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RESUMO

BRAGA, Amanda Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2019.
Fitorremediacio de aguas contaminadas com fluoreto por Landoltia punctata e
Eichhornia crassipes. Orientador: Alisson Carraro Borges.

O fldor € o elemento mais eletronegativo e reativo dos halogénios, seu aporte como fluoreto
no meio hidrico, pode ocorrer por meio natural ou antropogénico. Em concentragdes
reduzidas € capaz de trazer beneficios a sadde, entretanto, em concentragdes elevadas
promove efeitos deletérios que vao desde a fluorose dentdria e esquelética, até problemas
carcinogénicos. Embora a remocdo de fluoreto do meio possa ocorrer por processos
tradicionais como adsor¢ao, osmose reversa e eletrodidlise, a fitorremediacdo desponta como
um tratamento alternativo, acessivel e ambientalmente correto. Nesse estudo, objetivou-se
estudar o potencial de absorcdao e remediacdo das espécies Landoltia punctata e Eichhornia
crassipes em 4guas contaminadas com fluoreto. Utilizou-se a metodologia de superficie
resposta com o intuito de otimizar o processo e avaliar o nivel de interferéncia de trés
variaveis: pH variando na faixa entre 5 a 9; concentracdo de fosfato com niveis variando
entre 0 e 10 mg L™'; e concentracdo de nitrato variando niveis entre 0 e 800 mg L. As plantas
foram cultivadas em solucdo nutriente de Clark, contendo concentrago inicial de 5 mg L™ de
fluoreto por um periodo de 10 dias. Considerando todos os tratamentos, foram observadas
remocdes médias de 11,6 e 19,0% para Landoltia punctata e Eichhornia crassipes,
respectivamente. J4 a massa de fluoreto removida por massa seca de planta foi em média
(todos tratamentos) de 6,1 e 1,8 mg g, também respectivamente. Os resultados indicaram

que ambas as espécies possuem potencial de remediacdo de dguas contaminadas com fluoreto.

Palavras-chave: Aguapé. Lentilha d’4agua. Flior. Delineamento Composto Central.

Fitoextracgao.



ABSTRACT

BRAGA, Amanda Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2019.
Phytoremediation of waters contaminated with fluoride by Landoltia punctata and
Eichhornia crassipes. Adviser: Alisson Carraro Borges.

Fluorine is the most electronegative and reactive element among halogens. Its occurrence in
the water environment is a result of natural and anthropogenic processes. Although low
concentrations of fluoride ion can bring health benefits, high concentrations promote a range
of disorders that go from dental and skeletal fluorosis to carcinogenic problems. Fluoride
removal from water may occur through traditional processes such as adsorption, reverse
osmosis and electrodialysis, but phytoremediation techniques have recently emerged as
affordable and sustainable alternative treatment. Thus, this research aimed to evaluate the
uptake and remediation potential of Landoltia punctata and Eichhornia crassipes in water
contaminated with fluoride. The surface response methodology was used to optimize the
process and to evaluate the effect of three variables: pH (ranging from 5 to 9), phosphate
(ranging from O to 10 mg L") and nitrate (ranging from 0 to 800 mg L"). The plants were
acclimated in Clark’s nutrient solution and throughout 10 days they were exposed to 5 mg L™
of fluoride. Considering all runs, average fluoride removals of 11.6 and 19.0% were observed
for L. punctata and E. crassipes, respectively. On other hand, mass of removed fluoride per
dry mass of plant reached averages of 6.1 and 1.8 mg g'l, also respectively. These results
showed that both species have remediation potential of fluoride-contaminated waters

phytoremedion.

Keywords: Water Hyacinth. Duckweed. Fluoride. Central Composite Design.

Phytoextraction.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO GERAL

O fldor € o elemento mais eletronegativo e reativo dos halogénios. Na crosta terrestre
compde elementos minerais como apatita, fluorita e topazio. Seu aporte no meio hidrico,
como fluoreto, pode ser por meio de fonte natural, pelo intemperismo dessas rochas e o por
dissolu¢@o por meio do contanto dos minerais com dgua. Outra forma de aporte no ambiente €
antropogenicamente, por meio de lancamento de dguas residudrias, uso de fertilizantes
fosfatados, industrias de vidro, galvanoplastia e indudstria ceramica.

O fldor, em pequenas quantidades € recomendado pela Organizacdo Mundial da Satde
(OMS), na concentracdo de 1,5 mg L. Nessa concentragdo traz beneficios para a saude,
como, prevencdo de cdrie e auxilio na calcificacdo de ossos e dentes. Mas em concentracdes
mais elevadas, o fldor, traz efeitos deletérios como fluorose dentéria e esquelética, além de ser
relacionado com casos de carcinogénese, problemas neuroldgicos e retardo mental.

Existem varios métodos para remo¢do do excesso de fluoreto da agua, dentre eles
podemos citar a adsor¢do, osmose reversa e eletrodidlise. Mas todos esses métodos
tradicionais sdo muito dispendiosos além de produzirem subprodutos de dificil tratamento ou
descarte. Dessa forma, a fitorremediacao surge como uma alternativa mais acessivel, além de
ser esteticamente agraddvel e ambientalmente correta.

A fitorremediacdo é um processo que utiliza plantas capazes de absorver, imobilizar,
degradar ou conter substancias toxicas para o meio. A fitorremediacao pode ser aplicada para
tratar substratos liquidos, gasosos e sdlidos, que estejam contaminados com metais pesados,
pesticidas, substancias organicas e inorganicas.

Dentro do processo de fitorremediacdo existem diferentes mecanismos que podem
atuar, conjunta ou isoladamente, dentre os mais utilizados pode-se citar: fitoestabilizagao,
fitovolatilizacdo, fitoextragao e fitofiltracao.

A técnica de fitorremediacdo traz diversas vantagens, dentre elas a possibilidade de
aplicacdo tanto in situ quanto ex situ. Ademais, trds beneficios para o0 meio como a melhora
das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, propiciando a restauragdo da microfauna.

A fitorremediagdao também possui potencial econdmico, seja na utilizagdo do processo
como fitomineracdo, a fim de recuperar metais valiosos e escassos do meio, ou através do seu
acoplamento para geracdo de produtos como bioetanol, biodisel, fibras, bioplésticos, madeira,

dentre outros.
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As plantas ideais para a fitorremedia¢ao necessitam reunir algumas caracteristicas que
permitam o bom funcionamento da técnica, dentre elas citam-se a grande producdo de
biomassa, rapido crescimento, tolerancia, capacidade de acumular altas quantidades do
poluente e um sistema radicular profuso.

Dentre as diversas plantas que tém sido utilizadas cita-se a Eichhornia crassipes,
também conhecida como aguapé. Uma das plantas mais agressivas e invasivas do mundo, de
rdpida multiplicagdo. Tem sido amplamente investigada para tratamento de d4guas
contaminadas. Além disso, a E. crassipes possul muitas aplicaches como geracdo de
biocombustivel, forragem para animais, biogds e biocarvao.

Outra espécie que vem sendo estudada é a Landoltia punctata, que sdo as menores
angiospermas do mundo, sendo também conhecida como lentilha d’4gua. Essa planta tem a
capacidade de duplicar sua area de cobertura a cada 2 a 3 dias, e por i1Sso s€ mostra como uma
potencial planta a ser utilizada na fitorremediacao.

A técnica de fitorremediacdo possui alguns desafios que precisam ser superados.
Dentre eles cita-se a complexa escolha das espécies levando em consideragdo o tipo de sitio a
ser remediado, ao contaminante e a concentracdo em que se encontra. Também € necessario
uma investigacdo acerca dos fatores externos que interferem no desempenho das plantas,

como o pH, temperatura e a auséncia/presenga de macro e micro nutrientes.

1.2 OBJETIVOS

Objetivou-se com o desenvolvimento desse trabalho a otimizagdo e investigacdo do
potencial de fitorremediacdo de &4guas contaminadas com fluoreto. Para tanto, foram
estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

I.  Avaliar os fatores pH, concentracdo de nitrato, concentragdo de fosfato no
processo de fitorremediacao;

II.  Avaliar o potencial das plantas Eichhornia crassipes e Landoltia punctata na
fitorremediacdo de flior em 4dgua;

III.  Comparar o potencial de fitorremediacao de flior pelas duas espécies.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FLUOR NO AMBIENTE

2.1.1 FONTES DE FLUOR

O fldor € um elemento quimico abundante, sendo o 13° e o 15° elemento mais presente
no solo e no mar, respectivamente. O flior representa cerca de 0,3 g kg‘1 da crosta terrestre, e
por ser altamente reativo ndo € encontrado na natureza em seu estado elementar, formando
compostos com praticamente todos os demais elementos, tendo afinidade com cdlcio,
manganés e ferro (BRASIL, 2012; GHOSH et al., 2013). Em solucdo aquosa, o fldor
apresenta-se normalmente na forma de ions fluoreto.

O fldor é um dos poluentes mais abundantes no meio, entrando na cadeia tanto
naturalmente quanto antropogenicamente. Pelas vias naturais o fldor ocorre, principalmente,
pelo intemperismo das rochas, pela dissolu¢iao que ocorre do contato da 4gua com as rochas e
pelas cinzas vulcanicas (BAUNTHIYAL; RANGHAR, 2015). O fluor apresenta uma
concentracdo média de 625 mg kg'1 nas rochas, e esta presente, por exemplo, em granitos,
sienitos, quartzo monzonitos, dentro outros (VITHANAGE; BHATTACHARYA, 2015). Trés
tipos de rocha sio economicamente vidveis de exploragdo: a criolita natural (AlF;3NaF), o
mais rico, mas praticamente esgotado; a fluorita (CaF,), atualmente o minério mais explorado;
e a fluorapatita (Cas(PO4);F) (VILLALBA; AYRES; SCHRODER, 2007).

As vias antropogénicas de insercao de flior no meio sdo diversas, dentre elas citam-se
a inddstria de aluminio, ago, fibra de vidro, tijolos, telhas, ceramicas e a producdo de
fertilizantes fosfatados (GHOSH et al., 2013). A Figura 1 apresenta as fontes de flior no

meio.



Figura 1 - Fontes de fldor no ambiente
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Fonte: Adaptada de Barathi, Kumar, & Rajesh (2019)

2.1.2 CONTAMINACAO DE AGUA POR FLUOR

16

A fluoretacdo como uma das fases de tratamento de dgua € exigéncia do Ministério da

Saude e segue a Lei Federal 6050 de 1974 (BRASIL, 1974). A adigdo deste elemento € feita

com o uso de produtos quimicos, mais comumente o fluorsilicato de sédio (Na,SiFs) e o acido

fluorsilicico (H,SiFg). A concentracdo de fluoreto é estabelecida, dentre outros parametros,

em funcdo da média das temperaturas maximas didrias para cada localidade (BELLE et al.,

2009). O fldor, nas concentracdes apropriadas, traz beneficio a saide humana, em especial as

criancas, diminuindo a incidéncia de caries € a solubilizacdo do esmalte dos dentes (GHOSH

et al., 2013). A portaria de consolidacdo nimero 5 de 2017, do Ministério da Saude, estipula

para padrdes de potabilidade um valor méximo permitido (VMP) de 1,5 mg L de fon
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fluoreto, mesmo valor recomendado pela Organizacdo Mundial da Sadde (WHO, 1986). Na
lei 6050 foi instituida a aplicagdo de fliior “tendo em vista, entre outras condi¢des especificas,
o teor natural de fldor ja existente e a necessaria viabilidade econdmico-financeira da
medida”, visto isso, € reconhecido que o flior ji possa estar presente nos mananciais de
captacao de dgua (BRASIL, 2011).

A resolucio do CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005), que dispde sobre a
classificagdo dos corpos de dgua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, estabelece
o valor maximo de fluoreto total na dgua de 1,4 mg L', para as classes 1, 2 e 3. J4 a resolucdo
CONAMA 430/2011 (BRASIL, 2011), que dispde sobre condi¢des e padrdes de langamento
de efluentes, limita o valor méximo de 10 mg L de fluoreto total para lancamento de
efluentes em corpos hidricos.

Tracos de fluor sdo encontrados naturalmente tanto na dgua superficial quanto
subterranea, e hd relatos da sua presenca no mar (GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2019). As
concentracdes variam bastante: enquanto nas dguas superficiais os valores geralmente ndo
excedem 0,3 mg Lt (MEENAKSHI; MAHESHWARI, 2006), nas dguas subterrdneas sdo
relatadas concentragdes superiores a 25 mg L' (HARRISON, 2005). A utilizacdo de aguas
subterraneas para a irrigacao introduz fluoreto em grande quantidade na cadeia alimentar via
produtos irrigados, pois ele € absorvido do solo e da dgua pelas culturas. O fldor chega a estar
presente em ovos, visceras e peixes, que também podem vir a ser consumidos (GHOSH;

MUKHOPADHYAY, 2019).
2.1.3 RISCOS PARA A SAUDE

As principais fontes de exposicio humana ao fldor sdo por meio da &gua, ar,
alimentos, cosméticos e remédios (BARATHI; KUMAR; RAJESH, 2019). Contudo, 60% da
ingestdo se da via dgua de abastecimento (GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2019). A menos
que seja testado, altas concentragdes de flior ndo podem ser percebidas, pois a presenca do
elemento ndo confere cor, odor ou sabor a d4gua (VITHANAGE; BHATTACHARYA, 2015).
Segundo Ghaderpoori et al. (2018), altas concentragdes de fluor colocam em risco cerca de
200 milhdes de pessoas em todo mundo.

No corpo humano o fluoreto solivel em dgua € rapidamente e quase totalmente
absorvido no trato intestinal, sendo transportado pelo sangue e armazenado nos ossos, dentes
e cartilagens. Praticamente n3o hd armazenamento em tecidos moles (GHOSH;

MUKHOPADHYAY, 2019). As concentragdes de flior podem provocar efeitos benéficos ou
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deletérios, dependendo da concentracio ingerida. Em niveis baixos, em torno de 0,8 a 1,0 mg
L, o fldor ajuda na prevencdo de céries, mineralizacdo normal dos ossos e na formagdo do
esmalte dentdrio (BARATHI; KUMAR; RAJESH, 2019). Em altos niveis, o elemento pode
ser responsavel por fluorose esquelética, osteosclerose, dor abdominal, nduseas, além de ser
relacionado com problemas neuroldgicos, retardo mental e cancer (HEIKENS et al., 2005;
MUKHERIJEE; SINGH; PATRA, 2019). A Tabela 1, a seguir, apresenta as faixas de fluoreto

com os respectivos efeitos que essas podem causar na saide humana.

Tabela 1 - Efeitos da ingestdo de fluoreto na satide humana

Concentracao de fluoreto (mg LY Efeito
Prevencido de cérie, desenvolvimento de ossos e dentes
S0 fortes
1,5 Limite recomendado pela OMS
Fluorose dentdria (descoloragdo, manchas e corrosdo dos
14 dentes), ossos e articulagdes enrijecidos e quebradigos
>4 Fluorose esquelética
Deformagao nos ossos do joelho e do quadril, paralisia
4 ~ 6 e acima incapacitante de andar ou ficar ereto, fluorose

incapacitante, e cancer

Fonte: Adaptada de ALI et al. (2016); MEENAKSHI; MAHESHWARI, (2006)

2.2 FITORREMEDIACAO

A fitorremediacdo € uma tecnologia em ascensdo que utiliza plantas, naturais ou
geneticamente modificadas, para remoc¢do, conten¢do, degradacdo e ou imobilizacdo de
substancias nocivas ao ambiente ou mesmo para tornd-las inofensivas. Essa técnica pode ser
aplicada em substratos sdélidos, liquidos ou gasosos que estejam contaminados com
substancias organicas e inorganicas, como metais pesados, radionuclideos, pesticidas,
policlorados bifenilos e hidrocarbonetos arométicos polinucleares (GARBISU; ALKORTA,
2001; PASSATORE et al., 2014; AGNELLO et al., 2016; MAHAR et al., 2016).

O sucesso da fitorremediacdo estd intimamente ligado a triagem de espécies vegetais
favordveis ao processo, haja vista que as capacidades de absorcio e acumulagdo de

contaminantes variam de planta para planta e entre as espécies dentro de um mesmo género
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(FISCHEROVA et al., 2006). Para que o processo seja vantajoso, a planta escolhida deve
possuir um grau de tolerancia aos contaminantes (ARIENZO; ADAMO; COZZOLINO,
2004). Segundo Huang (2004), algumas caracteristicas fisioldgicas podem ser usadas como
indicadores, dentre elas, mas ndo somente, tem-se: grande producdo de biomassa, sistemas
radiculares vigorosos e capacidade de manter o teor de dgua, os niveis de clorofila e a relacao
clorofila a/b.

Burges et al. (2018), ainda salientam a importancia de se levar em consideracdo a
existéncia de outros diversos fatores intervenientes no €xito do método, com destaque para
especificidade do contaminante, as caracteristicas do local contaminado, e a escolha da
estratégia de fitorremediacao.

A fitorremediagdo € um processo que envolve diferentes tipos de mecanismos, como é
possivel verificar alguns na Figura 2, que podem atuar conjunta ou isoladamente, nas

subsecdes seguintes abordam-se alguns desses mecanismos.

Figura 2 - Mecanismos da técnica de fitorremediacao
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a) FITOEXTRACAO

O processo de fitoextracdo envolve a absorcdo, translocacdo e acumulagdo dos
contaminantes do meio para a planta, se concentrando desde as raizes até os brotos, de forma
que a biomassa possa ser colhida promovendo o decréscimo do nivel de poluentes no meio
para o limiar aceitidvel (MOTTO; RASKIN, 1995; AGNELLO et al., 2016).

Essa técnica prioriza a utilizacio de espécies de plantas conhecidas como
hiperacumuladoras, que sdo capazes de hiperacumular em seus tecidos vdrios elementos em
niveis superiores aos presentes no meio € em espécies nao acumuladoras, quantidades até 100
vezes maiores, sem apresentar danos (SHEORAN; SHEORAN; POONIA, 2010). Relata-se
terem sido encontradas concentracdes de elementos superiores a 10.000 mg kg de biomassa
e, espécies hiperacumuadoras, enquanto o limiar de outras plantas, para os mesmos
elementos, estaria na faixa entre 20 e 500 mg kg'1 de biomassa (REEVES, 2003).

O sucesso da fitoextragdo depende da interagdo entre o meio fisico, o contaminante e a
planta. Vdrios fatores sdo intervenientes, dentre eles a extensdo do sitio a ser tratado, a
disponibilidade do elemento para absor¢do das raizes (biodisponibilidade), e o fator de
bioconcentracio, que € a razdo entre a concentracdo de poluentes na biomassa da planta e a
concentracdo no meio. A bioconcentracdo € a medida da capacidade da planta em absorver e
acumular os poluentes em suas partes facilmente colhidas. Segundo Lasat (2002), McGrath &
Zhao (2003), e Sheoran et al., (2010) a técnica de fitoextracdo ndo € considerada vidvel se
esse fator for menor que um, independente de quao elevada seja a producdo de biomassa.

Ressalta-se que o acoplamento da técnica de bioaumentacdo, que € a utilizacdo de
associagdes de microorganismos a plantas, otimiza o processo de fitoextracao haja vista que,
geralmente, aumenta a taxa de biodisponibilidade (LEBEAU; BRAUD; J EZEQUEL, 2008).

Segundo Garbisu & Alkorta (2001) e Sheoran et al. (2010) as plantas ideais para a
fitoextracdo devem reunir caracteristicas especificas, dentre elas:

e Alta taxa de crescimento e producdo de biomassa
e Acumular altas concentragdes do poluente

e Tolerancia aos altos niveis do poluente

e Sistema radicular profuso

A fitoextragdo é um processo relativamente de baixo custo (HUANG et al., 1997).
Ademais, surge como uma op¢do de biorrecuperacdo de metais raros e caros (SHEORAN;

SHEORAN; POONIA, 2010). Entretanto a técnica também possui limitacdes como o tempo
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necessdrio, sendo que, segundo J. Huang et al. (1997), um prazo razodvel estaria entre 3 e 20
anos, dependendo do sitio e do seu uso. Ainda de acordo com os mesmos autores, também se
configurariam como limitacGes as concentracdes iniciais e desejadas do contaminante, € o
grau de risco que ele representa. De acordo com Ghosh & Singh (2005), quando o processo é
utilizado em solos, € limitado pela profundidade, ndo sendo eficaz em valores maiores que 1

metro. A fitoextracdo € aplicdvel em locais com baixa e moderada contaminacao.

b) FITOESTABILIZACAO

A fitoestabilizacao utiliza plantas para tratar o meio contaminado, dgua ou solo, por
meio da imobilizacdo in situ, principalmente de contaminantes metélicos. A técnica envolve a
absor¢do ou adsorcdo, precipitacio e concentracdo dos contaminantes pelas raizes,
denominada rizofiltracio, ou pelas plantulas, denominada blastofiltracio (MENDEZ; MAIER,
2008; ALVARENGA et al., 2009).

A escolha da planta deve ser criteriosa, optando-se por espécies com sistema radicular
profuso e grande producdo de biomassa, devendo-se dar prioridade por plantas nativas do
local e que j& evoluiram mecanismos de sobrevivéncia adequados aos altos niveis de
contaminantes sem apresentar toxicidade. Essa escolha também evita a introducdo de uma
espécie que possa ser invasiva, resultando num decréscimo de diversidade vegetal
(MENDEZ; MAIER, 2008; ALVARENGA et al., 2009).

O sucesso do método € de longo prazo, onde a sucessdo das plantas ao longo do tempo
promova o estabelecimento de uma cobertura vegetal persistente, evitando que a
contaminacdo se espalhe via processos de erosdo, percolacdao da dgua, lixiviacdo e dispersao
do vento. A diminuicdo da biodisponibilidade evita a entrada desses contaminantes na cadeia
alimentar e a exposi¢do humana também € reduzida. Esse estabelecimento vegetativo também
ajuda na restauracio do ecossistema do local e na auto sustentabilidade (FREROT et al.,

2006; MENDEZ; MAIER, 2008; ALVARENGA et al., 2009).
¢) FITOVOLATILIZACAO
Fitovolatilizacdo é o processo pelo qual as plantas, naturais ou geneticamente

modificadas, sdo capazes de absorver formas elementares de contaminantes organicos e

inorganicos do meio, como arsénio, selénio e mercurio, convertendo-as biologicamente e
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transformando-os em formas gasosas para liberd-las na atmosfera (SAKAKIBARA et al.,
2007).

A principal vantagem do processo de fitovolatilizacio é que ela pode remover
completamente o contaminante do sitio sem a necessidade de colheita e descarte das plantas,
pois essas, teoricamente, nao acumulam o contaminante (CHERIAN; OLIVEIRA, 2005).

A técnica de fitovolatilizacdo € considerada benéfica, pois a volatilizacio do
contaminante, geralmente, resulta em considerdvel diluicdo e decaimento fotoquimico na
atmosfera. Em contrapartida € questiondvel, pois um composto volétil téxico emitido pelas
plantas pode oferece riscos, principalmente onde exista potencial de exposicio e de
degradacdo da qualidade do ar. Assim, o destino do gds na atmosfera deve ser determinado
como parte da avaliagdo de risco. Cabe ressaltar que em trabalhos publicados dentro dessa
linha de pesquisa registra-se que os poluentes sdo dispersos e diluidos, de maneira que a
volatilizagao ndo apresente ameaca (MARQUES; RANGEL; CASTRO, 2009; LIMMER;
BURKEN, 2016).

d) FITOFILTRACAO

A fitofiltracdo pode ser desempenhada por plantulas (blastofiltracdo) ou por raizes
(rizofiltragc@o), a fim de absorver ou adsorver poluentes, especialmente metais, da dgua ou
residuo aquoso (THANGAVEL; SUBBHURAAM, 2004). Vdrios mecanismos estdo
envolvidos nesse processo, dentre eles, quimissorcdo, complexacdo, adsor¢do e
microprecipitacio (TORRESDEY-GARDEA; DE LA ROSA; PERALTA-VIDEA, 2004)

Uma planta ideal para a fitofiltracio € aquela com alta produc¢do de biomassa,
facilmente aproveitdvel, e com capacidade para tolerancia e acumulacdo de poluentes
(ABHILASH et al., 2009).

Na rizofiltracdo plantas terrestres sdo preferencialmente utilizadas, pois essas plantas
possuem sistema radicular mais fibroso, coberto com pelos radiculares que possuem dareas
superficiais extensas (THANGAVEL; SUBBHURAAM, 2004). A eficiéncia da rizofiltracao
estd interligada ao potencial que as raizes possuem de provocar mudancas na rizosfera, como
alteracdes no pH, e com a producdo de exsudados radiculares. Ambos podem provocar
mudancas no meio produzindo condicdes biogeoquimicas que levam a precipitagao dos
contaminantes nas raizes ou no meio. Os exsudados também podem mudar a especiacdo dos

ions metdlicos favorecendo a biodisponibilidade (RAWAT; FULEKAR; PATHAK, 2012).
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Ja na blastofiltracao, que ¢ a filtracdo utilizando-se mudas, aproveita-se do expressivo
aumento na relacdo entre superficie e volume, que ocorre depois da germinacio e também do
fato de que durante a germina¢do algumas mudas absorvem e/ou adsorvem fons metélicos.
Essas propriedades tornam a blastofiltracdo especialmente adequada para fitorremediagao em

agua (RAWAT; FULEKAR; PATHAK, 2012).

2.2.2 VANTAGENS DO PROCESSO DE FITORREMEDIACAO

A fitorremediacdo é uma tecnologia emergente que desponta como uma alternativa de
limpeza ecologicamente sustentivel em comparacdo com as técnicas tradicionais, que sio de
alto investimento e, geralmente, interferem na estrutura natural do meio e geram subprodutos
também toxicos.

A técnica traz vantagens como sua passividade de aplicagcdo a uma variedade de
compostos organicos e inorganicos, sendo aplicdvel tanto in situ quanto ex situ. As aplicacdes
in situ minoram a perturbacdo no solo e a possibilidade da disseminacdo do poluente pelo ar e
pela dgua (ETIM, 2015). Além disso, a cobertura vegetal do solo durante a fitorremediacao
propicia uma maior retengdo de dgua, melhora as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas,
evita a erosdo e a lixiviagdo. Ha também o aumento do teor de matéria organica e os niveis de
nutrientes, propiciando o desenvolvimento e restabelecimento da microfauna (TRUU et al.,
2015; BURGES et al., 2018).

As plantas como organismos autotréficos que geram biomassa requerem uma entrada,
geralmente, modesta de nutrientes e utilizam apenas a energia solar. Assim, a fitorremediacao
€ uma técnica de facil implementacdo, ndo demandando uso de equipamentos caros € pessoas
especializadas para operacdo. Ademais, € ambientalmente amigavel e esteticamente agradavel
ao publico (ETIM, 2015).

O uso sinérgico de plantas e microorganismos também demonstra ser eficiente na
remediacdo do meio. As bactérias, principalmente as denominadas bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP), trazem beneficios, como solubilizacdo de fosforo, fixacdo de
nitrogénio, sequestro de fitohormoOnios, absor¢do de ferro e protecdo contra agentes
patogénicos. Adicionalmente, permitem o crescimento de raizes mais longas e melhor fixagcao
durante as fases iniciais, que beneficia o crescimento e aumento da biomassa. (NIE et al.,
2002; MA et al., 2011). Além disso, as bactérias podem amenizar diversas condi¢des
limitantes do processo, como a mobilidade e disponibilidade de metais, grau de contaminac¢ao

e quimica do solo (ULLAH et al., 2015).



24

A fitorremediagdo também possui potencial econdmico. O chamado processo de
fitomineracdo, que enseja a recuperagcao de metais valiosos e escassos, oferece a oportunidade
de recuperar minérios de baixa concentragdo no meio, em solos mineralizados e
contaminados, e em rejeitos de minas e dguas residuais, onde a extracdo por métodos de
mineragdo convencionais sdo economicamente invidveis. Além disso, em comparacdo, o
método proporciona diversas vantagens como o fato de ser menos intrusivo, poder ser
aplicado in situ, e produzir energia queimando a biomassa quando colhida. O processo
também pode contribuir no fechamento de campos de mineracdo, ajudando na revegetacio e
restauracdo (BROOKS et al., 1998; SHEORAN; SHEORAN; POONIA, 2013).

A técnica de fitorremediacdo consiste basicamente na extragdo de poluentes do meio
pelas plantas hiperacumuladoras, que os transloca em tecidos da parte aérea, que
posteriormente serdo colhidas, secas, e reduzidas a cinzas (SHEORAN; SHEORAN;
POONIA, 2009). Dentre os metais valiosos visados pelo processo citam-se o niquel, que
pode ser recuperado de solos ultramaficos de forma praticamente pura, e o tdlio, que é
extremamente raro e de extracdo direta praticamente invidvel. O cobalto, a platina e o ouro
também sdo potenciais de recuperacdo pelo seu alto valor econdmico agregado (DODSON et
al., 2012).

Dentre os potenciais econdmicos oferecidos pelo processo de fitoremediacao cita-se
também o acoplamento desse com a producdo de bioenergia, entre outros produtos que podem
ser gerados podemos citar alcaloides, bioplasticos, bioetanol, biodiesel, fibra, madeira e
carvao (TRIPATHI; EDRISI; ABHILASH, 2016).

Em trabalho realizado por Verma et al. (2007), avaliando a producio de biogés a partir
do aguapé (Eichhornia crassipes) produzido na fitorremediacdo de dgua residudria, rica em
metais toxicos, proveniente de industria de latdo e galvanoplastia, verificou-se uma produgdo
rapida de biogds, em 12 dias, com contetdo de metano chegando a 63%. Outra observacao
importante foi a de que plantas usadas na fitorremediacdo produziram consideravelmente mais
biogés do que as plantas produzidas no controle de 4gua nao contaminada.

Outro exemplo de produgdo limpa e eficiente de bioenergia (bioetanol, biogas, energia
térmica) a partir da biomassa de Triticale, Helianthus annuus e Brassica juncea, foi publicado
por Willscher et al. (2013), mostraram que a producdo ndo foi afetada pelo processo de
fitorremediacdo de sitios contaminados com metais pesados e uranio, € que esses

contaminantes ficaram retidos nos residuos da geragcdo de bioenergia.
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2.2.3 RESTRICOES E DESAFIOS

Apesar de todos os beneficios e o potencial demonstrado pela técnica de
fitorremediacdo ainda existe uma grande lacuna a ser preenchida por estudos futuros, visando
diminuir as limita¢des que sdo apresentadas.

Uma das restricdes mais complexa € a sensibilidade das espécies aos contaminantes,
que € relacionada tanto a sua classe, quanto a concentracdo em que ele se encontra.
Concentragdes elevadas inibem o crescimento e acimulo de biomassa pelas plantas,
principalmente pelas raizes. Se a contaminacdo for persistente por um longo periodo a
quantidade e variedade da microfauna do meio serdo diminuidas, de forma que ndo havera
contribuicao para o crescimento das plantas e nem para a degradacdo dos poluentes (HUANG
et al., 2004). Dependendo da quantidade de contaminante um sitio pode levar cerca de 20
anos para ser remediado, o que é um periodo muito longo, inviabilizando a técnica nesses
casos (GLICK, 2003).

Outra desvantagem apresentada estd relacionada aos fatores externos que interferem
no crescimento das plantas, como a temperatura, a manutenc¢io do equilibrio de nutrientes no
meio, e a complexidade em reproduzir no macrocosmo os estudos laboratoriais em
microcosmo (PRATAS et al., 2014).

Dessa forma, estudos de otimizagdo do processo de fitorremediacdo de fldor por
espécies de plantas, como Landoltia punctata e Eichhornia crassipes, € as varidveis que

possam intervir nesse processo, principalmente a fim de potencializa-lo, sdo necessarios.

2.3 ESPECIES VEGETAIS

2.3.1 LANDOLTIA PUNCTATA

A espécie Landoltia punctata, anteriormente identificada como Spirodela punctata,
pertencente a subfamilia Lemnoideae (ex-familia Lemnacecae) da familia Araceae, sdo as
menores angiospermas do mundo e com o tempo de duplicagdo mais rapido, duplica a
biomassa em 2 ou 3 dias em condi¢des favordveis. A espécie pode produzir uma biomassa
frescade 0,5a 1,5t ha!d! ou de 13 a 38 t ha'ano™ de biomassa seca. Sdo plantas aquadticas
flutuantes que crescem em ambientes 1€nticos, além disso, possuem a capacidade de crescer
em aguas residudrias (ZHAO et al., 2012; TAO et al., 2013). Sdo conhecidas popularmente

por lentilhas d’agua.
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As plantas de Landoltia punctata quando adultas possuem frondes ovais que podem
ser até duas vezes maiores no comprimento do que na largura, com larguras entre 1 € 5 mm.
As frondes possuem coloracdo verde intensa, com a parte inferior em tom roxo-avermelhado,
e uma cuticula cerosa as recobre. As raizes variam de 2 a 4 unidades, podendo chegar até 7.
Sua reproducdo € por brotamento vegetativo, em raras ocasides reproduzem-se sexualmente
por semente. Seu crescimento é favorecido pela luz solar, por pH em torno de 6,5 a 7 e
temperaturas entre 20 a 30 °C, mas s@o resistente a faixas mais extensas dessas varidveis
(VALKENBURG:; POT, 2008; GUPTA; PRAKASH, 2013).

A literatura ndo relata grandes maleficios causados pela Landoltia punctata, mas em
contrapartida descreve usos benéficos como péletes de racdo, fonte para biocombustivel e
fitorremediacao.

As plantas de L. punctata secas sdo altamente nutritivas, capazes de competir com
cultivos clédssicos como alfafa e soja, contendo de 20 a 40% de proteina bruta, 6% de gordura
e 10% de fibra (PORATH; HEPHER; KOTON, 1979). Segundo Stadtlander et al. (2019),
racdo produzida com as plantas tiveram grande aceite por animais, principalmente na
aquicultura, além de serem de fécil produ¢do e menor custo em relacio as racOes geralmente
usadas.

O biocombustivel produzido com as plantas de L. punctata oferece diversas vantagens
em relacdo as outras fontes tradicionais, como ser de facil e rdpida produgdo, garantindo
rendimento mdximo a custos minimos, haja vista que as plantas podem ser cultivada em aguas
residudrias, ndo afetando a producdo de insumos alimenticios (SU et al., 2014). Essas plantas
possuem futuro promissor ndo sé na producdo de energia tradicional como etanol, mas
também na produc¢do de alcodis superiores, como butanol e solvente. A producdo é favorecida
pelo fato das plantas de L. punctata serem ricas em amido, celulose e pectina, e pobres e
lignina. Ainda possuem o beneficio de consumirem diéxido de carbono (HUANG et al.,
2014).

Existem diversas outras possibilidades para o uso da biomassa da Landoltia punctata,
dentre elas citam-se a utilizacdo na vermicompostagem, na fitorremediacdo de dguas
residudrias e ainda ha evidéncias que liberam compostos na dgua que funcionam como
inseticidas para larvas de mosquitos (GUPTA; PRAKASH, 2013).

Tendo em vista todos potenciais usos da Landoltia punctata, apresentada na Figura 3,

€ imprescindivel seu estudo mais aprofundado, bem como das condi¢des que a favorecem.
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dotted duckweed
Landoltia

Fonte: IFAS (2000)

2.3.2 EICHHORNIA CRASSIPES

A macréfita denominada Eichhornia crassipes, também conhecida como jacinto de
dgua ou aguapé, € nativa do Brasil e foi disseminada pelo mundo, estando classificada
globalmente pela Unido Internacional para a Conservacao da Natureza (JUCN) como uma das
100 espécies invasivas mais agressivas e uma das 10 maiores ervas-daninha (LOWE et al.,
2000). A sua disseminagdo pelo mundo se deva as caracteristicas favordveis a ornamentacao e
a utilizacdo em aqudrios, pois as plantas combinam, por exemplo, estética com a
funcionalidade de absorc¢do de nutrientes (VONBANK et al., 2018).

O aguapé € uma angiosperma aquética flutuante pertencente a familia Pontederiaceae,
com crescimento rdpido, podendo em condi¢cdes favordveis duplicar em uma semana
(COETZEE; BYRNE; HILL, 2007). Tem uma alta densidade, podendo chegar a 60 kg m
(MALIK, 2007), formando tapetes densos e interligados sobre a superficie da dgua
(VILLAMAGNA; MURPHY, 2010). Possui uma ampla tolerancia a variacdo de niveis de
pH, temperatura, nutrientes e poluentes. O pH ideal para crescimento estd entre 6 ¢ 8 e a
temperatura ideal situa-se entre 25 e 27,5 °C , embora possam crescer em temperaturas entre
1 e 40 °C (MALIK, 2007). A reprodugdo da espécie acontece tanto assexuadamente, meio
mais importante, através de brotamento, quanto sexuadamente por sementes, robustas e

produzidas em grande nimero (KOUTIKA; RAINEY, 2015).
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Diversos problemas socioecondmicos e ambientais sdo causados pela Eichhornia
crassipes, dentre eles citam-se obstrucdo dos canais navegaveis, prejuizos na geracdo de
energia em usinas hidroelétricas, bem como na captacdo de 4dgua e irrigacdo, destrui¢do da
biodiversidade local, eutrofizacdo e esgotamento de oxigénio da dgua, dentre outros (CHU;
DING; ZHUANG, 2006; PATEL, 2012).

Apesar dos impactos negativos, potenciais usos positivos desta planta tém merecido
destaque. Além da fitorremedia¢do (o aguapé vem sendo testado na remediagdo de sitios
contaminados com diversos poluentes) tem-se também o potencial uso para producdo de
biogds e biochar. O biochar é a massa de aguapé apds sofrer pirdlise, um biocarvdo que ao ser
introduzido no solo tem potencial de sequestrar carbono e melhorar os aspectos do mesmo,
como fertilidade e atividade biologica (MASTO et al., 2013).

Outras diversas utilizagdes sdo relatadas na literatura, como utiliza¢do para producio
de biocombustivel; forragem com alto teor de fibra para alimentacdo de animais e para racdo
de peixes. O alto teor de fibras também favorece sua utilizagdo para producdo de cestos,
cordas, papel, jutas, producao de placas de fibra para cobertura de construgdes, dentre outros
(NIGAM, 2002; JAFARI, 2010; FENG et al., 2017).

Em suma, a planta oferece diversas possibilidades, sendo indispensédvel o seu estudo a
fim de potencializar sua melhor gestdo, dado que € uma espécie invasora e de dificil controle.

A Figura 4 mostra a espécie de aguapé.
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Figura 4 - Espécie de planta Eichhornia crassipes

Eichhornia

Sips
Photo by Ann Murray
©2002 University of Fiorida

Fonte: (a) IFAS 1996 e (b) IFAS (2002)

2.4 FITORREMEDIACAO DE FLUORETO

Muitas plantas t€ém a capacidade de absorver contaminantes do meio, dentre eles o
fluoreto. E primordial para o sucesso da fitorremediacio a busca por espécies que
desempenhem esse papel satisfatoriamente e sejam tolerantes e resistentes (BAUNTHIYAL;
SHARMA, 2012). Muitos autores vém fazendo essa triagem de espécies e buscado elucidar a
fitotoxidade do fldor para as plantas. Khandare et al. (2017), por exemplo, analisou 10
espécies de plantas aqudticas buscando fazer uma selecdo das melhores, além de analisar a
translocacdo e acumulacdo do flior, bem como os efeitos na clorofila, carboidratos e
proteinas. O autor foi capaz de obter uma efici€ncia de 98% em um dos testes para a espécie
Nerium oleander. Em comparacdo, Zhou et al. (2012), utilizando a mesma concentracao, de 5
mg L' e tempo de exposi¢cdo 4 vezes maior, 32 dias, foi capaz de obter a méxima eficiéncia
de 27% para a espécie aqudtica submersa Ceratophyllum demersum. Na Tabela 2,
apresentam-se dados de alguns autores que trabalharam a remediagdo de flior no meio por

diversas espécies.
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Tabela 2 - Resumo de trabalhos de fitorremediagdo de fluoreto

o Conceng'agﬁo de . Tempo de
Autor Espécie F(mgL™ (a)e(c) Eficiéncia .~ .
ou mg kg'l (b)) exposicao (dias)
Camellia japonica (a) 7,5
Dia(zz—(I)’i:g;aza Pittosporum tobira (a) 4 15 21
Saccharum officinarum (a) 40
Gandhi (2013) Ipomoea aquatica (a) 10 37 10
Pistia stratiotes (a) 19,87; 15,41, 17,75; 23,91
Karmakar (2015) Eichhornia crassipes (a) 3;5;10; 20 12,71; 17,68; 18,96; 28,16 10
Spirodela polyrhiza (a) 19,23;9,76; 11,87; 13,05
Saini (2012) Prosopis juliflora (b) 25;50; 75; 100 46,4; 30,4; 38,4; 40,4 75
Nerium oleander (a) 98
Pogonatherum crinitum (a) 84
Portulaca oleracea (a) 78
Alocasia macrorrhizos (a) 73
Khandare (2016) Typha angustifolia (a) . 67 .
Spirodela polyrhiza (a) 59
Lawsonia inermis (a) 51
Cascabela thevetia (a) 66
Brassica oleracea (a) 61
Cosmos bipinnatus (a) 55
Ceratophyllum demersum (c) 27 16.,5: 26,8
Hydrilla verticillata (c) 17,6; 14,7: 21,6
Zhou (2012) Myriophyllum verticillatum (c) 5; 105 20 15,8;14,1; 18,2 32
Potamogeton malaianus (c) 10,6; 10,8; 20,3
Elodea nuttallii (c) 7.7:7.4: 8.1

Fonte: Autoria prépria; (a) plantas aquaticas; (b) plantas terrestres; (c) plantas aqudticas
submersas.

Diversos autores buscaram elucidar o efeito do tempo de contato. Sinha et al. (2000),
relatam que a méxima efici€ncia ocorreu depois de 7 dias de contato para a planta aquatica
Hydrilla verticillata. Karmakar et al. (2018), ao estudar a absor¢do de fluoreto pela espécie
aquatica de Pistia stratiotes observaram que a taxa de absorc¢do € acelerada nos primeiros
dias, notadamente nos 4 primeiros. Os autores citam que o tempo de equilibrio ocorre em 8
dias, e apés o décimo dia a absor¢do passa a ser inexpressiva. O tempo de exposicao
escolhido nesse trabalho baseou-se na revisdo de literatura e nos dados apresentados por esses
autores.

Dentre os diversos fatores avaliados e estudados pela literatura encontrasse

principalmente pesquisas que investigam a triagem de espécies (DEL SOCORRO;
ZAMORA-PEDRAZA, 2010; KHANDARE et al., 2017), a cinética e a eficiéncia de remog¢ao
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(GANDHI; SIRISHA; CHANDRA SEKHAR, 2013), o indice de tolerdncia e taxa de
crescimento (SAINI et al., 2012), e a estimativa de interferéncia na clorofila, proteinas e
enzimas (KARMAKAR et al., 2016). Nao se encontraram trabalhos, até o momento, que
estudem como macronutrientes, como fosfato e nitrato, podem interferir na absor¢ao de
fluoreto pelas plantas, o que constitui uma lacuna a ser preenchida para melhor conhecimento

e aprimoramento da técnica de fitorremediacao de fluoreto.
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3 ARTIGO TECNICO — CIENTIFICO

Utilizacao de Landoltia punctata e Eichhornia crassipes na fitorremediacao de fluoreto

3.1 INTRODUCAO

O fldor tem sido amplamente estudado, pois é um elemento altamente reativo, sendo o
13° elemento mais abundante no ambiente (KANDUTI; STERBENK; ARTNIK, 2016). O
fldor encontrado naturalmente, sobretudo, nas rochas igneas, em minerais como a fluorapatita,
fluorita e criolita, sendo liberado no meio via processos biogeoquimicos. Em meio aquoso é
encontrado principalmente na forma de fluoreto (BANERIJEE, 2015; KUMAR et al., 2017).

As atividades antropicas desordenadas tém contribuido para o aumento da
concentracdo de flior no meio, nas 4guas subterrdneas e superficiais, por intermédio da
liberacdo de residuos industriais, pesticidas e fertilizantes (ABOULEISH, 2016). Mais de 200
milhdes de pessoas no mundo estdo expostas a concentragdes acima do limiar de seguridade
estabelecido pela Organizagdo Mundial de Saude, de 1,5 mg L' (NARSIMHA; RAJITHA,
2018).

As concentracdes de flior podem provocar efeitos benéficos ou deletérios,
dependendo da concentracdo ingerida. Em niveis reduzidos, em torno de 0,8 a 1,0 mg L™,
ajuda na prevencdo de cdries, mineralizacdo normal dos ossos e na formacdo do esmalte
dentdrio (BARATHI; KUMAR; RAJESH, 2019). Entretanto diversos estudos mostram que a
exposicdo cronica a altos niveis de fldor acarretam problemas deletérios como fluorose
dentdria, fluorose esquelética, neurotoxidade, carcinogénese, genotoxicidade, dentre outros,
como deplecdo da fertilidade e das funcdes da glandula tireoidiana (GHADERPOORI et al.,
2018; QASEMI et al., 2019; STEPEC; PONIKVAR-SVET, 2019). A exposicao ao flior é
geralmente inadvertida, por ser o elemento incolor, insipido e inodoro. A presenca na dgua
potavel é o maior meio de ingestdo de flior atualmente (CHUAH et al., 2016; GHOSH;
MUKHOPADHYAY, 2019).

Existem diversas técnicas para o tratamento da dgua contaminada com fldor, como
adsor¢do, precipitagdo, eletrodidlise, membranas, dentre outras. Essas técnicas, no entanto,
tém altos custos ou produzem lodo, um residuo de complicado descarte ou reciclagem
(MEENAKSHI; MAHESHWARI, 2006; MOHAPATRA et al., 2009). Portanto, a busca por
técnicas alternativas de desfluoretacdo que sejam economicamente mais vidveis e de facil

acesso € indispensavel. Uma dessas alternativas € a fitorremediagao.
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A fitorremediacdo é uma tecnologia em ascensdo, capaz de tratar uma variedade de
dguas contaminadas, incluindo aquelas com moléculas persistentes e tdxicas, utilizando
plantas que extraem nutrientes e outras substancias do meio onde estao inseridas para adquirir
biomassa (ZAVODA et al., 2001; FARRAII et al., 2016). Esse processo comparado as
técnicas tradicionais € esteticamente mais agraddvel, mais limpo e menos dispendioso. Além
disso, € capaz de ser aplicado a grandes dreas (TANGAHU et al., 2011).

A absorcdo e translocagdo de fldor pelas plantas ndo € totalmente conhecida, mas
acredita-se que uma das principais vias de entrada de fldor sdo os canais anidnicos, através da
difusdo passiva (XIAN-CHEN et al., 2013). Em seguida, utilizando principalmente a via
apoplastica, o fldor é transportado pelo xilema, subsequentemente podendo utilizar a via
simplastica (BAUNTHIYAL; RANGHAR, 2015). As condi¢des que primordialmente
influenciam essa absorcdo de fluor sdo: pH da solucdo, concentracdo e forma quimica do
fldor, espécie vegetal e a presenca de outros fons como cdlcio, aluminio, fésforo
(BAUNTHIYAL; RANGHAR, 2014; SINGH et al., 2018).

Embora o excesso de fluor em dgua cause danos a satide das plantas (BAUNTHIYAL;
RANGHAR, 2014), ha espécies que sao tolerantes a altos niveis deste elemento, na qualidade
de plantas hiperacumuladoras (BAUNTHIYAL; SHARMA, 2012). Em um estudo realizado
na India com oito espécies de plantas arbéreas, Prosopis juliflora apresentou grande potencial
de acumular fldor quando o solo e a dgua continham altas concentracdes desse elemento
(BAUNTHIYAL; SHARMA, 2012). No México, del Socorro ¢ Zamora-Pedraza (2010),
testaram 17 espécies de plantas que sdo tolerantes a F e HF. Os autores observaram que
apenas Camellia japénica, conhecida como camélia, Pittosporum tobira, conhecido como
pitésporo-japonés ou pau de incenso, e Saccharum officinarum, conhecida como cana de
acucar, mostraram uma eficiéncia razoavel na remocao de fluor, de até 40%, para testes com
concetracdo de 4 mg L' de fluoreto.

Eichhornia crassipes, popularmente conhecido como aguapé ou jacinto d’agua, € uma
erva daninha de rdpido crescimento e grande biomassa (DAS; GOSWAMI; TALUKDAR,
2016), e com capacidade de crescer em ambientes altamente poluidos e eutréficos (SAHA;
MONDAL; SARKAR, 2018). No contexto da fitorremediagdo ja apresenta resultados
promissores, como por exemplo, tratando cianeto (SAHA; MONDAL; SARKAR, 2018);
metais pesados como fons de ferro, zinco, cddmio, manganés, cobre e vdrios corantes
(MISHRA; MAITI, 2017); e reduzindo o nivel de contaminantes orginicos e nutrientes

(AJIBADE; ADENIRAN; EGBUNA, 2013).
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Da mesma forma, a espécie Landoltia Punctata (lentilha d’agua), pequenas
angiospermas com rapida taxa de crescimento, possui a capacidade se desenvolver em dguas
residudrias e prospec¢do de utilizagc@o na fitorremediagao (STEGEMEIER et al., 2017). Uma
vez que tem o poder de acumular grandes concentracdes de metais pesados como arsénio,
niquel, zinco e uranio (NIE et al.,, 2017), também foram utilizadas para remediacdo de
hidrocarbonetos de petréleo (ERTEKIN et al., 2015) e de nutrientes como amonia e fésforo
(XU et al., 2018).

Diante do exposto, neste estudo, objetivou-se avaliar a absor¢do de fluor pelas
espécies Eichhornia crassipes e Landoltia punctata quando submetidas a diferentes niveis de

fosfato, nitrato e pH.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Obtencao e aclimataciao das plantas

As espécies de plantas aqudticas Eichhornia crassipes e Landoltia punctata foram
coletadas no horto botanico da Universidade Federal de Vicosa, higienizadas e aclimatadas
por 3 meses, em recipientes de polietileno, contendo 10 litros de solugdo nutritiva de Clark
(1975) (Anexo I) e pH 6,5. As plantas foram mantidas na sala de reatores em temperatura
ambiente e luminosidade controlada em um fotoperiodo de 16 horas. A solucdo nutritiva de
Clark foi renovada semanalmente. O fotoperiodo foi controlado por um timer e mantido por

meio de lampadas fluorescentes acopladas a um suporte de madeira (Figura 5).
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Figura 5 - Estrutura para aclimatacdo das plantas
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3.2.2 Delineamentos e condicdes experimentais

O delineamento estatistico experimental utilizado para analisar os resultados foi o
delineamento composto central rotacional (DCCR). Esse método exige um nimero menor de
tratamentos em comparagdo ao planejamento fatorial completo e pode ser executado
sequencialmente para que a otimizagdo seja alcancada. Ao final, superficies de resposta com
os melhores resultados sao obtidas (MATEUS, 2008).

Empregou-se como varidvel dependente a massa de flior removida da d4gua por massa
de planta seca. Apds extensa revisdo bibliografica as varidveis independentes escolhidas
foram: potencial hidrogenionico (pH), concentracdo de nitrato (NOs3) e de fosfato (POg4)
(STEVENS; MCLAUGHLIN; ALSTON, 1998; RUAN et al., 2004; FANG et al., 2007)

Assim, o delineamento foi composto de 3 varidveis (2%, incluindo 6 repeti¢des no
ponto central e 6 pontos axiais, totalizando 20 ensaios. Na Tabela 3 estdao dispostos os valores
utilizados no planejamento. Os niveis foram testados em uma faixa ampla, visando achar o
ponto 6timo. Os valores de — a para nitrato e fosfato foram estabelecidos como zero, a fim de
atuarem como um controle, os valores de + o foram maiores do que os encontrados na
literatura, buscando criar uma situagao extrema.

Os dados foram analisados no programa Minitab 19, que gerou os demais pontos a

partir dos pontos axiais extremos de + a e — a, que sdo em fun¢do do nimero das varidveis
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independentes. As corridas geradas estdo apresentadas no Apéndice 1 e os graficos

apresentados foram gerados no program Statistica 10.

Tabela 3 - Valores utilizados no DCCR

Variaveis Codigo o =-1,68 -1 0 1 a=+1,68

pH (adim.) Xi 5 5,81 7 8,18 9
PO, (mg L") X, 0 2,02 5 7,97 10
NO; (mg L™ X; 0 162,15 400 637,84 800

Os ensaios foram feitos em recipientes de polietileno, contendo trés litros de solucdo
de Clark (1975), que fornecia os macro e micronutrientes, exceto NO3z e POy, necessdrios para
desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas. Os valores de NO3 e PO, foram ajustados de
acordo com os ensaios programados. O aporte de fosfato foi realizado com fosfato de célcio e
fosfato de sodio, ao passo que o nitrato foi aportado por meio de nitrato de calcio e nitrato de
sodio. As faixas de pH preestabelecidas foram corrigidas com 4cido cloridrico e hidroxido de
sodio.

As plantas foram expostas a uma concentra¢io de 5 mg L™ de fluoreto, adicionado sob
a forma de fluoreto de s6dio (NaF), por um periodo de 10 dias. Ao final desse intervalo foram
realizadas as andlises dos parametros avaliados, além de ter-se computado a

evapotranspiracdo média por meio da diferenca de inicial e final de liquido nos recipientes.

3.2.3 Determinacao de flior

Aliquotas das solucdes de cada ensaio foram coletadas para andlise nos dias 3, 6 e 10,
e suas retiradas foram contabilizadas no célculo final de flior de cada ensaio. O fldor foi
medido seguindo o método descrito no Standart Methods, método 4500 — F°, para leitura de
fldor com eletrodo seletivo (APHA, 2017). O eletrodo seletivo de fluoreto € de estado sélido e
baseado em um monocristal de fluoreto de lantdnio (LaF;). O eletrodo de referéncia é de
Ag/AgCl com dupla juncio, com solucdo externa de NaNOs a 10% m/v e solugdo interna de
KCl a 3 mol L' saturada com AgCl.

Para leitura das amostras, em um baldo volumétrico de 100 ml foram adicionados 10
ml de amostra e 10 ml do ajustador de forca idnica (TISAB). O volume foi completado com

dgua destilada, homogeneizado, sendo vertido em um béquer sobre mesa agitadora, e sob leve
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agitacdo, os eletrodos, de fon seletivo e de referéncia, foram mergulhados na amostra lendo-se

os resultados em milivolts.

3.2.4 Massa de plantas

No inicio do experimento as plantas de Eichhornia crassipes foram pesadas
individualmente e cada planta possuia uma massa diferente, a qual foi mantida, pois o
desbaste para uniformizacdo de peso poderia trazer prejuizos ao bom desenvolvimento. Ja as
plantas de Landoltia punctata, por seu pequeno tamanho, ofereciam a possibilidade de
uniformidade inicial de peso em todos os experimentos. Dessa forma a massa padrdo inicial
foi estabelecida em 2 gramas.

ApOs afericdo da massa umida ao final do experimento, as plantas de Eichhornia
crassipes foram acondicionadas em sacos de papel Kraft e levadas a estufa a 105° C durante
48 horas. Apds secagem, aferiram-se novamente as massas. As plantas de Landoltia punctata
passaram pelo mesmo procedimento, diferindo pelo fato de terem sido secas em beckers de

vidro.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Massa de fluoreto removida por massa de planta seca, Landoltia Punctata

Os diferentes niveis de pH (X;), concentracdo de fosfato PO4 (X3) e nitrato NO3 (X3),
interferiram na absorc¢ao e acumulacdo de flaor pela lentilha d’agua, Landoltia punctata. A
expressividade de cada varidvel pode ser observada na Figura 6, que corresponde ao grafico

de Pareto, com nivel de significancia de 5 % delimitado.
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Figura 6 - Gréfico de Pareto contendo todas as varidveis para resposta de massa de fldor

removida por massa total de Landoltia punctata seca.
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Ao eliminar-se as varidveis menos significativas, obedecendo-se o nivel hierdrquico,

gerou-se a Figura 7, do grafico de Pareto com as varidveis selecionadas.

Figura 7 - Grafico de Pareto contendo as varidveis selecionadas para resposta de massa de

fldor removida por massa total de Landoltia punctata seca.
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Na Tabela 4 apresentam-se os dados da andlise de variancia (ANOVA) do modelo
proposto para a varidvel resposta de massa de flior removida por massa total de planta seca
(Equacdo 1). O coeficiente de determinacdo R foi equivalente a 74,4%, mas a falta de ajuste
foi significativa. A razao “adequate precision”, que deve ser maior que 4,0 para navegagao em

todo espago amostral, foi de 8,1.

Tabela 4 - Andlise de Varidncia (ANOVA) do modelo de regressdo para remog¢do de massa de

fldor pela Landoltia punctata.

Fonte de Variacio Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
(Aj.) (Aj.) Calculado Valor

Modelo 6 100.126 16.6877 6.31 0.003
Linear 3 36.144 12.0479 4.55 0.022
pH 1 4.659 4.6590 1.76 0.207
Fosfato 1 22.840 22.8400 8.63 0.012
Nitrato 1 8.645 8.6448 3.27 0.094
Quadrado 2 44.040 22.0199 8.32 0.005
pH*pH 1 33.312 33.3119 12.59 0.004
Nitrato*Nitrato 1 14.369 14.3686 5.43 0.037
Interacdo com 2 Fatores 1 20.008 20.0083 7.56 0.017
pH*Nitrato 1 20.008 20.0083 7.56 0.017
Erro 13 34.388 2.6452
Falta de ajuste 8 31.516 3.9395 6.86 0.024
Erro puro 5 2.872 0.5744 & <
Total 19 134.514

O modelo de regressdo que representa a massa de flior removida por massa total de

planta seca e os niveis de pH, PO4 e NOs € apresentado na equacao 2.

MF;e/MPg.., = 71,2 — 16,75 [pH] + 0,435 [PO4] — 0,0567 [NOs] + 1,071 [pH]* + 0,000018
[NOs]* + 0,00561 [pH*NOs]
(Equacao 2)
Onde:
pH: Potencial hidrogenionico
PO,: Concentracao de fosfato (PO4) em mg L!
NOjs: Concentracdo de nitrato (NOz) em mg L!
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As superficies de resposta obtidas por meio dos gréficos de contorno estdo dispostas

na Figura 8.

Figura 8 - Gréafico de contorno relacionando as concentracdes de pH, NO; e PO4 com a
varidvel resposta sendo massa de fldor removida por massa total de Landoltia punctata seca,
com valores fixados em uma das solugdes 6timas obtidas, com as interagdes (a) [PO4*pH], (b)

[NOs*pH], (c) [NO3*PQy] para pH 5, e (d) [NO3*POy] para pH 9.

10

@

Fosfato {mg L}

-

MF en/MPsccs (Mg )

| R
M <18
I <15
<14
<12
9-<!G
<5

800

600

400

Nitrato (mg L)

MFrem/MPsecs (Mg g7)

| k]
J <17
B < 15
1<13

200

0
=<1
5 B T 8 9-<9
pH [

(b)



50

Nitrato (mg L'}

MF e/ MPcz (g @)

| R
I <17
Il < 15
<13
=1
<9

<7
0 2 4 3 3 10_(5

Fosfato (mg L)

(©)

800

600

Nitrato (mg L")
=y
[=]
o

200 |
{ MFrer/MPsecs (mg o)

> 16

Fosfato (mg L) <7

(d)

Ao se aplicar a equacdo 2 pode-se observar que a maior remog¢ao de massa de fldor da
dgua por massa de planta seca, para ambos os meios, dcido e bdsico, acontece nas
combinagdes dos extremos dos niveis.

Esses dados reforcam uma tendéncia de maior absorcdo relativa de flior em meios
acido ou bdsico, quando em comparagdo com um meio neutro. Resultados semelhantes foram
encontrados por Stevens et al. (2000) e Ruan et al. (2004), que demonstram que em meio
acido a forma predominante de flior, HF, estaria potencialmente mais disponivel para
absorc¢do pelas raizes da planta por difusdo através da membrana celular, apesar de ambas as
formas, HF e F, coexistirem. J4& em meio bdsico, com pH préximo 9, a forma de flior
predominante seria F, que tem sua captacio favorecida pela forte eletronegatividade do fon e
por seu pequeno raio idnico.

Karmakar et al. (2018), ao investigar a absor¢cdo de flaor por Pistia stratiotes, da

mesma familia, Araceae, que a Landoltia punctata, obteve dados que corroboram para maior
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absor¢do de fluoreto em meio mais 4cido, em torno de 5,5. Valores de pH mais baixos
também foram encontrados ao final do experimento, a média de valores de pH final nas
corridas foi de aproximadamente 5, caracterizando meio dcido. Contudo, ressalta-se que nao
houve diferenca estatistica nos tratamentos utilizados pelos autores (pHs 5,5; 6,5; 7,5 € 8,5).

Os dados também demonstram que a absor¢do de flior em maiores concentracdes de
fosfato. Stevens et al. (1998), argumentam que ndo existe competicdo entre a absorcao de
fldor pelas plantas com os anions, fosfato e nitrato. Esses anions também ndo estdo
correlacionados na absorcdo pelas plantas, mas a supressdo total do aporte desses gera
reduc¢do no crescimento das plantas (BUWALDA; WARMENHOVEN, 1999).

A supressdo total do aporte de nutrientes as plantas limita seu crescimento, mas com o
tempo de estudo realizado relativamente pequeno para essa avaliagdo, esta limitacdo ndo

gerou impactos visiveis, como pode ser verificado na Tabela 5.

Tabela 5 - Massas de Landoltia punctata

Landoltia punctata
Experimento Massa imida inicial Massa umida Massa
final seca
1 2 4,460 0,220
2 2 4,430 0,208
3 2 4,985 0,217
4 2 4,463 0,220
5 2 5,383 0,259
6 2 7,392 0,363
7 2 6,004 0,269
8 2 5,609 0,305
9 2 3,740 0,185
10 2 7,391 0,303
11 2 5,828 0,275
12 2 7,773 0,356
13 2 7,930 0,367
14 2 5,298 0,253
15 2 8,917 0,318
16 2 8,319 0,329
17 2 7,815 0,378
18 2 6,186 0,312
19 2 8,220 0,446
20 2 7,723 0,344

As plantas tendem a continuar crescendo, mesmo que a taxas menores, devido a

reserva interna que possuem (BUWALDA; WARMENHOVEN, 1999).
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Limitagdes de fosfato a longo prazo poderiam ser traduzidas na reducdo do teor de
matéria seca e aumento nas proporcdes da razdo raiz/parte aérea (ERICSSON; INGESTAD,
1988). A limitacdo de nitrato, por sua vez, interferiria na estrutura e fungcdo das proteinas e
cloroplastos (MAHLANGU et al., 2016). Contudo, com o crescimento, mesmo que reduzido,
mantido, as plantas foram capazes de absorver o fldor. Ja o incremento dos niveis necessdrios
dos macronutrientes, fosfato e nitrato, beneficiam o bom desenvolvimento e crescimento das
plantas. O crescimento das plantas contribui para aumento da transpiragdo, que quanto maior,
maior serd também a absorcdo de dgua (REN et al., 2015), e consequentemente, maior a
absor¢do de fldor, haja vista, que o fldor entra de forma passiva na planta (XIAN-CHEN et
al., 2013).

Assim, observa-se que o aporte dos médximos de nutrientes, fosfato e nitrato, ou a
supressdo desses, ndo foi capaz de causar danos expressivos no crescimento das plantas,
devido a suas reservas internas. Constatou-se também que a concentracdo de fldor ndo causou
efeitos deletérios no desenvolvimento das plantas, que se multiplicaram satisfatoriamente e
ndo apresentaram lesdes e necroses visiveis ao longo do experimento.

A maxima absorciao de fldor alcancada, em termos de eficiéncia, foi de 21,0%, na
corrida com pH inicial 9,0 e pH final 6,1. A média dos experimentos foi de 11,6%. J4 a
varidvel resposta analisada pelos gréaficos, de massa de fldor removido por massa de Landoltia
punctata seca [MFen/MPyec, (mg g )], apresentou uma média de 6,1 mg g, e a maxima
observada foi de 11,0 mg g'l.

Nao se encontraram estudos que utilizassem a espécie de Landoltia punctata para
fitorremediacdo de fldor em dgua, mas a planta vem sendo utilizada para remediacdo de
outros contaminantes, obtendo resultados satisfatorios. Guo et al. (2017), ao analisar o
potencial da espécie para remediar cobalto e niquel em dgua constatou remogdes de 58,63% e
56,23%, respectivamente, de remogao.

Pressupde-se que em meio neutro, em pH préximo de 7, a remocao ocorra, mas o bom
crescimento das plantas faca com que a razdo de resposta, na qual a massa das plantas €

denominador, decres¢a se comparada aos outros niveis encontrados.
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3.3.2 Massa de fluoreto removida por massa de planta seca, Eichhornia crassipes

A absorcido e acumulagdo de fldor pelo aguapé (Eichhornia crassipes) também foi
avaliada em relacdo a interferéncia dos diferentes niveis de pH, fosfato e nitrato. A
representatividade de cada varidvel pode ser constatada na Figura 9, pelo grafico de Pareto
com nivel de significancia de 5% delimitado, e que apresenta como varidvel resposta a massa

de flior removida por massa total de Eichhornia crassipes seca.

Figura 9 - Gréfico de Pareto contendo todas as varidveis para resposta de massa de fldor

removida por massa total de Eichhornia crassipes seca.
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Quando retiradas as varidveis com menor significincia, observou-se que apenas 2
termos apresentaram significancia. Assim, na Figura 10 apresenta-se o novo grafico de Pareto

com as varidveis selecionadas para o modelo, obedecendo-se o nivel hierarquico.
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Figura 10 - Gréfico de Pareto contendo as varidveis selecionadas para resposta de massa de

fldor removida por massa total de Eichhornia crassipes seca.
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Os coeficientes de determinagdo R? foi reduzido, de apenas 54,7%. Observa-se (Tabela
6) que a falta de ajuste ndo foi significativa e que a regressao foi significativa. O “adequate
precision” foi de 9,2. Os valores dos coeficientes indicadores de qualidade de ajuste para esta
regressdo foram inferiores ao ensaio com a lentilha d’agua. Na Tabela 6, apresentam-se os
dados da andlise de variancia (ANOVA) do modelo proposto para a varidvel resposta de

massa de flior removida por massa total de Eichhornia crassipes seca (Equagao 3).
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Tabela 6 - Andlise de Varidncia (ANOVA) do modelo de regressdao para remog¢ao de massa de

fldor por massa de Eichhornia crassipes seca.

Soma de Quadrados Quadrado Médio

Fonte de Variacao GL F Calculado P Valor
(Aj) (Aj)
Modelo 3 14.270 4.7568 6.46 0.005
Linear 2 8.552 4.2759 5.81 0.013
pH 1 1.639 1.6388 2.23 0.155
Fosfato 1 6.913 6.9130 9.39 0.007
Quadrado 1 5.752 5.7516 7.81 0.013
pH*pH 1 5.752 5.7516 7.81 0.013
Erro 16 11.784 0.7365
Falta de ajuste 11 10.325 0.9387 3.22 0.104
Erro puro 5 1.459 0.2918 W &
Total 19 26.055

. 2 . , . . . ~
Apesar do reduzido valor de R”, foi possivel determinar os coeficientes da regressao
que representa a massa de flior removida por massa total de planta seca.

O modelo matematico empirico encontrado esta representado na Equacgao 3.
Massa de F- remov. = 22,23 — 5,91 [pH] — 0,2393 [PO4] + 0,443 [pH]2
(Equagao 3)
Onde:

pH: Potencial hidrogenidnico

POy: Concentragdo de fosfato (PO4) em mg L'

A superficie resposta obtida por meio do grafico de contorno esta disposta na Figura 11.
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Figura 11 - Gréfico de contorno relacionando as concentragdes de NOs e PO, com a varidvel
resposta sendo massa de fldor removida por massa total de Eichhornia crassipes seca, em pH

fixo em 9.
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Assim como para Landoltia punctata, nos pHs extremos houve maior resposta da
varidvel escolhida (massa de fluoreto removida por massa de planta seca). Aplicando-se a
equacdo 3, para auséncia de fosfato, tem-se a previsdo de valores de ME/MP de 4,9 mg g
(parapH 9) e 3,7 mg g (para pH 5).

Ao avaliar-se apenas a eficiéncia de remocdo de fldor pelas plantas, a média dos
valores encontrada nesse estudo foi de 19,0%, enquanto a maxima eficiéncia alcangou 23,3%.
Os autores Singh e Majumder (2018), ao investigarem a mesma varidvel, utilizaram uma
concentragdo constante de 10 mg L' de fluoreto e variacdes de pH entre 5 e 9, encontrando
resultados contrarios a esse estudo. Esses autores observaram que a maior absorcao seria em
meio neutro, pH igual a 7, onde a remocao maxima foi de 49%. Ja a remog¢do em pH 9 por
eles observada foi de 26,1%. Similarmente, Karmakar et al. (2016), constataram que em meio
neutro e concentracdo de 5 mg L'l, mesma concentracdo de fluoreto aqui utilizada, a
eficiéncia de remocdo pelo aguapé foi de 17,7%, o que condiz com a média de valores aqui

encontrada. Observa-se que a magnitude da absorcao esta dentro do relatado pela literatura.
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Karmakar et al. (2016), ao estudarem a varidvel resposta de massa de fldor por massa
de Eichhornia crassipes seca encontrou valores de 0,09 mg g'l, em meio neutro e
concentracdo inicial de 5 mg L. No presente experimento, nas faixas de pH testadas e
concentracdo inicial igual, a mesma varidvel resposta apresentou um valor médio de 1,8 mg g
! Contrastando-se esse valor encontrado com o observado na espécie de Landoltia punctata,
observa-se uma grande diferenca na magnitude dos resultados. Pressupde-se que essa
diferenga esteja associada ao fato da massa de planta seca ser muito menor na espécie de
Landoltia punctata, fazendo com que a razdo da divisdo de massa de flaor removida por
massa de planta seca seja elevada.

Quanto aos fatores de concentracio de nitrato e fosfato avaliados, o modelo prediz que
as melhores faixas, independem da concentracdo de nitrato e correspondem as minimas
concentracdes de fosfato. Pressupde-se que tal resposta pode ter sido gerada pelo fato da
planta, Eichhornia crassipes, possuir um porte relativamente grande, e consequentemente ter
acumulo interno desses nutrientes, fazendo com que a faixa de concentra¢io aqui testada nao
seja significativa. Eichhornia crassipes tem demonstrando grande potencial de
fitorremediacao para fldor e para outros poluentes, mas as varidveis externas e o nivel em que

essas beneficiam essa remediagdo ainda precisam ser estudados.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Observa-se que para as condi¢des aqui testadas de concentracao inicial de fldor de 5 mg L
! pH variando entre os niveis extremos de 5 e 9, concentracio de fosfato e concentracio de
nitrato variando entre os niveis de 0 e 10 mg L™ e 0 e 800 mg L™ respectivamente, ambas as
plantas, Landoltia punctata e Eichhornia crassipes apresentaram potencial de
fitorremediacao.

Os niveis promissores para absor¢do de flior pela espécie de Landoltia punctata se deram
nos pHs 5 e 9, sendo os valores de flior removido por massa de planta maiores nessa espécie.

Para Eichhornia crassipes ocorreram também observaram-se boas remocodes nos pHs 5 e
9, sendo que a concentracdo de nitrato ndo foi significativa para a varidvel testada. Em relagcao
a remocdo absoluta, a espécie se destacou, apresentando valor médio de 19,0%.

Ressalta-se a necessidade de mais estudos dos fatores intervenientes e das faixas testadas
para melhor entendimento quanto ao favorecimento ou nao da absorcao de flior pelas plantas.
Para as varidveis e condi¢des nesse trabalho testadas, ambas as espécies apresentaram

desempenho promissor.



APENDICE I

Corridas geradas no MiniTab 19

OrdemPad OrdemEns TipoPt pH PO, (mg L) NO; (mg L)
1 1 1 5,81 2,03 162,16
2 2 1 8,19 2,03 162,16
3 3 1 5,81 7,97 162,16
4 4 1 8,19 7,97 162,16
5 5 1 5,81 2,03 637,84
6 6 1 8,19 2,03 637,84
7 7 1 5,81 7,97 637,84
8 8 1 8,19 7,97 637,84
9 9 -1 5,00 5,00 400,00
10 10 -1 9,00 5,00 400,00
11 11 -1 7,00 0,00 400,00
12 12 -1 7,00 10,00 400,00
13 13 -1 7,00 5,00 0,00
14 14 -1 7,00 5,00 800,00
15 15 0 7,00 5,00 400,00
16 16 0 7,00 5,00 400,00
17 17 0 7,00 5,00 400,00
18 18 0 7,00 5,00 400,00
19 19 0 7,00 5,00 400,00

20 20 0 7,00 5,00 400,00
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ANEXO1

Composic¢ado da solucdo nutritiva de Clark (Clark, 1975)

Elemento Concentracao (mmol L'l)

Ca 2,6
K 1,8
Mg 0,6
N-NH,4 0,9
N-NO; 6,9
S 0,5
Cl 0,5
p 0,069
Mn 0,007
B 0,019
Zn 0,002
Mo 0,0006
Cu 0,0005

Fe-FeEDTA 0,038




