidade de hm-GSH foi maior que GSH
(Figura 13 e 14). Com a adi¢do de metais pesados na solucdo, observa-se uma queda
mais acentuada nos niveis de GSH que em hm-GSH, principalmente nas folhas.
Considerando que esses compostos podem ser translocados pelos vasos condutores,
pode-se considerar que parte desses antioxidantes formados nas folhas pode ter sido
translocado para as raizes para a formacao de fitoquelatinas.

A sintese de fitoquelatinas foi influenciada pelo tipo e tempo de exposi¢do ao
metal. A maior resposta a contaminagao relacionada a sintese de fitoquelatinas foi com
o Cd, cujas plantas desses tratamentos formaram uma maior quantidade de
fitoquelatinas em relagdo aos metais tanto na raiz como na parte aérea. Segundo Tsuji et
al. (2003), o Cd ¢ considerado o mais forte indutor na sintese de fitoquelatinas em
muitas plantas. Tem sido também mostrado que o Cd ¢ o mais efetivo ativador da
fitoquelatina sintase (Zenk, 1996).

A produgdo de fitoquelatinas respondeu a concentracdo de metal presente na
solucdo. A dose mais alta de Cd (100 uM) acumulou uma maior quantidade de
fitoquelatinas nas raizes quando comparada a dose 50 umol L™, enquanto que para Zn a
dose mais alta (2000 pmol L) produziu menor quantidade de fitoquelatinas. Isso
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ocorreu, provavelmente, pela maior toxicidade dessa dose de Zn nessas plantas, que
pode ser confirmado pelo menor desenvolvimento dessas plantas (Figura 11).

Nas folhas das plantas de braquiaria, fitoquelatinas foram induzidas pela
exposi¢do aos metais em uma quantidade muito menor que nas raizes, devido
provavelmente a maior quantidade de metal acumulado nas raizes (Figura 12). Segundo
Cobbett & Goldsbrough (2002), as fitoquelatinas s3o peptideos sintetizados
enzimaticamente, sendo essa enzima estimulada pela concentragdo de metal livre
presente na célula.

Foi observada producgdo de fitoquelatinas a partir do primeiro dia para todos os
metais, no entanto, a maior produgdo ocorreu entre 0 6° ¢ o 12° dia. Apds um periodo
maior de exposicdo ao metal (18 dias) foi observado um decréscimo no nivel de
fitoquelatinas. A alta persisténcia de fitoquelatinas nessa planta sugere que esses
compostos podem ter um papel importante no processo de detoxicacdo de ions
metalicos nessas plantas. No entanto, os altos niveis de metal acumulados na raiz em
relacdo com a capacidade quelante das fitoquelatinas produzidas, indica que esses
compostos nao seriam suficientes para justificar a quelacdo de metal nesse 6rgao.

Apesar da elevada concentracao de fitoquelatinas em todos os tratamentos, pode
ser vista uma redugdo na sintese desse composto no tratamento 2000 pmol L™ de Zn
quando comparado ao de 500 umol L. Isso pode ter ocorrido, pelo dano fisiologico
que provavelmente, essa dose de Zn causou nessas plantas.

Barrutia et al (2003), estudando a produ¢do de fitoquelatinas pela
hiperacumuladora Thlaspi caerulescens em solugdo nutritiva contaminada com
diferentes doses de Cd, encontraram niveis de fitoquelatinas semelhantes aos
encontrados em B. decumbens, isso demonstra que o papel das fitoquelatinas pode estar
mais relacionado com a tolerancia a metais do que com a capacidade hiperacumuladora.

Com relagdo aos niveis de ascorbato nas plantas (Figura 16), observa-se que Cd
e Zn induziram a resposta antioxidante dessas plantas pelo aumento de ascorbato
reduzido até o terceiro dia de tratamento com os metais, reduzindo os niveis a partir
desse dia provavelmente devido a redugdo nos niveis de GSH. O GSH ¢ o responsavel
pela reciclagem de ascorbato da forma oxidada para a reduzida pela enzima
dehidroascorbato redutase (Loewus, 1988). Assim, os teores de ascorbato oxidado
(DHA) foram maiores nos tratamentos com metais quando comparado ao controle,
provavelmente, devido ao uso do ascorbato reduzido nos processos antioxidantes,
transformando o ascorbato reduzido em monodehidroascorbato, que ira dismutar para
dehidroascorbato (DHA) e ascorbato. Segundo Sandalio et al. (2001), a geragdo do
estresse oxidativo por metais pesados pode explicar a redugdo da capacidade
antioxidante da planta devido a reduc@o nos niveis de glutationa para a sintese de
fitoquelatinas.

No entanto, a deplecio de ascorbato reduzido, a partir do 5° dia de exposi¢do ao
Zn e Cd, ndo foi proporcional ao aumento nos niveis de DHA. A deple¢@o de ascorbato
reduzido sem mudanga no estado redox pelo excesso de metais pesados também ja foi
observado em plantas de feijao (Gonzalez et al., 1998) e cevada (Demirevska-Kepova et
al., 2004).

Tem sido reportado que o ascorbato ¢ a principal fonte de acido oxélico em
muitas espécies (Smirnoff, 2000) e a imobilizagdo do excesso de metais pesados por
oxalato tem sido sugerido como um mecanismo de detoxicagdo a metais pesados
(Gonzalez & Lynch, 1999). Dessa forma, uma possivel explicacdo para a redugdo nos
niveis de ascorbato poderia ser um aumento na sintese de oxalato a custa de acido
ascorbico.
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Figura 16. Teores de ascorbato reduzido e dehidroascorbato (DHA) nas plantas de B.

decumbens submetidas a diferentes doses de Cd e Zn.

As doses dos diferentes tratamentos de metais estio expressas em umol L™,
Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrao.

A contaminacdo com Zn e Cd também estimulou a producdo de tocoferol

(Figura 17), principalmente o-tocoferol nos diferentes tratamentos quando comparados
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ao controle, com exce¢ao do tratamento Cd 100 uM, devido provavelmente a sua
grande toxicidade.
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Figura 17. Producao de tocoferol em folhas de B. decumbens submetidas a diferentes
tratamentos com Cd e Zn.

As doses dos diferentes tratamentos de metais estdo expressas em pmol L.
Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrao.

O a-tocoferol ¢ considerado a forma mais ativa de tocoferol e € um importante
agente estabilizador de membranas (Hess, 1993). A concentracdo desse composto
aumentou nos tratamentos com metais pesados até o sexto dia de exposi¢do ao metal,
com posterior decréscimo desse antioxidante nos tratamentos, com exce¢do do
tratamento Cd 50 uM, cujos niveis foram elevados até o 12° dia de exposi¢do ao metal.
Resultados semelhantes foram encontrados por Artetxe et al. (2002), estudando plantas
de Lemna minor exposta a Cd e Zn por nove dias, cujos niveis de o-tocoferol
aumentaram gradualmente até o sexto dia de exposicao aos metais.

O tocoferol ¢ capaz de eliminar peroxidos formando radicais tocoferoxil (Hess,
1993). Os radicais tocoferoxil podem ser reciclados em tocoferol mediante ascorbato e
GSH, dessa forma a reducdo nos niveis de a-tocoferol observada no tratamento Cd
100 uM possivelmente deveu-se a rapida e grande reducdo de GSH nesse tratamento.

Danos no sistema fotossintético estdo refletidos na reducdo nos niveis de
clorofila e carotenoides, como o 3-caroteno e os pigmentos do ciclo da xantofila (VAZ),
pela contaminagdo com Cd e Zn (Figuras 18 e 19).
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Figura 18. Producao de pigmentos do ciclo das xantofilas e B-caroteno nas plantas de

B. decumbens submetidas a diferentes doses com Cd e Zn.
VAZ: pigmentos do ciclo da xantofila (violaxantina, anteraxantina e zeaxantina)
As doses dos diferentes tratamentos de metais estdo expressas em pmol L.
Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrao.

O total de VAZ (pigmentos do ciclo da xantofila) foi menor ou igual nos
tratamentos com Cd e Zn quando comparados ao controle. Esses valores aumentaram
em relagdo ao controle quando expressos por clorofila, considerando a degradagao desse
composto nas plantas submetidas a contamina¢do com metais pesados (Figura 18). O
tratamento Cd 100 umol L' apresentou niveis muito baixos desses compostos
fotoprotetores, devido provavelmente a toxicidade dessa dose aplicada.

69



Cd Clorofila a Zn Clorofila a

400 400
o « 300
£ 300 £
< 200 S 200
€ 100 € 100
0 4 : : : . 0 4 : : : .
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Dias Dias
Cd Clorofila b Zn Clorofila b
150 150
e 100 e 100
° °
g 50 =E:r. 50
0 4 : : : . 0 - : : : .
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Dias Dias
—e— controle —m— Cd 50 —a— Cd100 —e—controle —m@—2Zn 500 —x—2Zn 2000

Figura 19. Producdo de clorofila @ e b nas plantas de B. decumbens submetidas a
diferentes doses com Cd e Zn.

As doses dos diferentes tratamentos de metais estio expressas em umol L™,
Cada valor corresponde a uma média de 3 repeti¢des + erro padrao.

A expressdo de sintoma de clorose, principalmente no tratamento Zn 2000 uM,
foi relacionado com o elevado contetido de metal nas folhas (Figura 12) e correspondeu
a um decréscimo em ambas as concentracoes de clorofila a e b (Figura 19),
confirmando que o Zn e o Cd foram danosos ao aparato fotossintético da planta.

A concentragdo de [B-caroteno também foi menor em todos os tratamentos
quando comparados ao controle, principalmente nas dose de 2000 umol L™ de Zn. O
B-caroteno ¢ um eficiente agente de detoxificagdo de O,. Os carotenodides participam do
sistema de antenas dos cloroplastos, na absor¢ao de luz e transferéncia de energia para

os centros das reagdes. Entretanto, os carotenodides também podem dissipar energia
durante o estresse fotoxidativo (Baker & Orlandi, 1999).
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5.4 Conclusoes

A producdo de fitoquelatinas e compostos antioxidantes foram superiores nos
tratamentos com metais pesados quando comparados ao controle, mostrando uma
resposta antioxidante dessas plantas quando submetidas & contaminag¢ao com metais
pesados;

A Brachiaria decumbens foi uma espécie vegetal tolerante aos metais Cd e Zn,
acumulando concentragdes moderadas dos mesmos em seus tecidos foliares;

O Cd foi o mais forte indutor de fitoquelatinas pela B. decumbens.
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6. CONCLUSOES GERAIS

A contencdo quimica e a fitorremediacdo se mostraram alternativas promissoras
para a revegetacdo e minimizagdo dos impactos causados por areas contaminadas
com Zn e Cd;

A B. decumbens apresentou tolerancia e capacidade de acumulacdo de Zn e Cd,
sendo entre as espécies estudadas, a planta mais promissora para o uso na remedi¢ao
de areas contaminadas com Zn e Cd;

O EDDS favoreceu a absor¢ao de Cd, Zn e Pb em B. decumbens e foi mais eficiente
que o EDTA na translocagdo desses metais para a parte aérea, no entanto, as
concentragdes de metais Zn, Cd e Pb foram muito menores quando comparado a
hiperacumuladora 7. caerulescens;

A presenga de Cd e Zn induziu uma resposta antioxidante nas plantas de B.
decumbens, com o aumento nos niveis de fitoquelatinas, ascorbato e a-tocoferol.
Entretanto, somente nos tratamentos severos, como o com Cd 100 uM, as
substancias relacionadas aos sistemas fotoprotetores sofreram drastica redugao.
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8. ANEXOS

ABNT NBR 10004:2004

O residuo tem origem
conhecida?

Consta nos
anexos A ou B?

Tem caracteristicas de:
inflamabilidade,
corrosividade,
reatividade,
toxicidade ou
patogenicidade?

Residuo perigoso
classe |

Residuo nao perigoso
classe ||

Possut constituintes
que s&o solubilizados
em concentragdes
superiores ao
anexc G?

Residuo inerte
classe I B

Residuo nao-inerte
classe I} A

Figura 1 — Caracterizagéo e classificag@o de residugs residuos
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Tabela 1. Analise de variancia dos dados provenientes da matéria seca da parte aérea e
raiz de gramineas cultivadas em solu¢do nutritiva contaminada com Zn e Cd.

FV GL QM
Zn —parte aérea Zn - raiz Cd — parte aérea Cd - raiz
Dose 2 436,6811** 3,7476%*%  1064,726** 68,4567**
Planta 3 28,51158%** 0,9189**  38,0551%** 2,8538%**
Dose*Planta 6 2,690425%* 0,5032**  6,5040 ™* 2,4209%**
CvV 9,6932 30,956 30,981 22,637

™% ndo significativo; * 5% de significancia; ** 1% de significincia

Tabela 2. Analise de variancia dos dados provenientes da extra¢do de Zn e Cd na parte
aérea e raiz de gramineas cultivadas em solugdo nutritiva contaminada com Zn e

Cd.
FV GL oM
Zn —parte aérea Zn-raiz  Cd — parte aérea Cd - raiz
Dose 2 102,9663** 24,6407** 0,2869** 0,0820%*
Planta 3 74,6646** 7,3221%*  0,0608* 0,0175%*
Dose*Planta 6 22,6364** 2,5538*  0,0720%** 0,0074 ™*
Cv 26,309 37,266 11,639 5,9373

n.s. ndo significativo; * 5% de significancia; ** 1% de significancia

Tabela 3. Andlise de variancia dos dados provenientes da matéria seca (g) da parte
aérea e raiz de leguminosas cultivadas em solu¢do nutritiva contaminada com Zn

e Cd.
FV GL QM
Zn—parte aérea  Zn-raiz Cd —parte aérea Cd - raiz
Dose 2 580,8662%* 22,0855** 469,2811%** 17,1722%*
Planta 3 18,1780 ™* 2,3031%*  7,4009 ™* 1,7735%*
Dose*Planta 6 19,8035 ™* 3,7975%*% 12,7773 ** 0,9753*
CvV 38,035 38,033 27,027 34,755

n.s. ndo significativo; * 5% de significancia; ** 1% de significancia

Tabela 4. Andlise de variancia dos dados provenientes da extragdo de Zn e Cd na parte
aérea e raiz de leguminosas cultivadas em solu¢do nutritiva contaminada com Zn

e Cd.
FV GL QM
Zn —parte aérea Zn - raiz Cd — parte aérea Cd - raiz
Dose 2 18,3393** 55,2276%*  1,1364** 1,9291**
Planta 3 6,4004** 11,1296**  0,5297** 0,2155*
Dose*Planta 6 5,4356** 10,4120*  0,2157** 0,2056*
CvV 62,026 83,463 60,183 52,555

n.s. ndo significativo; * 5% de significancia; ** 1% de significancia
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Tabela 5. Andlise de variancia dos dados provenientes das percentagens de Zn, em
relacdo ao total, nos diferentes tratamentos e fragdes quimicas no plantio e

colheita das plantas.

FV GL oM
F1 F2 F3 F4 F5
B. humidicola
Epoca 1 0,1612 ™%  2.8637** 32,1826** 43,0063** 102,7605%*
Tratamento 5 34,4973%*  3.9074** 25,8341%* 75,6206*%* 3,2317"%
Ep. * Trat. 5 0,2106 ™* 0,8078** 0,0382 ™% 2,0077 ™ 3,3117"™*
(OAY 58,674 49,985 24,491 21,387 2,6564
B. decumbens
Epoca 1 5,8652%* 0,0038 ™% 35,9450** 13,4862*  51,6044%*
Tratamento 5 31,7595%* (0,9349** 22 7783%* 84,1027** 57719™*
Ep. * Trat. 5 0,8185 ™ 0,2920**  0,5050 "> 11,2383 "%  3,0430"*
CV 58,953 69,732 19,833 19,025 2,9865

n.s. ndo significativo; * 5% de significancia; ** 1% de significancia

Tabela 6. Analise de variancia dos dados provenientes dos valores médios do pH nos
diferentes tratamentos, no plantio e na colheita de B. humidicola e B.

decumbens.
FV GL oM
B. humidicola B. decumbens
Epoca 1 1,0413%* 0,6256*
Tratamento 5 1,7493** 1,8673%*
Ep.*Trat. 5 0,111 "* 0,0553 ™*
(OAY 5,6499 4,5406

™ ndo significativo; * 5% de significancia; ** 1% de significancia
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Tabela 7. Andlise de variancia dos dados provenientes das percentagens de Cd, em
relagdo ao total, nos diferentes tratamentos e fracdes quimicas no plantio e
colheita das plantas.

FV GL QM
F1 F2 F3 F4 F5
B. humidicola
Epoca 1 21,2801 ™% 4,2424%*  12,4522* 21,8253 ™% 30,5783 "*
Tratamento 5 180,3799** 2.2931** 71,6635%* 136,2881** 6,1453™*
Ep. * Trat. 5 3,1783 ™ 0,8167*  1,3851 ™% 3,7037 ™%  2,3247"™*
(O\Y 52,009 98,858 40,754 24,393 4,4608

B. decumbens

Epoca 1 5,3472 ™% 7,4521*%*% 0,0305™% 10,2582 "™ 2,7718 "%
Tratamento 5 224,0108** 20,3466** 27,2505** 132,7909** 23715"*
Ep. * Trat. 5 1,5282 "% 1,5147"™ 58149™ 11,3611 ™  9,6573 ™*

CVv 35,705 60,507 30,842 26,313 5,2731

n.s. ndo significativo; * 5% de significancia; ** 1% de significancia

Tabela 8. Andlise de varidncia dos dados provenientes do peso seco médio (g) das
plantas de Brachiaria humidicola e B. decumbens nos diferentes tratamentos.

FV GL QM
parte aérea raiz
Planta 1 25,3383 ** 3,0032 *
Tratamento 4 38,4382%* 9,4622%*
PL.*Trat. 4 17,9863 ** 2,3623*
CVv 57,279

n.s. ndo significativo; * 5% de significancia; ** 1% de significancia
b b
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