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RESUMO

SOUZA, Tamara Daiane, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro
de 2016. Otimizagcao do processo de fitorremediagcao de aguas
contaminadas com arsénio. Orientador: Alisson Carraro Borges.
Coorientadores: Antonio Teixeira de Matos e Jaime Wilson Vargas de Mello.

A contaminagdo ambiental por arsénio (As) tem implicado em problemas
adversos relacionados a danos ecologicos e a saude humana. O tratamento
de aguas contaminadas com As pode ser realizado por uma variedade de
técnicas, dentre as quais a fitorremediacao destaca-se como alternativa de
alta viabilidade, em que se utiliza plantas com potencial de absorver e criar
condigdes de imobilizar o contaminante de interesse. Objetivou-se avaliar a
influéncia das variaveis pH, concentracido de fosfato e concentracdo de
nitrato no processo de absor¢cao de As pelas espécies Eichhornia crassipes
(Aguapé) e Lemna valdiviana (lentilha d’agua) utilizando a metodologia de
superficie resposta com intuito de se otimizar o processo. De posse das
condigbes otimizadas, em uma segunda fase buscou-se estabelecer a
cinética de absorcdo de As pelas espécies vegetais em varias
concentragdes de As, estudar a dindmica de As(lll) e As(V) no meio, bem
como avaliar a influéncia do As no crescimento das espécies. Os niveis
otimos para absorcao de As pela espécie vegetal Eichhornia crassipes foram
alcancados em pH igual a 7,5; auséncia de fosfato e nivel minimo de nitrato
de 0,0887 mmol L' na solugdo nutritiva utilizada no cultivo das plantas. Ja
para Lemna valdiviana, os niveis 6timos foram pH 6,5; fésforo igual a 0,0488
mmol L' P-PO4 e nitrogénio, na forma de nitrato, de 7,9 mmol L. Os
modelos matematicos propostos para ambas espécies se ajustaram de
forma satisfatéria aos dados. Observou-se que absorgcdo de fosforo pela
planta aumentou linearmente com a concentragdo de fésforo na solugéo
nutritiva e proporcionou o decréscimo na absor¢do de arsénio. Nas
condicdes otimizadas, ambas as espécies se mostraram hiperacumuladoras
de As para concentragdes de até 1,0 mg L' do metal, concentragdo a partir
da qual as plantas apresentam reducdo no crescimento. A cinética de

primeira ordem se ajustou adequadamente ao decaimento do As na solugao

Xiv



nutritiva pelas espécies vegetais estudadas, sendo que o coeficiente de
remocao decresceu a medida em que se aumentou a concentracdo de As
nessa solucdo. Assim, as espécies Eichhornia crassipes e Lemna valdiviana,
se respeitadas as condigbes adequadas, possuem elevado potencial para

fitorremediar aguas contaminadas com As, em escala plena.

XV



ABSTRACT

SOUZA, Tamara Daiane, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December,
2016. Phytoremediation optimization process of water contaminated
with arsenic. Adviser: Alisson Carraro Borges. Co-Advisers: Antonio
Teixeira de Matos and Jaime Wilson Vargas de Mello.

Environmental contamination by arsenic (As) has been implicated in adverse
problems related to ecological damage and human health. The treatment of
water contaminated with As can be accomplished by a variety of techniques,
among which phytoremediation stands out as high viable alternative, which
plants with potential to absorb and create conditions to immobilize the
contaminant of interest are used. The objective of this research was to
evaluate the influence of pH, phosphate concentration and nitrate
concentration in the As uptake by the species Eichhornia crassipes (water
hyacinth) and Lemna valdiviana (duckweed) using the surface response
methodology in order to optimize the process. In the second stage, it was
possible to establish the kinetics of As absorption by the plant species in
various As concentrations, study the dynamics of As(lll) and As(V) in the
environment as well as to evaluate the influence of As in species growth. The
optimal levels for the absorption of As by Eichhornia crassipes were reached
at pH 7.5; absence of phosphate and minimum nitrate level tested 0.0887
mmol L' in the nutrient solution used in the plant cultivation. For Lemna
valdiviana, the optimal levels were pH 6.5; phosphorus equal to 0.0488 mmol
L' P-PO4 and nitrogen in the form of 7.9 mmol L nitrate. The mathematical
models proposed for both species fit the data satisfactorily. It was observed
that absorption of phosphorus by the plant increased linearly with the
concentration of phosphorus in the nutrient solution and led to a decrease in
the absorption of As. Under optimized conditions, both species were
hyperaccumulating of As at concentrations of up to 1.0 mg L' of the metal,
concentration at which the plants showed reduced growth. First order kinetics
were adjusted to As decay in the aqueous medium by the studied plant
species, and the absorption coefficient decreased as the concentration of As

was increased. Thus, within the conditions used, the species Eichhornia
Xvi



crassipes and Lemna valdiviana have a high potential for phytoremediation

ofwater contaminated with As at full scale.
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1. INTRODUGAO E OBJETIVOS

1.1. Introducgao geral

O arsénio (As) é conhecido por exercer efeitos mutagénicos,
citotoxicos e genotdxicos com elevado potencial de causar cancer de pele,
nos rins, pulméo e bexiga (Liu et al., 2011). Este elemento possui quatro
estados de oxidacao: arsenato (As(V)), arsenito (As(lll)), arsénio (As(0)) e
arsina  (As(-lll)) (Sharma e Sohn, 2009). O As(V) é o estado
termodinamicamente estavel do arsénio em ambientes aerdbios, enquanto
As (lll) predomina em condi¢des de baixo potencial redox (Rahman e
Hasegawa, 2011). As principais fontes de arsénio no ambiente s&o: geologia
local, atividades antrépicas, como mineragdo, queima de combustiveis
fésseis e uso de agroquimicos (pesticidas e fertilizantes).

De acordo com Stroud et al. (2011), estima-se que elevadas
concentragbes de As em agua para fins de consumo humano afetam mais
de 150 milhdes de pessoas em todo mundo. Adicionalmente, este elemento
quimico possui elevado potencial de bioacumulagcdo, de modo que sua
disposi¢gdo no ambiente € uma preocupacgao global (Rahman et al., 2014).

No Brasil, diversos estudos relatam a exposicdo humana ao As em
aguas superficiais, sendo que Minas Gerais é a unidade da federacao mais
estudada (Litter et al., 2012). Matschullat et al. (2000) estudaram a regiéo
conhecida como “quadrilatero ferrifero mineiro” e relataram concentracdes
médias de As em aguas superficiais de 30,5 ug L'. Os mesmos autores
observaram variagdes de 200 a 860 ug kg™' no solos e de 22 a 3200 pg kg
em sedimentos.

Na Resolugcdo CONAMA n° 357, de 17 de margo de 2005 (Brasil,
2005) estdao estabelecidos limites entre 0,14 ug L' a 33 pug L' de As em
agua, dependendo do seu tipo de uso. Ja na Resolugdo CONAMA n° 430,
de 13 de maio de 2011, estabeleceu-se o limite maximo de 500 ug L' de As

em efluentes para emissdo em corpos receptores (Brasil, 2011).



Diante do exposto, esforcos devem ser direcionados para impedir
contaminagao do solo e aguas, bem como remediar os locais sabidamente
poluidos. Os sistemas convencionais para tratamento de agua para reduzir a
concentragcdo de As sao complexos. Alguns métodos sdo: adsorgao-
coprecipitacdo com sais de aluminio e ferro (Song et al., 2006), adsorgéo
com alumina ativada, carvao ativado ou bauxita (Daus et al., 2004), osmose
reversa, troca iénica (Kim e Benjamin, 2004) e nanofiltracdo (Maity et al.,
2005). Estes métodos, via de regra, produzem residuos secundarios que
podem ser igualmente maléficos, trazem risco aos trabalhadores, possuem
alto custo de implementacgao e dificil manutencao (Olmos-Marquez et al.,
2012).

Neste contexto, a fitorremediagdo surge como alternativa promissora.
Na fitorremediagao utilizam-se plantas para remover poluentes do meio
contaminado, seja ele aquoso ou solo (Vamerali et al., 2010; Olmos-Marquez
et al.,, 2012). Plantas utilizadas para este fim devem idealmente combinar
acumulo de metal na parte aérea e alta produtividade de biomassa. A partir
da  descoberta  dessas plantas, também conhecidas como
hiperacumuladoras, ha grande interesse em aprofundar o conhecimento da
técnica (Vamerali et al., 2010).

Para o meio aquoso, nos Uultimos anos tem-se constatado que
algumas plantas aquaticas possuem alta capacidade de acumular elementos
toxicos por diferentes mecanismos, tais como Azolla caroliniana, Salvinia
minima, Lemna sp e Eichhornia crassipes.

A estratégia de fitorremediacdo de As é regulada pelos seguintes
mecanismos: (i) absor¢ao ativa (com o fosfato como transportador), (ii) a
absor¢cao passiva (com a ajuda de aquagliceroporinas), e (ii) adsorgéao
fisico-quimica (rizofiltracdo). As plantas inicialmente acumulam As nas
raizes, por via de captagdo de fosfato, ou seja, mecanismos simplastico e
posterior translocagao para a parte aérea (brotos e folhas). De acordo com
esse mecanismo de captagdo, a disponibilidade de fosfato do meio
influencia, fortemente, a absorgdo de As pelas plantas. A quantidade de As
translocado das raizes para a parte aérea indica a eficiéncia do processo de

fitorremediacado proporcionado por essa planta. No entanto, mais de 90% de
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As total acumulado na planta € armazenado nas raizes e apenas algumas
plantas tém a capacidade de translocar esse As para a parte aérea (Rahman
e Hasegawa, 2011).

A otimizagao das condi¢des do processo de fitorremediacéo ainda sao
um desafio para ciéncia, principalmente no que tange a remocgao direta na
agua, uma vez que na maioria dos experimentos avaliam-se as remogdes no
solo. Adicionalmente, fatores como pH da agua, concentragdo maxima de As
suportado pela planta, obtencdo de coeficientes cinéticos sdo fatores ainda

pouco explorados e essenciais hesse campo do saber.

1.2. Objetivos

Objetivou-se com o presente trabalho, avaliar formas de otimizagéo
do processo de fitorremediagcdo em aguas contaminadas com As. Para tal,
foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

I. Avaliar os fatores pH, concentracdo de nitrato, concentracdo de
fosfato, tempo de contato e concentracdo de As no processo de
fitorremediacao;

II.  Definir par@metros operacionais de sistemas de tratamento de aguas
contaminadas com As, via fitorremediacao;

[ll.  Avaliar o potencial das plantas cultivadas, Eichhornia crassipes
(aguapé) e Lemna valdiviana (lentiiha d’agua): desempenho
agronémico, estado nutricional e capacidade suporte;

IV.  Ajustar modelos matematicos para estimativa da concentracéo de As
na agua em fung¢ado do tempo de contato e da concentragao inicial;

V. Avaliar a influéncia dos estados de oxidagdo As(lll) e As(V), no

processo de fitorremediagcao desse poluente.

Com base no exposto, a tese foi organizada em forma de capitulos,

assim distribuidos:

Capitulo I: Fitorremediac&o de arsénio: reviséo bibliografica;



Capitulo II: Otimizagao da fitorremediacao de arsénio utilizando a espécie
vegetal Eichhornia crassipes;

Capitulo lll: Otimizacdo da fitorremediacdo de arsénio utilizando a
espécie vegetal Lemna valdiviana;

Capitulo IV: Cinética de remocado de arsénio pelas espécies vegetais

Eichhornia crassipes e Lemna valdiviana.
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CAPITULO 1: FITORREMEDIAGAO DE ARSENIO: REVISAO
BIBLIOGRAFICA

1. FITORREMEDIAGAO

Fitorremediacdo refere-se ao uso de plantas, podendo estar
associadas a outros organismos presentes no meio, para reduzir as
concentragdes ou toxicidade de contaminantes nos ambientes. A técnica é
frequentemente utilizada na remediacdo de metais pesados, radionuclideos

bem como poluentes organicos recalcitrantes (Ali et al., 2013).

Por ser impulsionada pela energia solar, a fitorremediagdo alia
diversos beneficios, tais como relagao custo beneficio favoravel, aplicagao in
situ e ex situ e facilidade operacional (Vamerali et al., 2010; Olmos-Marquez
et al., 2012)

Dependendo dos contaminantes, das condicdes do local, do nivel de
remediacdo necessario e dos tipos de plantas cultivadas, a técnica de
fitorremediacdo pode ser utilizada para fins de contengcdo ou remogao do
poluente. No caso de fitorremediagdo de metais pesados, existem
basicamente quatro estratégias utilizadas para tal fim, cada uma com seu
mecanismo especifico, quais sejam: (a) fitoestabilizagao, técnica por meio da
qual as plantas estabilizam, em vez de remover os contaminantes, por meio
da imobilizagcdo e consequente limitagdo da difusdo; (b) fitofiltracdo, que
emprega plantas para absorver, concentrar e/ou precipitar os contaminantes
de um meio; (c) fitovolatilizagcdo, em que alguns elementos passiveis de
volatilizagdo pelas plantas, sdo absorvidos pelas raizes, convertidos em
formas nao toxicas e depois liberados na atmosfera; (d) fitoextracdo, que
envolve a absorgdo dos contaminantes pelas raizes, 0s quais sao nelas

armazenados ou sio transportados e acumulados nas partes aéreas.

A seguir, serdo discutidas cada uma das estratégias.
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1.1. Fitoestabilizagao

Na fitoestabilizacdo ou fitoimobilizacdo utilizam-se determinadas
espécies de plantas para imobilizar contaminantes, via de regra presentes
no solo, por meio de absorcdo e acumulacado pelas raizes, adsor¢ao ou
precipitacao e complexacado na zona radicular; reducédo da valéncia do metal
e estabilizacao fisica em solos (Wuana e Okieimen, 2011; Ali et al., 2013).

Na Figura 1 estdo esquematizados os mecanismos da fitoestabilizagao.

Esta estratégia de fitorremediacao reduz a mobilidade dos contaminantes
e evita o transporte para as aguas subterraneas ou atmosfera. A técnica
pode contribuir para restabelecer cobertura vegetal em locais onde a
vegetacdo natural € escassa devido a altas concentragdes de metais
(Tordoff et al., 2000).

E importante ressaltar que a fitoestabilizacdo nZo se destina a
remocao de metais contaminantes de um local, mas sim estabiliza-los por
meio do acumulo ou precipitacdo no sistema radicular, reduzindo o risco
para a saude humana e o ambiente. E aplicado em situacdes em que ha
potenciais impactos na saude humana e a exposi¢gao ao contaminante pode

ser reduzida a niveis aceitaveis.

A perturbagdo das atividades do sitio contaminado pode ser menor
quando comparado com tecnologias de descontaminagdo mais intrusivas
(Padmavathiamma e Li, 2007).

A fitoestabilizagcdo € mais eficaz em solos de textura fina e com
elevado teor de matéria organica. No entanto, alguns locais altamente
contaminados em que o crescimento e sobrevivéncia das plantas, mesmo
que tolerantes, é dificil, ndo sdo adequados para fitoestabilizacdo (Berti e
Cunningham, 2000).



Caracteristicas das plantas adequadas para fitoestabilizagao incluem:
tolerancia a altos niveis do contaminante de interesse; elevada produtividade
de biomassa radicular capaz de imobilizar estes contaminantes por meio de
absorgao, precipitagdo ou reducao; e retengado de contaminantes na zona
radicular ao invés de translocar para a parte aérea, para evitar manejo

especial e eliminagcéo da parte aérea (Padmavathiamma e Li, 2007).

Nio ha translocagio no

Precipitag3o dentro xilema

da zona radicular por

complexagdo
Adsorgdo, absorgdo e

acumulagdo

Formag3o de complexos Poluentes
por acidos organicos e Metalicos
exsudatos radiculares

Figura 1. Representagao esquematica da fitoestabilizagao.

. Fonte: Adaptado de Padmavathiamma e Li (2007).

1.2. Fitofiltragao

Fitofiltracdo €& a utilizacdo de raizes das plantas (rizofiltracdo) ou
mudas/plantulas (blastofiltracdo) para absorver ou adsorver poluentes,
principalmente metais, de agua e efluentes aquosos (Ali et al., 2013). As
raizes das plantas ou mudas cultivadas em agua, absorvem, precipitam e
concentram metais toxicos. Os mecanismos envolvidos incluem
quimiossorgédo, complexacgao, troca ibnica, microprecipitacdo e adsorgcao na

superficie (Gardea-Torresdey et al., 2004).
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Geralmente, a rizofiltracdo usa plantas terrestres em vez de plantas
aquaticas, devido as caracteristicas do sistema radicular, sendo que plantas
terrestres, via de regra, possuem raizes fibrosas, cobertas de pélos e com
grandes areas de superficie. Efluentes industriais contendo poluentes
metalicos podem ser tratados via rizofiltragdo. O processo envolve o cultivo
de plantas em sistema hidropdnico e transplante destas para aguas
poluidas, onde as plantas absorvem e concentram os metais em suas

raizes.

Exsudatos radiculares e alteragdes do pH da rizosfera também podem
implicar na precipitacido de metais nas superficies radiculares. Com o passar
do tempo, ha saturacdo dos metais nas raizes. Deste modo, faz-se
necessario remog¢ao e disposicao bem como substituicdo das plantas. Nota-
se que este mecanismo esta intimamente relacionado com a

fitoestabilizacdo, sendo, na pratica, dificil sua diferenciagao.

Adicionalmente, o processo de rizofiltracdo nao inclui a translocagao
do contaminante para a parte a aérea da planta. Todavia, na pratica, muitas
vezes estes mecanismos estdo associados e uma mesma planta pode

combinar todas as estratégias de fitorremediagao.

Plantas utilizadas para fitofiltragdo, em especial para rizofiltragao,
devem ser capazes de acumular e tolerar quantidades significativas do
contaminante alvo, bem como apresentar facil manejo, baixo custo de
manutencdo e um residuo secundario minimo demandando disposi¢do. E
também desejavel que as plantas produzam quantidades expressivas de

biomassa radicular e superficie de contato (Dushenkov e Kapulnik, 2000).

Em adicdo as plantas, rizobactérias, também denominadas
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP), desempenham
papel importante na fitofiltracdo. Elas sao capazes de colonizar as raizes e
promover o crescimento da planta (Khan et al., 2009; Titah et al., 2013).
Algumas pesquisas tém sido realizadas para avaliar a interagcbes de
rizobactérias e plantas para remediar metais pesados (Glick, 2010; Ma et al.,
2011; El Aafi et al., 2012; Rajkumar et al., 2012). Yang et al. (2012) relataram
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que a adicdo de bactérias redutoras de arsénio (As) podem promover o
crescimento da Pteris vittata e aumentar a acumulagdo e absor¢cdo desse

poluente pelas raizes.

1.3. Fitovolatilizagao

Alguns contaminantes metalicos, tais como o arsénio (As), mercurio
(Hg) e selénio (Se), podem existir no estado gasoso no meio ambiente. A
fitovolatilizacdo é o processo de absorcdo destes poluentes na forma
elementar pela planta, sua conversao biolégica para forma volatil e posterior
liberacdo na atmosfera. Pesquisadores tém procurado a ocorréncia natural
ou plantas geneticamente modificadas capazes de realizar tal processo
(Padmavathiamma e Li, 2007). O mecanismo da fitovolatilizagdo € mostrado

esquematicamente na Figura 2.
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Figura 2. Representacido esquematica da fitovolatilizagao.

Fonte: Adaptado de Padmavathiamma e Li (2007).

O uso desta estratégia é limitado pelo fato de que ela nao transfere o
poluente para um meio restrito; apenas transfere de um meio difuso,
geralmente solo, para outro meio difuso, a atmosfera. Deste modo, a
fitovolatilizacdo € a estratégia mais controversa diante das demais
tecnologias de fitorremediacdo, uma vez que ha duvidas se a volatilizagao

destes elementos para a atmosfera € segura (Padmavathiamma e Li, 2007).

Vale ressaltar que as formas volateis de alguns compostos, como o
dimetildiseleneto, € 600 a 500 vezes menos toxico que formas inorganicas
de Se encontrados no solo (Zayed et al., 2000). Deste modo, a
fitovolatilizagao, principalmente de Se e Hg, podem ser consideradas no
ambito da fitorremediagdo, uma vez que as formas inorganicas destes
elementos sdo removidas e as espécies gasosas nao sao susceptiveis de

deposicdo nas proximidades do local remediado. Com relagdo ao As, a
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volatilizacdo se da na forma de dimetilarsenito e tem sido verificada como
um mecanismo de resisténcia em algas marinhas. No entanto, existem
poucos estudos relacionados a capacidade de volatilizacdo de As por
plantas terrestres em quantidades significativas (Padmavathiamma e Li,
2007).

As vantagens da estratégia de fitovolatilizacdo sdo: pouco manejo
apods implantagdo; perturbagdo minima no local e teoricamente, ndo ha
necessidade de disposicdo especial da planta, sendo que esta,
supostamente, ndo acumula o contaminante. Todavia, tal afirmacao deve ser
cuidadosamente investigada, uma vez que as estratégias de
fitorremediacéao, via de regra, apresentam-se correlacionadas. Ou seja, uma
planta que possui o potencial de volatilizar determinado elemento, pode
também possuir ou adquirir, por meio da plasticidade fenotipica, potencial de

rizofiltracao e fitoextragcao e consequentemente bioacumular o poluente.

Alguns autores apontam que a fitovolatilizagdo pouco interfere nos
niveis do contaminante na atmosfera, seja pelo fator de diluicdo ou por
processos de degradagao naturais, tais como a fotodegradagéo (Souza et
al., 2000; Zayed et al., 2000). No entanto, Padmavathiamma e Li (2007)
apontam que esta técnica deve ser evitada em locais préximos de centros
populacionais e com condigdes meteoroldégicas que propiciem rapida
deposicdo de compostos volateis. Assim, devido a tais limitagdes, a
estratégia de fitovolatilizagdo deve ser cuidadosamente estudada antes de

sua implementagéo.

1.4. Fitoextragao

Fitoextracdo, também conhecida como fitoacumulacao, refere-se a
absorcao pelas raizes e translocagao de contaminantes do meio para a parte
aérea das plantas. Esta técnica utiliza plantas denominadas
hiperacumuladoras, que tem a capacidade de armazenar altas

concentragbes de contaminantes especificos. Estas podem acumular e
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tolerar altas concentragcbes de poluentes quando comparadas com
concentragbes normalmente encontradas em plantas n&o-acumuladoras,
sem sintomas visiveis. No caso de metais, os teores acumulados podem ser
de 0,1% a 1% em relagdo a matéria seca das plantas, dependendo do tipo
de metal (Sarma, 2011). Na Figura 3 esta esquematizado o processo de

fitoextracao.

/-,,.—-..,h Retirada do
metal com a

[ . 'f\ vl

Biomassa pode
~ serreduzida
b (compostagem,

. ! compactagao,

| /‘ © tratamentos
térmicos) para
disposigdo ou

Acumulo do
metal nas folhas

usada para
o recuperacio dos

Transferencia do mem‘;ﬁ 0
metal das raizes ’
para as folhas

Absorgdo do

metal pelas

raizes

Figura 3. Representagédo esquematica da fitoextragao.

Fonte: Adaptado de Nascimento e Xing (2006).

O tempo necessario para remediagdao de um local contaminado via

fitoextracdo depende de varios fatores, tais como: tipo e extensdo da
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contaminacgao, duragao da fase de crescimento da planta hiperacumuladora,
potencial de absor¢ao e translocagcao da mesma, fatores de estresse que a
planta pode ser submetida, caracteristicas do solo (pH, teor de matéria
organica, CTC etc.) dentre outros (Fumagalli et al., 2014). De acordo com
Blaylock e Huang (2000), no solo, o tempo para remediar uma area pode
variar de 1 a 20 anos. Deste modo, fica explicito que uma possivel limitacdo
da técnica € o tempo demandado para remediagao de uma area.

A estratégia de fitoextracdo € adequada para remediar grandes areas
contaminadas, em profundidades rasas, com niveis moderados de

disponibilidade de contaminantes.

Sarma (2011) cita que mais de 500 espécies de plantas, que
englobam 101 familias, foram classificadas como hiperacumuladoras,
incluindo membros das familias Asteraceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae,
Cyperaceae, Cunouniaceae, Fabaceae, Flacourtiaceae, Lamiaceae,
Poaceae, Violaceae e Euphobiaceae. Consequentemente, este tema tem
sido alvo de estudos em diversas partes do mundo nas ultimas décadas. Na
Tabela 1 estdo compilados potenciais de bioacumulagado de metais de varias

espécies relacionados a alguns estudos realizados.
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Tabela 1. Exemplos de plantas hiperacumuladoras de metal e seu potencial
de bioacumulagao

Planta Metal Bioacumulagao Referéncia

Base seca
Zea mays Cr 2538 mg kg™’ Sharma et al. (2003)
Pteris vittata As 23000 mg kg™ Dong et al. (2005)
Sesbania drummondi Cd 1687 mg kg’ Israr et al. (2006)
Thlaspi caerulescens Zn 19410 mg kg™ Banasova et al. (2008)
Sorghum sudanense Cu 5330 mg kg Wei et al. (2008)
Phragmites australis Cr 4825mg kg Calheiros et al. (2008)
Arabis paniculata Cd 1127 mg kg™ Zeng et al. (2009)
Atriplex halimus Cd 606,51 mg kg™ Nedjimi e Daoud (2009)
Sedum alfredii Zn 13,799mg kg™ Jin et al. (2009)
Phytolacca americana Mn 32000 mg kg™’ Pollard et al. (2009)
Brassica juncea Ni 3916 mg kg™’ Saraswat e Rai (2009)
Potentilla griffithii Zn 19600 mg kg™’ Hu et al. (2009)
Rorippa globosa (Turcz.) Cd 218,9 mg kg’ Sun et al. (2010)
Thlaspi praecox Wulfen Cd >1000 mg kg™’ Vogel-Mikus et al.

(2010)

Eichhornia crassipes Mn 2100 mg kg™ Soltan e Rashed (2003)
Lemna minor As 17408 mg kg™ Duman et al. (2010)

A efetividade da fitoextragdo requer dois fatores essenciais: (i)
selecdo adequada da planta, o0 que inclui caracteristicas
fisiologicas/estruturais e capacidade adaptativa relacionada com a
plasticidade, e (ii) desenvolvimento de praticas de manejo ideais. Com
relagdo a planta, os seguintes atributos devem ser plenamente conhecidos
(USEPA, 2000):

¢ O nivel de acumulagao, translocacgao e potencial absorcdo de metais;
e Taxa de crescimento e rendimento da biomassa;

e Tolerancia a ampla faixa de condi¢cbes edafoclimaticas;
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¢ Disponibilidade e preferéncia de habitat, por exemplo, terrestre,
aquatico etc.;
e Caracteristica raiz e profundidade da zona de radicular;

e Resisténcia/sensibilidade ao ataque de pragas e doengas.

Adicionalmente, as plantas ndo devem ser atrativas a animais, a fim
de evitar a bioacumulagdo dos metais na cadeia tréfica. Ja com relagao as
praticas de manejo, deve-se estabelecer um esquema de colheita adequado
bem como condicdes de solo e controle de espécies invasoras
(Padmavathiamma e Li, 2007).

Como qualquer processo, a fitoextragdo também apresenta suas
limitagbes. A técnica geralmente € aplicavel em locais que contém niveis de
disponibilidade de metais de baixo a moderado, uma vez que o crescimento
das plantas é prejudicado em meios fortemente poluidos. A topografia
devera ser favoravel ao cultivo agricola. As plantas selecionadas devem ser
de facil cultivo, rapido crescimento e tolerar demais condigdes adversas que

por ventura ocorram no local a ser remediado.

E importante ressaltar que, na literatura, os termos fitorremediacéo e
fitoextragdo muitas vezes sao utilizados como sinénimos. Como ja abordado,
a fitorremediagao refere-se ao uso de plantas no processo de remediagao
enquanto que a fitoextracdo € uma estratégia especifica da fitorremediagao.
Todavia, na pratica, todas as estratégias encontram-se interligadas e
presentes na maioria das plantas fitorremediadoras, sendo praticamente
impossivel se estabelecer um unico mecanismo (Sarma, 2011; Vithanage et
al., 2011; Rajkumar et al., 2012). Tal fato torna o processo complexo e,

portanto, um amplo campo de estudo.

1.5. Vantagens do processo de fitorremediagao

A técnica de fitorremediacao proporciona um ambiente esteticamente

agradavel e tem boa aceitagdo do publico, uma vez que é popularmente
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relacionada como uma alternativa “limpa”, quando comparada com outros
meétodos, principalmente os quimicos. Além disso, a técnica tem baixos
custos de instalacdo e de manutengdo em comparagao com outras opcdes
de remediacdo, uma de suas principais vantagens (Pilon-Smits e Freeman,
2006; Van Aken, 2009).

A fitorremediagado também € eficaz no tratamento de grandes areas,
onde outros métodos de correcdo nao sido economicamente viaveis ou
tecnicamente praticaveis, sendo, portanto, uma importante ferramenta no

contexto da engenharia sustentavel.

Pode-se observar, também, que a utilizacdo de plantas em processos
sinérgicos de fitorremediagdo proporciona resultados nédo s6 na limpeza do
meio ambiente, mas também na restauragao de ecossistemas (Pilon-Smits e
Freeman, 2006; Gomes et al., 2016).

A técnica, no geral, provoca menos perturbagdes aos ecossistemas
quando comparada com a biorremediagdo, na qual os microrganismos s&o
adicionados ao solo ou a agua para degradar contaminantes organicos
especificos ou para deixar os metais pesados inertes e menos

biodisponiveis, ou as intervengdes fisicas e quimicas (Doran, 2009).

O estabelecimento de vegetagdo em solos poluidos também evita a
erosdo e lixiviagdo do metal e possibilita maior retencdo de agua na
superficie do solo (Cameselle et al, 2013). Adicionalmente, a
fitorremediacdo possibilita condicbes favoraveis para a colonizacéo
microbiana da rizosfera, que auxilia na degradagao simbidtica e na retirada

de poluentes do solo (Doran, 2009).

Do ponto de vista econdmico, vantagens de fitorremediagao incluem
contencado do risco, por meio da fitoestabilizagcdo, importante no caso de
acidentes e derramamentos de metais téxicos. De acordo com Gomes et al.
(2016), outra vantagem ¢é a possibilidade de sua utilizagao na fitoextragao de
metais com valor de mercado, tais como Ni, Tl e Au, que podem ser
removidos e reciclados apds efetuada a fitoextracdo. Além disso,

dependendo da qualidade da biomassa das plantas utilizadas na
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fitorremediacdo, também podem ser usadas para a producdao de energia
(biogas ou combustao direta), etanol, incorporacdo a materiais ceramicos,
tijolos e em papel e celulose (Mishima et al., 2008; Bell et al., 2014; Gomes
et al., 2016).

Teixeira et al. (2011) utilizaram a espécie Eichhornia crassipes,
oriunda de uma planta de tratamento, como mistura a argila utilizada na
fabricacdo de tijolos para construcao civii e Mishima et al. (2008)

demonstraram viabilidade na producgao e etanol a partir da mesma espécie.

As macrofitas, além de assimilar metais em seus tecidos, também
agem como catalisadores em reagdes de purificacdo da agua, aumentando a
diversidade ambiental na rizosfera e promovendo, assim, varias reacdes

quimicas e bioquimicas que melhoram sua qualidade (Gomes et al., 2016).

1.6. Demais limitagoes e desafios da fitorremediagao

A aplicagao da fitorremediagao no controle da poluicdo apresenta, no
entanto, limitagcdes e desafios que requerem pesquisas, tanto relacionadas
as plantas quanto as condicbes ambientais e aos diferentes tipos de

contaminantes (Danh et al., 2009).

Neste contexto, pode-se destacar os seguintes: em geral, o processo
de fitorremediagédo é mais lento que a maioria dos outros tratamentos, sendo
que depende do crescimento e desenvolvimento da planta, e ha pouca
possibilidade de intervengdo neste aspecto; alguns autores apontam que a
fitorremediagdo ndo impede a lixiviagdo de contaminantes no perfil do solo,
sendo passivel a contaminacdo do lengol freatico, mesmo ocorrendo a
fitoestabilizagdo; as condigdes ambientais possuem forte influéncia na
eficiéncia da fitorremediagao, a sobrevivéncia e o crescimento das plantas
sao afetados por condicbes edafoclimaticas extremas, condigcdes de
fertilidade do solo em areas contaminadas etc. (Danh et al., 2009); poluentes

presentes no solo e em aguas requerem espécies hiperacumuladoras
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especificas e, portanto, ampla gama de pesquisas antes de seu cultivo em

condigbes de campo.

Como exemplo, pode-se citar o caso hipotético de um ambiente
contaminado com arsénio e mercurio, no qual, provavelmente, sera
necessaria a implementacdo de duas espécies hiperacumuladoras
diferentes, e pode ser que o0 mercurio seja toxico a espécie fitorremediadora
de arsénio e vice versa (Mijovilovich et al., 2009); adicionalmente, o
contaminante, principalmente no caso de metais, deve estar na forma
biodisponivel para as plantas. Se o metal estiver fortemente adsorvido na
matriz do solo ou as particulas suspensas em meio aquoso, dificiimente a
fitorremediacdo sera eficiente (Sarma, 2011); e, por fim, ha risco de sua

biomagnificacdo na cadeia alimentar (Ali et al., 2013).

Apesar das limitagdes, a fitorremediagdo apresenta-se como técnica
altamente promissora e pesquisas realizadas em todo mundo tém buscado

maior conhecimento e superacao dos desafios da técnica.

2. Espécies vegetais: Eichhornia crassipes (Aguapé) e Lemna

valdiviana (Lentilha d’agua)

2.1. Eichhornia crassipes (Aguapé)

Eichhornia crassipes, popularmente conhecida como aguapé ou
jacinto d’agua, se caracteriza por ser uma macrofita aquatica flutuante livre,
nativa da América do Sul, pertencente a familia Pontederidaceae (Figura 4).
Se reproduz de duas formas: sexuadamente por sementes, viaveis por pelo
menos 15 anos no sedimento dos corpos d’agua, e também de forma

assexuada, por estoldes (Hasan e Chakrabarti, 2009). Encontra-se
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distribuida em abundancia nas regides tropicais e subtropicais. A espécie €
caracterizada como uma das plantas daninhas mais agressivas do mundo,
estando presente em reservatérios e lagos. Essas plantas possuem elevado
potencial de reproducédo, podendo aumentar sua area de cobertura em 15%

ao dia, dobrando a cada seis ou sete dias (Martins et al., 2009; Jafari, 2010).

A espécie tem provado possuir elevado potencial econbémico e
ecoldgico para muitas regides subtropicais e tropicais do mundo. O aguapé é
listado como uma das plantas mais produtivas na terra, sendo sua logistica
de crescimento verificada em aguas doces de mais de 50 paises, nos cinco
continentes. E especialmente difundida na América do Sul e Central, sudeste
asiatico, sudeste dos Estados Unidos, Africa central e ocidental (Jafari,
2010).

E amplamente relatado na literatura que o aguapé é originaria do
Brasil, regi&do amazoénica, e foi descrita pela primeira vez em 1824, em coleta

de plantas no rio Sao Francisco (Jafari, 2010).

A planta fresca contém, em média, 95,5% de conteudo de agua,
0,04% de N, 0,06% de P20s, 0,20% de K20 e 3,5% de matéria orgéanica. O
aguapé cresce em uma ampla variedade de tipos de areas alagadas, tais
como lagos, corregos, lagoas, canais, valas, e areas de remanso. Tolera
valores de pH de 4 a 10 no meio onde esta sendo cultivada (Center et al.,
2002), o que indica que a Eichhornia crassipes pode ser utilizada no
tratamento de diferentes tipos de efluentes. A temperatura ideal da agua
para o crescimento dessas plantas € entre 28 - 30 °C, enquanto que a baixa
umidade do ar, de 15% a 40%, pode também ser fator limitante para o

crescimento da espécie (Jafari, 2010).
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Figura 4. Aguapé (Eichhornia crassipes).

Nos ultimos anos, com o crescente interesse em pesquisas com a
macrofita tem-se constatado ser um boa espécie para remogao de poluentes
ou mesmo como bioindicadora de metais pesados nos ecossistemas

aquaticos.

O aguapé pode ser um problema econémico, uma vez que afeta
negativamente a pesca, retarda ou impede a navegacao, dificulta a irrigacao
bem como a captagdo de agua para abastecimento e implica em problemas
para hidroelétricas. Todavia, com manejo apropriado e se utilizada para fins
especificos, os beneficios da Eichhornia crassipes podem superar 0s

aspectos negativos.

No contexto da fitorremediagdo, o aguapé passou a ser utilizado
recentemente, mas tem demonstrado resultados promissores. O interesse
partiu, principalmente, da abundéncia da espécie. Adicionalmente, tem-se
gasto na ordem de bilhdes de dolares anualmente na tentativa de exterminar
a planta de diversos corpos hidricos, sem sucesso (Jafari, 2010). Assim,
devido a alta propagacao, direcionou-se, em um primeiro momento, a
utilizagdo da planta para remogadao de macronutrientes da agua,
especialmente o nitrogénio. A planta tem sido muito utilizada em estacdes

de tratamento de esgoto de pequeno porte.

Diversos estudos sobre a descontaminagdo de aguas revelaram que
0 aguapé pode, de maneira eficiente, acumular metais pesados (Duman et

al., 2010; Hadad et al., 2011; Saleh, 2012; Gomes et al., 2016)
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contaminantes organicos (Lin e Li, 2016) e nutrientes (Qin et al., 2016). No
rio Sacramento-San Joaquin, Califérnia, em estudo realizado por Greenfield
et al. (2007), foi constatado que o tecido foliar do aguapé possuia a mesma
concentragdo de mercurio que o sedimento de fundo, sugerindo que a
retirada da planta remediaria a contaminagdo por mercurio no lago, se
descartada de forma apropriada. Assim, a macrofita se mostra como espécie
de grande interesse no tratamento de aguas superficiais, bem como no

tratamento secundario e terciario de efluentes.

Além da harmonia paisagistica, a planta tem diversas possibilidade de
utilizacao, tais como fonte de alimentos para animais, fertilizante para uso na
agropecuaria, fonte de biomassa para aproveitamento energético, matéria-
prima para a construgao, fabricagao de artesanato, papel e placas (Hasan e
Chakrabarti, 2009). Além disso, a planta tem sido utilizada como
biossorvente de varios poluentes. No entanto, todos os usos potenciais do

aguapé nao possibilitam seu total controle nos ambientes aquaticos.

Em conclusdo, a compreensao de tantas possibilidades da espécie é€,
ainda, relativamente incipiente, e dificulta seu gerenciamento nos sistemas
aquaticos. Diante do exposto, fica explicito que pesquisas utilizando a
espécie sdo de extrema relevancia para uma gestao sustentavel do controle
e aproveitamento da mesma, j4 que € uma realidade sua presenga

“invasora” em todo o mundo.

2.2. Lemna (Lentilha d’agua)

As Lemnas sdo plantas da subfamilia Lemnoideae, pertencentes a
familia Araceae, sendo consideradas as menores plantas vasculares do
mundo. Conhecidas como “duckweeds” (erva-de-pato), “lentilhas d’agua” ou
somente “Lemna”. A subfamilia Lemnoideae é representada por 38 espécies
e cinco géneros (Spirodela, Lemna, Wolffiella, Wolffia e Landoltia), dos quais

metade ocorre nas regides tropicais e subtropicais do globo terrestre (Souza
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e Lorenzi, 2005). A espécie Lemna valdiviana € uma das 13 espécies do

grupo Lemna e uma das mais difundidas no Brasil.

Possuem habito aquatico, sdo cosmopolitas e, geralmente,
encontradas livres na superficie de aguas doces paradas ricas em nutrientes
e ambientes protegidos de ventos fortes e turbuléncia. As Lemnas estéo
adaptadas em ampla variedade de regides climas e sao distribuidas por todo
o mundo, exceto em regides em que a temperatura permanece abaixo de
zero durante o inverno ou em regides desérticas (Hasan e Chakrabarti,
2009).

A temperatura ideal para o crescimento maximo das Lemnas,
encontra-se entre 17,5 e 30 °C, sendo que toleram temperaturas entre 5 e
30 °C. Sao consideradas como tolerantes a uma ampla faixa de pH, sendo
que Khataee et al. (2012) afirmam que estas espécies sobrevivem bem em

pH entre 4 e 9.

As Lemnaceas dao origem a espécies que apresentam crescimento
rapido, sendo que, em condi¢cdes 6timas de luz, temperatura e nutrientes, o
crescimento segue taxas exponenciais, podendo dobrar sua massa a cada
48 horas. Normalmente uma planta gera 20 outros individuos e sob
condi¢cbes experimentais chega a produzir quatro toneladas de massa fresca
por hectare por dia (Hasan e Chakrabarti, 2009). O crescimento das lemnas
pode ser, no entanto, reduzido devido a fatores como alta densidade de
plantas, falta de nutrientes, valores extremos de pH e competigdo com

outras plantas por luz e nutrientes (Franga et al., 2009).

As Lemnas tém morfologia relativamente simples, uma vez que nao
possuem caules ou folhas verdadeiras. Possuem uma ou poucas frondes na

forma ovalada, que raramente excedem os 5 mm de comprimento (Figura 5).
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Figura 5. Lemna valdiviana

As Lemnas sao macrofitas aquaticas consideradas, por muitos, como
espécies invasoras, caracterizadas como verdadeiras pragas nos espelhos
de agua por sua rapida propagacgao, sendo também conhecidas por sua alta
producao de biomassa. Por outro lado, tal como ja abordado com o aguapé,
essas caracteristicas tornam as macrdéfitas aquaticas potencialmente
atrativas, do ponto de vista ambiental e econdmico, pois pode ser
aproveitado no tratamento de aguas e efluentes. Lemnas produzidas sob
cultivo hidropbénico convertem quantidades expressivas de compostos
inorganicos em biomassa vegetal, sendo que a acumulagdo na planta é
diretamente proporcional a taxa de crescimento. Quando plantas sao
colhidas, nutrientes e minerais sdo removidos do sistema e uma dinamica é
constituida, dando origem a base de uma tecnologia no contexto de
purificacdo de ambientes aquaticos, em consonancia com a producido de

biomassa de alto valor nutricional.

A biomassa produzida, dependo da utilizagdo, ainda pode ser
aproveitada na producao de papel, alimentagao animal, produgédo de biogas
e na fertilizacdo de solos. Na piscicultura, as macréfitas aquaticas podem ser
aproveitadas como fertilizantes da agua, proporcionando o aumento de
organismos que participam da cadeia alimentar dos peixes ou como fonte

alternativa de proteina para sua alimentagao (Graeff et al., 2007).

Li et al. (2011) referiram as Lemnas como melhores espécies vegetais

na remogao de pesticidas e metais pesados. Khataee et al. (2012) relataram
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que as vantagens adicionais no uso de Lemna sp. sdo seu baixo custo,
capacidade de absorg¢do, minimizagdo no uso de produtos quimicos,

reducao no volume de lodo gerado e facilidade de transporte.

Estudos de fitorremediacdo de arsénio utilizando Lemna sp. ja foram
relatados por alguns autores (Charlier et al., 2005; Duman et al., 2010;
Sasmaz et al.,, 2015). Todavia, ainda sao incipientes os estudos com a

espécie Lemna valdiviana, encontrada em maior proporgao no Brasil.

3. Arsénio no meio ambiente

3.1. Fontes de arsénio

De acordo com Zhang et al. (2002), o arsénio é o 20° elemento mais
abundante na crosta terrestre. Classificado como um elemento quimico
semi-metalico, possui numero atémico 33, massa especifica 5,7 g cm e que

sublima a 613 °C. Possui trés formas alotropicas: amarela, preta e cinza.

A liberacdo de compostos de arsénio no meio ambiente esta
associada com uma variedade de fendmenos e processos, tais como
atividade vulcanica, material geolégico, queima de combustiveis e atividades
industriais, como producado de vidros, plasticos, produtos quimicos e
farmacéuticos, materiais semicondutores e eletrébnicos, mineragao e,
também, com o uso de pesticidas e herbicidas a base de arsénio (Jain e Alj,
2000; Yamamura e Amachi, 2014).

Naturalmente, o arsénio ocorre em aproximadamente 200 diferentes
formas minerais das quais 60% s&o arsenatos, 20% sulfetos e sulfossais e
os 20% restantes incluem arsenitos, 6xidos, silicatos e arsénio elementar
(As) (Mandal e Suzuki, 2002). Na Tabela 2 estdo apresentadas as principais
formas de arsénio encontradas, tanto no meio aquoso quanto no solo, sua

formula quimica e suas respectivas constantes de dissociagao.
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Tabela 2. Principais compostos de arsénio e suas caracteristicas

Compaosto Formula Formula pKa
Arsénio molecular  As -— e
Arsina AsHj iio .
Acido arsenioso HA=0, 9.3
As (II) oA —O
Hids
Formas quimicas de H,AsQ™
AS(D dissociado 5
Acido arsénico As HiAs04 OH 23
)] | 6.9
3 OH
F - H:A=0
ormas quimicas de HAs
As(V) dissociade .5:‘ =
Acido CH:AsH-04 OH 3.8
monometilarsénico . oM 27
MRAA (V) G -
Acido I:CH3:'_1_""'L5-H03 f‘H:j 1.6
dimetilarsinico =Ag
DMAA (V) — 52
AA V) CHs
Arsencbetaina (CH:):As CH.COO CHy f 47
r.'""LE-B:] H."u_’i‘:s__ CHs—¢
aHy oH
Arsenocolina (CH:z):As CH.CH.OH CHy -
(AsC) Ly
HiG—aAs —CH: —CH: — OH

Fonte: Ferreira (2013)

3.2. Contaminagao de agua por arsénio

De acordo com as orientagbes da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), o limite de arsénio na agua para consumo humano é de 10 ug L

(Who, 2011). Niveis de As em aguas superficiais ndo poluidas variam de 1 a
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10 ug L. Ja para aguas subterraneas ¢é reportado valores entre 0,5 a 5000
ug L' (Singh et al., 2015). Ravenscroft et al. (2009) relataram que mais de 70
paises apresentam concentragbes elevadas de arsénio em aguas
subterrdneas e superficiais. Levando-se em consideragdao o limite
estabelecido pela OMS de 10 ug L' para agua potavel, estima-se que mais
de 100 milhdes de pessoas estdo em risco com relacdo ao consumo de

agua contaminadas com arsénio.

No Brasil, a Portaria 2914/11 do Ministério da Saude, que dispde
sobre os padrdes de potabilidade, estabelece um nivel maximo de arsénio
de 10 pyg L (Brasil, 2011b). Na Resolugago CONAMA 357/05, que dispde
sobre a classificagao dos corpos de agua, ficou instituido que corpos d’agua
de classe 1 e 2 ndo devam apresentar concentragao de As total maior que
10 pg L' (Brasil, 2005). Para langamento de efluentes liquidos, na
Resolugao CONAMA 430/11 esta estabelecido que nédo se pode lancar um

efluente com concentragéo de arsénio maior que 500 ug L' (Brasil, 2011a).

A contaminacao da agua potavel é a principal fonte de As para o ser
humano, seguida do consumo de alimentos cultivados em solos
contaminados ou irrigados com agua contaminada por arsénio. Estes
representam as principais fontes de ingestdo de As por seres humanos, que
faz com que seja considerado um sério problema de saude publica para
milhées de pessoas em grandes areas em todo mundo. Nos ultimos anos, a
exposi¢cao a arsénio ganhou atengédo, uma vez que foram constatadas altas
concentragdes de As inorganico em alguns alimentos, especialmente arroz e
alguns legumes, consequéncia da alta concentragdes disponiveis de As no
solo e na agua de irrigacéo (Mondal et al., 2006; Zhao et al., 2010; Fu et al.,
2011; Rahman e Hasegawa, 2011; Bhattacharya et al., 2012).

3.3. Riscos para saude

Numerosos estudos tém sido realizados para avaliar a toxicidade de

arsénio e seus efeitos sobre a saude humana em diversas regides
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contaminadas (Phan et al., 2010; Maity et al., 2012). Como abordado, o
arsénio é ingerido por seres humanos por meio de duas vias principais; em
primeiro lugar, o consumo direto de agua potavel contaminada e, em
segundo, para as populagdes nao expostas a elevadas concentragdes de As
na agua potavel, alimentos representam as principais fontes de As para

seres humanos (Figura 6).

O arsénio é extremamente nocivo a saude humana. Dentre os varios
efeitos, podem ser destacados: melanose, leucomelanose, queratose,
hiperqueratose, dorso, edema, gangrena e céancer de pele. Melanose e
queratose sdo as apresentagdes mais comuns entre os povos afetados
(Singh et al., 2015). A exposicdo crbnica ao arsénio inorganico também
causa varios disturbios em diferentes sistemas biolégicos como o sistema
digestivo, respiratorio, cardiovascular, sistema hematopoiético, sistema
endocrino, renal, sistema neurolégico e sistema reprodutivo que, no geral,

dao origem ao cancer (Maharjan et al., 2005).

Longas exposi¢des, tais como de 5 a 10 anos, com ingestdo de
elevadas concentragbes de arsénio inorganico (maiores que 0,5 mg L)
conduzem a um quadro clinico sério, denominado na literatura internacional
como “arsenicosis’, o qual relaciona os efeitos relacionados cronicos do
arsénio, incluindo problemas de pele, cancer de pele, canceres internos
(bexiga, rim, pulmao), problemas de circulagdo nas pernas e pés e,
possivelmente, diabetes, elevada pressdo arterial alta e transtornos
reprodutivos (Who, 2011). A extensdo global e gravidade da “arsenicosis”
nao é, ainda, totalmente conhecida. Mas ja € explicito que o arsénio é
extremamente téxico e, portanto, esforcos devem ser direcionados na

prevencao e descontaminagao de aguas por esse elemento.
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Figura 6. Diagrama esquematico da insercéo do arsénio na cadeia alimentar
humana.

Fonte: Modificado de Singh et al. (2015).

3.4. Dinamica do arsénio no meio aquoso

A quimica do arsénio € complexa em virtude das grandes diferencas
entre as propriedades dos seus compostos de origem natural ou
antropogénica. O aspecto bioquimico mais observado no meio ambiente é a
metilagdo. O arsénio inorgénico pode ser convertido em formas metiladas no
meio ambiente, que em meio aquoso, tornam-se disponivel para aumentar
0os niveis de arsénio na cadeia alimentar (Barra et al., 2000). Como a
biodisponibilidade e os efeitos fisioldgicos/toxicolégicos do arsénio
dependem de sua forma quimica, o conhecimento da especiacdo e

transformagao no meio ambiente é de extrema importancia.

Em aguas naturais, o arsénio é encontrado principalmente nas formas

inorganicas, como oxianions do arsenito trivalente ou do arsenato
31



pentavalente. A distribuicdo das espécies é controlada, primordialmente, por
duas caracteristicas do meio: potencial redox (Eh) e potencial hidrogeniénico
(pH). Deste modo, a dindmica do arsénio no meio aquoso € ditada pelos
niveis destes dois fatores. O diagrama Eh-pH das espécies de As em meio

aquoso é mostrado na Figura 7.
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Figura 7. Diagrama Eh-pH das espécies de As em meio aquoso, no sistema
As-0O2-H20 a 25 °C e 1 bar de pressao total.

Fonte: Palmieri (2006).

O acido arsenioso, H3AsO3s, no qual o arsénio encontra-se no estado

de oxidacgao (lll), € um acido fraco com pKa (9,22; 12,13; 13,4), portanto, em

32



meio aquoso, sob condi¢gdes redutoras e pH menor que 9,2, a espécie

arsenito ndo dissociada, H3AsOs, sera a predominante.

O acido arsénico, com valores de pKa (2,20, 6,97, e 11,53), é
comparavel em forga ao acido fosférico. Sob condi¢cbes oxidantes, a espécie
(H2As0O4") é a dominante a baixo pH (< 6,9) enquanto que para alto valor de
pH, a espécie (HAsO4?) torna-se dominante. Verifica-se que, nestas
condigdes, o As esta no estado de oxidagdo (V). O H3AsO4 e AsO4% podem
estar presentes em condigbes de extrema acidez e alcalinidade,

respectivamente.

Torna-se importante ressaltar que a distribuicdo das espécies de As
no sistema aquoso é definida, além de pelo pH do meio e potencial redox,
pela presengca de ions que podem ser precipitados como compostos

insoluveis.

Condigdes acidas e redutoras favorecem a precipitagdo de pigmento
ouro (As2S3), realgar (AsS) ou outros minerais sulfetados contendo As
coprecipitado. Deste modo, em aguas em que se verifica elevadas
concentracdes de sulfeto livre, a concentracdo de As no meio provavelmente

sera baixa, ja que este estara na forma precipitada.

Adicionalmente, elevados teores de material organico no meio aquoso
podem propiciar a complexagdo do arsénio. Tais consideragbes sao de
extrema relevancia no ambito da fitorremediacdo no meio aquoso, uma vez
que para absorcéo pelas plantas, e consequente eficiéncia do processo, o

arsénio precisa estar biodisponivel no meio.

Palmieri (2006) aborda que o arsénio €, possivelmente, o unico
elemento quimico, entre os metaldides e os que formam oxi-anions (As, Se,
Sb, Mo, V, Cr, U, Re), suscetivel a mobilizacdo em valores de pH
tipicamente encontrados em aguas subterraneas (pH 6,5 - 8,5) e em ampla

faixa de condicdes redox.

Como consequéncia de sua mobilidade sob condi¢cbes redutoras, o

arsénio é um dos elementos quimicos mais problematicos no meio ambiente.
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Ele pode ser encontrado em concentragdes em nivel de mg L', enquanto os
outros elementos quimicos que formam oxianions estdo presentes somente
em concentragdes no nivel de ug L' (Smedley e Kinniburgh, 2002; Borba et
al., 2004; Mukherjee et al., 2006).

Em aguas subterraneas, as regides com os problemas mais criticos
de contaminagado tendem a ser encontradas em dois tipos de ambiente:
bacias fechadas, em areas aridas ou semiaridas, e aquiferos fortemente
redutores, frequentemente derivados de aluvides. Segundo Smedley e
Kinniburgh (2002), as concentragbes de As nos materiais dos aquiferos com
os maiores problemas nio sdo excepcionalmente altos (1 a 20 mg kg™') e
existem duas causas distintas que desencadeiam a liberacdo de As em
grande escala. A primeira é o desenvolvimento de condigbes alcalinas (pH >
8,5) em ambientes aridos e semiaridos, como resultado combinado do
intemperismo mineral e das altas taxas de evaporacao. Esta mudanca do pH
leva a dessorgcao do As adsorvido, especialmente das espécies de As(V), ou
impede que ele seja adsorvido. No segundo caso, o aquifero esta
hospedado em sedimentos ricos em matéria organica cuja degradacao
produz condi¢des redutoras e valores de pH proximos do neutro acarretando
a dessorcao do As dos 6xidos minerais e, também, a dissolucéo redutiva dos

oxidos de Fe e Mn, que também contribui para a liberagao do As.

Com relacao as contaminagdes nas formas organicas, apesar de nao
serem as formas predominantes no meio aquoso, sao mais comuns em
lagos e em locais poluidos por herbicidas arseniferos ou com elevada
atividade biolégica. Suas espécies organicas mais comuns sao 0s
compostos metilados acido monometilarsénico (MMA) e acido dimetilarsinico
(DMA). Na presenca de microrganismos pode ocorrer a biometilagdo dos
oxianions, levando a formagdo dos compostos organometalicos, como
acidos metilarsénio (H2AsO3CH3s) e dimetilarsénio ((CH3)2AsO2H), o que

ocorre com frequéncia em ambientes lacustres (Borba et al., 2009).

Outra importante consideracédo é a toxicidade do arsénio, de acordo
com sua especiacdo. Via de regra, compostos inorganicos de arsénio sao

mais toxicos que compostos organicos. Angerer et al. (1993) e Barra et al.
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(2000) citaram que compostos inorganicos sdao 100 vezes mais toxicos do
que as formas metiladas MMA e DMA. Ja com relagdo as formas
inorganicas, o arsénio trivalente (arsenito) é 60 vezes mais toxico do que a
forma oxidada pentavalente (arsenato), sendo que ambas as formas tém,

comprovadamente, efeitos carcinogénicos.

Diante do exposto, fica explicito que o conhecimento da dindmica do
arsénio no meio, seja solo, agua ou sedimento, é essencial na

implementacgéo de estratégias de remediacéo.

4. Otimizacao de experimentos: Delineamento Composto Central

Otimizacao refere-se a melhorar o desempenho de um sistema, um
processo ou um produto, a fim de obter o maximo beneficio (Bezerra et al.,
2008). O termo otimizagcado tem sido comumente usado em experimentos,
com destaque aos experimentos de laboratério, com intuito de se revelar
condigcdes em que a aplicacdo de um processo produz a melhor resposta

possivel.

Tradicionalmente, a otimizagao visa monitorar a influéncia de um fator
de cada vez em uma resposta experimental. Deste modo, enquanto apenas
uma variavel & alterada, as outras sdo mantidas em um nivel constante.
Essa técnica de otimizagdo € denominada analise univariada, a qual é
relativamente simples e de facil interpretacdo. No entanto, ela ndo inclui os
efeitos interativos entre as variaveis estudadas. Como consequéncia, esta
técnica nao retrata os efeitos completos de uma variavel na resposta. Outra
desvantagem da otimizacdo de um fator € o aumento do numero de
experimentos necessario para realizar a pesquisa, o0 que leva a um aumento
de tempo, custos, uso e geracao de reagentes e materiais (Lundstedt et al.,
1998).

Para contornar tal problema, outra maneira de otimizar um método é

por meio da otimizagdo multivariada, em que todos os fatores sdo variados
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simultaneamente, e as condi¢gdes 6timas de trabalho sdo encontradas por
meio de recursos matematicos e estatisticos. Essa otimizacdo multivariada
permite identificar se existe alguma interacdo entre os fatores estudados,
além de ser mais efetiva e econbmica, pois o numero de experimentos é
reduzido. A desvantagem dessa otimizagdo esta na maior dificuldade de
interpretacdo dos dados gerados. Todavia, o uso de programas
computacionais torna tal tarefa exequivel, pois estes possuem recursos que
facilitam a interpretacdo desses dados (Ferreira et al., 2007a; Ferreira et al.,
2007Db).

Os planejamentos experimentais podem ser de primeira ordem, que
apresentam modelos lineares, ou de segunda ordem, que apresentam
modelos quadraticos. Os planejamentos de segunda ordem s&o mais
completos, pois determinam a fungéo estabelecida entre a resposta analitica
e as variaveis independentes significantes do processo, possibilitando obter

uma otimizacao dos resultados (Tarley et al., 2009).

Entre as técnicas de analise multivariada mais relevantes utilizadas na
otimizagao, esta a metodologia de superficie de resposta (MSR ou RSM, do

inglés Response Surface Methodology).

4.1. Metodologia de superficie de resposta

A metodologia de superficie de resposta (MSR) € uma técnica de
otimizacao desenvolvida pelo inglés Box e colaboradores na década de 1950
(Bruns et al., 2006) e consiste em um grupo de técnicas matematico-
estatisticas utilizadas para analise e modelagem de problemas, em que uma
resposta particular é funcdo de diversas variaveis e o principal objetivo é

otimizar esta resposta (Bezerra et al., 2008).

Pode-se dividir a anadlise de MSR em etapas, as quais sao: (i) a
selecao de variaveis independentes que mais influenciam o sistema por

meio de revisdao bibliografica, pré-testes e delimitacdo da regido
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experimental, de acordo com o objetivo do estudo e da experiéncia do
pesquisador; (ii) a escolha do delineamento experimental e realizagdo dos
experimentos de acordo com a matriz experimental selecionada; (iii) o
tratamento matematico-estatistico dos dados obtidos no experimento por
meio do ajuste de uma fungao polinomial; (iv) a validacdo e adequacgao do
modelo; (v) a verificagdo da necessidade e possibilidade de realizar um
deslocamento em diregcdo a regido 6tima e (vi) a obtengcdo dos valores

otimos para cada variavel estudada (Bezerra et al., 2008).

Na MSR, o numero de fatores ndo € uma restricdo, nem o numero de
respostas, podendo ser aplicada a qualquer numero de fatores, assim como
pode modelar varias respostas ao mesmo tempo. Essa € uma caracteristica
importante, porque, muitas vezes, um produto ou processo tem de satisfazer
mais de um critério, como, por exemplo, apresentar o maximo de rendimento
com o minimo de impurezas, ou ter custo minimo mantendo os parametros

de qualidade dentro das especificagdes, dentre outros.

As superficies representam uma boa maneira de ilustrar graficamente
a relacdo entre diferentes varidveis experimentais e as respostas,
oferecendo valiosas informagcdes sob o comportamento das variaveis na

regido estudada.

4.2. Planejamento composto central

O planejamento composto central (PCC) ou delineamento composto
central (DCC) foi apresentado por Box e Wilson (1951) como uma evolugéo
dos planejamentos 32, que necessitavam de muitos experimentos para um
pequeno numero de fatores, mesmo para planejamentos fracionarios. O
numero de experimentos a ser realizado neste tipo de planejamento € dado

pela Equacéo 1.

N = 2F + 2k + C, (Eq. 1)
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Em que:
N: Numero de experimentos
k: Numero de fatores

Co: Numero de pontos centrais

Em geral, um planejamento composto central para k fatores,
devidamente codificados como (x1,..., Xk), € formado de trés partes (Ferreira
et al., 2007a):

1. Uma parte denominada fatorial (ou cubica), contendo um total de F
(2%) pontos de coordenadas x; = -1 ou x; = +1, para todos os i = 1,...,
K;

2. Uma parte axial (ou em estrela), formada por na = 2k pontos com
todas as coordenadas nulas, exceto uma, que € igual a um certo valor
a (ou - a);

3. Um total de no ensaios realizados no ponto central, em que x1 = ...Xk
=0.

Para realizar-se um planejamento composto central, € necessario
definir como sera cada uma dessas trés partes. E preciso definir quantos e
quais serao os pontos fatoriais, qual o valor de a (representa a distancia
entre o nivel maximo codificado de um fator e seu ponto central) e quantas
repeticoes serdo feitas no ponto central. As repeticdes no ponto central tém
duas finalidades: fornecer uma medida do erro puro e estabilizar a variancia
da resposta prevista. Para estabilizar a varidncia, uma regra pratica é fazer
de 3 a 5 ensaios repetidos, se a estiver proximo de k2, e somente um ou
dois a mais, se a estiver perto de 1. Para obter uma estimativa do erro,

quanto mais repeti¢cdoes, melhor.
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Os planejamentos compostos centrais podem ser executados usando
um numero reduzido de ensaios. Além disso, apresentam vantagens como
rotabilidade e ortogonalidade.

O conceito de rotabilidade foi proposto por Box e Hunter (1957) como
critério para escolher o valor de a. Um planejamento € chamado de rodavel
se a variancia de suas estimativas, V(y), s6 depender da distédncia em
relagdo ao ponto central, isto €, se a precisdo da resposta prevista for a
mesma em todos os pontos situados numa dada (hiper) esfera com centro
no proprio centro do planejamento. A rotabilidade permite que se extraia o
maior numero de informagdes possiveis, e € importante para que o modelo
de segunda ordem possa fornecer previsdes, através da regido de interesse,
que tenham variancia razoavelmente consistente e estavel nos pontos de

interesse das variaveis independentes.

Ja a ortogonalidade garantirdA que o efeito e a interacdo das
estimativas de interesse sejam independentes uns dos outros, ou seja,
quanto mais ortogonal for o delineamento maior a quantidade de
informacdes independentes poderao ser obtidas com os resultados sobre os
efeitos.

Os valores de a podem ser obtidos por meio das equacgdes
apresentadas a seguir. Todavia, torna-se importante ressaltar que estas
expressdes servem como guias para o estabelecimento um valor a, mas sua

escolha deve ser analisada de modo conveniente e viavel.

- Para delineamento ortogonal (Equagéo 2):

1

o= (Qx§)4 onde Q = (\/F+T-\/f)2 (Eq. 2)

- Para delineamento rotacional (Equacéao 3):

Em que,
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F = nimero de pontos necessarios a concepgao do fatorial (F = 2¥);
T = numero de pontos adicionais (T = 2k + no);

no = numero de pontos centrais;

Na = numero de pontos axiais (na = 2K);

k = nimero de fatores do delineamento.

Na Tabela 3 estdo dispostos valores de a para um planejamento
composto central ortogonal e rotacional com diferentes numeros de fatores

(k), quando o numero de réplicas do ponto central € igual a 1.

Tabela 3. Valores de a para planejamento PCC ortogonal ou rotativo (fatorial
completo) com um unico ponto central

a
k Ortogonal Rotativo
2 1,000 1,414
3 1,216 1,682
4 1,414 2,000
5 1,596 2,378
6 1,761 2,828
7 1,910 3,364
8 2,045 4,000

Outra vantagem deste tipo de planejamento é que, por eles serem
formados de trés partes distintas, € possivel construi-los de forma
sequencial, conforme a necessidade do experimento. Tal caracteristica é
bastante conveniente quando se trata de assuntos extremamente novos, em

que sdo escassos os dados na literatura (Ferreira et al., 2007a).
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Diante do exposto, no contexto da fitorremediagao, em que ha muito o
que se pesquisar, tal ferramenta torna-se de extrema relevancia e contribui

para obtencéo de resultados confiaveis, com um menor nimero de ensaios.
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CAPITULO II: ARTIGO TECNICO-CIENTIFICO

Otimizagao da fitorremediacao de arsénio utilizando a espécie vegetal

Eichhornia crassipes (Aguapé)
RESUMO

Elevadas concentragdes de arsénio, principalmente na agua, tém sido alvo
de preocupacdo em todo o mundo. Neste contexto, a fitorremediagao tem
sido uma técnica frequentemente utilizada para remogéo do metal de aguas
contaminadas. Sabe-se que as condigcdes do meio influenciam diretamente
na espécie de arsénio predominante, As(lll) ou As(V), e também influenciam
o comportamento da planta com relagdo a sua capacidade de fitorremediar,
tornando o conhecimento do processo necessario. O presente estudo
objetivou avaliar as variaveis pH, concentracdo de fosfato (P-PO4) e
concentragao de nitrato (N-NO3) no processo de absor¢ao de arsénio pela
espécie Eichhornia crassipes (Aguapé), utilizando a metodologia de
superficie resposta para analise dos dados, com intuito de se otimizar o
processo. O delineamento escolhido para o desenvolvimento deste trabalho
foi o de Delineamento Composto Central Rotacional, com 3 variaveis,
incluindo 6 pontos axiais e 6 repeticbes no ponto central, totalizando 20
ensaios. As plantas foram expostas a concentracao constante de arsénio no
ensaio de otimizagéo de 0,5 mg L' (NaAsO2) e niveis variados de pH, P-PO4
e N-NOs em um periodo de 10 d. Ao final do experimento, foram
computados a massa de arsénio removida do meio aquoso, o0 arsénio
acumulado nas raizes e folhas das plantas, a espécie de arsénio presente,
taxa de crescimento relativo das plantas (TCR), indice de tolerancia (IT),
fator de bioacumulagéo (FB) e fator de translocacdo (FT). Os resultados
indicaram niveis o6timos para absor¢cao de arsénio pela espécie vegetal
Eichhornia crassipes em pH igual a 7,5; auséncia de fosfato e nivel minimo
de nitrato de 0,0887 mmol L-'. O modelo matematico proposto se ajustou de
forma satisfatéria aos dados obtidos bem como nos ensaios de validagéo.
Para concentracao testada, a E. crassipes foi capaz de acumular 498,4 mg
kg' de As (base seca) no seu tecido vegetal (folhas e raizes) e reduzir 83%

da concentracido inicial presente no meio aquoso onde foi cultivada. A
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concentracao de fésforo em solugdo aumentou linearmente o teor de fésforo
nas plantas e influenciou negativamente a absorgdo de arsénio. A
concentragéo de 0,5 mg L' de As néo afetou significantemente a TCR e IT.
Em média, 94% do As(lll) solubilizado inicialmente na agua foi convertido,
até o final do periodo de experimentacdo, em As(V). O aguapé se mostrou
relevante na fitorremediagdo de arsénio de agua, quando cultivado em

condi¢des otimas para sua remogao.

Palavras chave: Metal pesado, fitoextragao, aguapé, arsenato, arsenito.

57



Optimization of arsenic phytoremediation using the plant species

Eichhornia crassipes (water hyacinth)

ABSTRACT

High concentrations of arsenic, especially in water, have been a concern
worldwide. In this context, phytoremediation has been a technique frequently
used to remove the metal from contaminated water. It is known that
environmental conditions directly influence the predominant arsenic species,
As(lll) or As(V), and also influence the behavior of the plant in relation to its
phytoremediation capacity, making knowledge of the process necessary. The
objective of this study was to evaluate pH, phosphate concentration (P-PQO4)
and nitrate concentration (N-NO3) in the process of arsenic absorption by
Eichhornia crassipes (water hyacinth) using the surface response
methodology with the aim of optimizing the process. The design chosen for
the development of this work was the rotational central composite design,
with 3 variables, including 6 axial points and 6 repetitions at the central point,
totaling 20 trials. The plants were exposed to a constant concentration of
arsenic in the optimization test of 0.5 mg L' (NaAsO2) and varied levels of
pH, P-PO4 and N-NOs3s over a period of 10 d. At the end of the experimente
the arsenic mass removed from the aqueous medium, the arsenic
accumulated in the roots and leaves of the plants, the arsenic species
present, the relative growth rate (RGR), the tolerance index (TI)
bioaccumulation (BF) and translocation (TF) factors were determined. The
results indicated optimal levels for the absorption of arsenic by the plant
specie Eichhornia crassipes at pH equal to 7.5; absence of phosphate and a
minimum nitrate level of 0.0887 mmol L'. The proposed mathematical model
was satisfactorily adjusted to the data obtained as well as to the validation
tests. At the concentration tested, E. crassipes was able to accumulate 498.4
mg kg' As (dry basis) in its plant tissue (leaves and roots) and reduce 83%
of the initial concentration present in the aqueous medium in which it was
cultivated. The concentration of phosphorus in solution linearly increased the
phosphorus content in the plants and negatively influenced the absorption of
58



arsenic. The concentration of 0.5 mg L' of As did not significantly affect the
RGR and TIl. On average, 94% of As(lll) initially solubilized in water was
converted by the end of the experimental period into As(V). The water
hyacinth was successful in the phytoremediation of arsenic when cultivated

under optimum conditions for its removal.

Keywords: Heavy metal, phytoextraction, water hyacinth, arsenate, arsenite.
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1. INTRODUCAO

O arsénio € um metaldide de grande interesse em ser estudado no
contexto ambiental e da salde publica, dada sua periculosidade. E
reconhecido por ser um dos maiores perigos ambientais do mundo,
ameacando vidas de varias centenas de milhdes de pessoas (Ravenscroft et
al., 2009). Em diversas regides, existem processos biogeoquimicos que
resultam em uma liberacdo natural de arsénio no meio, tais como solos e

aguas subterraneas.

Por outro lado, atividades antrépicas nao controladas, nas quais
pode-se citar a mineragdo, queima de combustiveis fosseis, metalurgia,
tratamento de madeira, uso pesticidas e produtos agropecuarios a base de
arsénio contribuem expressivamente na contaminagdo do meio ambiente.
Assim, elevadas concentragdes de arsénio, principalmente na agua, tém
sido alvo de preocupagao tanto em paises desenvolvidos como em

desenvolvimento (Mosaferi et al., 2008).

Diversos estudos demonstram que a exposi¢cédo a niveis elevados de
arsénio tem implicado em problemas adversos relacionados com a saude,
como alteragdes na pigmentagao da pele, diabetes, doengas pulmonares e
cancer de rim e bexiga (Dastgiri et al., 2010; Luther et al., 2012; Singh et al.,
2015). Devido a sua toxicidade, a Organizagdao Mundial de Saude estabelece
um valor de 10 pyg L' como o nivel maximo para As total na agua para
consumo. O Brasil segue esta mesma recomendacgao (Brasil, 2011; Who,
2011).

O arsénio inorganico é encontrado na natureza como arsenito (As(lll))
e arsenato (As(V)). O arsenito € mais téxico e mével quando comparado ao
arsenato, sendo que a maioria das tecnologias de remogdo apresentam
maior eficiéncia quando o elemento quimico é apresentado no estado
pentavalente (Mosaferi et al., 2008). O arsénio na forma orgéanica é,
geralmente, menos toxico e encontrado em menores proporgdes que o As

inorganico (Zhao et al., 2010).
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O tratamento de aguas contaminadas com As pode ser realizado por
técnicas como a coagulagdo, adsorgao, troca ibnica, filtragcdo por
membranas e processos biologicos, como a fitorremediagdo. Dentre as
alternativas citadas, a fitorremediacdo destaca-se como alternativa de alta
viabilidade, a qual utiliza plantas com potencial de absorver e criar condi¢des
de imobilizar o contaminante de interesse (Khataee et al., 2012; Le&o et al.,
2014; Qin et al.,, 2016). A técnica alia vantagens como baixo custo de
implementagéo e operagdo, pequeno ou nulo gasto energético, possiblidade
de aproveitamento da biomassa, ndo produz produto secundario téxico,

harmonia paisagistica bem como aplicacdo em grandes volumes de agua.

Os mecanismos de absor¢cao de As pelas plantas ainda nado sao
totalmente desvendados. Sabe-se que existe um numero de aquaporinas,
proteinas intrinsecas (nodulin26-like), que sao capazes de promover
absorcdo de arsenito pelas raizes, enquanto o arsenato é absorvido por

transportadores de fosfato (Rahman e Hasegawa, 2011).

As condi¢gdes do meio influenciam diretamente na espécie de arsénio
predominante, As(lll) ou As(V), e também influenciam o comportamento da
planta com relagdo a sua capacidade de fitorremediar, tornando o
conhecimento do processo complexo (Andrade et al., 2016). Os fatores
ainda sao pouco exploradas na literatura e ndo ha um consenso das
condigcbes aquosas que maximizam o processo de fitorremediagdo de
arsénio para a maioria das espécies vegetais. A literatura aponta que os
teores de fosforo (Bertolero et al., 1987; Mkandawire e Dudel, 2005; Duman
et al., 2010) e nitrato (Farnese et al., 2014) podem influenciar a absorg¢ao do

metal pelas plantas.

A espécie vegetal Eicchornia crassipes (Mart.) solms € uma macrofita
flutuante de vida livre, considerada invasora por sua alta propagacao,
principalmente em meios eutréficos (Jafari, 2010). No contexto da
fitorremediacdo, o aguapé passou a ser utilizado recentemente, mas tem
demonstrado resultados promissores. Diversos estudos sobre a
descontaminagdo de aguas revelaram que o aguapé pode, de maneira

eficiente, acumular metais pesados (Duman et al., 2010; Hadad et al., 2011;
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Saleh, 2012; Gomes et al., 2016), contaminantes organicos (Lin e Li, 2016) e
nutrientes (Qin et al., 2016).

Diante do exposto, nesta pesquisa, objetivou-se avaliar as variaveis
pH, concentracdes de fosfato e nitrato no processo de absor¢cdo de arsénio
pela espécie Eichhornia crassipes (Aguapé), utilizando a metodologia de
superficie resposta para analise dos dados, com intuito da proposi¢céo de

acdes que possam proporcionar sua otimizagao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao e aclimatagao das plantas

Plantas aquaticas da espécie Eichhornia crassipes (Mart.) Solms
(aguapé) foram coletadas no horto botanico da Universidade Federal de
Vigosa, higienizadas e aclimatadas por dois meses, em recipientes de
polietileno (0,30 x 0,30 x 0,22 m), contendo 2 L de solu¢do nutritiva Clark
(1975) (Apéndice Il) e pH 6,5 (Leéo et al., 2014). As plantas foram mantidas
em sala de crescimento de plantas, sob temperatura e luminosidade
controladas (25 = 2 °C) e fotoperiodo de 16 horas, sendo a solugao nutritiva

trocada a cada sete dias.

2.2. Delineamento e condi¢gbes experimentais

O delineamento escolhido para o desenvolvimento deste trabalho foi o
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), o qual possui um bom
desempenho na otimizagcdo de experimentos (Bezerra et al., 2008). Utilizou-
se, como variavel dependente, a massa de arsénio removida por unidade de
massa da planta seca (ASremovido/Mpianta), €em mg g'. Tal resposta foi
considerada pertinente, uma vez que, apesar da selecdo de tamanhos

semelhantes, observou-se expressiva variacdo de massa entre as plantas.

As variaveis independentes avaliadas, selecionadas apds uma
extensa revisao bibliografica, as quais foram: potencial hidrogeniénico (pH),
concentracao de fosforo na forma de fosfato (P-PO4) e nitrogénio na forma
de nitrato (N-NO3) (Meharg e Hartley-Whitaker, 2002; Wang et al., 2002;
Zhang et al., 2009; Sasmaz et al., 2015; Qin et al., 2016).

O DCCR foi composto, portanto, de 3 variaveis (23), incluindo 6

pontos axiais e 6 repetigdes no ponto central, totalizando 20 ensaios. Na
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Tabela 1 estdo dispostos os valores utilizados no planejamento. Os niveis
foram definidos com base em valores tipicos empregados em solugdes
nutrientes utilizando macrofitas aquaticas (Farnese et al., 2014; Leéo et al.,
2014; Andrade et al., 2016).

O valor de « foi calculado em funcdo do numero de variaveis
independentes (n = 3) por meio da Equacado 1. Os ensaios experimentais

estdo dispostas no Apéndice 1.

a=(2M)/4 (Eq. 1)

Tabela 1. Valores utilizados no DCC

Cadigos
Variaveis —
o =-1,68 1 0 +1 a=+1,68
pH 3,94 5 6,5 8 9,02
P-PO4 (mmol L) 0 0,028 0,069 0,11 0,1379
N-NO3 (mmol L")  0,0887 2,85 6,9 10.95 13,71

As plantas foram expostas a concentragdo constante de arsénio no
ensaio de otimizagdo de 0,5 mg L, na forma de arsenito de sodio (NaAsO2),
em recipientes de polietileno, com 2 L de solucgéo final. Para fornecimento de
macro e micronutrientes, utilizou-se a solugéo nutriente Clark (1975), exceto
pelas concentragdes de N-NOs e P-PO4, os quais foram ajustadas de
acordo com o que esta apresentado na Tabela 1, utilizando os sais de

NaNO3s e NaH2POu4, respectivamente.

O periodo de exposigao foi de 10 dias. Ao longo deste periodo, foram
monitorados diariamente os parametros pH, potencial de oxirredugao (Eh) e
condutividade elétrica da agua em todos os 20 ensaios. Ao final do periodo

de exposicao, foi computada a evapotranspiracdo pela diferenca inicial e
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final do volume da solugcdo bem como realizada a validagdo do modelo

matematico obtido.

Apos a obtencdo do modelo modelo matematico que relaciona a
absorcdo de As do meio com as variaveis pH, P-POs4 e N-NOs, fez-se a
validagcao do mesmo por meio de dois ensaios independentes, em que foram
estabelecidas as mesmas condi¢gdes do ensaio de otimizagdo e niveis
aleatdrios de pH, P-PO4 e N-NOs. Ao final de 10 dias, avaliou-se a remogéao

de arsénio e comparou-se com o0 modelo ajustado

2.3. Determinagao do arsénio total e fésforo total e especiagao
(As(lll) e As(V))

O arsénio e o fésforo total foram determinados na agua, raizes e
folhas das plantas apdés 10 dias de exposicdo. Para as partes vegetais,
separaram-se raizes e folhas para quantificacdo. Fez-se a digestdo acida
com 10 mL de uma mistura contendo uma parte de acido nitrico e trés partes
de acido perclorico, sob temperatura de 100 °C, para que ndo houvesse
volatilizagdo de As. Os elementos quimicos foram analisados no
Espectrdmetro de Emissdo de Plasma ICP-EOS, Perkin Elmer Modelo
Optima 8300 DV, no Departamento de Solos da UFV.

Para quantificacdo das formas As(lll) e As(V) na agua, ao final do
periodo de exposicdo, as amostras foram filtradas em membranas de 0,45
Mm e armazenadas em baixa temperatura (< 4 °C). A especiagédo foi
realizada usando um espectrémetro de fluorescéncia atémica com geragao
de hidretos (HG-AFS), a PS Analytical modelo 10.055 Excalibur, acoplado a
uma coluna de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As condi¢oes
cromatograficas e parametros instrumentais para HPLC-HG-AFS estéo

dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2. Condi¢cbes experimentais para especiag¢ao de arsénio

HPLC
Coluna Hamilton PRP-X100 (250 mm x 4,1 mm i.d., Diametro
de particulas da coluna: 10 ym)
Fase Movel 15 mmol L' de fosfato de potassio (KH2POy4,
K2HPO.,) ajustado para pH 6.
Loop de amostra 200 pL
Vazéo 1,4 mL min"
HG
NaBH4/NaOH* 1,8% (m/v) NaBH4 em 0,1 mol L' NaOH; 2 mL min-’!
Solugéo Acida* 12,5% (v/v) HCI; 2 mL min~'
NaBH4/NaOH** 0,9% (m/v) NaBH4 em 0,1 mol L' NaOH; 4 mL min-!
Solugéo Acida** 25% (v/v) HCI; 9 mL min-’
Vazao de amostra 9 mL min-"’
AFS
Detector Excalibur (PS Analytical, modelo 10.055)
Lampada Arsénio (193,7 nm)
Corrente primaria 27,5 mA
Corrente de impulso 35,0 mA
Gas de arraste Argonio, 400 mL min-"
Gas de secagem Argbnio, 1 L min-

*Parametro para o sistema HPLC-HG-AFS.
** Parametro para o sistema HG-AFS.

24. Avaliagdto do desempenho da planta, fator de

bioacumulagao e translocagao

Para avaliagdo do desempenho do aguapé apds o periodo
experimental, calculou-se a taxa de crescimento relativo (TCR) e o indice de
tolerancia (IT). Para obtencdo da TCR, ao final dos ensaios, as plantas
foram abundantemente lavadas com agua deionizada e colocadas em estufa
de ventilacdo forcada a 65 °C até obtencdo da massa seca constante. A
massa seca inicial foi obtida a partir de estimativa do conteudo de agua das
plantas, nas mesmas condi¢des utilizadas no ensaio experimental, fazendo a

relacdo entre a massa fresca e seca.

A TCR foi calculada utilizando-se a equacao (Eq. 2) proposta por

Fisher (1921), usando a massa seca das plantas:
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In(m,)—In(m,)

TCR =

x 1000 (Eq. 2)

t1—to

Em que:

TCR: representa a taxa de crescimento relativo (mg g d);
In(m+): logaritmo natural da massa seca final (g);

In(mo): logaritmo natural da massa seca inicial (g);

to: tempo inicial (d);

t1: tempo final (d).

O indice de tolerancia (IT) ao As foi obtido utilizando-se a equacao
proposta por Wilkins (1978) (Eq. 3):

TCR

IT (%) - TCR*

x 100 (Eq. 3)

Em que,
TCR: taxa de crescimento da planta na solugdo com As;
TCR*: taxa de crescimento da planta na solugao controle, sem contaminagao

por As.

Para avaliagdo do potencial da planta em acumular arsénio, foram
utilizados como indicadores o fator de translocacdo (FT) e o fator de
bioacumulagédo (FB). O FT demonstra a eficiéncia da planta em transportar
um elemento da raiz para a parte aérea. Ja o FB avalia a eficiéncia da planta
em acumular o elemento, levando em consideragao a concentracio deste no
meio. O FB e FT foram estimados de acordo com as Equagbes 4 e 5,

respectivamente (Ma et al., 2001; Srivastava et al., 2005):

Concentracio As na planta (mg kg~1
FB — ¢ p (mg kg™") (Eq. 4)

Concentragio As na solugio (mg L™1)
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FT

__ Concentracdo As na parte aérea (mg kg™

Concentragio As na raiz (mg kg=1)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Otimizagcao da absorgao arsénio pelo aguapé

A exposi¢cdo do aguapé ao arsénio implicou na absorgdo e acumulo
do metaloide em proporgdes diferentes de acordo com os niveis de pH (X1)
e concentracoes de fésforo na forma de fosfato P-POu4 (X2) e nitrogénio sob
a forma de nitrato N-NOs (X3). Pode-se observar no grafico de Pareto
(Figura 1a), a representatividade de cada variavel no modelo de regressao
proposto, para niveis de significancia de 5 e 10%, sendo a variavel resposta
massa de arsénio removida por unidade de massa da planta seca

(Asremovido/Mplanta ).

Optou-se por utilizar o nivel de significancia de 5% e eliminar as
variaveis nao significativas em um modelo hierarquico. Assim, as variaveis
que passaram a compor o modelo foram (Figura 1b): pH, P-PO4, N-NOs3
devido a hierarquia do modelo, e os efeitos pH x pH e P-PO4 x N-NOs.
Pode-se observar que a concentragcao de nitrato, individualmente, no

presente estudo nao interferiu na absorgcéo de arsénio pela espécie vegetal.
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P-PO4

pH

P-PO4 x N-NO3

pHx pH

pH x N-NO3

pH x P-PO4 -1,01

P-PO4 x P-PO4 0,99

N-NO3 -0,92

N-NO3 x N-NO3 0,48

p=0,1 p=0,05

Efeitos padronizados

(a)

-3,65

P-PO4 |

pH

P-PO4 x N-NO3

pH x pH

N-NO3 -0,91

p=,05

Efeitos padronizados

(b)

Figural. Grafico de Pareto correspondente (a) todas as variaveis e (b) as

variaveis utilizadas no modelo de regressao em nivel de 5% de significancia.

70



Na Figura 2 esta disposta a relacédo entre os valores experimentais e
valores preditos. Observa-se que dada a complexidade do processo, o
modelo proposto descreve satisfatoriamente a dinamica do processo de

fitorremediacado de arsénio pela espécie Eichhornia crassipes.
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Figura 2. Correlagao entre os dados experimentais e o modelo matematico

proposto.

Na Tabela 3 visualiza-se a analise de variancia (ANOVA) do modelo
proposto (Eq. 6) Os coeficientes de determinagdo R?, RZajustado € RZpredito
foram 70,63%, 60,14% e 30,86%, respectivamente. Pode-se observar que a
falta de ajuste foi ndo significativa em nivel de 5%, fato desejavel na

obteng¢ao de um modelo de regressao (Equacéo 6).
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Tabela 3. Anadlise de Variancia (ANOVA) do modelo de regressao para

remogao de arsénio pelo aguapé

Fon_te (~je GL Soma de Quafjr?do F P valor
Variagao quadrado médio Calculado
Modelo 5 0,129 0,026 6,73 0,002*
Linear 3 0,087 0,029 7,54 0,003*
pH 1 0,032 0,032 8,46 0,011*
P-PO4 1 0,051 0,051 13,32 0,003*
N-NO3 1 0,003 0,003 0,83 0,377
Quadrado 1 0,019 0,019 4,87 0,045*
pH*pH 1 0,019 0,019 4,87 0,045*
Interagdo com2 4 923 0,023 598 0,028
Fatores
P-PO4*N-NO3 1 0,023 0,023 5,98 0,028*
Residuo 14 0,054 0,004
Falta de ajuste 9 0,046 0,005 3,23 0,105
Erro puro 5 0,008 0,002
Total 19 0,183

GL: Graus de Liberdade
* Valores significativos em nivel de 5% de significancia.

O modelo matematico que relaciona massa de arsénio removida por
unidade de massa da planta seca (Asremovido/Mplanta, em mg g') e os

niveis de pH, P-PO4 e N-NOs3 esta descrito a seguir (Eq. 6):

ASremovido/ Mpianta = —0,368 + 0,2362(pH) — 3,718(P) — 0,026(N) —

0,01568(pH X pH) + 0,322(P x N) (Eq. 6)

Em que,
pH: potencial hidrogenibnico;
P: Concentragéo de fosforo na forma de fosfato (P-PO4), em mmol L';

N: Concentracéo de nitrogénio na forma de nitrato (N-NO3), em mmol
L.
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Apoés realizacdo dos ensaios de validagdo, comparou-se com o
modelo ajustado, conforme disposto na Tabela 4. Observou-se boa predi¢cao

do modelo quando comparado aos resultados experimentais.

Tabela 4. Resultado dos ensaios de validagdo do modelo de regressao

Variavel Validagao 1 Validagao 2
pH 4.4 7,53
P-PO4 (mmol L) 0,1379 0
N-NO3z(mmol L") 13,7113 0,0887
AS removido/Mpianta (Mg g°™')

Modelo de regressao 0,1079 0,5193
Experimento 0,113 0,4793

Relacdo Modelo/Experimento 0,97 1,08

As superficies de resposta obtidas por meio dos graficos de contorno
estdo dispostas nas Figuras 3, 4 e 5. Ao se analisar o grafico que relaciona
as concentragbes de nitrogénio-nitrato e fosforo-fosfato (Figura 3), pode-se
observar que a maior remogao de arsénio pelo aguapé ocorre nos niveis
minimos de ambas variaveis. Com relacdo ao fésforo, tal tendéncia era
esperada, uma vez que o arsénio, quando na forma pentavalente, é
absorvido via transportadores de fosfato (Zhao et al., 2009; Leéo et al.,
2014). Assim, ha uma competicdo da absorgcdo de arsénio e fésforo pela

planta.

Os dados demonstraram que a maior absorgdo de arsénio ocorre
quando nao ha fésforo disponivel na solugéo, ou seja, concentragdo 0 mmol
L' de P-POa4. Resultados semelhantes foram encontrados por Liu et al.
(2004) que, ao verificarem a absorgdo de arsénio por um cultivar de arroz
(Oryza sativa) em uma solugdo com 0,5 mg L' de As, concluiram que o
processo foi favorecido nas condigcdes em que nao havia fosfato. Wang et al.

(2002), ao estudarem o comportamento, no solo, da espécie
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hiperacumuladora de arsénio, Pteris vittata, constatou que o aumento da
concentragao de fosfato reduz, significantemente, a absorgéo de arsenato.

As(removido)/Massa(planta)
| < 0,0
B 0o - 01
| o1 - 02
| o2 - 03
| 03 - 04
W o4 - 05
= > 05

N-NO3 (mmol/L)

0,020 0,045 0,070 0,095 0,120
P-PO4 (mmol/L)

Figura 3. Grafico de Contorno relacionando as concentragdes de N-NO3 e
P-PO4 e a variavel resposta massa de As removido por unidade de massa

seca da planta (mg g™') com pH fixo de 6,5.

O nitrato, individualmente, ndo resultou em alteragcado da absorgcao de
As pela E. crassipes. Todavia, quando combinado com a concentragao de
fésforo, o modelo indica que quanto menor a concentragao de N-NO3, maior
a remocao de As pela espécie vegetal. Esperava-se influéncia do nitrato no
estado de oxidagao do As disponivel no meio, uma vez que o NOs3 influencia
o potencial de oxirredugao. Todavia, como sera abordado a seguir, apds o
periodo de ensaio, 10 dias, a maior parte do metal encontrava-se no estado
oxidado (As(V)) e ndo houve grandes variagdes no potencial redox do meio.
Assim, o 6timo para a fitorremediagcdo de As pelo aguapé, nas condi¢oes
estudadas, ocorreu sob nivel minimo de nitrato no meio, a qual foi de 0,0887
mmol L' de N-NOs.
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Figura 4. Grafico de Contorno relacionando a concentragdo de N-NOs e o
pH, sendo a variavel resposta massa de As removido por unidade de massa

seca da planta (mg g™') para concentragao fixa de 0,069 mmol L-1 de P-POas.
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Figura 5. Grafico de Contorno relacionando a concentragédo de P-PO4 e o
pH, sendo a variavel resposta massa de As removido por unidade de massa

seca da planta (mg g™') para concentragao fixa de 6,9 mmol L1 de N-NOs.
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Com relagao ao pH, no presente estudo mostrou-se que a absorcao
maxima de arsénio ocorreu no pH 7,53. Todavia, como pode ser observado
nos graficos de contorno (Figuras 4 e 5) e pelas fungbes de desejabilidade
(Figura 6), a absorgdo ndo é expressivamente afetada nos valores de pH
entre 6,4 e 8,6.

Otima pH P-PO4 N-NO3
Superio 9,020 0,1379 13,7113
D: 1'(_)00 Atu [7.5319] [a.0] [0.0887]
Predizer Inferiol 3,940 00 00887
______ _‘T__‘:‘ A S~ S = S T T . S O, . | S O —— ——
As(remov
Maximo
y = 05191
d = 1,0000

Figura 6. Funcdes de desejabilidade da otimizagdo da remogao de As pela

E. crassipes.

A maxima absorcdo de arsénio alcancada nas condicoes
experimentais aqui testadas foi de 0,4984 mg g™' da E. crassipes. Em termos
de eficiéncia, alcangou-se 83% de reducdo da concentragao inicial de
arsénio do meio aquoso. Observagoes semelhantes foram evidenciadas por
Snyder (2006), no qual essa espécie removeu 97% do As contido em
solugdo na concentragdo de 0,3 mg L'. Mishra et al. (2008) também
verificaram que o aguapé foi capaz de remover até 80% do arsénio da agua,
em uma exposigao de 0,05 mg L', demonstrando maior absorgdo, quando
comparada as espécies Lemna minor e Spirodela polyrrhiza. Alvarado et al.
(2008) compararam as espécies Lemna minor e Eichhornia crassipes e o
aguapé revelou-se mais eficiente, removendo 1,8 mg kg (base Umida) em

uma exposigdo de 0,15 mg L'. A. Em estudo realizado por (Misbahuddin e
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Fariduddin, 2002), E. crassipes removeu 100% do As contido em solucgao 0,4

mg L.

3.2. Absorcao de fosforo

A concentracdo de fésforo no meio aquoso foi avaliada ao final do
experimento em todos os 20 ensaios. A analise estatistica destes dados
indicou que a absorgao de fésforo pelo aguapé nao é influenciada pelo nivel
de pH e concentragdo de nitrato, e apenas pela propria concentracdo de
fésforo do meio, em nivel de 5% de significancia, como pode ser observado
na grafico de Pareto (Figura 7). Os resultados mostraram que a
concentragao de fésforo na agua se relaciona com a absorgéao de fésforo de
maneira linear. Tal fato justifica a menor absorgdo de As pelas plantas em
niveis elevados de P-PO4, uma vez que sao absorvidos via mesmo

mecanismo na planta.

P-PO4 x N-NO3 1,12

pHxpH | -0,81

N-NOs3 -0,66

pH 0,52

P-PO4 x P-PO4 | -0,18

N-NO3 x N-NO3 + -0,17

pH x N-NO3 | 0,05

pH x P-PO4 | 0,003

p=0,05
Efeitos Padronizados

Figura 7. Grafico de Pareto correspondente a absor¢ao de fésforo pela E.

crassipes.
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A equacéao de regressdo em unidades nao codificadas que relaciona a
massa de fosforo removida por unidade de massa seca de E. crassipes (mg
g") com a concentragdo de P-PO4 (mmol L-') na agua esta disposta a seguir.
Tal dado tem utilidade em corpos hidricos eutrofizados ou tratamento
terciario de efluentes em que se queira priorizar a remocgao de fésforo do

meio.
P-PO4(removido)/Massa planta) = 0,358 +22,96(P-PO4) (Eq. 7)
Sugere-se utilizar a equagdo como indicadora de tendéncia da
remocao de fésforo, uma vez que o coeficiente de determinagcdo nao foi

satisfatério, como pode-se verificar na Tabela 5.

Tabela 5. Analise de Variancia (ANOVA) do modelo de regressao para

remocgao de fosforo pelo aguapé

Fonte de Soma de Quadrado F
GL Pvalor R?

Variagao quadrado médio Calculado

Modelo 1 12,096 12,0957 33 <0,001* 64,7%

Linear 1 12,096 12,0957 33 <0,001*

P-PO, 1 12,096 12,0957 33 <0,001*
Residuo 18 6,598 0,3666

Falta de

. 13 5,107 0,3928 1,32 0,405

ajuste
Erro puro 5 1,491 0,2982

Total 19 18,694

GL: Graus de Liberdade
* Valores significativos em nivel de 5% de significancia.

3.3. Desempenho do aguapé

Em nivel de 5% de significAncia, nenhuma das condigdes do meio,

pH, P-PO4 e N-NOs influenciaram a taxa de crescimento relativo (TCR), o
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indice de tolerancia (IT) e o fator de translocacao (FT) (Tabela 6). Este
resultado demonstra que a absorgdo de arsénio, na concentracdo testada
(0,5 mg L' de As), ndo influenciou o desempenho da planta bem como na

translocagao para parte aérea.

Em média, observou-se um fator de translocacao de 0,2. Verificou-se,
nas condi¢gdes testadas que o arsénio apresentou baixa mobilidade nas
plantas e, consequentemente, reduzida translocagao das raizes para a parte
aérea. Tal fato é amplamente reportado na literatura com relagdo ao As,
exceto para espécies hiperacumuladoras, em que o FT é maior que um
(Misbahuddin e Fariduddin, 2002; Mishra et al., 2008; Zhao et al., 2009;
Zhao et al.,, 2010). Plantas com baixo FT (< 0,1) sdo chamadas de
excluidoras, em funcdo da restrita translocagdo de As das raizes para a
parte aérea (Zhao et al., 2009).

Tabela 6. indices de desempenho do aguapé

Ensaio pH (m':"]';?l‘i_1) (mNr:‘;?E_1) (mch_f‘ o) IT (%) FB FT
1 5 0,028 2,85 22,2 94,1 466 0,2
2 5 0,028 10,95 15,3 65,1 395 0,1
3 5 0,11 2,85 20,7 87,9 145 0,1
4 5 0,11 10,95 24,5 104,0 196 1,3
5 8 0,028 2,85 35,1 148,7 1192 0,2
6 8 0,028 10,95 13,7 58,1 420 0,0
7 8 0,11 2,85 10,8 45,8 272 0,0
8 8 0,11 10,95 23,4 99,3 402 0,1
9 3,94 0,069 6,9 24,5 103,8 148 0,1
10 9,02 0,069 6,9 20,4 86,5 458 0,3
11 6,5 0 6,9 22,3 94,6 801 0,0
12 6,5 0,1379 6,9 1,2 5,0 480 0,4
13 6,5 0,069 0,0887 37,6 159,5 537 0,3
14 6,5 0,069 13,7113 5,2 22,0 634 0,2
15 6,5 0,069 6,9 35,1 149,0 560 0,0
16 6,5 0,069 6,9 25,7 109,0 513 0,1
17 6,5 0,069 6,9 8,2 34,8 534 0,1
18 6,5 0,069 6,9 23,5 99,5 322 0,1
19 6,5 0,069 6,9 7.3 30,9 565 0,3
20 6,5 0,069 6,9 7,4 31,6 430 0,1
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O fator de bioacumulacdo (FB) variou de 1192 a 145, tendo uma
média de 470, sendo os maiores valores encontrados nos niveis 6timos de
pH (7,53), P-PO4 (0 mmol L") e N-NO3 (0,0887 mmol L"), podendo, sob
essas condigcdes, se alcancar um FB maximo de 1240 de acordo com o
modelo ajustado. Altos valores de FB em macrdfitas implicam em espécies
com potencial para bioindicacdo e fitorremediacdo de ambientes aquaticos
contaminados por As. Valores de FB maiores que 1000 e FT maiores que 1
indicam que a espécie vegetal é hiperacumuladora (Baker et al., 1994, Liu et
al., 2004; Kramer, 2010). No entanto, ndo se pode descartar a utilizagdo de
uma espécie para fitorremediar um local apenas com base nestes fatores.
Deve-se levar em conta outros fatores, em que destaca-se a taxa de

crescimento e produtividade de biomassa (Wang et al., 2002).

3.4. Especiagao do Arsénio

Apos o periodo de 10 dias, as amostras da solugao foram avaliadas
com relagao as concentragdes do As(V) e As(lll). Constatou-se que a maior
parte do As, em média 94%, encontrava-se na forma pentavalente, como
pode ser verificado na Tabela 7. Esse resultado € condizente com reportado
na literatura em relacdo a forma encontrada de arsénio, uma vez que a
forma mais estavel do As é no estado oxidado. A concentragao de nitrato e o
pH do meio nao influenciaram o especiagdao do arsénio ao final desses 10
dias. O monitoramento do potencial de oxirredugcdo bem como o pH nos 20
ensaios durante os 10 dias podem ser visualizados nos graficos Box plot, na
Figura 8. Nota-se que o pH foi alterado ao longo do periodo de ensaio,
tendendo a neutralidade, exceto nos ensaios 9 e 10, pontos a da variavel
pH.
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Tabela 7. Proporgao de As(lll) e As(V), de acordo com os ensaios realizados

, P-PO4 N-NO3 o o

Ensaio pH (mmol L) (mmol L) % As(V) % As(II1)
1 5 0,028 2,85 90,79 9,21
2 5 0,028 10,95 97,39 2,61
3 5 0,11 2,85 94,98 5,02
4 5 0,11 10,95 96,33 3,67
5 8 0,028 2,85 97,00 3,00
6 8 0,028 10,95 96,75 3,25
7 8 0,11 2,85 95,61 4,39
8 8 0,11 10,95 96,08 3,92
9 3,94 0,069 6,9 93,37 6,63
10 9,02 0,069 6,9 89,68 10,32
11 6,5 0 6,9 88,31 11,69
12 6,5 0,1379 6,9 93,00 7,00
13 6,5 0,069 0,0887 93,62 6,38
14 6,5 0,069 13,7113 86,20 13,80
15 6,5 0,069 6,9 91,53 8,47
16 6,5 0,069 6,9 92,08 7,92
17 6,5 0,069 6,9 92,37 7,63
18 6,5 0,069 6,9 98,19 1,81
19 6,5 0,069 6,9 93,05 6,95
20 6,5 0,069 6,9 96,14 3,86
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Figura 8. Monitoramento do Potencial de oxirredugao (Eh) (a) e pH (b)

durante os 10 dias de cultivo.

Nateewattana et al. (2010) monitoraram a concentragdo de arsénio
em plantas aquaticas, agua e sedimentos em lagoas de tratamento de
efluentes na usina Mae Moh Lignite, na Tailandia. Estes autores verificaram
que a absorgcao de As pela E. crassipes foi favorecida por condi¢des

redutoras, ou seja, baixo potencial redox.
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4. CONCLUSOES

e Os niveis 6timos para absorcédo de arsénio pela espécie vegetal
Eichhornia crassipes foram alcangados em pH 7,5; auséncia de
fosfato e nivel minimo de nitrato (0,0887 mmol L);

¢ O modelo matematico proposto se ajustou de forma satisfatdria aos
dados obtidos bem como nos ensaios de validagao;

e A E. crassipes foi capaz de acumular 498,4 mg kg’ de As (base seca)
do meio aquoso e reduzir 83% da concentracéo inicial, que era de 0,5
mg L";

e A absorcao de fésforo pela planta aumentou linearmente com a
concentracdo de fosforo na solugdo e proporcionou decréscimo na
absorgao de arsénio pela planta;

e A concentragdo de 0,5 mg L' de As na solugéo de cultivo ndo afetou
significantemente o desempenho do aguapé€, avaliado por meio da
taxa de crescimento relativa e indice de tolerancia.

e Em média, 94% do As(lll) aplicado inicialmente foi convertido em
As(V).
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CAPITULO lll: ARTIGO TECNICO-CIENTIFICO

Otimizagao da fitorremediacao de arsénio utilizando a espécie vegetal

Lemna valdiviana
RESUMO

A fitorremediacao é uma técnica na qual se utilizam plantas para tratamento
de meios contaminados e que tem apresentado crescente interesse de
aplicacao devido as suas vantagens, como a sustentabilidade na aplicacéo,
bom custo-beneficio, facilidade operacional e aplicagdao em areas extensas.
Assim, nesta pesquisa objetivou-se monitorar a influéncia dos parametros
pH, concentracdo de fosfato e concentracdo de nitrato no processo de
absorcdo de arsénio pela espécie Lemna valdiviana, utilizando-se a
metodologia da superficie resposta para analise dos dados com intuito de
subsidiar acbes que possam maximizar o processo de fitorremediacao.
Utilizou-se o Delineamento Composto Central Rotacional, com 3 variaveis,
incluindo 6 pontos axiais e 6 repeticbes no ponto central, totalizando 20
ensaios. As plantas foram expostas a concentragdo constante de arsénio no
ensaio de otimizagao de 0,5 mg L' (NaAsO2) e niveis variados de pH, P-PO4
e N-NOs em um periodo de 7 d. Ao final do experimento, foram computados
as massas de arsénio removida do meio aquoso e de arsénio acumulado
nas plantas, a espécie de arsénio presente, taxa de crescimento relativo das
plantas (TCR), indice de tolerancia (IT) e fator de bioacumulagéo (FB). A
Lemna valdiviana absorveu maior quantidade de As quando cultivada sob
condicdes de pH entre 6,3 e 7,0; concentragao disponivel de fosforo (P-PO4)
de 0,0488 mmol L' e nitrogénio na forma de nitrato de 7,9 mmol L-'. Nestas
condigOes, a espécie foi capaz de acumular 1190 mg kg™ de As (base seca)
do meio aquoso e reduzir 82% da sua concentragao inicial. Portanto, a
Lemna valdiviana demonstrou ser uma macrofita hiperacumuladora de
arsénio, com elevado potencial de fitorremediacdo de meios contaminados

com esse metaloide.

Palavras chave: Metal pesado, fitoextragdo, arsenato, arsenito, lentilha
d’'agua.
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Optimization of arsenic phytoremediation using the plant species

Lemna valdiviana

ABSTRACT

Phytoremediation is a technique that uses plants to treat contaminated
media, that has shown an increasing interest in application due to its
advantages, such as sustainability, favorable cost-benefit relationship, simple
operation and application in large areas. Thus, the objective of this research
was to monitor the influence of pH, phosphate concentration and nitrate
concentration on the arsenic absorption process by Lemna valdiviana
species using the surface response methodology in order to subsidize
actions that may maximize the phytoremediation process. A Rotational
Central Composite Design was used with 3 variables and 6 axial points and 6
repetitions at the central point, totaling 20 trials. The plants were exposed to
a fixed concentration of arsenic in the optimization test of 0.5 mg L’
(NaAsO2) and varied levels of pH, P-PO4 and N-NOs in a period of 7 d. At
the end of the experiment, the mass of arsenic removed from the aqueous
medium, arsenic accumulated in plants, arsenic species, relative plant growth
rate (RGR), tolerance index (Tl) and bioaccumulation factor (BF) were
determined. Lemna valdiviana absorbed more As at pH between 6.3 and 7.0;
concentrations of available phosphorus (P-PO4) of 0.0488 mmol L' and
nitrate of 7.9 mmol L' N. Under these conditions, the species was able to
accumulate 1190 mg kg' As (dry basis) and reduce 82% of the initial
concentration. Therefore, Lemna valdiviana has been shown to be an arsenic
hyperaccumulating macrophyte with high phytoremediation potential of

contaminated media with this metalloid.

Keywords: Heavy metal, phytoextraction, arsenate, arsenite, duckweed.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda por agua devido aumento populacional tem se
deparado com a deterioragdo da qualidade das aguas superficiais e
subterraneas. Em muitos locais do mundo tém sido detectados elementos
quimicos e substancias perigosas nestes meios, incluindo metais pesados e
compostos organicos perigosos. O rapido crescimento industrial e o elevado
progresso tecnoldgico sdo as principais fontes de contaminagéo. A poluicao
por metais pesados em ambientes aquaticos é, atualmente, um problema
global. Sua elevada toxicidade esta relacionada a persisténcia na natureza,
nao ser biodegradavel e apresentar potencial de bioacumulagdo em animais

e plantas (Sasmaz et al., 2015).

O arsénio € um elemento quimico tdéxico presente em aguas e solos, o
que o tornou grande ameacga para seres humanos e demais organismos. A
concentracdo de arsénio na agua pode se elevar devido a varias razdes,
como dissolucdo mineral, uso de pesticidas a base de As, lancamento de
efluentes industriais, drenagem de minas e energia geotérmica. O arsénio
pode existir em quatro diferentes estados de oxidacgao: (-lll), (0), (lll) e (V),
no entanto, o arsenito (As(lll)) e arsenato (As(V)) sdo as formas mais

encontradas em solos e aguas naturais (Can et al., 2014)

A contaminagao por arsénio na agua potavel € um grave problema de
saude publica em muitos paises ao redor do mundo (Dastgiri et al., 2010;
Phan et al., 2010; Freitas-Silva et al., 2016). Sua exposi¢cdo causa canceres
de pele, figado, pulmao, rim e bexiga, além de outros problemas como
doengas na epiderme, dores de cabeca e problemas neurolégicos (Morales
et al., 2000). Devido a natureza carcinogénica dos compostos de arsénio,
esforgos tém sido direcionados para redugao de sua concentragdo na agua a
niveis o mais proximo possivel de zero. Pela Organizacdo Mundial da
Saude, o valor da diretriz para o arsénio na agua potavel ¢ 10 yg L' (Who,
2011).

Varios métodos tém sido investigados para remocg¢ao de arsénio,

incluindo troca idnica, coagulacdo e precipitagdo com sais de ferro e
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aluminio, adsorcdo, eletrocoagulacdo, filtragdo por membranas,
nanofiltracdo, eletrélise, osmose reversa, biorremediagao e fitorremediagao
(Far et al., 2012; Cameselle et al., 2013; Bell et al., 2014; Can et al., 2014;
Sasmaz et al., 2015).

A fitorremediagdo € a utilizagdo de plantas para remover
contaminantes do ambiente. Existe um crescente interesse na aplicagao
deste método devido suas inumeras vantagens, como a sustentabilidade na
aplicagao, bom custo-beneficio, facilidade operacional e aplicagcdo em areas
extensas. Portanto, a técnica de fitorremediacao apresenta elevado potencial
na remocgao de arsénio do meio aquoso e ja tem sido aplicada com sucesso
para o metal (Farnese et al., 2014; Leédo et al., 2014; Sasmaz et al., 2015;
Andrade et al., 2016)

As plantas utilizadas na fitorremediacdo apresentam grande
variabilidade em suas respostas ao As e algumas espécies sdo capazes de
acumular altos niveis de metaloide em seus tecidos (Meharg e Hartley-
Whitaker 2002, Li et al., 2006). Um grupo de macrdéfitas que tém se
destacado neste contexto sdo as Lemna sp. Sao plantas capazes de
absorver grandes quantidades de metais toxicos e que tém alta produgao de
biomassa, caracteristicas essenciais ao uso de plantas para extragao de

poluentes (Dirilgen, 2011).

Li et al. (2011) considera que as lemnas sao as macrofitas de maior
potencial de utilizagdo na fitorremediacdo para remocédo de pesticidas e
metais, dentre todas. Como vantagens adicionais da utilizacao da Lemna
sp. pode-se citar seu baixo custo, alta capacidade de absor¢ao do elemento
quimico, em suas diferentes espécies idnicas, possibilitar a minimizagao no
uso de produtos quimicos, reducao no volume de lodo gerado e facilitar seu

transporte (Khataee et al., 2012).

Estudos realizados por Alvarado et al. (2008), Duman et al. (2010),
Khataee et al. (2012) e Sasmaz et al. (2015) reportaram a absorgcéo de

arsénio e relataram alguns mecanismos fisiolégicos no processo de
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fitorremediacado utilizando a Lemna sp. Todavia, ainda sao incipientes os

estudos que verificaram as condi¢gdes do meio que maximizam tal processo.

Assim, nesta pesquisa, objetivou-se monitorar a influéncia dos
parametros pH, concentracdo de fosfato e concentracdo de nitrato no
processo de absorcido de arsénio pela espécie Lemna valdiviana utilizando-
se a metodologia da superficie resposta, com intuito de maximizar o

processo de fitorremediacao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao e aclimatacgao das plantas

As macrofitas da espécie Lemna vadiviana (lemna) foram coletadas
no horto botanico da Universidade Federal de Vigosa, higienizadas e
aclimatadas por dois meses, em recipientes de polietileno (0,30 x 0,30 x 0,22
m), contendo 2 L de solugao nutritiva Clark (1975), pH 6,5 (Ledo et al.,
2014). As plantas foram mantidas em sala de crescimento de plantas, sob
temperatura (25 + 2 °C) e luminosidade controladas e fotoperiodo de 16

horas, sendo a solugao nutritiva trocada a cada sete dias.

2.2. Delineamento e condigées experimentais

O delineamento escolhido para o desenvolvimento deste trabalho foi o
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), o qual possui um bom
desempenho na otimizagdo de experimentos. Utilizou-se como variavel
dependente a massa de arsénio removida por unidade de massa da planta
seca (Asremovido/Mpianta), €m mg g'. Tal escolha foi considerada pertinente
uma vez que, apesar da selecdo de tamanhos semelhantes, observou-se

expressiva variagao de massa entre as plantas.

As variaveis independentes avaliadas foram selecionadas de acordo
uma extensa revisao bibliografica, as quais foram: potencial hidrogenionico
(pH), concentracao de fosforo na forma de fosfato (P-PO4) e nitrogénio na
forma de nitrato (N-NO3).

O DCCR foi composto, portanto, de 3 variaveis (23), incluindo 6
pontos axiais e 6 repetigdes no ponto central, totalizando 20 ensaios. Na
Tabela 1 estdo dispostos os valores utilizados no planejamento. Os niveis
foram definidos com base em valores tipicos empregados em solugdes
nutritivas para macrofitas aquaticas (Farnese et al., 2014; Ledo et al., 2014;

Andrade et al., 2016).
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O valor de «, parte axial do delineamento e representada por pontos
extremos, foi calculado em fungéo do numero de variaveis independentes (n
= 3) por meio da Equacdo 1. Os dados foram analisados utilizando os
programas Minitab 17 e Protimiza. As corridas estao dispostas no Apéndice
1.

a =M (Eq. 1)

Tabela 1. Valores utilizados no DCC

Caédigos
Variaveis
o=-1,68 -1 0 +1 o=+1,68
pH 3,94 5 6,5 8 9,02
P-PO4 (mmol L) 0 0,028 0,069 0,11 0,1379
N-NO3 (mmol L) 0,0887 2,85 6,9 10.95 13,71

Aproximadamente 1 g de massa umida da L. valdiviana foi exposta a
concentragdo de 0,5 mg L' de arsénio (preparada com arsenito de sodio -
NaAsO2), em 0,5 L acondicionada em recipientes de polietiieno para
condugao do ensaio de otimizagdo. Utilizou-se a solugcdo nutriente Clark
(1975) para fornecimento de macro e micronutrientes, a excecao de N-NO3
e P-POs4, cujas concentragdes foram ajustadas de acordo com a Tabela 1,
utilizando os sais de NaNOs e NaH2PO4, respectivamente. O periodo de

exposicao foi de 7 dias.

Apos a obtencdo do modelo matematico que relaciona a absorgéo de
As pela L. valdiviana e as variaveis pH, P-PO4 e N-NOs, fez-se a validagao
do mesmo por meio de dois ensaios independentes, em que foram definidos
niveis aleatérios de pH, P-PO4 e N-NO3s, dentro dos limites estudados. Ao
final de 7 dias de cultivo, avaliou-se a remocg¢ao de arsénio, que foi

comparada com o valor estimado utilizando-se o modelo ajustado.
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Ao longo deste periodo de experimentacdo, foram monitorados,
diariamente, os parametros pH e potencial de oxirreducédo (Eh) e
condutividade elétrica da agua, em todos os 20 ensaios. Ao final do periodo
de exposigao, foi computada a evapotranspiragao pela diferenca inicial e
final do volume da solugdo, bem como realizada a validagdo do modelo

matematico obtido.

2.3. Determinacao do arsénio total e fosforo total e especiagao
(As(lll) e As(V))

As concentragbes de arsénio e fosforo total foram quantificadas na
agua e nas plantas apos 7 dias de cultivo. Avaliou-se as plantas por inteiro
devido as suas dimensdes. Para as plantas, fez-se a digestao acida com 10
mL de uma mistura contendo uma parte de acido nitrico e trés partes de
acido perclorico, sob temperatura de 100 °C, para que nao houvesse
volatilizagdo de As. Os elementos foram analisados no Espectrémetro de
Emissao de Plasma ICP-EOS, Perkin Elmer Modelo Optima 8300 DV no
Departamento de Solos da UFV.

Para quantificacao das espécies As(lll) e As(V) na agua, ao final do
periodo de exposicdo, as amostras foram filtradas em membranas de 0,45
Mm e armazenadas em baixa temperatura (< 4 °C). A especiagédo foi
realizada utilizando-se um espectrometro de fluorescéncia atdbmica com
geracao de hidretos (HG-AFS), PS Analytical modelo 10.055 Excalibur,
acoplado a uma coluna de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
As condigdes cromatograficas e os parametros instrumentais para HPLC-

HG-AFS estido apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Condi¢cbes experimentais para especiag¢ao de arsénio

HPLC
Coluna Hamilton PRP-X100 (250 mm x 4,1 mm i.d., Diametro
de particulas da coluna: 10 ym)
Fase Movel 15 mmol L' de fosfato de potassio (KH2POQs4,
K2HPO.,) ajustado para pH 6.
Loop de amostra 200 pL
Vazéo 1,4 mL min"
HG
NaBH4/NaOH* 1,8% (m/v) NaBH4 em 0,1 mol L-" NaOH; 2 mL min-!
Solugéo Acida* 12,5% (v/v) HCI; 2 mL min~'
NaBH4/NaOH** 0,9% (m/v) NaBH4 em 0,1 mol L' NaOH; 4 mL min-!
Solugzo Acida** 25% (v/v) HCI; 9 mL min-’
Vazao de amostra 9 mL min-"’
AFS
Detector Excalibur (PS Analytical, modelo 10.055)
Lampada Arsénio (193.7 nm)
Corrente primaria 27,5 mA
Corrente de impulso 35,0 mA
Gas de arraste Argonio, 400 mL min-"
Gas de secagem Argbnio, 1L min"

*Parametro para o sistema HPLC-HG-AFS.
** Parametro para o sistema HG-AFS.

24. Avaliacao do desempenho da planta e fator de

bioacumulagao

Para avaliacdo do desempenho da Lemna, apdés o periodo
experimental, calculou-se a taxa de crescimento relativo (TCR) e o indice de
tolerancia (IT). Para obtencdo da TCR, ao final dos ensaios, as plantas
foram abundantemente com lavadas com agua deionizada e colocadas em
estufa de ventilacdo forcada a 65 °C, até obtencdo da massa seca
constante. A massa seca inicial foi obtida a partir de estimativa do conteudo
de agua nas plantas, nas mesmas condigdes utilizadas no ensaio
experimental, efetuando-se o relacionamento entre a massa fresca e seca. A

massa umida inicial foi de 1 g, para todos os ensaios.
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A TCR foi calculada utilizando-se a equacao (Eq. 2), proposta por

Fisher (1921), utilizando-se os valores de massa seca das plantas:

In(mq)—In(m,)

TCR =

x 1000 (Eq. 2)

170

Em que:

TCR: representa a taxa de crescimento relativo (mg g d);
In(m+): logaritmo natural da massa seca final (g);

In(mo): logaritmo natural da massa seca inicial (g);

to: tempo inicial (d);

t1: tempo final (d).
O indice de tolerancia (IT) ao As foi obtido utilizando-se a equacao
proposta por Wilkins (1978) (Eq. 3):

TCR
TCR*

IT (%) = —— x 100 (Eq. 3)

Em que,
TCR: taxa de crescimento da planta na solugdo com As;
TCR*: taxa de crescimento da planta na solu¢ao controle, sem contaminagao

por As.

Para avaliagdo do potencial da planta em acumular arsénio, foi
utilizado como indicador o fator de bioacumulagao (FB). Este fator possibilita
a avaliagao da eficiéncia da planta em acumular o elemento quimico,
levando-se em consideracdo a concentracdo deste no meio. O FB foi
estimado de acordo com a Equacao 4 (Ma et al.,, 2001; Srivastava et al.,
2005):
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__ Concentragao As na planta (mg kg™1

FB =

Concentragio As na solugio (mg L™1)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Otimizacao da absorgao de arsénio pela Lemna

Com os ensaios realizados, observou-se que a exposicdo da lemna
ao arsénio proporcionou absorcdo e acumulo da substadncia em niveis
consideraveis. A absorgao teve relagao com os niveis de pH, concentragdes
de fésforo na forma de fosfato P-PO4 e de nitrogénio sob a forma de nitrato
N-NOs a um nivel de 5% de significancia. Pode-se observar no grafico de
Pareto (Figura 1) a representatividade de cada variavel no modelo de
regressao proposto, sendo a variavel resposta massa de arsénio removida
por unidade de massa da planta seca (ASremovido/Mpianta). Optou-se por
eliminar as variaveis nao significativas em um modelo hierarquico. Assim, as
variaveis que passaram a compor o modelo foram (Figura 1b): pH, P-PO4,
N-NOs devido a hierarquia do modelo, e os efeitos pH x pH e P-PO4 x P-
PO4 e N-NO3 x N-NOs.

P-PO4 x P-PO4 |

P-PO4 |

pH x pH |

N-NO3 x N-NO3 |

pH x N-NO3 -1,94
P-PO4 x N-NO3 [ 1,49
N-NO3 F 1,40

pH x P-PO4 | 0,99

pH | 0,94

p=0,1 p=0,05

Efeitos padronizados

(a)
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P-PO4 x P-PO4 |

P-PO4 |

pHxpH |

N-NO3 x N-NO3

N-NOs3 1,22

pH | 0,82

p=0,05

Efeitos padronizados

(b)

Figura 1. Grafico de Pareto para (a) todas as variaveis e (b) apenas para as

variaveis utilizadas no modelo.

Na Figura 2 encontra-se apresentado o grafico que relaciona os
valores experimentais e valores preditos pelo modelo de regresséo. O
modelo apresentou coeficiente de determinagéo (R?) de 77,07%, coeficiente
ajustado de 66,48% e predito de 38,27%. O modelo proposto descreve
satisfatoriamente a dindmica do processo de fitorremediagédo de arsénio pela

espécie Lemna valdiviana.
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Figura 2. Relacédo entre dados experimentais e dados preditos pelo modelo

de regressao.

A analise de variancia (Tabela 3) compila os dados do modelo de
regressao para absor¢cao de arsénio pela Lemna. Pode-se observar que a
falta de ajuste foi nado significativa em nivel de 5%, fato desejavel na

obtenc&o de um modelo de regressao.
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Tabela 3. Analise de variancia do modelo de regressao da absorgao de As

pela Lemna valdiviana

Fon_te ge Soma de Quaf:lr_ado F P valor
Variagao quadrado médio  Calculado
Modelo 6 0,620 0,103 7,280 0,001*
Linear 3 0,245 0,082 5,750 0,010*
pH 1 0,010 0,010 0,680 0,424
P-PO4 1 0,213 0,213 14,990 0,002*
N-NO3 1 0,022 0,022 1,580 0,231
Quadrado 3 0,376 0,125 8,820 0,002*
pH*pH 1 0,144 0,144 10,130 0,007*
P-PO4* P-PO4 1 0,217 0,217 15,300 0,002*
N-NO3* N-NO3 1 0,086 0,086 6,030 0,029*
Residuo 13 0,185 0,014
Falta de ajuste 8 0,133 0,017 1,610 0,310
Erro puro 5 0,052 0,010 * *
Total 19 0,805

GL: Graus de Liberdade
* Valores significativos em nivel de 5% de significancia.

Assim, de acordo com a analise estatistica proposta pelo
delineamento do composto central, a equagao que relaciona a absorgcao de
arsénio com os niveis de pH, fosforo (P-PO4) e nitrogénio (N-NO3) esta
disposta na Equacado 5. Esse resultado condiz com as expectativas do
projeto, uma vez que as variaveis foram selecionadas justamente por

apresentar grande influéncia nas condigbes do meio.

ASyemovido/ Mpianta = —1,330 + 0,589(pH) + 7,05(P) + 0,0746(N) —
0,0439(pH X pH) — 73,1(P x P) — 0,0047(N X N) (Eq. 5)

Em que,

AsSremovido/Mplanta: Massa de arsénio removido (mg) por massa de
planta seca (g)

pH: potencial hidrogenibnico;
P: concentragéo de fésforo na forma de fosfato, em mmol L';

N: concentragdo de nitrogénio na forma de nitrato, em mmol L.
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Apds a obtencao do modelo, fez-se a validagdo do mesmo por meio
de dois ensaios independentes, em que foram definidos niveis aleatérios de
pH, P-PO4 e N-NOs3s, dentro dos limites estudados. Ao final de 7 dias de
cultivo, avaliou-se a remogao de arsénio, que foi comparada com o valor
estimado utilizando-se o modelo ajustado, conforme disposto na Tabela 4.
Observou-se boa predicdo do modelo quando comparado aos resultados
experimentais, resultado avaliado como satisfatério se for considerada a

complexidade do processo descrito.

Tabela 4. Resultado dos ensaios de validagdo do modelo de regressao

Variavel Validagao 1 Validagao 2
pH 4,14 7,53
P-PO4 (mmol L) 0 0,0487
N-NO3 (mmol L) 0,0887 0,0887
AS removido/Mpianta (Mg g°™')
Modelo de regressao 0,3611 1,1077
Experimento 0,5136 1,0789
Relacdo Modelo/Experimento 0,70 1,03

Observou-se que o nivel 6timo de absor¢cdo de arsénio ocorreu sob
condicdes de pH 6,7, concentracdo de P-POs4 de 0,0488 mmol L' e
concentragdo de N-NOs de 7,93 mmol L (Figura 3). A espécie vegetal
alcangou niveis de absorgcdo de arsénio de até 1,19 mg de arsénio por
grama de matéria seca (toda planta) nas condicbes experimentais 6timas,

demonstrando ser uma excelente espécie bioacumuladora de As.

A Lemna valdiviana proporcionou 82% de reducdo da concentragao
inicial de As da agua, considerando a massa removida. Estes resultados sé&o
semelhantes aos resultados encontrados por Sasmaz et al. (2015) que, ao
avaliar as espécies Lemna gibba e Lemna minor, identificaram que, apés 8 d
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de cultivo, acumularam em torno de 0,83 e 0,45 mg g™' de As. Estes autores

ainda demonstraram que as lemnas apresentaram maior teor de arsénio que
dos metais Pb, Zn e Cu.

Mkandawire e Dudel (2005) avaliaram a espécie Lemna gibba em
ambientes alagados ao redor de uma mina de uranio e constataram que a
mesma possui elevado potencial de acumular arsénio, sendo encontrados

valores de até 1,54 mg g, o qual variou com a concentragdo do meio.

Goswami et al. (2014) cultivaram a Lemna minor sob diferentes

concentracbes de As na solucdo nutritiva e relataram que a maxima
concentragdo em que nao se observou toxicidade as plantas foi a de 0,5 mg
L' de As. Os mesmos autores obtiveram eficiéncia maxima de 70% na
remogao de As. Outros autores também verificaram que as Lemnas sao

excelente espécies bioaculmuladoras de As (Alvarado et al., 2008; Duman et
al., 2010; Leao et al., 2014)

0 OrY Sne\g S22amotivoma 1N
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Figura 3. Superficie resposta da absor¢cdo de As pela L. valdiviana em

relagdo ao pH, P-PO4 e N-NOs3, sendo os valos fixos de 6,5, 0,069 e 6,9
para pH, P-PO4 e N-NO3 respectivamente.

A faixa de pH toleravel pela Lemna sp. varia de 4 a 9 (Khataee et al.,
2012).

Entretanto, estudos apontam que o crescimento 6timo da planta é

obtido no intervalo de pH de 6 a 7,5 (Mkandawire e Dudel, 2005; Khataee et
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al., 2012). Resultados analogos foram encontrados na presente pesquisa, na
qual o pH 6timo para remocdo de As da solucdo nutritiva foi de 6,7. E
possivel observar, na Figura 4, que pequenas variagées no pH podem afetar
expressivamente a absorgdo de As pela Lemna. Assim, de acordo com os
resultados obtidos, sugere-se utilizar a Lemna valdiviana para fitorremediar

arsénio nos niveis de pH entre 6,3 e 7,0.

O arsenato é a forma dominante de arsénio sob condigdes aerdbias,
bem como foi a forma encontrada em proeminéncia nos ensaios realizados
(Tabela 6). Neste estado de oxidagao, tem-se um consenso na literatura que
o As(V) € um analogo do fosfato e, portanto, competem pelos mesmos
transportadores de absorcdo na membrana plasmatica (Rahman e

Hasegawa, 2011).

Os resultados demonstraram que o nivel 6timo de absorcao de As foi
na concentragéo de P-PO4 de 0,0488 mmol L' (1,51 mg L") (Figura 4). Tal
resultado pode ser explicado pela alta produtividade da Lemna, uma vez que
o nivel de As inicial era de 0,5 mg L'. Observou-se que a espécie
quadruplicou sua massa neste intervalo de 7 dias e, assim, acredita-se que a
absorcdo de fosfato foi impulsionada pelo crescimento da espécie. A
literatura aponta que a presenca de altas concentracdes de fosforo suprime
a absorcao de As, conforme foi evidenciado neste experimento. Mkandawire
e Dudel (2005) afirmaram que a espécie L. gibba aumentou a absorgao de
As com o aumento na concentracdo de As (V), ,mas diminuiu com o
aumento na de fosforo no meio. Para Lemna valdiviana n&o foram

encontrados estudos com tal abordagem.

O nivel de nitrogénio na forma de nitrato que possibilitou a otimizagao
da absorcao de As foi 7,9 mmol L-'. Todavia, ndo foi encontrada correlagéo
entre este resultado e a concentragao de As(lll), conforme hipétese inicial. A
maior parte do arsénio, apds o periodo de 7 d de cultivo, encontrava-se na
forma de arsenato. Uma concentracdo intermediaria do referido nutriente
pode ter proporcionado efeito sinérgico na absorgdo de arsénio, o que
entende-se que esteja ligado a mecanismos fisiolégicos complexos e nao

explicaveis, nesta tese. Chen et al. (2008) avaliaram a influéncia do nitrato e
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do aménio em cultivares de arroz. Estes autores concluiram que elevadas
concentragdes de nitrato reduzem a absor¢cédo de As e P pelas plantas. Tal
fato se da de forma indireta, pois o nitrato oxida o ferro (Fe3*) que fica em
sua forma precipitada, podendo co-precipitar com o arsénio, diminuindo a
biodisponibilidade do mesmo. Adicionalmente, Fe?*, forma dissolvida do
elemento, exerce papel fundamental na absorcédo de As, pela formacao das
placas de ferro na zona das raizes, as quais favorecem a rizofiltragdo (Chen
et al., 2008).

Otima Superi pH P NO3
. uperio 9,020 0,1379 13,7113
D: 0,9035 Atu [6,7109] [0,0488] [7,9320]
Predizer Inferior 3,940 00 0,0887

______ - <

Remoc/ma
Maximo
y = 1,1087
d = 0,90350

Figura 4. Grafico de desejabilidade da otimizagcao da remocao de As pela L.

valdiviana.

3.2. Desempenho da planta

Em nivel de 5% de significancia, nenhuma das condi¢ées do meio, pH
ou concentracao de P-POs4 e N-NOgs, influenciaram a taxa de crescimento
relativo (TCR), o indice de tolerancia (IT) das plantas ao As. Este resultado
demonstra que a absorgéo de arsénio, na concentragéo avaliada (0,5 mg L™
de As), ndo influenciou no desempenho da planta. Fato que pode ser
comprovado pelos altos valores do IT. Na Tabela 5 pode-se visualizar os
valores de TCR, IT e fator de bioacumulagdo. Observa-se que o fator de
bioacumulagdo foi maior que 1000. Altos valores de FB em macréfitas
implicam em espécies com potencial para bioindicagao e fitorremediagao de

ambientes aquaticos contaminados por As. De acordo com algumas
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literaturas, valores de FB maiores que 1000 indicam que a espécie vegetal €
hiperacumuladora (Baker et al., 1994; Liu et al., 2004; Kramer, 2010). Outro
fator de extrema relevancia é o elevado TCR da espécie, indicando que a
mesma tem um crescimento rapido e foi capaz de quadruplicar sua massa

no periodo experimental.

Tabela 5. indices de desempenho da planta

Ensaio pH (mI:nIZ?E*) (mNm";?E_1) (mngf d) IT (%) FB
1 5 0,028 2,85 213,8 128,2 1604,0
2 5 0,028 10,95 202,8 121,6 1545,7
3 5 0,11 2,85 198,9 119,2 1669,0
4 5 0,11 10,95 216,7 129,9 1149,1
5 8 0,028 2,85 2492 149,4 1430,0
6 8 0,028 10,95 210,9 126,4 1113,1
7 8 0,11 2,85 2253 135,1 1522,2
8 8 0,11 10,95 228,2 136,8 919,2
9 3,94 0,069 6,9 158,7 95,2 2048,3
10 9,02 0,069 6,9 204.6 122,7 1521,7
11 6,5 0 6,9 153,5 92,0 1642,1
12 6,5 0,1379 6,9 223,3 133,9 1397,0
13 6,5 0,069 0,0887 154,5 92,6 1937,6
14 6,5 0,069 13,7113 196,3 117,7 1424.6
15 6,5 0,069 6,9 177,7 106,5 1630, 1
16 6,5 0,069 6,9 216,8 130,0 12874
17 6,5 0,069 6,9 2114 126,7 1554,5
18 6,5 0,069 6,9 2144 128,5 1519,4
19 6,5 0,069 6,9 196,6 117,9 1748,7
20 6,5 0,069 6,9 181,8 109,0 1670,0

3.3. Absorcao de fosforo

O efeito da concentracao de fésforo no meio aquoso de cultivo da
planta foi avaliado ao final do experimento, em todos os 20 ensaios
conduzidos. A analise estatistica desses dados indicou que a absorcao de
fésforo pelo aguapé nao foi influenciada pelo nivel de pH e pela
concentracdo de nitrato na solugao nutritiva, mas apenas pela concentragao
de fosforo do meio, em nivel de 5% de significancia, conforme pode ser
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observado na grafico de Pareto (Figura 5). Os resultados mostraram que a
concentragdo de fosforo na agua se relaciona com a absor¢do de fosforo
pela Lemna de maneira linear. Tal fato justifica a menor absorgdo de As
pelas plantas em niveis elevados de P-PO4 na solugao nutritiva, uma vez

que sao absorvidos pelo mesmo mecanismo pelas plantas.

P-PO4 x P-PO4 | -1,94
P-PO4 x N-NO3 t -1470
pH t -1,56
pH Xx N-NO3 -1,42
N-NO3 | -1,2(
N-NO3 x N-NO3 r -1,03
pHxpH | -0,57

pHx PO4 0,48

p=,05
Efeitos padronizados
Figura 5. Grafico de Pareto dos fatores intervenientes na absorgdo de

fésforo pela planta.

Obteve-se 0 modelo matematico que relaciona o teor de fésforo na
planta com a concentragcdo de fésforo no meio. A Equacado se ajustou
satisfatoriamente aos dados (Figura 6), tendo um coeficiente de
determinacdo de 86,5%. A equacdo de regressdo em unidades n&o
codificadas, que relaciona a massa de fésforo removida por unidade de
massa seca de L. valdiviana (mg g-') com a concentragdo de P-PO4 (mmol L
') na solug&o nutritiva, esta disposta a seguir (Eq. 6). Tal informacgéo é util na

analise e estimativa da produgcdo de biomassa vegetal aquatica em corpos
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hidricos eutrofizados ou no tratamento terciario de efluentes, em que se

queira priorizar a remocao de fésforo do meio.

P-PO 4(removido)/Massaplanta) = 1,088 + 101,67 (P-PO4) (Eq 6)
L~
15 e //
= 125 /  J
DE._ 10
E - o 90
),_—q— -
: pd
a 5
d /
2.5 v
®
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

P-PO4 (Y1, (mg/g), Experimental)

Figura 6. Relagdo entre dados experimentais e preditos com relagdo a

absorc¢ao de fésforo pela Lemna valdiviana.

3.4. Especiagao de arsénio

Apos o periodo de 7 dias de cultivo, as amostras da solugcdo foram
avaliadas com relagcédo a concentragdo de As(V) e As(lll). Constatou-se que
a maior parte do As encontrava-se na forma pentavalente, como pode ser
verificado na Tabela 6. Tal resultado corrobora a dinamica de arsénio no
meio, uma vez que a forma mais estavel do As é no estado oxidado. A
concentracido de nitrato e o pH do meio n&o influenciaram o especiagao do
arsénio ao final de 7 dias de cultivo. O monitoramento do potencial de

oxirredugao, bem como o pH nos 20 ensaios conduzidos durante os 7 dias,
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podem ser visualizados nos graficos Box plot apresentados na Figura 7.
Nota-se que o pH inicial foi alterado ao longo do periodo de ensaio,
tendendo a neutralidade. Observou-se que os extremos do Eh foram obtidos
nos ensaios 9 e 13, sendo que o primeiro corresponde ao ponto axial da

variavel pH, igual a 3,94, e o ensaio 13 ao nivel minimo de N-NOs.

Tabela 6. Proporcéo entre as espécies de arsénio ao final dos ensaios

Ensaio oH (mPr;'Z?C_O (n':'r;ﬁlol_”_w % As(V) % As(lll)
1 5 0.028 2.85 854 14.6
2 5 0,028 10,95 50,7 493
3 5 0,11 2,85 90,5 9,5
4 5 0.11 10,95 100,0 0,0
5 8 0,028 2.85 77.9 221
6 8 0,028 10,95 88.8 11,2
7 8 0,11 2,85 93.0 7.0
8 8 0.11 10,95 82.1 17.9
9 3,94 0,069 6.9 915 8,5
10 9,02 0,069 6.9 90,2 9,8
11 6.5 0 6.9 26.0 74,0
12 6.5 0,1379 6.9 938 6.2
13 6.5 0,069 0,0887 89,5 10,5
14 6.5 0,069 13,7113 94.4 5.6
15 6.5 0,069 6.9 936 6.4
16 6.5 0,069 6.9 89.0 11,0
17 6.5 0,069 6.9 95.2 48
18 6.5 0,069 6.9 94.4 56
19 6.5 0,069 6.9 94 5 5,5

N
o

6,5 0,069 6,9 83,6 16,4
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Figura 7. Monitoramento do pH (a) e Potencial de oxirredugao (Eh) (b)

durante os 7 d de cultivo na solugao nutritiva.
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4. CONCLUSOES

A espécie Lemna valdiviana demonstrou ser uma macrofita
hiperacumuladora de arsénio, apresentando elevado potencial de
utilizacao na fitorremediacédo de aguas contaminadas;

Os niveis 6timos verificados para absor¢do de As, utilizando a L.
valdiviana, é pH entre 6,3 e 7,0; concentragdo de 0,0488 mmol L' de
P-PO4 e de 7,9 mmol L' de N-NOs3;

O modelo matematico obtido se ajustou de forma satisfatéria aos
dados obtidos bem como nos ensaios de validagao;

A Lemna valdiviana foi capaz de acumular 1190 mg kg™' de As (base
seca) do meio aquoso e reduzir 82% da concentragao inicial, que era
de0,5mgL";

Observou-se aumento linear da absorg¢ao de fosforo pela planta com
a concentracdo de fosforo na solugdao nutritiva e proporcionou o
decréscimo na absorgao de arsénio pela planta;

A taxa de crescimento relativo e indice de tolerancia demonstraram
que a espeécie vegetal avaliada apresenta elevado crescimento e a
concentragéo de 0,5 mg L' ndo influenciou em seu desenvolvimento.
Em média, 85% do As(lll) contido inicialmente foi convertido em
As(V), apos 7 d de cultivo na solugao nutritiva, ndo sendo influenciado

pelo pH e concentragao de nitrato na mesma.
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CAPITULO IV: ARTIGO TECNICO-CIENTIFICO

CINETICA DE ABSORCAO DE ARSENIO PELAS ESPECIES Eichhornia
crassipes E Lemna valdiviana SOB CONDICOES OTIMIZADAS

RESUMO

A remocéao de As de aguas contaminadas tem sido tratada como tecnologia
necessaria para minimizar seus impactos nos ecossistemas. Algumas
plantas, expostas a metais pesados apresentam tolerancia e acumulam os
mesmos, no processo denominado fitorremediacdo. Neste trabalho,
objetivou-se estudar a cinética de absor¢cdo de arsénio pelas espécies
Eichhornia crassipes e Lemna valdiviana, em condi¢cdes preestabelecidas de
pH e concentracbes de fosfato e nitrato na solugdo nutritiva. Foram
objetivos, também, avaliar a cinética de conversao entre As(lll) e As(V) e o
efeito de diferentes concentragcdes de As no desenvolvimento das espécies.
As plantas foram cultivadas em solugbes nutritivas contendo diferentes
concentragdes de arsénio, as quais foram 0; 0,56; 0,89 e 1,38 mg L', para o
aguapé, e de 0; 0,13; 0,48; 099 e 1,4 mg L', para a Lemna. O
monitoramento da remogao de arsénio pelas espécies vegetais foi feito pela
amostragem nos intervalos de tempo de 0; 4; 8; 16; 24; 48; 96; 144; 192 e
240 h, para o aguapé, e de 0; 4; 8; 16; 24; 48; 96; 144; 168 h, para a lemna.
As amostras foram submetidas as analises de arsénio total, As(lll), As(V) e
fésforo. A cinética de primeira ordem se ajustou a cinética de remogéao de As
pelas espécies vegetais, sendo observado que o coeficiente de decaimento
de arsénio do meio (k) diminuiu com o aumento na concentragao inicial na
solugdo nutritiva. Para o aguapé, a absorgéo foi evidenciada a partir de 96 h
de cultivo, tempo coincidente com maiores formagbdes de As(V). Para
Lemna, o metal s6 foi absorvido pela planta apds decaimento nos niveis de
fosfato do meio, o qual ocorreu no tempo de 48 h. Concentragdes acima de
1 mg L-" implicaram em efeitos deletérios em ambas espécies vegetais e em
comprometimento do processo de fitorremediacdo, sendo que o fator de
bioacumulagdo decresceu a partir dessa concentragdo, tanto para

Eichhornia crassipes quanto para Lemna valdiviana.
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Palavras chave: Aguapé, lentilha d’agua, arsenato, arsenito, coeficiente de

decaimento.
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ABSORPTION KINETICS OF ARSENIC BY Eichhornia crassipes AND
Lemna valdiviana UNDER OPTIMIZED CONDITIONS

ABSTRACT

Arsenic removal of contaminated water has been treated as necessary
technology to minimize its impacts on ecosystems. Some plants, exposed to
heavy metals show tolerance and accumulate them, in the process
phytoremediation. The objectives of this work were to study the kinetics of
arsenic absorption for Eichhornia crassipes (water hyacinth) and Lemna
valdiviana (lemna) under pre-established conditions of pH and concentrations
of phosphate and nitrate in the nutrient solution. Also, they were objective of
this work evaluate the conversion kinetics of As (Ill) and As (V) and the effect
of different concentrations of As on the development of aquatic plants. The
plants were cultivated in nutrient solutions containing different arsenic
concentrations, which were 0; 0.56; 0.89 and 1.38 mg L' for water hyacinth
and 0; 0.13; 0.48; 0.99 and 1.4 mg L for lemna. Monitoring of arsenic
removal by plant species was done by sampling at time intervals of 0; 4; 8;
16; 24; 48; 96; 144; 192 and 240 h for water hyacinth and at intervals of 0; 4;
8; 16; 24; 48; 96; 144; 168 h for lemna. The samples were analyzed for total
arsenic, As (lll), As (V) and phosphorus. First order kinetics described As
removal by the plant species, and it was observed that the decay coefficient
of arsenic from the medium (k) decreased with the increase in the initial
concentration in the nutrient solution. For water hyacinth absorption was
evidenced after 96 h of cultivation, coinciding with larger As (V) formation.
For lemna, the metal was only absorbed after a drop in the phosphate levels
of the medium, which occurred after 48 h. Concentrations of As above 1 mg
L' had deleterious effects on both plant species, that impaired the
phytoremediation process and the bioaccumulation factor decreased above

this concentration for both Eichhornia crassipes and Lemna valdiviana.

Keywords:Water hyacinth, duckweed, arsenate, arsenite, decay coeficient.
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1. INTRODUCAO

O arsénio € um metaloide considerado como 20° elemento quimico
mais abundante na crosta terrestre (Zhang et al., 2002) e sua disseminagao
ambiental tem sido cada vez mais identificada. A liberacido de compostos de
arsénio no ambiente esta associada com uma variedade de fendmenos e
processos, tais como atividade vulcanica, material geoldgico, queima de
combustiveis e atividades industriais, tais como producdo de vidros,
plasticos, produtos quimicos e farmacéuticos, materiais semicondutores e
eletrénicos, mineragao e, também, com o uso de pesticidas e herbicidas a

base de arsénio (Jain e Ali, 2000; Yamamura e Amachi, 2014).

A periculosidade do arsénio relaciona-se a seu efeito deletério a
saude humana (Singh et al., 2015b). A exposicdo crdnica ao arsénio
inorganico causa varios disturbios em diferentes sistemas biolégicos, como o
sistema digestivo, respiratério, cardiovascular, sistema enddcrino, renal,
neurolégico e sistema reprodutivo que, no geral, ddo origem ao cancer
(Maharjan et al., 2005).

Estudos tém constatado a presengca de arsénio em elevadas
concentragbes em aguas naturais, fato que tem gerado preocupagdo em
escala mundial. Os casos de poluicado mais relevantes tém sido reportados
em paises como a China, Taiwan, india, Bangladesh, EUA, Canada, México,
Chile, Argentina, Nova Zelandia, Pol6nia, Hungria, Croacia, Sérvia e
Roménia (Jovanovic et al., 2011). No Brasil, estudos relatam a exposicéo
humana ao arsénio em aguas superficiais, sendo que Minas Gerais € a
unidade da federagdo mais estudada devido a atividade mineradora (Litter et
al., 2012). Matschullat et al. (2000) estudaram a regido conhecida como
“quadrilatero ferrifero mineiro” e relataram concentragbes médias de arsénio
em aguas superficiais de 30,5 yg L' (variando de 0,4 a 350 pyg L). Os
mesmos autores observaram variagdes de 200 a 860 ug kg no solos e de

22 a 3200 ug kg' em sedimentos.
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Em vista de sua disseminagdo no ambiente, como um todo, a
remocédo de As de aguas contaminadas tem sido tratada como tecnologia
necessaria para minimizar seus impactos nos ecossistemas. Embora
diferentes abordagens fisicas, quimicas e biolégicas tenham sido
empregadas para esse fim, a fitorremediagcao destaca-se como tecnologia
promissora, na qual se utilizam plantas com o intuito de proporcionar a
remocédo de contaminantes da agua (Ali et al., 2013). Existem algumas
plantas que podem acumular As em sua biomassa vegetal, tais como a
Pteris vittata L. (Raj e Singh, 2015), Wolffia globosa (Zhang et al., 2009),
Spirodela polyrhiza L. (Rahman et al., 2008), Lemna gibba L. (Duman et al.,
2010), Azolla caroliniana (Zhang et al., 2008) e Eichhornia crassipes
(Alvarado et al., 2008).

Essas plantas, quando cultivadas em meios contaminados com
metais pesados, apresentam tolerancia e acumulam os mesmos por meio de
ajustes e alteragdes dos seus mecanismos fisiolégicos, dependendo do tipo
de poluente, concentracao e condicdes do meio e espécies vegetal cultivada
(Islam et al., 2015). No caso de As, a via principal de absorgdo de As(V) é
através de transportador de fosfato e As(lll) que utiliza as aquagliceroporinas
(Meharg e Jardine, 2003).

As espécies Eichhornia crassipes (aguapé) e Lemna sp. tém se
mostrados espécies promissoras neste contexto, pois possuem capacidade
de acumular arsénio em quantidades expressivas. Ambas sao macrofitas de
rapida propagacdo em ambientes eutroficos, conhecidas como pragas
aquaticas, fato desejavel quando se almeja retirada de algum contaminante.
Adicionalmente, sdo espécies adaptadas ao clima tropical e de facil acesso

em toda extensao do Brasil.

Diante da periculosidade do arsénio e sua disseminagdo ambiental,
diversos estudos tém sido conduzidos com intuito de se avaliar aspectos
fisiologicos da planta, no que se refere a sua potencialidade como
remediadora de meios contaminados. Ainda sdo pouco abordados fatores
que tornam tal processo viavel em aplicagdes reais e que obtém parametros

de engenharia para sua aplicagao.
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Nos capitulos Il e Ill desta pesquisa, avaliaram-se as condi¢coes
otimas de pH, fosfato e nitrato para absor¢do de As pelas espécies
Eichhornia crassipes e Lemna valdiviana. Neste capitulo, objetivou-se
estudar a cinética de absor¢cdo de arsénio para ambas espécies nas
condigbes estabelecidas nos capitulos anteriores. Sao objetivos também
avaliar a cinética de conversao de As(lll) e As(V) e o efeito de diferentes

concentragdes de As no desenvolvimento das espécies.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao e aclimatacgao das plantas

Plantas aquaticas da espécie Eichhornia crassipes (Mart.) Solms
(Aguapé) e Lemna valdiviana foram coletadas no horto botanico da
Universidade Federal de Vigosa, higienizadas e aclimatadas por dois meses,
em recipientes de polietileno (0,30 x 0,30 x 0,22 m), contendo 2 L de solugéo
nutritiva Clark (1975), pH 6,5 (Leéo et al., 2014). As plantas foram mantidas
em sala de crescimento de plantas, sob temperatura (25 + 2 °C) e
luminosidade controladas e fotoperiodo de 16 horas, sendo a solugao

nutritiva trocada a cada sete dias.

2.2. Delineamento experimental: cinética de remogao

A espécies E. crassipes e L. valdiviana foram cultivadas, em
duplicatas, sob diferentes concentragdes de arsénio, as quais foram 0; 0,56;
0,89 e 1,38 mg L', para o aguapé, e 0; 0,13; 0,48; 0,99 e 1,4 mg L™, para
Lemna. O arsénio foi adicionado na forma de arsenito de sodio (NaAsO2).
As condi¢cdes do meio com relagao aos niveis de pH, P-PO4 e N-NO3 foram
ajustadas de acordo com as condigcdes obtidas nos capitulos Il e lll,
conforme disposto na Tabela 1. Os demais micronutrientes foram

balanceados com solug&o nutritiva Clark (1975).

Tabela 1. Niveis utilizados para o ensaio de cinética de remogao de As pelas

especies vegetais

Espécie vegetal pH P-PO4(mmol L") N-NO3(mmol L)

E. crassipes 7,5 0,0 0,0887
L. valdiviana 6,7 0,0488 7,93
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O acompanhamento da remogao de arsénio pelas espécies foi feito
pela coleta de amostra de agua (10 mL) de todos os ensaios nos intervalos
de tempo de 0; 4; 8; 16; 24; 48; 96; 144; 192 e 240 h, para o aguapé, e de 0;
4; 8; 16; 24; 48; 96; 144; 168 h, para lemna. No tecido vegetal das plantas
analisou-se os teores de arsénio total, As(lll), As(V) e fésforo. Para a lemna,
a planta foi analisada por inteiro devido a suas caracteristicas morfologicas.
Para o aguapé, fez-se a quantificacdo nas raizes e parte aérea em

separado.

As curvas representativas da cinética de remocao de arsénio foram
obtidas relacionando tempo e eficiéncia para as diferentes concentracdes

nas solugdes nutritivas.

Ao longo deste periodo foram monitorados, diariamente, os
parametros pH e potencial de oxirreducdo (Eh), além da condutividade
elétrica da agua. Ao final do periodo de cultivo, foi computada a
evapotranspiracao, calculada com base na diferenca entre o volume inicial e
final de solugdo no recipiente, bem como realizada a validagdo do modelo

matematico obtido.

No que se refere a Lemna valdiviana, 4 g de massa de planta umida
foram acondicionadas em recipientes de 2 L contendo solugdo nutritiva
contaminada com As. Em relagdo ao aguapé, foram selecionadas plantas de
tamanhos semelhantes, sendo as mesmas pesadas umidas no inicio do
experimento e também cultivadas em recipientes contendo 2 L de solugao

nutritiva contaminada com As.

2.3. Determinagao do arsénio total e fésforo total e especiagcao
do As (As(lll) e As(V))

A concentracédo de arsénio e de fosforo total foram determinadas na
solugao nutritiva contaminada com As, nos intervalos supracitados, e nas
macrofitas como um todo (folhas + raizes), para lemna, e, no aguapé,

separaram-se folhas e raizes. O tecido vegetal foi submetido a digestéo
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acida, constituida pela adigao de 10 mL de uma mistura contendo uma parte
de acido nitrico e trés partes de acido perclérico, sob temperatura de 100 °C,
até que as amostras se apresentassem clarificadas. As mais baixas
temperaturas utilizadas na digestdo das amostras se deveu para que nao
houvessem perdas de As por volatilizacdo. Os elementos foram analisados
no Espectrometro de Emissdo de Plasma ICP-EOS, no Departamento de
Solos da UFV.

Para quantificagdo das espécies As(lll) e As(V), as amostras foram
fitradas em membranas de 0,45 ym e armazenadas em baixa temperatura
(< 4 °C). A especiagao quimica foi realizada utilizando-se um espectrémetro
de fluorescéncia atbmica com geragcao de hidretos (HG-AFS), , acoplado a
uma coluna de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As condi¢cbes
cromatograficas e os parametros instrumentais do HPLC-HG-AFS estéo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Condi¢des experimentais para especiacdo quimica do arsénio

HPLC
Coluna Hamilton PRP-X100 (250 mm x 4,1 mm i.d., Didmetro
de particulas da coluna: 10 ym)
Fase Mével 15 mmol L' de fosfato de potassio (KH2POa4,
K2HPO,) ajustado para pH 6.
Loop de amostra 200 yL
Vazao 1,4 mL min
HG
NaBH4/NaOH* 1,8% (m/v) NaBH4 em 0,1 mol L' NaOH; 2 mL min-!
Solugéo Acida* 12,5% (v/v) HCI; 2 mL min~"
NaBH4/NaOH** 0,9% (m/v) NaBH4 em 0,1 mol L-* NaOH; 4 mL min-'
Solugéo Acida** 25% (v/v) HCI; 9 mL min-"
Vazao de amostra 9 mL min-"’
AFS
Detector Excalibur (PS Analytical, modelo 10.055)
Lampada Arsénio (193.7 nm)
Corrente primaria 27,5 mA
Corrente de impulso 35,0 mA
Gas de arraste Argbnio, 400 mL min~"
Gas de secagem Argonio, 1 L min-!

*Parametro para o sistema HPLC-HG-AFS.
** Par@metro para o sistema HG-AFS.
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2.4. Avaliagcdo do desempenho, fator de bioacumulagao e

translocacao na planta

Para avaliacdo do desempenho das plantas apds o periodo
experimental, calculou-se a taxa de crescimento relativo (TCR) e seu indice
de tolerancia (IT) ao As. Para obtengdo da TCR, ao final dos ensaios, as
plantas foram abundantemente lavadas com agua deionizada e colocadas
em estufa de ventilacdo forcada a 65 °C, até massa constante. A massa
seca inicial foi obtida a partir de estimativa do conteudo de agua nas plantas,
nas mesmas condicdes utilizadas no ensaio experimental, fazendo a relagao

entre a massa fresca e seca.

A TCR foi calculada utilizando-se a equacao (Eq. 1) proposta por

Fisher (1921), na qual a massa seca das plantas é variavel independente:

_ In(my)—-In(m,)

TCR X 1000 (Eq. 1)

t1—to

Em que:

TCR: representa a taxa de crescimento relativo (mg g™ d");
In(m+1): logaritmo neperiano da massa seca final (g);

In(mo): logaritmo neperiano da massa seca inicial (g);

to: tempo inicial (d);

t1: tempo final (d).

O indice de tolerancia (IT) ao As foi obtido utilizando-se a equacao
proposta por Wilkins (1978) (Eq. 2):

TCR

IT (%) = TCR*

x 100 (Eq. 2)

Em que,
TCR: taxa de crescimento da planta na solugdo contaminada com As;
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TCR*: taxa de crescimento da planta na solugao controle, sem contaminagao

por As.

Para avaliagdo do potencial da planta em acumular arsénio, foram
utilizados como indicadores o fator de translocacédo (FT) e o fator de
bioacumulagcdo (FB). O FT da indicativos da eficiéncia da planta em
transportar um elemento da raiz para a parte aérea. Ja o FB possibilita uma
avaliagao da eficiéncia da planta em acumular o elemento quimico, levando-
se em consideragao sua concentracdo no meio. O FB e FT foram estimados
de acordo com as Equagdes 3 e 4, respectivamente (Ma et al.,, 2001;

Srivastava et al., 2005). Para a Lemna foi obtido apenas o FB.

Concentracio As na planta (img kg=1
FB = ¢ p (mg kg™") (Eq. 3)

Concentracio As na solugio (mg L™1)

Concentracio As na parte aérea (mg kg=?
FT = ¢ p (mg kg™) (Eq. 4)

Concentragio As na raiz (mg kg=1)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serao apresentados e discutidos, separadamente, os

resultados obtidos para Eichhornia crassipes e Lemna valdiviana.

3.1. Cinética de remog¢ao de As pelo aguapé

Os valores de decaimento da concentracdo de arsénio da agua
utilizando aguapé como planta fitorremediadora estao dispostos na Figura 1
para as concentragdes de 0,56; 0,87 e 1,39 mg L™, respectivamente. A
absorgao de arsénio pelo aguapé demonstrou ser dependente do tempo de
cultivo da planta na solugao nutritiva contaminada com As. Dois modelos se
ajustaram satisfatoriamente a cinética de absorgédo do As pelo aguapé: linear
e decaimento exponencial de primeira ordem, cujos coeficientes encontram-
se apresentados na Tabela 1. Embora haja poucos estudos, a literatura
aponta equacgdes para descrever a cinética de acumulo de arsénio via
fitorremediacgéo, tais como linear (Abedin et al., 2002), primeira ordem (Wang
et al., 2013), hiperbdlica ou Michaelis-Menten (Irtelli e Navari-lzzo, 2007).
Nao ha, no entanto, um consenso em relagédo a qual equagao descreve
melhor o processo, uma vez que isso depende de varios fatores, tais como

condigdes do meio, espécie vegetal e concentragéo e forma do metal.

Tabela 3. Parametros de ajuste para o modelo linear e o de primeira ordem

para cinética de remogao de As pelo aguapé

Concentragido Linear Primeira ordem
inicial As (mg L") y=bx+a y = ae b*
0,56 0,87 1,39 0,56 0,87 1,39

R? 0,9494  0,8711 0,9563 0,9609 0,8653 0,9644
R2ajust 0,9466  0,8639 0,9539 0,9508 0,8578 0,9624
SEE 0,0335 0,0404 0,0267 0,0294 0,0413 0,0241

a 0,5141* 0,8730* 1,3760* 0,5331* 0,8765* 1,3806*

b - -0,0012*  -0,0014*  0,0053* 0,0016* 0,0012*
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0,0017*

SEE: Estimativa do erro padrdo R? coeficiente de determinagdo R?Zajust:
Coeficiente de determinagéo ajustado; * Significativo a 1% de significancia.

A cinética de absorgdo de arsénio pelo aguapé depende da
concentragado inicial de As no meio. Observou-se que, quanto maior a
concentracdo de As inicial, menor a taxa de remocdo do metal.
Adicionalmente, com a passar do tempo, as plantas reduzem sua taxa de
crescimento e a absorcdo do As se torna cada vez menor. Portanto,
considerou-se que modelo de primeira ordem descreve melhor a cinética do

processo, neste estudo.
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Figura 1. Remoc¢ao de As pelo aguapé com o tempo, quando cultivado em
solugéo nutritiva contendo concentragdes de (a) 0,56 mg L™'; (b) 0,87 mg L

e (c) 1,39 mg L' desse elemento quimico.

Os modelos ajustados confirmaram a relagdo entre a concentragao
inicial estimada (modelo) e a concentragdo inicial real, conforme pode ser
verificado na Figura 2. O coeficiente de remog¢ao de As (k) pela planta
decresceu a medida que se aumentou a concentragao inicial de arsénio no
meio. O k foi de 0,0053; 0,0016 e 0,0012 h'' para as concentracdes de
0,56;0,87 e 1,39 mg L™, respectivamente. Este fato demonstra que, quanto
maior a concentragao de arsénio inicial, menor a taxa de absor¢éo da planta

em fungéo do tempo.

Assim, fica explicito a toxicidade do metal para a espécie vegetal a
medida que se aumenta sua concentracdo no meio. Resultados semelhantes
em relacao a toxicidade de plantas pelo As foram encontrados por Abedin et
al. (2002), Alvarado et al. (2008) e Singh et al. (2015a). Adicionalmente, a
forma adicionada de arsénio a solucao foi As(lll), forma mais téxica do metal,

quando comparado ao As(V). Em estudo utilizando alface (Lactuca sativa L),
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Gusman et al. (2013) identificaram que a absorcdo de arsénio pela planta
aumenta com o aumento de As(V) e diminui para concentragcdes de As(lll)
acima de 0,53 mg L', tal como observado na presente pesquisa. Estes
autores apontaram possivel efluxo do arsenito das raizes para rizosfera e,
portanto, menor absor¢ao final do mesmo. A sua toxicidade se deve a alta
afinidade por grupos sulfidrilas de biomoléculas, implicando em efeitos
deletérios em todas fungdes da planta (Zhao et al., 2009).

1,6

1,4 4 CO estimado 0’9976C0

R* =0,9992

1,2 4
1,0 4
0,8 1
0,6 1

0,4

Concentragdo inicial modelo (mg/L)

0,2

0,0 T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

Concentragao inicial real (mg/L)
Figura 2. Relagdo entre a concentragéo inicial estimada utilizando-se a

equacao de regresséao ajustada e a concentragao inicial real de As.

Na Figura 3 esta representado a dindmica do arsenato e arsenito nas
trés concentragdes monitoradas. A partir do quarto dia (96 h), a maior parte
do As(lll) foi oxidado a As(V). Pode-se observar claramente que, pela linha
de eficiéncia de absor¢do, ha aumento na taxa de absorgcédo a partir deste
mesmo momento, o que indica que, quando ha formagéao de As(V) no meio,
ocorre maior absorcdo do metal. Explica-se este fenbmeno devido aos
mecanismos de absorcdo do arsénio. O arsenato possui estrutura

semelhante a do fésforo e €& absorvido pelas células radiculares via
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transportadores de fosfato e, portanto, sua entrada é favorecida na planta.
Em contrapartida, o arsenito também ser absorvido por meio das
aquaporinas (classe de proteinas que formam poros na membrana celular
das plantas), sendo identificado como substancia estranha para planta, logo,
mais toxico (Wang et al., 2002; Wang et al., 2013; Leéo et al., 2014).

Ao final do experimento, a propor¢cdo de As(lll) na solugdo nutritiva
contaminada se sobressaiu em relagdo a de As(V), demonstrando que a
forma pentavalente foi absorvida em maior quantidade pelas plantas, e os
teores n&o absorvidos foram correspondentes aos do  As(lll).
Adicionalmente, o monitoramento do potencial de oxirredugdo mostrou
influéncia na dindmica do arsénio no meio. Nota-se um decréscimo no
potencial ao final do experimento, fato que coincide com o aumento na

concentracéo de As(lll) no meio.
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As 0,89 mg/L
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Figura 3. Dindmica das espécies de As ao longo do periodo de cultivo de

aguapé em solugao nutritiva contaminada com concentragées de (a) 0,56 (b)
0,89 e (c) 1,38 mgL"' de As, potencial de oxirredugao do meio e eficiéncia de

remocao de As pela planta.

Na Tabela 4 estdo os valores de taxa de crescimento relativo (TCR),
indice de tolerancia (IT) e fator de bioacumulagéo (FB) do As nas plantas.
Pode-se notar que houve diferenga significativa entre o controle e as plantas
cultivadas em solugdo nutritiva contaminada com As. Tal fato é,
possivelmente, devido a presenca de fosfato no ensaio controle e auséncia

do mesmo nos ensaios em que foi utilizada a solugdo nutritiva contaminada
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com As. Todavia, como o objetivo € a maxima absor¢cdo do metaloide e nao
o crescimento da planta, considera-se aplicavel a minimizacdo da
concentracido de fosfato para maximizar a remocao de As. Adicionalmente,
observou-se necrose foliar nas plantas submetidas as concentragdes de
1,38 mg L' de As (Figura 4).

As espécies inorganicas de arsénio sao geralmente toxicas para as
plantas, mesmo para aquelas que sao capazes de acumular o mesmo. O
arsenato atua como um analogo do fosfato e é transportado através da
membrana plasmatica, por meio de sistemas de transporte de fosfato. Uma
vez dentro do citoplasma, ele compete com o fosfato, por exemplo
substituindo o fosfato em ATP para formar ADP-As instavel, o qual conduz a
interrupcdo de fluxos de energia em células (Meharg e Hartley-Whitaker,
2002). No entanto, Bertolero et al. (1987) ressaltaram que o arsenato é
rapidamente reduzido a arsenito no tecido vegetal e, portanto, baixas
concentragdes de As(V) nao irdo exercer toxicidade a planta. Tal fato explica
o comportamento observado apenas na concentragdo de 1,38 mg L', na
qual também ocorreu expressivo fator de translocacdo (0,15). O arsenito
também ¢é altamente tdxico para as plantas, uma vez que reage com 0s
grupos sulfidrilas (-SH) de enzimas e proteinas teciduais, levando a inibigao
das funcdes celulares e até morte da planta. Esta reducédo do arsenato em
arsenito é provocada pela sintese de substancias quelantes, principalmente
a glutationa, e posterior compartimentagcao destes compostos ligados ao

arsenito nos vacuolos (Meharg e Hartley-Whitaker, 2002; Leao et al., 2014).

Tabela 4. indices médios de desempenho da planta de acordo com a

concentracdo de As na solucio nutritiva de cultivo

As Inicial TCR IT FT
(mg L") (mg g''d™) (%)

Controle 55,97 a 100,00 a -
0,5 13,87 b 2478 b 0,19
1,0 27,10 Db 48,42 b 0,02
1,5 16,14 b 28,85Db 0,15
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Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna, nao diferem entre si
em nivel de 5% de significancia pelo teste Dunnett.

(a) (b) (c)

Figura 4. Plantas expostas a diferentes concentragbes de arsénio (a) 0; (b)

0,89 e (c) 1,38 mg L na solug&o nutritiva utilizada no cultivo.

O fator de translocagao (FT) mostra que o aguapé retém maior parte
do As nas raizes. Em termos operacionais, este resultado indica que para
efetiva remocgao de As da agua faz-se necessaria remocgao de toda planta,
com cuidado especial para as raizes, onde se encontra maiores teores de
As.

Houve decréscimo no fator de bioacumulagdo do metal pelo aguapé
de acordo com a concentragdo de As. Singh et al. (2015a) também
observaram decréscimo no acumulo de arsénio na planta a medida que se
aumenta sua concentragdo no meio. Fato explicado pelo limite de tolerancia
da planta. Portanto, pode-se que concluir que, para as condicdes
experimentais desta pesquisa, a concentracdo maxima suportavel de As na
a4gua em que é cultivada a espécie Eichhornia crassipes é de 1 mg L', E
importante ressaltar que esta concentracdo, por se tratar de um metal
pesado, € elevada. Fato corroborado pelas diretrizes da Organizagao
Mundial de Saude, que preconiza concentragdo maxima de As na agua

potavel de 0,01 mg L' (Who, 2011). No Brasil, o langamento de efluentes
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contendo arsénio limita a concentragdo do metal a 0,5 mg L™, indicando
potencial de utilizagdo da espécie vegetal para tratamento de efluentes e

aguas superficiais (Brasil, 2011).
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Figura 5. Fator de bioacumulagdo (FB) de acordo com a concentragao de
arsénio na solugao nutritiva contaminada com As, utilizada no cultivo das

plantas.

3.2. Cinética de remocao de As pela Lemna valdiviana

Tal como observado para o aguapé, a L. valdiviana apresentou
decaimento da concentragdo de arsénio ao longo do periodo de tempo de
seu cultivo na solugéo nutritiva contaminada. De maneira analoga, optou-se
por utilizar a equagado de cinética de primeira ordem para descrever a
variagao da concentragao de arsénio do meio ao longo do periodo de tempo

de cultivo, estando os coeficientes da regressao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Parametros de ajuste para o modelo linear e o de primeira ordem

para cinética de remocgao de As pela L. valdiviana

Concentracao Primeira ordem
inicial As (mg L") y = ae b*
0,13 0,48 0,99 1,4

R? 0,8229 0,9387 0,9866 0,7985
RZajust 0,8118 0,9348 0,9858 0,7859
SEE 0,0178  0,0311  0,0199 0,0619

a 0,13768* 0,5057* 1,0021* 1,4126*

b 0,0070* 0,0056* 0,0035* 0,0015*

SEE: Estimativa do erro padrdo R? coeficiente de determinagdo R?Zajust:
Coeficiente de determinagéo ajustado; * Significativo a 1% de significancia.
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Figura 6. Remocao de As pela lemna com o tempo, quando cultivada em
solugéo nutritiva contendo concentragdes de (a) 0,13 mg L™"; (b) 0,48 mg L™";

() 0,99 mg L'e 1,4 mg L' desse elemento quimico.

Para lemna, observou-se decréscimo linear do coeficiente de remogao
com as concentragdes de As avaliadas na solugdo nutritiva de cultivo da
planta (Figura 7). Assim, pode-se estimar a taxa de absorgéo de arsénio pela
planta a partir da concentragcdo do metal na solugéo nutritiva contaminada.
Utilizando-se a equacéao de cinética de remocgao de primeira ordem, pode-se
calcular o tempo necessario de cultivo da planta para que se possa alcancar
a concentragao final almejada. Este dado é extremamente util na aplicagéo

real do processo de fitorremediacgao.
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Figura 7. Relagao entre coeficiente de remogéo de As (k) e concentragao de

arsénio na solugao nutritiva contaminada utilizada no cultivo da L. valdiviana.

Pela Figura 7, ao utilizar o modelo linear obtido, pode-se observar
que, para concentragbes de arsénio acima de 1,77 mg L', ndo ha remogao
expressiva de As no meio, tendo sido o coeficiente de remogao igual a zero
quando a solugao nutritiva apresentou esta concentragao sob as condigdes
testadas. Vale ressaltar que o que decresce é a taxa de remogao de arsénio
€ ndo a massa removida pelas plantas. Diversos trabalhos apontam maior
acumulacao de arsénio na planta com aumento de sua concentracdo no
meio, o que também foi verificado neste trabalho (Alvarado et al., 2008;
Duman et al., 2010; Leéo et al., 2014). Todavia, o observado neste trabalho
€ que a taxa em que a planta remove o arsénio diminui com o aumento na

concentracao de As na solucao nutritiva.

Diferentemente do observado para o aguapé, nos ensaios com a L.
valdiviana foi constatado que a maior parte do As(lll) foi oxidado para As(V)
imediatamente na mistura dos sais, por ocasido do preparo da solugao
nutritiva contaminada (Figura 8). Este resultado possivelmente &

consequéncia do concentragao de nitrato, presente na concentracio de 7,93
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mmol L' N-NOs3 para o ensaio com lemna e paro aguapé na concentragdo

de 0,0887 mmol L.
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Figura 8. Dinamica das espécies de As ao longo do periodo de cultivo da L.
valdiviana em solugao nutritiva contaminada com concentragbes de (a) 0,13
(b) 0,48 e (c) 0,99 e (d) 1,4 mg L, potencial de oxirredugdo do meio e

eficiéncia de remogao de As pela para as.

Mesmo que o arsenato tenha sido formado desde o inicio do ensaio, a
absorcao de As pela lemna s6 comegou a ser observada apos o tempo de
retengcao de 48 h. Assim, pode-se observar que a dinamica de arsénio nao
interferiu na remogao do metal, como foi observado para o aguapé. Todavia,
outra condicdo do meio culminou neste resultado: a presenca de fésforo em

solucgao.

A Figura 9 mostra a variagdo da concentragédo de fésforo no meio ao
longo do periodo de tempo de cutilvo da planta, bem como a massa de
arsénio removida mesmo intervalo. Ficou explicito que a absorgao de As so
iniciou apds a diminuicdo na concentragao de P-PO4 do meio, o qual ocorreu
a partir de 48 h. Como ja discutido extensivamente neste trabalho, o
arsenato compete com a concentragao de fésforo, devido a absorgao pelos
mesmos mecanismos na planta (Goswami et al., 2014). Por outro lado, como
discutido na Capitulo IlI, niveis intermediarios de P foram cruciais para maior
absorcdo de arsénio na L. valdiviana, devido a sua elevada producido de
biomassa. Um grande numero de trabalhos indicam menor acumulo de As
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nas plantas com aumento de P no meio (Liu et al., 2004; Mkandawire e
Dudel, 2005; Irtelli e Navari-lzzo, 2007; Wang et al., 2013). Entretanto,
nesses trabalhos nao se relaciona o paradmetro indireto, que ¢é a
produtividade, pois avaliam o As na planta e nao no meio aquoso. Alvarado
et al. (2008) afirmaram que o mecanismo de absor¢ao de fésforo é altamente
desenvolvido nas macréfitas e, portanto, as mesmas possuem rapida

absorcéo do fosforo, tal como verificado na Figura 9.
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Figura 9. Concentracdo de P e massa de As removida ao longo do periodo
de cultivo da L. valdiviana em solucdo nutritiva contendo as concentracdes
de (a) 0,13 (b) 0,48 e (c) 0,99 e (d) 1,4 mg L' de As.

Por conseguinte, pode-se afirmar que o fésforo compete pela
absorgao de arsenato na Lemna valdiviana e, em contrapartida, implica em
elevado desenvolvimento da mesma. Fato corroborado pela taxa de
crescimento relativa (TCR) e indice de tolerancia (IT) ao As, apresentados
na Tabela 6. Realizou-se um teste de médias para os diferentes niveis de
arsénio na solucao e foi constatado que nao houve diferenga estatistica em
relagdo as concentragbes de até 0,99 mg L' de As na solugédo nutritiva

contaminada, em relagdo ao controle, ou seja, até aproximadamente 1 mg L-
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' de As ndo se observou toxicidade do As na planta. Ja4 em relacdo ao
aguapé, na solugdo nutritiva em que ndo havia fésforo na solugéo, foi
verificado significativa redugcdo na TCR e IT, desde a primeira concentragao

de As avaliada.

Tabela 6. indices médios de desempenho da L. valdiviana de acordo com a

concentracdo de As na solucao nutritiva utilizada no cultivo da planta

Niveis de As TCR IT
(mg L) (mg g''d™) (%)
Nulo (0,0) 210 a 100 a
Nivel 1 (0,13) 202 a 96 a
Nivel 2 (0,48) 208 a 99 a
Nivel 3 (0,99) 162 a 77 a
Nivel 4 (1,40) 103 b 49 b

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna, ndo diferem entre si
em nivel de 5% de significancia pelo teste Dunnett.

Ledo et al. (2014) estudaram a espécie Lemna gibba e observaram
reducdo linear da TCR quando as plantas foram cultivadas em solugao
nutritiva contendo concentragbes de 0,25 a 1,5 mg L' de As. As TCR
variam de 181 mg g d' na solugdo nutritiva controle e 27 mg g' d’' na

solugéo nutritiva contendo 1,5 mg L' de As.

O fator de bioacumulacao reduziu, segundo uma fungao quadratica
(p<0,0001), para concentragdes acima de 0,99 mg L', como mostrado na
Figura 10. Duman et al. (2010) estudaram respostas fisiolégicas da espécie
Lemna minor para varias concentragdes de As(lll) e As(V) e encontraram
resultados semelhantes. Estes autores observaram maximo FB para
concentragdes de 1,2 mg L' de ambas as formas de As, sendo que houve
reducdo para valores acima e abaixo desta concentracdo. Também foi
verificado, por estes mesmo autores, que a bioacumulagao, bem como o FB,
foi significantemente maior para as espécies vegetais cultivadas em
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solugdes nutritivas contendo arsenito, quando comparado ao que foi obtido
para plantas cultivadas em solu¢dées contaminadas com arsenato. Ledo et al.
(2014) obtiveram uma funcédo quadratica ao relacionar a bioacumulagao de
As pela L. gibba e a concentragao de As na solugao de cultivo das plantas,
sendo a reducdo observada a partir de 1,0 mg L', tal como observado no
presente trabalho. Adicionalmente, a espécie se mostrou hiperacumuladora
de As, com fator de bioacumulagao acima de 1000.

1600
FB=-882,8C; +1755,9C, +504.,9
1400 ~ -

1200 -

1000 -

FB

800 -

600 ~

400 -

200 A

0 T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1.4 1,6

As inicial (mg/L)

149



4. CONCLUSOES

e A variacdo na concentragao de arsénio decresceu exponencialmente
ao longo do periodo de tempo de cultivo da Eichhornia crassipes e
Lemna valdiviana, possibilitando o ajuste de equagdes de cinética de
remocao de primeira ordem;

e O efeito toxico do metal em altas concentracdes pdde ser observado
ao se verificar que o coeficiente de remogao do arsénio na solugao
nutritiva contaminada (k) diminuiu com o aumento na sua
concentracéo inicial, sendo que, para a Lemna, a relagao foi linear;

e A dindmica do As(lll) e As(V) na solugdo nutritiva influenciou a
absorgdo de arsénio pelo aguapé. A planta levou 96 horas para
apresentar absorgao substancial desse metaloide, tempo coincidente
com o da formacgao do arsenato no meio;

e A absorcao de As pela L. valdiviana apresentou pouca relagdo com a
dindmica de oxidagao do metaloide. Todavia, o0 metal so6 foi absorvido
pela planta apdés decaimento dos niveis de fosfato na solugéo
nutritiva, o que ocorreu apds um tempo de 48 h;

e Concentragdes acima de 1 mg L' de As na solugdo nutritiva
implicaram em efeitos deletérios em ambas espécies vegetais e em
comprometimento da sua capacidade de fitorremediacdo, de aguas
contaminadas com esse elemento quimico, sendo que o fator de
bioacumulacdo decresceu a partir desta concentracdo, tanto para

Eichhornia crassipes quanto para Lemna valdiviana.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O desenvolvimento deste trabalho possibilitou agregar os seguintes

conhecimentos acerca do tema:

Os fatores pH, nitrogénio sob a forma de nitrato e fosfato interferem
significantemente no processo de fitorremediacdo de agua contaminada com

arsénio pelas espécies Eichhornia crassipes e Lemna valdiviana.

Para o aguapé, niveis minimos de P-PO4 e N-NO3s culminaram em
maior absorcédo de As. J4, para a Lemna, devido a sua intensa produgao de
biomassa, niveis intermediarios destes elementos propiciaram maior

absorcao do metal.

Os niveis de pH em torno da neutralidade, para ambas espécies,
proporcionam otimizacdo no processo de fitorremediagdo com essas
palnats, sendo a Lemna mais afetada por pequenas variacbes nessas

condi¢cdes do meio.

Nas condigdes otimizadas, ambas as espécies vegetais se mostraram
hiperacumuladoras de As para concentragbes de até 1,0 mg L-' do metaloide

na solugao nutritiva de cultivo das plantas.

A cinética de primeira ordem descreveu satisfatoriamente o
decaimento na concentragdo de arsénio na solugdo nutritiva contaminada
pelas espécies vegetais estudadas. O coeficiente de remogao decresceu a

medida em que se aumentou a concentragcdo de As na solugao nutritiva.

Elevadas concentragbes de arsénio, acima de 1,0 mg L7,
influenciaram negativamente no crescimento das plantas e sua capacidade

de fitorremediagcédo de aguas contaminadas.

As espécies Eichhornia crassipes e Lemna valdiviana, se respeitadas
as condicbes adequadas de cultivo, possuem elevado potencial para

fitorremediar aguas contaminadas com arsénio, em escala plena.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Toda pesquisa gera indagagcbes a serem sanadas em trabalhos
posteriores. Desta forma, tem-se como sugestdes para trabalhos futuros as

seguintes tematicas:

e Avaliacdo das concentragdes de ferro e nitrato na absorcdo de
arsénio;

e Analisar a influéncia da fonte inicial de arsénio, As(lll) e As(V), na
otimizagao;

e Testar condicdes ambientais que possam interferir no processo, tais
como luminosidade e temperatura;

e Avaliar em termos ecotoxicolégicos o potencial de remediagéo pelas
plantas.

e Avaliar se o consorcio de espécies vegetais possibilitam maiores
eficiéncias e as condi¢cdes que favorecem o processo;

e Propor e testar mecanismos de recuperacao de metais absorvidos
pelas espécie.
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APENDICE |

ENSAIOS EXPERIMENTAIS

Variaveis
Ensaio pH P-PO4% N-NO&
1 ~1,00000 ~1,00000 ~1,00000
2 ~1,00000 ~1,00000 1,00000
3 ~1,00000 1,00000 ~1,00000
4 ~1,00000 1,00000 1,00000
5 1,00000 ~1,00000 ~1,00000
6 1,00000 ~1,00000 1,00000
7 1,00000 1,00000 ~1,00000
8 1,00000 1,00000 1,00000
9 -1,68179 0,00000 0,00000
10 1,68179 0,00000 0,00000
11 0,00000 -1,68179 0,00000
12 0,00000 1,68179 0,00000
13 0,00000 0,00000 -1,68179
14 0,00000 0,00000 1,68179
15 (C) 0,00000 0,00000 0,00000
16 (C) 0,00000 0,00000 0,00000
17 (C) 0,00000 0,00000 0,00000
18 (C) 0,00000 0,00000 0,00000
19 (C) 0,00000 0,00000 0,00000
20 (C) 0,00000 0,00000 0,00000

Em que,
P-PO43: Concentracéo de fosforo na forma de fosfato
N-NOs3™: Concentragao de nitrogénio na forma de nitrato
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APENDICE Il

SOLUGAO NUTRITIVA CLARK (1975)

Elemento Concentragao (mmol L)

Ca 2,6
K 1,8
Mg 0,6

N-NH4 0,9

N-NOs3 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
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