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RESUMO

LOMMEZ VAZ, Lucas Rafael, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, novembro de 2021.
Remocao de fluoreto da 4gua com o uso de Eichhornia crassipes: Otimizacao do processo
com adicao de fitormonios. Orientador: Alisson Carraro Borges.

A fitorremediacdo como estratégia de tratamento de dguas contaminadas tém se destacado e
ocupado relevante espago por serem relativamente menos onerosas € complexas que outros
métodos robustos e altamente mecanizados. Além disso, sdo passiveis de serem aplicadas de
maneira descentralizada, ampliando a cobertura de servicos de saneamento. A presenca de
fluoreto (F°) em elevadas concentragdes nas dguas para abastecimento representa um grave risco
as populacdes consumidoras e €, sem duvidas, um desafio moderno de saude puiblica em vérias
regides do mundo. Dessa forma, € preciso que se adequem ou se reduzam as concentragdes de
F em 4gua ao nivel considerado seguro pela Organizacio Mundial da Satide (<1,5 mg L!) com
estratégias acessiveis e eficientes, especialmente para comunidades periurbanas. Para o
fluoreto, a fitorremediagdo € um método ainda pouco explorado e, sendo assim, had bastante
margem para avancos. Portanto, neste trabalho, objetivou-se abordar a fitorremediacdo de
fluoreto incluindo adi¢do exdgena de fitormonios como estratégia para potencializar o acimulo
de fons F e atenuar seus efeitos fitotoxicos, fazendo-se, primeiramente, um levantamento do
atual estado da arte que incluiu andlises bibliométricas por meio do programa VosViewer. Em
seguida, sdo relatados experimentos sobre a fitorremediacdo de dguas artificialmente
contaminadas com F empregando plantas da espécie Eichhornia crassipes. Primeiramente, em
laboratério, dois experimentos multivariados (filtragem definitiva e delineamento composto
central) com duracdo de 10 dias cada foram realizados avaliando-se as varidveis concentra¢ao
inicial de F" (5~15 mg L"), concentragio de P (1~10 mg L), pH (5~9) e os fitormonios auxina
(0~10 uM) e giberelina (0~50 uM). Entdo, com os resultados obtidos foi estruturado outro
experimento, agora em mesocosmo, com wetlands construidas, comparando-se 3 tempos de
retencao hidrdulica (2, 5 e 10 d), leitos plantados e ndo-plantados e suplementacido de auxina
(2,5 uM) por 70 dias. Determinagdes de F foram realizadas em solugdo e nos tecidos de plantas
por potenciometria. Concluiu-se que os estudos acerca da fitorremediagdo de daguas
contaminadas com F°, observados em bases de dados, s@o limitados, porém com tendéncia de
crescimento para os proximos anos. E. crassipes apresentou bom desempenho para acumular
F em solucdo, mesmo apresentando alguns danos morfoldgicos e histoldgicos, sendo assim

uma potencial candidata para fitorremediacdo deste contaminante. A aplicacdo de giberelina



(GA3) ndo mostrou efeito significativo no intervalo testado, ao passo que auxina contribuiu para
que as plantas apresentassem maiores remocoes de F-, que se acumulou majoritariamente na
parte aérea. Dentre as wetlands construidas avaliadas, as plantadas com E. crassipes e com TRH
de 5 d apresentaram o melhor desempenho na fitorremediacdo de dguas ricas em fluoreto,

aliando elevadas remocdes de carga, reduc@o na concentracao inicial e comportamento estavel.

Palavras-chave: Fluor. Aguapé. Andlises bibliométricas. Plantas acumuladoras. Sistemas
alagados construidos.



ABSTRACT

LOMMEZ VAZ, Lucas Rafael, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, November, 2021.
Fluoride removal from water using Eichhornia crassipes: Process optimization with
phytohormones adding. Adviser: Alisson Carraro Borges.

Phytoremediation techniques as treatment strategies for contaminated waters have received
great attention considering they are less complex and expensive than highly mechanized
techniques. Hence, they are suitable for unprivileged areas. The occurrence of high
concentrations of fluoride in water poses a threat to public health and it has become a serious
concern worldwide. Searching for simple and efficient alternatives to adjust fluoride
concentrations to safe levels according to the World Health Organization (<1.5 mg L-1) is
imperative. When it comes to fluoride, phytoremediation has not been widely explored yet as
shown by the small number of publications about this topic. Therefore, this manuscript focus
on exploring the phytoremediation of waters contaminated with fluoride. Firstly, a review on
the current state of art of the subject is reported including bibliometric analysis made with
VosViewer software. Then, hydroponic studies using Eichhornia crassipes for water
defluoridation were performed in a lab scale followed by an experiment with constructed
wetlands in a greenhouse. The addition of exogenous auxin and gibberellin was also assessed
as a strategy to enhance fluoride accumulation and to alleviate phytotoxic effects of fluoride on
plants. Although the number of published research remains discreet, it has increased in the last
decade and tend to rise even more for future years. E. crassipes showed good performance for
fluoride accumulation, even though some morphological and histological damage were
detected. Thus, it can be seen as a candidate for fluoride phytoremediation. Gibberellin showed
no significant effect within the tested concentrations, while auxin provided greater fluoride
removals. Fluoride ions have accumulated mostly in aerial parts of E. crassipes. Among the
evaluated constructed wetlands, best removals were identified in planted units with hydraulic
retention time of 5 days. These treatments combined reduction of fluoride initial concentrations,

high removals of fluoride loads, and stable behavior throughout the experiment.

Keywords: Fluoride. Eichhornia crassipes. Bibliometric analysis. Accumulator plants. Auxin.
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CAPITULO I
INTRODUCAO GERAL

O fldor é um elemento abundante no nosso planeta. Estd amplamente presente, sob a
forma de fluoreto (F), nos diversos compartimentos da natureza: solo e rochas, ar, corpos
hidricos e seres vivos. A sua presenca na dgua em concentragdes reduzidas é dada, apesar de
controvérsias, como benéfica para saide humana, em especial as criancas, promovendo o
endurecimento da matriz mineral dos dentes e reduzindo a incidéncia de céries. Dessa forma, a
fluoretacdo da dgua para sistemas publicos de abastecimento foi reconhecida e recomendada
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), além de ter sido considerada como um dos marcos

da satde publica nos Estados Unidos.

Todavia, quando o flior se encontra em excesso na dgua de consumo, expondo as
populacdes a elevada ingestdo, tem-se um problema de satide publica. A fluorose € o principal
disturbio associado as altas concentracdes de fluoreto na dgua e ela se resume a calcificagcdo
dos ossos e esmalte dental, promovendo matrizes dsseas porosas e, portanto, mais fracas. A
incidéncia de fluorose no mundo, incluindo regides do Brasil, € amplamente relatada. Outras
mazelas também foram associadas aos efeitos cronicos da exposi¢dao demasiada ao fluoreto,

como canceres, problemas na tireoide e de imunotoxidade.

Dessa forma, para promover seguranca hidrica e sanitaria das populacdes, € fundamental
se adequar as concentracdes de fluoreto na dgua, que sdo decorrentes tanto de processos
naturais, majoritariamente pelo intemperismo do material geolégico local, quanto em razao de
atividades antrépicas, por exemplo despejos industriais. Existem, para isso, processos ja bem
estabelecidos que removem o fluoreto da solugdo, tal como osmose reversa, adsor¢dao e
precipitacdo. Embora bastante eficazes, essas técnicas sdo, no geral, caras e por vezes
inacessiveis. A fitorremediagdo e outras técnicas e sistemas que se utilizam de organismos vivos
e energia do sol chama atencdo quando se discutem estratégias de saneamento passiveis de
alcancar ampla cobertura por serem relativamente mais baratas, menos complexas e, ainda sim,

razoavelmente eficientes.

A exemplo disso, as wetlands construidas sdo uma estratégia de fitorremediacdao que
emprega plantas cultivadas em um substrato saturado onde ocorre a depuragao de efluentes

liquidos. Trata-se de uma de tecnologia de baixo custo, simples operacdo e boa eficiéncia no
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tratamento de dgua e 4guas residudrias, especialmente em regides tropicais € em paises em
desenvolvimento, como o Brasil. As wetlands construidas sdo amplamente utilizadas pelo
mundo para muitos contaminantes, mas ainda ha espago para aperfeicoamento ou
potencializacdo dos processos que ocorrem neste sistema, seja com enfoque nas plantas ou no

meio filtrante, ou em ambos.

Com essa perspectiva, estudos que empregam o uso de fitormdnios em plantas para
processos de fitorremediacdo vem sendo reportados na literatura cientifica, embora ainda
discretamente, com resultados interessantes acerca da melhoria do desempenho das plantas. A
estratégia para otimizacdo do desempenho de wetlands construidas é passivel de maior

investigacao e, em relacdo ao fluoreto, pouco ainda € reportado.

Portanto, o objetivo geral dessa pesquisa foi desenvolver estudos de fitorremediacao de
dguas enriquecidas com fluoreto, utilizando a planta Eichhornia crassipes e avaliando o

potencial de otimiza¢do desse processo com o emprego de fitormonios.

Esta tese de doutorado foi redigida sob a forma de capitulos, sendo esta introducdo o
primeiro. O segundo capitulo consiste em um levantamento bibliométrico e uma revisao tedrica
sobre a presenca de fluoreto na dgua e a utilizacdo da fitorremediagdo como método para tratar
este contaminante. No terceiro capitulo, visando investigar potenciais estratégias de melhoria
do desempenho de plantas, relata-se a realizacdo de dois experimentos hidropdnicos de
fitorremediacdo com aguapés (Eichhornia crassipes) em escala de bancada utilizando-se os
fitormOnios auxina e giberelina. O quarto capitulo versa sobre a ampliacdo da escala dos
experimentos do capitulo anterior e a conduc¢do do processo de remediacdo de fluoreto em
wetlands construidas, incluindo agora o meio filtrante e outra varidvel importante para este
processo que é o tempo de retengdo hidrdulica. Por fim, no quinto e dltimo capitulo, sdo

abordadas as conclusdes gerais de toda a tese, além de sugestdes para trabalhos futuros.
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CAPITULO 11

PRESENCA DE FLUORETO NA AGUA E A FITORREMEDIACAO COMO
ESTRATEGIA DE TRATAMENTO: REVISAO

Resumo

A presencga de fluoreto na 4gua em elevadas concentragdes, seja em razao de processos naturais
ou de atividades antrépicas, constitui desafio moderno a ser superado. A exposi¢do a elevados
teores de fluoreto por longos periodos culmina em graves cendrios de incidéncia de fluorose na
populacdo local e se torna, dessa forma, questdo de satide publica. As técnicas tradicionais de
remo¢do de fluoreto da dgua sdo onerosas e complexas, ao passo que a fitorremediacao, na
contramao destes preceitos, € uma técnica simples, de menor custo e passivel de aplicagdo em
regides carentes de recursos ou afastadas de grandes centros. Para fluoreto, a fitorremediagao
¢ uma estratégia de tratamento ainda pouco explorada e com muito ainda a se avangar. Com
esta revisao objetivou-se levantar dados bibliométricos acerca do uso da fitorremediag¢do para
remocgao de fluoreto, observando as caracteristicas do cendrio de publicagdes em torno do tema,
como paises que mais publicam, evolucdo cronoldgica das publicagdes e coocorréncia de
termos. Para tal, foram realizadas buscas nas bases de dados Scopus e Web of Science. A anélise
bibliométrica também foi relizada com auxilio do programa VosViewer para geracdo de mapas
de clusters. Com a base de dados obtida foi realizada também uma revisio sistemdtica. A India
€ o pais com maior nimero de publicacdes sobre a fitorremediacdo de fluoreto, o que pode ser
explicado pela alta incidéncia de fluorose no pais. O numero de publicagdes por ano, embora
ainda discreto, cresceu nos ultimos cinco anos. O mapa de cluster de coocorréncia de termos
indicou pesquisas que se encerram nos efeitos do fluoreto no metabolismo das plantas, a
correlacdo deste contaminante quando na presenca de metais pesados e nas questdes de
saneamento. Nos estudos buscam-se espécies de plantas acumuladoras e investigam-se
parametros fisicos e quimicos do meio que influenciem essa acumulacio de fluoreto.

Palavras-chave: andlises bibliométricas, fluor, desfluoretacao, fluorose, plantas acumuladoras.
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FLUORIDE CONTAMINATION IN WATER AND THE STRATEGY OF
PHYTOREMEDIATION FOR THE TREATMENT: A REVIEW

Abstract

The occurrence of high concentrations of fluoride in water, whether from natural processes or
human activities, is a modern challenge. Long-term exposure to inappropriate concentrations
of fluoride in water leads to a high incidence of fluorosis on the population and hence it becomes
a public health concern. Traditional techniques for fluoride removal are commonly complex
and expensive, while phytoremediation is considered simple, less expensive and suitable for
unprivileged areas, including those far from urban areas, i.e. in a decentralized manner. In
regards of fluoride, phytoremediation has not been widely explored yet as shown by the small
number of publications about this topic. Thus the goal of this review was to gather bibliometric
data about phytoremediation of fluoride and to present information like countries that publish
more research, number of publications throughout the years, co-occurrence of keywords and
more. Scopus and Web of Science were the databases selected to search for publications and to
get information about the scenario of publications. The VosViewer software was also used for
mapping and clustering terms from the dataset. A systematic review was done based on the
findings from the bibliometric evaluation. India is the leading country regarding the number of
publications about phytoremediation of fluoride, which is expected considering the high
incidence of fluorosis on the population. Although the number of published research remains
discreet, it has increased in the last five years. The co-occurrence map generated by VosViewer
showed three clusters. The first cluster reunited terms related to the effects of fluoride on plants
metabolism, while the second one brought together researches where fluoride was assessed in
association with heavy metals. As for the third cluster it was possible to observe terms related
to sanitation matters. The studies are mainly focused on finding accumulator species and
physicochemical features that influence the uptake of fluoride by plants.

Keywords: bibliometric analysis, fluorine, defluoridation, fluorosis, accumulator plants.
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1 INTRODUCAO

Quando se trata de abastecimento de 4gua, muitos paises e regides do mundo enfrentam
problemas de quantidade e/ou qualidade deste recurso natural. Fornecer d4gua em condi¢des
apropriadas de consumo a uma populagdo de aproximadamente 8 bilhdes de pessoas, garantindo
seguranca hidrica a todos, € um desafio didrio (ONU, 2015; Wang et al., 2016). A qualidade da
dgua ¢é reflexo das condi¢des naturais do meio e da ocupacdo humana e suas respectivas

atividades na bacia hidrogréfica em questdo (Von Sperling, 2014).

O fldor, por exemplo, € um elemento bastante recorrente na natureza e sua presenga na
dgua é um dos desafios da sociedade moderna a ser superado. Dividindo opinides no meio
cientifico, o flior, embora em pequenas concentragdes seja benéfico a saide humana, em niveis
elevados se torna um problema de satde publica, culminando em elevada incidéncia de fluorose
nas populacdes, entre outras mazelas. Sob a forma do fon fluoreto (F), torna-se presente na
dgua por rotas naturais (intemperismo de material geoldgico) ou antropicas (e.g. despejos
industrias). A Organizacdo Mundial da Sadde recomenda valor maximo de 1,5 mg L' de
fluoreto na dgua. Para sistemas publicos de abastecimento, quando um manancial de captacao
nao contém fluoreto ou o apresenta em concentracoes muito baixas, a adi¢do de fldor
(fluoretacdo) € prevista por lei no Brasil seguindo-se algumas regras. Em contrapartida, ha
cendrios, ndo raros, em que muitos mananciais apresentam concentragdes superiores que,

idealmente, deveriam passar por adequacao.

Embora haja métodos tradicionais de desfluoretacdo de dgua para quando os niveis de
fluoreto sdo inapropriados, esses métodos s@o de alto custo e complexa operacao (Solanki et al.
2021). Dessa forma, é necessario que se busquem solu¢des menos onerosas, porém eficientes,
para adequar os niveis de fluoreto na 4dgua quando este se torna um problema para o
abastecimento das populagdes, em especial aquelas que ndo tem acesso a mananciais
alternativos ou nio dispdem de grandes recursos. Técnicas de tratamento, mais simples e
baratas, para melhorar a qualidade das dguas estdo sob incessante investigacdo. Uma dessas

alternativas € a fitorremediagdo (Kaur et al. 2019).

As estratégias de fitorremediagdo despontam como alternativas aos tratamentos
convencionais com vantagens de serem esteticamente mais agraddveis, além de serem
consideradas tecnologias mais limpas e menos onerosas (Tangahu, 2011). Dentre outras

vantagens cita-se a preservacdo da estrutura e textura natural do solo, quando € o caso deste
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meio estar envolvido, além de favorecer o desenvolvimento da sua biomassa microbiana
(Huang, 2004). A luz solar atua como principal fonte de energia utilizada pelo sistema, sendo
uma estratégia rdpida e passivel de ser aplicada em locais onde as técnicas tradicionais tém
dificil alcance devido ao dispendioso custo e entraves fisicos da drea (Kadlec e Wallace, 2009).
As tecnologias que envolvem processos naturais, empregando organismos vivos e energia solar,
disseminam-se cada vez mais, se sobrepondo as tecnologias altamente mecanizadas,
especialmente se passiveis de serem utilizadas de forma descentralizada, in situ

(Sundaravadivel e Vigneswaran, 2010).

Isto posto, objetivou-se com esta revisao abordar as questdes envolvendo a presencga de
fluoreto na 4gua sob os aspectos da satde publica e ambiental, bem como reunir pesquisas e
realizar andlise bibliométrica acerca da fitorremediagdo como estratégia de tratamento deste

contaminante apresentando os achados da ciéncia até o presente momento.
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2 MATERIAL E METODOS

A fim de se verificar o cendrio de publicacdes a respeito do objeto de estudo, foram
realizadas buscas com termos em inglés em duas bases de dados: Web of Science (Clarivate
Analytics) e Scopus (Elsevier). Essas bases de dados fornecem bastantes informagdes como o
numero de publicacdes relacionadas ao termos de busca por ano, por paises, por area, tipo de

documento, revista, idioma e afiliacao.

Os termos selecionados para a busca nas bases foram fluoride, fluorine e
phytoremediation. Tais termos equivalem no portugués a fluoreto, flior e fitorremediagao,
respectivamente. Outros termos relacionados a palavra phytoremediation foram testados nas
buscas, como phytoextraction, phytodegradation, phytostabilization, phytovolatilization,
phytofiltration e rhizofiltration. Entretanto, a insercio dos mesmos nao incorreu em
incremento nos resultados obtidos. Dessa forma, seguiu-se apenas com os trés termos
inicialmente mencionados, sendo que a busca foi configurada para retornar documentos
contendo tais palavras no titulo da obra, resumo e palavras-chave. Nao foram empregadas
restri¢cdes de periodo de publicacdo na busca, isto €, foi considerado todo o intervalo de tempo
disponivel nas bases até o momento desta pesquisa. Os operadores booleanos AND e OR foram
empregados para organizar e filtrar os resultados das buscas de forma que a pesquisa foi
realizada com a expressao “(fluoride OR fluorine) AND phytoremediation”. Assim, a busca
retornou resultados que obrigatoriamente incluiram o termo phytoremediation em
concomitincia seja com fluoride ou com fluorine. O banco de dados obtido em cada base foi
utilizado para se avaliar os documentos em relacdo ao ano de publicacdo, pais de origem e
afiliac@o, autores com maior nimero de publica¢des, drea das pesquisas (segundo categorizacao

das préprias bases) e idiomas de publicagdo.

A base de dados que retornou o maior nimero de arquivos foi selecionada para a criacao
de mapas bibliométricos no programa VosViewer (versdo 1.6.12), aplicando metodologia
proposta por Souza et al. (2019). O programa consiste em introduzir-se banco de dados, obtidos
a partir de buscas de termos em bases de dados, baixado no formato CVC (Excel) para criar
mapas de agrupamentos, também chamados de clusters. Tais mapas apresentam informagdes
como frequéncia de termos e coocorréncias, coautoria, citacdo, entre outros, apresentando
forcas de relacdo entre os itens. O banco de dados selecionado incluiu todas as informagdes

disponiveis pela base de dados sobre os documentos encontrados, com excecdo apenas das
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informacdes de financiamento da pesquisa. A partir dele foram gerados mapas de coocorréncia

€ coautoria.

O mapa de coocorréncia foi produzido considerando todas as palavras-chave presentes
nos documentos, mas limitado a palavras que ocorreram pelo menos 3 vezes. As palavras que
atenderam a este critério foram filtradas excluindo-se termos repetidos ou que nio agregavam
na andlise, por exemplo article, priority journal, review, entre outras. J4 o mapa de coautoria
foi produzido sem nimero minimo de documentos por autor, mas limitou-se aqueles com pelo

menos 3 citagdes no(s) trabalho(s) publicado(s).

O método de normalizagdo adotado para geracdo dos mapas foi a associagdo forte, uma
medida de similaridade probabilistica para normalizar dados de coocorréncia recomendado
pelos desenvolvedores do programa. Tal método considera a razdo entre o nimero observado
de coocorréncias de dois objetos e o nimero esperado de coocorréncias quando se supde que

estes objetos sdo estatisticamente independentes (Eck e Waltman, 2009).

Por fim, ap6s anélises bibliométricas foi realizada uma revisao sistematica para os dados
obtidos com o objetivo de discorrer sobre os documentos encontrados, em ambas as bases e
outras, e apresentar, assim, estado da arte sobre o tema. Além disso, foram apontados os

desafios e potencialidades nos quais ensejam as pesquisas para o futuro.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Analise bibliométrica

Os resultados das buscas pelos termos “(fluoride OR fluorine) AND phytoremediation”
geraram um acervo de 67 arquivos na base de dados da Scopus e de 55 da Web of Science, o
que pode ser considerado um nimero restrito de publicacOes acerca desta tematica. Dentro
desses bancos, 82% (55 itens) e 89% (49 itens), respectivamente, representam artigos originais,
sendo os remanescentes, artigos de revisdo, capitulos de livro, trabalhos publicados em
congressos e editoriais. Apenas 3 documentos nao estdo publicados na lingua inglesa, sendo 2
deles na Scopus (um em chinés e outro em portugués) e o outro na Web of Science (em russo).
A principal drea dos estudos publicados, segundo categorizacdo das prdprias bases, sdo as
Ciéncias Ambientais (Environmental Sciences) para ambas as bases (Fig. 2.1). Figuram
também entre as dreas mais relevantes, as Ciéncias Agrarias, Recursos Hidricos, Quimica,

Toxicologia e Boténica.
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Figura 2.1 - Area de estudo das publicacdes obtidas nas bases de dados (a) Scopus e (b) Web
of Science para a o termo de busca “(fluoride OR fluorine) AND phytoremediation” segundo
categorizagdo das proprias bases.

A India €, de maneira isolada, o pais com o maior nimero de publicagdes referentes a
fitorremediacdo de fluoreto, seguida de China e Estados Unidos para ambas as bases (Fig. 2.2).
Os seis primeiros autores com maior nimero de publicacdes, também nas duas bases, sdao

indianos, ou esto afiliados a instituicdes na India. Suphiya Khan e Vinay Sharma aparecem
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com mais publicagdes, 6 cada, indexadas na Scopus e Web of Science, respectivamente. Alguns
destes trabalhos resultam de parceria destes dois autores. E natural que a India se aplique
veementemente em pesquisas sobre a descontaminacdo de dguas com elevadas concentracdes
de fluoreto visto que o pais enfrenta um grave problema de sadde publica devido a alta
incidéncia de fluorose na populacdo (Khairnar et al., 2015). A regido localiza-se em uma das
areas conhecidas como cinturdes do fluoreto (fluoride belts). Os cinturdes delimitam regides
onde as rochas sao ricas em fluoreto e, dessa forma, os processos de intemperismo atuantes,
bem como a exploracdo mineral, terminam por desprender grandes quantidades deste elemento
no solo e nos corpos hidricos (Chowdhury et al., 2019). O Brasil compartilha do quarto lugar
com outros paises em nimero de publicacdes em ambas as bases, embora haja 3 documentos

na Scopus e 2 na Web of Science.
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Figura 2.2 — Paises com o maior nimero de publica¢des no tema fitorremediacdo de fluoreto de
acordo com as bases de dados da (a) Scopus e (b) Web of Science.
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As publicacOes menos recentes sobre fitorremediacdo de fluoreto presentes nas bases
aqui trabalhadas datam de 2000 e 2003 para Scopus e Web of Science, respectivamente, sendo
0 ano com maior nimero de publica¢des, até o momento, o de 2018 para ambas (Fig. 2.3). Os
dados revelam, também, que de 2015 até o presente o nimero de pesquisas em torno do tema
tem crescido. Esses sdo indicios que a estratégia de se utilizar plantas para remediacdo de meios
contaminados com fluoreto € uma abordagem bastante recente. A fitorremediacdo € um
processo que j4 vem sendo estudado ha algumas décadas, embora também seja considerada
emergente, e ha outras formas, inclusive consolidadas, de se remover fluoreto da dgua, apesar
de complexas e caras, logo, por muitas vezes, inacessiveis (Boukhris et al., 2015; Sinha et al.,
2003). A busca por tratamentos relativamente mais simples e baratos, mas ainda sim
razoavelmente eficientes e passiveis de serem aplicados de forma descentralizada, tem ocupado
espaco relevante nas pesquisas que se dedicam a universalizacdo do saneamento (Kadlec e
Wallace, 2009; Matos e Matos, 2017). Supde-se que este também esteja se tornando o caso em

torno da presenca de fluoreto no meio e seus riscos correspondentes a saide humana e ao

ambiente.
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Figura 2.3 — Numero de publicagdes sobre fitorremediagcao de fluoreto ao longo dos anos nas
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Embora haja arquivos em comum, alguns documentos aparecem apenas em uma base
ou outra. Como hd uma limitacdo do VosViewer em se somar bancos de dados adquiridos de
bases distintas, para a geracdo dos mapas de agrupamentos (clusters) foi selecionado o banco
com maior nimero de documentos retornados na busca. Dessa forma, foi adquirido o banco de

dados gerado pela Scopus e as anélises subsequentes se deram em torno deste banco.

Na andlise de coocorréncia de termos, 130 termos atenderam ao critério de aparecerem
pelo menos 3 vezes dentro do banco de dados. Apds exclusao de termos repetidos e irrelevantes,
este nimero foi reduzido a 110 termos que se distribuiram em 5 clusters. Entretanto, foi
percebida certa afinidade entre os termos que compunham os clusters e, dessa forma, reduziu-
se 0 mapa a 3 agrupamentos manipulando a ferramenta de resolu¢do do programa que congrega

agrupamentos (Fig. 2.4).

Fluoride e phytoremediation foram os termos que ocuparam o centro do mapa, estando
bem préximos um do outro, embora tenham sido agrupados em clusters diferentes. Eles
apresentaram maiores frequéncia e for¢a de relacdo com os termos restantes, o que € esperado,
uma vez que foram as palavras-chave utilizadas na busca para obtenc¢do do banco de dados. O
termo fluorine, também utilizado na busca, apareceu em menor frequéncia e no mesmo
agrupamento que phytoremediation. Os atomos de F existem basicamente sob a forma ani6nica
de fluoreto (F°), sendo sua forma livre praticamente inexistente (Howe-Grant, 1995). Dessa
forma, os trabalhos ddo preferéncia ao termo fluoride (fluoreto) em vez de fluorine (fldor).
Desconsiderando-se os termos de busca, os trés termos com maior ndmero de ocorréncias
foram, nesta ordem, bioremediation, nonhuman e bioacummulation, todos eles no mesmo

agrupamento que o termo phytoremediation.

O agrupamento em verde evidenciando termos como bioacumulagdo, metabolismo,
clorofila, raizes, toxicidade, entre outros, aponta que este cluster se resume em estudos focados
no desempenho das plantas e nos efeitos causados pelo fluoreto na saide e metabolismo das
mesmas (Calabrese; Agathokleous, 2021; Karmakar et al., 2016; Karmakar et al., 2018;
Khandare et al., 2021; Koblar et al., 2015; Rodrigues et al., 2020; Saini et al., 2012; Saini et al.,
2013; Siahouei et al., 2020; Singh; Verma, 2013; Sinha et al., 2000; Zhang, Chen, 2020; Zhao
et al., 2015). E importante, na investigacio de espécies tolerantes e acumuladoras de um
contaminante, que se avalie como este adentra na planta, como se comporta nos seus tecidos e
que efeitos causa, sejam morfoldgicos, anatdmicos, enzimaticos, em quais 6rgaos € acumulado,

como a planta reage ao estresse causado e se ela o elimina, como o faz. As espécies de plantas
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que apresentam altas taxas de assimilacdo de um determinado contaminante sem sofrer danos
severos sdo dadas como espécies acumuladoras, sendo as mais ideais para a fitorremediacao
deste (Boukhris et al., 2015; Gadi et al., 2020; Khandare et al., 2017; Weerasooriyagedara et
al., 2020).

No agrupamento azul, € possivel observar termos referentes a metais e semimetais
(arsénio, cddmio, cobre, cromo, manganés, niquel) e solos. Dessa forma este agrupamento
indica pesquisas em que a fitorremediacdo de fluoreto, tanto na 4gua quanto no solo, foi
estudada em conjunto com a presenca de outros contaminantes, especialmente metais, uma
situacdo muito comum para dguas residudrias provenientes de atividades industriais (Ahila et
al., 2021; Burezq e Aliewi, 2018; Calabrese e Agathokleous, 2021; Gadi et al, 2020; Gallon et
al., 2004; Prasad, 2019; Thakur et al., 2021; Yadav et al., 2018, Yang et al., 2021). As atividades
antrépicas como a industria metaldrgica, petroquimica, vidreira, de fertilizantes e de pigmentos,
sao agentes de emissao de fluoretos tanto na forma de efluentes liquidos quanto gasosos (Davis

et al., 2016; Sant’ Anna et al., 2012; Santos et al., 2013).

O agrupamento vermelho se forma em um conjunto de termos relacionados ao
saneamento e saide ambiental e humana ao apontar termos como desfluoretacdo, qualidade de
dgua, tratamento de d&gua, poluicdo de d4gua subterranea, potabilidade, restauracao
ecossistémica, monitoramento ambiental, desenvolvimento sustentdvel, atividades antrépicas e
recuperacdo ambiental. A presenca de fluoreto nas dguas para consumo, independentemente
da origem, estd relacionada ndo somente a graves cendrios de acometimento de fluorose, mas
também a outros efeitos adversos na saude (Ghaderpoori et al., 2019). A situagdo € ainda mais
preocupante quando determinadas populacdes, especialmente as rurais ou mais pobres,
dependem exclusivamente de manancial, superficial ou subterraneo, em que a 4gua é rica neste
elemento, que ndao raro coocorre com outros contaminantes, e.g. metais (Maity et al., 2021).
Dessa forma, € indispensdvel que se busquem técnicas de desfluoretacdo que possam também
atender a comunidades distantes dos grandes centros ou carentes de recursos financeiros e de
acesso a assisténcia em saude (Maity et al., 2021; Sundaravadivel e Vigneswaran, 2010).
Paralelamente a isso, os instrumentos de regulamentacdo e fiscalizacdo também cumprem
importante papel no controle e monitoramento da qualidade da dgua e no lancamento de
despejos sendo ainda mais urgentes em regides ou paises com politicas ambientais e de saide

limitadas (WHO, 2017).
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Figura 2.4 Mapa de cluster acerca da coocorréncia de termos presentes nos titulos, resumos e palavras-chave dos documentos reunidos no banco

de dados da Scopus.
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Para o mapa de coautoria, gerado para autores com pelo menos 3 citagdes em seus
trabalhos independentemente do nimero de trabalhos por autor, 155 dos 245 autores atenderam
ao critério minimo de citacdes, se distribuindo em 31 agrupamentos isolados, isto &, sem
relacdes uns com os outros, contendo entre 2 e 16 autores (Fig. 2.5). Embora haja colaboracio
entre os pesquisadores alocados em um mesmo cluster para um ou mais trabalhos, essa
colaboracdo ndo se da fora destes clusters, indicando pouca ou nenhuma colaboragdo entre
grupos de pesquisa. Ao se avaliar as institui¢des e paises dos autores que compde um mesmo
cluster, percebe-se que os mesmos sdo, no todo ou em maior parte, filiados a mesma institui¢ao;
ou sdo de um mesmo pais, podendo ser provenientes de mais de uma instituicdo; ou sdo da
mesma subdrea do conhecimento. Isso revela que a cooperacio entre paises, subdreas e até
mesmo institui¢des ainda € timida, o que pode ser mais um indicio de que o tema ainda € recente
e com muito a se explorar, inclusive em relacdo a construcao de redes de colaboragdo. Dentre

os trabalhos produzidos no Brasil, ndo foi observada colaboragdo internacional.

Os trés autores com mais publicacdes, mais citacdes e que mais colaboraram com outros
autores estdo dispostos na Tabela 2.1. Suphiya Khan (Banasthali University) ocupa o primeiro
ou segundo lugar dentre estes trés quesitos até o momento desta pesquisa, ou seja, esta entre os
que mais publicaram, mais foram citados e mais se engajaram com outros pesquisadores,

embora dentro do mesmo agrupamento, de acordo com o observado no mapa (Figura 2.5).

Tabela 2.1 — Autores com maior numero de publicacdes, citacdes e colaboragdes.

Publicacoes Citacoes Colaboracoes

£ amno s e

90 V. Sharma (5) R. Kothari, V. Kumar, R. Prasad, D. P. Singh S. Khan, V. Sharma
81) (11)

3° M. Baunthiyal (4) M. Vithanage* (9)

M. Baunthiyal (80)

Obs: parénteses indicam o nimero do(s) autor(es) no quesito da coluna. *Este autor dividiu a terceira posi¢do com
outros 18 autores, mas foi selecionado por ter mais citagdes e trabalhos.
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3.2 Revisao Sistematica

O fornecimento de dgua tratada no Brasil ainda ndo atingiu cobertura total, de acordo
com dados do Sistema Nacional de Informacdes em Saneamento (SNIS, 2019). Parte da
populacdo brasileira, cerca de 16%, ainda nao tem acesso ao servigo de tratamento e distribui¢ao
de dgua. O tratamento da dgua bruta, por meio de processos de clarificacdo, desinfeccdo e
fluoretacdo, visa fornecer a populagdo uma dgua segura e de qualidade que reduza a incidéncia

de doencgas vinculadas a este meio e os problemas de saide de uma forma geral.

O processo de fluoretacdo da dgua, iniciado em 1930 nos Estados Unidos, é tema
controverso e polémico, ainda bastante debatido no meio académico acerca dos beneficios e
maleficios. Na vertente favordvel ao processo, na qual se posiciona a Organizacdo Mundial de
Saude, argumenta-se que em pequenas concentragdes, o flior traz beneficio a saide humana,
em especial as criancas, promovendo o endurecimento da matriz mineral dos dentes e reduzindo
a incidéncia de céries e perdas dentdrias. Nos Estados Unidos, a fluoretacdo foi, inclusive,
considerada um dos marcos da satde publica do dltimo século. J4 na vertente contraria, ao fldor
sdo associados efeitos toxicos cronicos como redugdo de QI, cancer, fluorose, distirbios da
tireoide e de imunotoxicidade, entre outros (Cheng et al., 2007; Ghaderpoori et al., 2019; Rabb-
Waytowich, 2009).

No Brasil, a fluoretagdo como uma das fases de tratamento de dgua, caso necessdria, é
exigéncia do Ministério da Saude sob a Lei Federal 6050 de 1974, regulamentada pelo Decreto
n°® 76872 de dezembro de 1975. As normas e padrdes sobre a fluoretagdo da dgua dos sistemas
publicos de abastecimento para consumo humano estao previstas na Portaria GM/MS 888 de 4
de maio de 2021. Nesta, o paragrafo 1 do artigo 36 estipula que os valores recomendados para
concentragdo de fon fluoreto devem observar o anexo XXI da Portaria de Consolidagdo n° 5, de
28 de setembro de 2017, que, por sua vez, foi originada na Portaria n° 635/Bsb de 26 de
dezembro de 1975. Nesta portaria, seguem instru¢des de aplicagcdo de fldor na 4gua de acordo
com o composto quimico utilizado, que podem ser fluossilicato de sddio (Na2SiFe), acido
fluossilicico (H2SiFe), fluoreto de sédio (NaF) ou fluoreto de calcio (CaF2), também conhecido

como fluorita.

Também sdo levadas em consideracdo para o célculo da dose de flior as médias das
temperaturas maximas do ar (Tabela 2.2). A temperatura do ar esta diretamente relacionada
com a ingestdo média diaria de 4gua da comunidade local, sendo que em locais com médias de

temperatura maxima mais elevadas as pessoas bebem mais dgua e vice-versa. Dessa forma, é
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necessdrio adequar as doses de fldor a serem adicionadas a d4gua para que se respeite a ingestao
didria maxima deste elemento pelo consumidor (Vithanage e Bhattacharya, 2015). Essa medida
reduz riscos cronicos de satude acarretados por dosagens excessivas de flior por longos periodos

de exposicao.

Tabela 2.2 — Limites recomendados para a concentra¢do do ion fluoreto em funcdo da média
das temperaturas méximas didrias (Portaria de Consolidacao n°® 5/2017)

Médias das Limites recomendados para a concentracdo de fon fluoreto em mg L!
temperaturas

maximas didrias do Minimo Maximo Otimo

ar °C

10~ 12,1 0,9 1,7 1,2

12,2 ~ 14,6 0,8 1,5 1,1

14,7~ 17,7 0,8 1,3 1,0

17,8 ~21,4 0,7 1,2 0,9
21,5~26,3 0,7 1,0 0,8

26,4 ~ 32,5 0,6 0,8 0,6

Na classificagdo dos corpos hidricos prevista na Resolu¢ao 357/2005 do Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) € estabelecido para enquadramento em quaisquer
classes de dgua dentro dos trés tipos (doces, salobras e salinas) um valor de 1,4 mg L' de
fluoreto total. Ja a Portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio de 2021, do Ministério da Sadde, que
dispde sobre os padrdes de potabilidade de dgua para consumo humano, estipula um valor
maximo permitido (VMP) de 1,5 mg L' de fon fluoreto, mesmo valor recomendado pela
Organizag¢dao Mundial da Saide (OMS) da ONU e pela Organizagdo Pan-Americana da Saidde
(OPAS). Na Lei Federal 6050 € instituida a aplicacdo de flior "tendo em vista, entre outras
condigdes especificas, o teor natural de fldor j4 existente e a necessaria viabilidade econdmico-
financeira da medida". Visto isso, € reconhecido que o fldor ji possa estar presente nos

mananciais de captacdo de dgua.

O fldor (13F) é o elemento mais eletronegativo da tabela periédica e pertence a familia
dos halogénios, grupo 17 ou 7A, sendo o ndo-metal mais reativo. Em razdo de seu atomo
apresentar tamanho reduzido, o flior tem facilidade de se acomodar em torno de outros dtomos

sendo capaz de se ligar com todos os outros elementos, incluindo os gases nobres, € com



40

moléculas organicas ou inorganicas. De valéncia -1 e alto potencial oxidante, o flior é capaz

de levar outros elementos ao estado maximo de oxidacdo (Howe-Grant, 1995).

Os atomos de F sdo amplamente encontrados na natureza combinados com outros
elementos sob a forma anidnica de fluoreto, sendo sua forma livre praticamente inexistente.
Compde cerca de 0,065% da crosta terrestre, 13° mais abundante, e € encontrado principalmente
na constituicao de rochas com os minerais fluorita (CaF.), fluorapatita (Cas(PO4)3F) e criolita
(NasAlFs) (Howe-Grant, 1995). O fluoreto, bem como os outros haletos, é altamente estavel
devido 2 sua tltima camada estar completa com 8 elétrons (1s 2s> 2p®). A demanda de energia
para alterar este estado do fldor € muito elevada. Logo, este ion € relativamente ndo reativo e
dificilmente sofre alteracdes quimicas (Banks et al., 1986; Henry e Mcfarland, 2017; Tylenda
et al., 2003). Em solugdes aquosas, o pKa do acido fluoridrico (HF) e o pKb do fluoreto (F-)
sdo, aproximadamente, 3,4 e 10,5 (Hong et al, 2016; Zhou et al., 2016). Considerando que a
faixa de pH dos corpos d’agua nao ultrapassa esses limites (Von Sperling, 2014) a maior por¢ao
de flior em uma amostra de 4gua esta na forma do ion fluoreto. A fracdo organica que apresenta
este elemento € geralmente muito baixa e dificilmente detectada, apesar de constituirem
compostos de elevada persisténcia em razao da forte ligacdo carbono-flior (Giesy e Kannan,
2002; Wagner et al., 2013). Dessa forma, as estimativas da presenca de flior em amostras

ambientais se dao basicamente pela andlise de fluoreto (Ozsvath, 2009).

Em rochas, de forma geral, as concentracdes de fldor variam de 100 a 1300 mg kg™!, ao
passo que em solos esses teores estdo na faixa de 20 a 500 mg kg™!, exceto em casos em que o
solo esteja sujeito a aportes provenientes de atividades antropicas (Ozsvath, 2009). A
desagregacdo e o intemperismo dessas rochas deslocam este elemento para corpos de dgua,
especialmente os subterrineos em que se detectam concentracdes médias de 3 mg L' de F, mas
podendo chegar a mais de 20 mg L' em certas regides do mundo (Hem, 1985; Oh et al., 2012).
Nos solos e em sedimentos, do teor total de fldor, apenas uma minima fracdo estd livre na
solucdo do solo e, assim, sujeita a lixiviacdo e escoamento subsuperficial. Apesar de anidnico,
o fluoreto é fortemente retido pelo solo e por sedimentos, especialmente aqueles com alto teor
de ferro, aluminio e manganés, ou seja, solos oxidicos (Gao et al., 2012; Tylenda et al., 2003).
Ainda assim, os processos de lixiviacao e escoamento superficial e subsuperficial sdo grandes

responsdveis por deslocarem compostos de fldor aos corpos d’agua (Tylenda et al., 2003).

As concentracdes de fldor na coluna de dgua e sua particdo entre sedimentos, solo,

solugd@o do solo e organismos pode sofrer influéncia de fatores como dureza, pH e alcalinidade
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da dgua e solidos dissolvidos totais (Jha et al., 2011; Viswanathan et al., 2009). Compostos
como célcio e magnésio, abundantes na 4gua do mar e outras dguas salinas ou salobras, silicio
e fosfatos, entre outros, formam combinagdes insoliveis com o flior formando precipitados

(Singh et al., 2018; Tylenda et al., 2003; Zhou et al., 2016).

Outra forma de entrada de flior em sistemas aquaticos decorre de atividades antrépicas
nas quais a emissdo de efluentes de origem industrial, como a produgdo de fertilizantes,
aluminio, ceramica, plésticos, vidros, corantes, industria petroquimica e de galvanoplastia,
entre outras, aportam fluoretos na dgua (Davis et al., 2016; Santos et al., 2013). A Resolucido
430/2011 do CONAMA, que dispde sobre as condi¢des e padrdes de lancamento de efluentes

em corpos d’agua, permite um aporte maximo de ion fluoreto de 10 mg L'

As atividades antrépicas também sdo responsaveis por emissdes atmosféricas de flior,
basicamente na forma gasosa de HF ou ligado a material particulado fino (Sant’Anna et al.,
2012). Porém, atividades vulcanicas também aportam este elemento na atmosfera. As emissoes
gasosas ou particuladas de flior eventualmente se precipitam no solo ou dgua por processos de
deposicdo seca e umida (chuva), o que contribui para as quantidades deste elemento nestes
sistemas (Hong et al., 2016; Tylenda et al., 2003). Para Ozsvath (2009), os incrementos
atmosféricos de flior costumam ser, entretanto, insignificantes, salvo quando o sistema em

questao estd muito préximo de fontes emissoras.

As estacOes de tratamento de esgoto, através de seus processos, nao sao capazes ou nao
se concentram em remover o fluoreto presente na dgua residudria. O anion, inclusive, pode se
tornar até inconveniente por dificultar o processo de produgdo e oxidacao de gas metano (CH4)
em sistemas anaerdbios ao formar moléculas de CH3F (fluoreto de metila) e ao promover efeitos
inibitérios da atividade microbiana (Dalby et al. 2020; Frenzel; Bosse, 1996; Ochoa-Herrera et
al. 2009). Portanto, o fluoreto € devolvido aos rios que a jusante passardo por nova captagao

para consumo humano.

Embora seja vantajoso em pequenas concentragdes, a presencga de flior em excesso na
dgua de abastecimento promove, entre outros problemas de sadde, a fluorose. Este disturbio se
resume na calcificacdo nos ossos e esmalte dental, como consequéncia da ingestdo excessiva
ou continuada de pequenas doses didrias de flior, promovendo matrizes dsseas porosas e,
portanto, mais fracas (Sari et al., 2004). A incidéncia de fluorose é amplamente relatada na
literatura como revela Sinha et al. (2003) e, de acordo com Ghaderpoori et al. (2018) cerca de

200 milhdes de pessoas no mundo estdo expostas a altas concentragdes de fluoreto. De acordo



42

com a OMS (2001) ha cinturdes de 4guas ricas em fldor com origens geoldgicas no oriente
médio e norte da Africa e algumas regides do Japdo e da América, em que altos indices de
fluorose foram relatados. No Brasil, comunidades mais acometidas pelo distirbio também
foram reportadas na literatura como mostra a compilac¢do de dados feitas por Sari et al. (2004).
Foram observados casos graves de acometimento de mais de 80% da populacdo local onde
captava-se dgua subterrinea com concentracdes de flior de até 21 mg L'. Em Boletim
Epidemiolégico do Ministério da Saide (2015) foi observado para dados coletados nas capitais
brasileiras entre 2010 e 2013 que 1,6% das amostras (de 305.448) da saida do tratamento de
dgua e 10,5% das amostras (de 62.648) da rede de distribui¢do estavam acima do padrdo
estabelecido (1,5 mg L de fluoreto). Macap4, Fortaleza, Aracaju e Florianépolis foram capitais
que se destacaram no nimero de amostras de 4gua com teor de fluoreto acima do recomendado,

segundo o boletim.

O acesso a mananciais de 4gua em condi¢des proprias para abastecimento humano pode
ser limitado em muitas comunidades e regides, sendo necessario trabalhar com o recurso
disponivel e tornd-lo apropriado. Locais dependentes de dguas subterraneas que tipicamente
apresentam concentracdes de fluoreto acima das recomendadas necessitam de remover o
excesso deste composto antes do consumo da dgua. Como tentativas de remocao de fldor
(fluoreto) em excesso, vdrias técnicas sdo conhecidas: adsor¢do, precipitacdo, eletrofoculacao,
uso de membranas, entre outros. Essas técnicas, entretanto, t€ém custo elevado ou produzem
residuos (lodo) dificeis de se reaproveitar ou fazer a devida disposicao (Sinha et al., 2003). H4,
portanto, a necessidade de se buscar técnicas que sejam economicamente mais vidveis e de mais
facil acesso e operagdo as variadas populagdes, incluindo comunidades rurais, na desfluoretacao

da dgua (Vithanage; Bhattacharya, 2015). Uma dessas alternativas € a fitorremediagao.

A fitorremediacdo € uma abordagem emergente, que nas ultimas décadas, devido a
necessidade premente de encontrar métodos alternativos, evidenciou os beneficios da
associacdo de microrganismos e plantas (Abhilash et al. 2009b; Boukhris et al. 2015; Kaur et
al. 2019). A técnica utiliza essas associagOes para tratar in sifu os poluentes por meio de
processos de remocao, degradagcdo e contencao, reduzindo o risco de contaminag¢do em solos,
sedimentos e dguas superficiais e subterrdneas. E uma tecnologia crescente que pode fornecer
um método efetivo de tratamento de muitas categorias de contaminantes toxicos persistentes
(Zavoda, 2001). As tecnologias envolvendo processos naturais que empregam oOrganismos
vivos e energia solar estdo se sobrepondo as tecnologias altamente mecanizadas

(Sundaravadivel; Vigneswaran, 2010).
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A fitorremediagdo desponta como uma alternativa aos tratamentos convencionais com
vantagens de ser esteticamente mais agraddvel, além de ser considerada uma tecnologia mais
limpa e mais barata (Tangahu, 2011). Dentre as diversas vantagens pode-se citar a preserva¢ao
da estrutura e textura natural do solo, quando este estd presente, além de favorecer o
desenvolvimento da sua biomassa microbiana (Huang, 2004). A luz solar atua como principal
fonte de energia utilizada, e a tecnologia tem potencial de ser rdpida e passivel de ser utilizada
em locais onde as técnicas tradicionais ndo podem ser aplicadas devido ao dispendioso custo e
entraves fisicos da drea, além de também ser oportuna a areas extensas (Kadlec; Wallace, 2009;
Matos; Matos, 2017). No mais, o método tem se mostrado efetivo no tratamento in sifu de uma
variedade de contaminantes, inclusive os toxicos e persistentes para despoluicdo de solos, 4gua
e ar (Ali et al. 2013; Boukhris et al. 2015; Bulak et al. 2014; Cassina et al. 2012; Farooq et al.
2015; Fassler et al. 2010; Khan et al. 2015; Lopez et al. 2005; Lopez et al. 2007; Sant’anna et
al., 2012; Zavoda, 2001).

Em contrapartida, hd também certas desvantagens do método que estd sujeito as
condic¢des climadticas locais e sazonais. O bom desempenho das plantas depende, ademais, de
sua tolerancia aos contaminantes alvo, isto é, a toxicidade e a concentracdo das espécies
quimicas presentes no meio a ser remediado muito influenciam na satde das plantas e suas
capacidades de remocao. Isto pode implicar em respostas mais lentas do sistema em relacio a
descontaminag¢do de um meio, uma vez que as plantas passam por periodo de adaptacio aquelas
circunstancias promovidas pelos poluentes. No mais, em alguns casos, a disposi¢do da biomassa
produzida pode ser desafiadora e até problemdtica (Danh, 2009; Farraji et al., 2016; Lee et al.,
2020).

Wetlands construidas, lagoas de macrdfitas, revegetacdo de dreas desmatadas, sdo,
entre outros, exemplos de estratégias de fitorremediacdo. Dentre os mecanismos observados na
fitorremediacdo estdo, entre outros: (I) fitoestabilizacdo, no qual as plantas atuam na
imobilizacao e precipitacdo de metais e outros contaminantes na zona radicular;(II) fitofiltragao,
em que as plantas funcionam como biofiltros, e absorvem, concentram e/ou precipitam os
contaminantes; (III) fitovolatilizacdo, em que as plantas absorvem os contaminantes
transformando-os em formas mais volateis e ndo toxicas para liberd-los para a atmosfera e (1V)
fitoextragdo, quando ocorre a absor¢do dos contaminantes pela rizosfera das plantas e
subsequente translocagdo e acumulagdo na parte aérea. (Abhilash, 2009; Ghosh, 2005; Mendez,

2007).
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Com relagdo ao fluoreto, estudos ao redor do mundo podem ser observados na literatura
no que se refere a fitorremediacdo propriamente dita, especialmente as abordagens que buscam
espécies acumuladoras e tolerantes deste elemento seja em solu¢do, como os exemplificados na
Tabela 2.3, ou no solo como os estudos de Boukhris et al. (2015), Gao et al. (2012), Jha et al.
(2008), Jah et al. (2009), Koblar et al. (2015), Ruan et al. (2004), Singh et al. (1995), entre

outros.

Embora ndo seja elemento essencial para as plantas, elas assimilam fldor presente no
solo, d4gua ou de emissodes gasosas oriundas de atividades industriais (Jha et al., 2008; Jha et al.,
2009; Sant’ Anna-Santos et al., 2014). A absor¢do do fon fluoreto presente no meio ocorre
passivamente através das raizes por processos de difusdo, onde € distribuido tanto via
simplastica quanto apopléstica para outras partes da planta ou via xilema até as folhas (Singh
et al., 1995; Hong et al., 2016). Stevens et al. (1998) apontaram que a absor¢do de fldor pelas
plantas estd diretamente relacionada a sua especiagdo, que por sua vez € dependente do pH, e a
atividade do fon fluoreto. A presencga de outros anions ou cétions, como calcio, aluminio e boro,
na solucdo também podem interferir nesse processo seja por formarem compostos insoliveis
ou por influenciar na atividade do fluoreto (Ruan et al., 2004; Singh et al., 2018). Sinha et al.
(2003) observaram, ainda, que o aumento da temperatura favoreceu a remog¢dao de F por

Eichhornia crassipes.

Embora os microrganismos constituam parte importante em processos de
fitorremediacdo (Huang, 2004; Sundaravadivel e Vigneswaran, 2010), sua contribui¢io na
remocdo de fluoreto € aparentemente baixa. O fluoreto € um agente tOxico para muitas
comunidades microbioldgicas, mesmo em baixas concentragdes (Ochoa-Herrera et al., 2009).
Nao a toa, este elemento estd presente na composicdo de muitos produtos de higiene ou
desinfecc¢do, embora ndo mais que outros halogénios (ex: cloro) considerando sua complicada
manipulagdo (Zhang et al., 2013). Rao & Pal (1978) apontaram que os elevados teores de flior
na camada superficial de solos proximos a industrias de aluminio estdo associados a menores
taxas de decomposicao de material organico nestes sistemas. O fldor foi rotulado como inibidor
da atividade microbioldgica dos microrganismos presentes no solo, o que refletiu no acimulo

de matéria orgénica.
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Autores Espécie Concentracio de F- (mg L) Remociao (%) Acumulacio? (ug g’

Acacia tortilis 1846,0
Baunthiyal; Sharma

Prosopis juliflora 5; 10; 15; 20; 50 3770,3
(2012)

Cassia fistula 2056,3
Camarena-Rangel et Camellia japonica 25a52 1000 a 1400

0;2,5;5; 10

al. (2015) Saccharum officinarum 39292 1000 a 1200

Camellia japonica 7,5
Santos-Diaz;

Pittosporum tobira 4 15
Pedraza (2010)

Saccharum officinarum 40

Eichhornia crassipes 12,7 a 28,2 214
Karmakar et al.

Spirodela polyrhiza 3;5;10; 20 9,82 19,2 143
(2015)

Pistia stratiotes 15,4 a 23,9 193
Sinha et al. (2000) Hydrilla verticillata 1;2,5;5;7,5; 10; 15; 20; 25 244 1892
Gandhi et al. (2013)  Ipomoea aquatica 10 37

Nerium oleander 51a98 370
Khandare et al

Portulaca oleracea 5; 10; 20; 30; 40; 50 73a78 340
(2016)

Pogonatherum crinitum 80 a 84 350

4 Esto representados os maiores valores de acumulagio (ug g”'") observados nos trabalhos mencionados
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A maioria das plantas apresenta sinais de fitotoxicidade em baixas concentragdes de
fldor, sendo algumas espécies extremamente sensiveis a presenga desse elemento no meio (Jha
et al., 2009). Em contrapartida, apesar de o excesso de flior promover efeitos negativos na
maioria das plantas, algumas espécies s@o tolerantes a meios ricos neste elemento, sendo

acumuladoras (Baunthiyal e Sharma, 2012; Stevens et al., 2000).

Em um estudo na India com 8 espécies arbéreas, foi observado por Baunthiyal e Sharma
(2012) que Prosopis juliflora (algarobeira) possui grande potencial de acumular fldor em seus
orgdos quando o solo ou dgua possuem grandes quantidades deste elemento. No México, Diaz
e Pedraza (2010) investigaram 17 espécies tolerantes a F e HF e concluiram que apenas
Camellia japonica (camélia), Pittosporum tobira (Pitésporo-japonés ou pau-de-incenso) e
Saccharum officinarum (cana-de-agucar) apresentaram boa eficiéncia na remocao de flior do

meio, até 40%.

As plantas aquéticas t€m se mostrado boas remediadoras de micropoluentes. Elas sdo
capazes de assimilar e atenuar as variacOes na concentragdo destes contaminantes no meio
(Axtell et al., 2003; Williams, 2002; Gallon et al., 2004). Seu metabolismo € robusto e resistente
a estresses abidticos variados, o que lhes confere potencial acumulador, além de serem de facil
acesso e manipulacdo. Também denominadas de macrofitas, sdo espécies vasculares de grande
adaptabilidade ao meio e ao clima, capazes de prosperar em ambientes permanentemente ou
periodicamente alagados. Elas podem ter suas raizes fixadas no fundo do leito ou serem
flutuantes e, no geral, t€ém rdpido ganho de biomassa, logo ripida proliferacdo (Kadlec;
Wallace, 2009; Tanner, 1996). Tais plantas, sdo vastamente empregadas em estratégias de
fitorremediacao para tratamento de dgua, como as lagoas de macrdfitas e sdo as mais comuns

em wetlands construidas (Headley; Tanner, 2012; Matos; Matos, 2017).

Karmakar et al. (2018) empregando Pistia stratiotes (alface d’agua) demonstraram que
plantas aquaticas com potencial acumulador resistem a oscilagdes de pH sem sofrer grande
variacdo na assimilacdo de um contaminante como o fldor. Isso também foi observado por
Braga et al. (2021) em que, embora tenham obtido maiores remocdes de fluoreto por Landoltia
punctata em condicdes alcalinas (até 21%), boas remog¢des também foram alcangadas em pH
abaixo de 7. Segundo estes dois grupos de autores, as plantas aquaticas sdo faceis de se
empregar por estarem facilmente disponiveis no ambiente. Apesar de a remogao de fldor pelas
plantas ser inferior a tratamentos quimicos, a fitorremediagao, apontam, pode ser empregada

com baixo custo e menor ou quase nenhuma geragdo de residuos.
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Embora as plantas aquéticas apresentem rdpida propagacao, elevadas concentragdes de
fldor no meio podem inibir os indices de germinacdo (Ram et al., 2009; Zwiazek e Shay, 1988).
Mondal et al. (2017) observaram indices de germinacao de Oriza sativa decrescentes conforme
as concentragdes de fluoreto no meio aumentaram. Para 5 mg L' houve reducdes de 1 a 7% na
germinagio, ao passo que para 20 mg L', as reducdes variaram entre 12 ¢ 19%. Como o fldor
interfere na atividade de amilases e a germinacdo de sementes € altamente dependente de
energia proveniente da sintese de carboidratos, esse processo acaba prejudicado e reflete na

reducdo da propagacao das plantas (Mondal et al., 2017; Ram et al., 2009).

Hydrilla verticillata apesar de sofrer reducdes no teor de clorofila e proteinas, ndo
apresentou grandes perturbagdes fisiolégicas em ambientes aquéticos com até 25 mg L' de
fluoreto (Sinha e Singh, 2000). Spirodela polyrrhyza apresentou resposta similar nas mesmas
concentragdes (até 25 mg L) e durante o mesmo periodo de exposicdo (7 dias), com a diferenca
de ndo ter sofrido decréscimos nas suas quantidades de clorofila e proteinas (Shirke e Chandra,

1991).

A exposi¢io de Pistia stratiotes por 10 dias a concentracdes de 3 a 20 mg L! de fluoreto
resultaram em remocdes de 15,4 a 24%. Para Eichhornia crassipes de 12,7 a 28,2% e para
Spirodela polyrrhyza de 9,8 a 19,2%. Os conteudos de clorofila e carotenoides nao foram
afetados pelo contaminante. O efeito do estresse abidtico foi negligencidvel para as 3 espécies.

(Karmakar et al. 2016).

Karmakar et al. (2016) observaram que Pistia stratiotes acumulou maior porcentagem
de fluoreto em baixas concentracdes (3 mg L!) ao passo que Eichhornia crassipes mostrou
melhor desempenho em concentragdes elevadas de fluoreto no meio (20 mg L1). Uma
vantagem do uso de plantas aqudticas é poder combind-las no mesmo processo de

fitorremediacao, proporcionando desempenhos que se complementam no sistema.

Os estudos de desfluoretacdo por meio de wetlands construidas s@o ainda restritos.
Ademais, estas pesquisas no geral ndo t€m como objetivo principal a observagdo das remogdes
de fldor, mas sim de compostos que contém flior em sua estrutura molecular ou o seu
monitoramento como contaminante secundario ou interferente na remog¢ao de outras espécies
quimicas de interesse (Athapattu et al., 2017; Gessner et al., 2005; Kadlec e Wallace, 2009;
Kroger et al., 2009; Li et al., 2014; Zurita et al., 2012).
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Em 4gua subterranea rica em arsénio, Zurita et al. (2012) observaram, para wetlands de
escoamento subsuperficial em nivel de laboratdrio, concentracdes finais de fluoreto de 0,27 +
0,23 mg L! para A. californica, 0,98 0,21 mg L! para Z. aethiopica € 0,82 + 0,22 mg L! para
célula ndo vegetada quando o aporte inicial foi de 1,37+ 0,74 mg L! de fluoreto. A. californica

foi apontada como possivel espécie acumuladora.

Além de compreender a influéncia dos parametros fisico-quimicos no sucesso da
fitorremediacdo, como pH e potencial redox, que no caso do fluoreto mostram resultados
inconclusivos (Banerjee e Roychoudhury, 2019; Braga et al., 2021; Ruan et al., 2004; Stevens
et al., 1998), a técnica ainda é desafiadora por ser relativamente recente, demandando mais
pesquisas sobre as condi¢des do solo, da dgua, da planta e do ambiente que refletem na sua
eficiéncia (Danh, 2009). A compreensao desses quesitos e a busca por espécies adequadas de
plantas, bem como as abordagens inovadoras que visam o aperfeicoamento do processo ou a
sua adaptacdo a diferentes poluentes, vem abrindo espaco para otimizacdo. Nessa ldgica,
pesquisas com novos materiais para uso como meio suporte as plantas, aplicacdo de
fitormoOnios, manipulacdo de bactérias promotoras de crescimento, engenharia genética em
plantas acumuladoras, sistemas combinados/conjugados, entre outras, vem sendo reportadas
(Bulak et al. 2014; Kaur et al., 2019; Kim e Owens, 2010; Li et al., 2014; Sarwar et al., 2017,
Sinha et al., 2003).

Em wetlands de escoamento vertical preenchidos com solo e cinzas de carvao, Li et al.
(2014) observaram remocdes de 51 e 60% para Canna sp. e Acorus calamus, respectivamente,
da quantidade inicial de fluoreto (10 mg L''). O meio filtrante foi capaz de reter até 65 mg de
fluoreto por quilograma de material filtrante, sendo que nos leitos vegetados a adsor¢do foi
ainda maior. Os autores apontaram, dessa forma, a importancia das plantas na contribuicao do

potencial sortivo do meio filtrante das wetlands.

Athapattu et al. (2017), tratando dgua residual de osmose reversa, observaram remocoes
de fluoreto de até 84% em wetlands vegetadas (aguapé, alface d’agua, capim vetiver e Scirpus
grossus) e nao vegetados, com dois tipos de escoamento (superficial e subsuperficial),
preenchidos com solo enriquecido com biocarvdo. As maiores remog¢des foram obtidas nos
leitos com capim vetiver e Scirpus grossus em escoamento subsuperficial. Foi ressaltada a
contribuicao do biocarvao no aumento da capacidade sortiva do meio filtrante pela presenca na

sua matriz de cdtions como K*, Ca** e Mg*".
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Com superficie altamente reativa, o biocarvao (biochar) é obtido a partir da pirdlise de
material orginico, vegetal ou animal, podendo apresentar, a depender do tipo de biomassa,
propriedades fisico-quimicas distintas (Liu et al., 2015). Sua utilizagdo como aditivo do solo
tem sido largamente estudada quanto aos efeitos na fertilidade, microbiota e retencdo de
contaminantes do solo, inclusive pesticidas, bem como seu potencial de sequestrar carbono da
atmosfera e magnificar processos de fitorremediacao (Doskocil, 2012; Novak et al., 2015). O
uso deste material para fitorremediacdo de dgua, todavia, € mais recente e majoritariamente
reportado em escala de microcosmo (Rozari et al., 2018). No tocante ao fluor, isto € ainda mais
restrito, uma vez que os biocarvoes apresentam em geral carga liquida negativa, logo, maior
potencial de adsorverem cations. Assim, as eficiéncias sdo, ainda, pouco satisfatérias. Solucdes
metalicas sdo boas ativadoras de biocarvao, caso se deseje ampliar sua capacidade de reter
compostos anidnicos, tal qual € o fluoreto (Goswami e Kumar, 2018; Gwenzi et al., 2017).
Ensaios de adsor¢do deste elemento ou de compostos fluoretados (herbicidas, antibidticos) em
biocarvao podem ser pontualmente encontrados na literatura (Goswami; Kumar, 2018; Guan et
al., 2014; Mohan et al., 2012; Mohan et al., 2014; Oh et al., 2012; Sun et al., 2011; Yao et al.,
2013).

Nota-se, deste modo, que materiais que possibilitam o aumento do potencial sortivo do
meio filtrante em wetlands melhoram o desempenho do sistema que retém maiores quantidades,
e por mais tempo, as cargas de fluoreto. A biomassa em excesso, originada do crescimento e
propagacao das plantas, pode ser periodicamente retirada e reaproveitada em outros processos.
Shneider & Rubio (2003) perceberam que a biomassa seca de plantas aquéticas € um 6timo
material adsorvente de origem natural. Ajithram et al. (2020) apontaram que E. crassipes
(aguapé) pode ser destinada a produgdo de fibras, polimeros, papel, biocombustiveis e ragdes
animais, além de o po e as cinzas serem aptos para utiliza¢cdo como materiais adsorventes. Sinha
et al. (2003) avaliaram o potencial de FEichhornia crassipes (aguapé) em suas formas
carbonizada e ndo carbonizada na remogao de flior em solucdo aquosa. Eles observaram maior
potencial de absor¢ao da forma carbonizada (até 98%) comparada com a forma nao carbonizada
da planta. Lin et al. (2020) produziram biocarvao com raizes de E. crassipes e observaram
elevadas taxas de adsor¢do dos metais chumbo, cobre, cddmio e zinco. Saufi et al. (2020), por
sua vez, empregaram o po desta planta para adsorver o corante Rodamina B e observaram que,
além de ter sido eficiente na remocao do corante, este pé € alternativa vantajosa dado seu custo-
beneficio. Os usos, entretanto, devem ser observados com cautela de acordo com os poluentes

envolvidos na fitorremediacao.
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As plantas removem nutrientes e outras substancias do meio para atuarem no seu
crescimento e ganho de biomassa. Os fitormdnios sdo moléculas que podem contribuir de
maneira significativa na assimilacio desses nutrientes e promover maior desenvolvimento da
planta (Taiz e Zeiger, 2010). Pouco se sabe sobre o uso de fitormonios na potencializa¢do do
desempenho de plantas em processos de fitorremediacdo ou na atenuacgdo dos efeitos fitotéxicos
nas plantas promovidos pelos contaminantes, porém ja se observam pesquisas com essa

abordagem.

A utilizag¢do de auxina, por exemplo, aumentou a absor¢dao de chumbo (Du et al., 2011;
Fissler et al., 2010; Lopéz et al., 2005), cddmio (Ali et al., 2013; Farooq et al., 2015) e zinco
(Fassler et al., 2010) e aliviou os efeitos toxicos de tais metais promovendo, de uma forma geral,
melhor desenvolvimento das plantas avaliadas. Resultados similares foram observados por
Cassina et al. (2012) na fitoextracdo de mercurio no solo ao aplicarem citocinina em Brassica
juncea (mostarda-da-india) e Helianthus annuus (girassol). O uso combinado de auxina e
citocinina aumentou drasticamente a absorcao de chumbo pela espécie Medicago sativa (alfafa)
nos estudos realizados por Lépez et al. (2007). Cabello-Conejo et al. (2013) observaram
fitoextracdo de niquel levemente superior ao controle ao utilizar giberelina em Alyssum
corsicum, embora nio tenham recomendado essa estratégia nesta situacdo apontando a
necessidade de mais estudos em relacio as concentra¢des e tempos de aplicagdo do hormonio.
Khan et al. (2015), por sua vez, indicaram o uso da giberelina em associagdo com fungos
endofiticos ao observarem maior tolerancia de tomateiro aos efeitos fitotoxicos de um meio
contaminado com aluminio. Em estudo com fluoreto, Banerjee e Roychoudhury (2020)
observaram que sementes de Oryza sativa tratadas com 4cido giberélico apresentaram maior
tolerancia aos efeitos fitotdxicos deste contaminante, alegando que o fitormoénio estimulou o

sistema antioxidante das sementes.

Outra estratégia que vem sendo reportada, mais comumente para metais, € a associagdo
de bactérias promotoras de crescimento com plantas em processos de fitorremediacdo. Tais
organismos também tém o potencial de incrementar a eficiéncia das plantas em acumular
contaminantes e aliviar os efeitos fitotoxicos dos mesmos, aumentando a tolerancia dessas
plantas frente aos respectivos estresses (Ahemad, 2015; Kong e Glick, 2017). Chaudhary et al.
(2019) observaram que Prosopis juliflora acuamulou maiores quantidades de fluoreto em suas

raizes, folhas e caule quando assistidas por Pseudomonas fluorescence.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se com esta revisdo que hd ainda bastante a se investigar no que concerne a
fitorremediacao de fluoreto, visto o pequeno nimero de publicagdes observadas nas bases de
dados, embora tal quantitativo venha crescendo nos tltimos cinco anos. A India é um pais que
se preocupa bastante com as elevadas concentragdes de fluoreto presente em seus mananciais
para abastecimento, o que reflete em alta incidéncia de fluorose na populagdo. Dessa forma, é

natural que o pafs seja o que mais publica sobre o assunto.

O mapa bibliométrico de coocorréncia de termos (mapa de cluster) estruturou-se em 3
grandes agrupamentos em que pdde ser observado que a utilizacdo de plantas para remover
fluoreto do meio € investigada tanto sob a 6tica da sadde da planta, até mesmo para se buscar
espécies tolerantes e acumuladoras, quanto pela 6tica do saneamento e da saude publica e
ambiental. Ademais, algumas macrofitas ja sdo apontadas como acumuladoras, apesar de ainda
nido se haver consenso em algumas varidveis fisico-quimicas do meio com influéncia no
processo de assimilacdo de fluoreto por tais plantas, inclusive o efeito da presenca de metais

pesados.

Embora a técnica da fitorremediacdo seja relativamente recente, em especial quando
aplicada a remoc¢do de fluoreto, estratégias de se aperfeicoar o processo vem surgindo no
cendrio cientifico como a utilizacdo de fitormdnios, bactérias promotoras de crescimento,
enriquecimento do meio com materiais sortivos (e.g. biocarvao) e manipulacdes genéticas. A
combinacdo com meios filtrantes, em vez de apenas hidroponia, tal qual € feito em wetlands
construidas também vem se apresentando na literatura, inclusive com bons resultados de

eficiéncia de remocgao.
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CAPITULO III

EFEITO DOS FITORMONIOS AUXINA E GIBERELINA NA
FITORREMEDIACAO DE FLUORETO COM Eichhornia crassipes

Resumo

O excesso de fluoreto em dguas para abastecimento tem refletido em elevada incidéncia de
fluorose, além de outros distirbios, em vdrias regides do mundo. E preciso adequar as
concentracdes de fluoreto na dgua, de acordo com as recomendagdes da Organizacdo Mundial
da Satdde (<1,5 mg L'!), empregando-se estratégias vidveis como a fitorremediacdo. Como esta
técnica ainda necessita de otimizagdes, neste estudo objetivou-se avaliar a utilizagdo de dois
fitormoOnios, auxina e giberelina, no desempenho de Eichhornia crassipes no processo de
fitorremediacdo de aguas ricas em fluoreto. Dois experimentos multivariados (filtragem
definitiva e delineamento composto central) com duragdo de 10 dias cada foram desenvolvidos
em microcosmo. Também foram avaliados os fatores concentracgao inicial de fluoreto (5~15 mg
L), concentracdo inicial de fésforo (1~10 mg L) e pH (5~9). Determinagdes de fluoreto foram
realizadas tanto em solu¢do quanto nos tecidos das plantas pelo método potenciométrico. E.
crassipes removeu maiores massas de fluoreto quanto maior foi a concentracdo inicial do
mesmo, embora em termos relativos as remog¢oes tenham sido proximas (~60%). Tais remogdes
ocorreram em maior parte nos 6 primeiros dias de exposi¢do. A suplementagdo de auxina
promoveu maiores remog¢des de fluoreto por massa de planta em faixa dcido-neutra de pH e
provavelmente contribuiu para aliviar os efeitos fitotoxicos sobre E. crassipes, a0 passo que a
adicdo de giberelina (GA3) ndo mostrou efeito significativo. A presenga de fosforo contribuiu
para maiores taxas de desfluoretacdo, sendo este elemento importante tanto para o bom
desenvolvimento das plantas, quanto para a precipitacdo de fons fluoreto da solucdo. A
concentracao de fluoreto nos tecidos de E. crassipes se mostrou superior a outros estudos, sendo
que a maior acumulacdo foi observada na parte aérea das plantas. Dessa forma, E. crassipes
pode ser uma boa candidata para estratégias de fitorremediagdo de fluoreto em solugdo e a
auxina pode ser uma aliada para o aumento das eficiéncias de desfluoretacao.

Palavras-chave: desfluoretacdo, aguapé, plantas acumuladoras, dcido indol-3-acético,
bioacumulacdo, translocagao.
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EXOGENOUS AUXIN AND GIBBERELLIN ON FLUORIDE
PHYTOREMEDIATION BY Eichhornia crassipes

Abstract

High rates of fluorosis have been reported worldwide as a result of human consumption of
fluoride contaminated water. Adjusting fluoride concentration in water as recommended by the
World Health Organization (<1.5 mg L) is a serious concern and it need to be done through
inexpensive, yet efficient techniques like phytoremediation. New approaches have been made
to improve this treatment strategy, such as the application of plant hormones. Thus, the main
goal of this research was to evaluate the effect of exogenous auxin (IAA) and gibberellin (GA3)
on Eichhornia crassipes performance for fluoride phytoremediation. Definitive screening and
Central Composite Design were used for lab-scale experiments where fluoride initial
concentration (5-15 mg L), phosphorus concentration (1-10 mg L) and pH (5-9) were
assessed as well throughout 10 days. Fluoride contents were determined in solution as well as
in plant tissues by potentiometric methods. Higher initial concentrations of fluoride reflected
on greater absorptions by E. crassipes, though in relative terms removal efficiencies were quite
similar for all treatments (~60%). Fluoride uptake was clearly intense up until day 6. Exogenous
auxin contributed to greater fluoride removal per mass of plant and such removals were favored
at acid to neutral conditions. Auxin probably alleviated fluoride toxic effects on E. crassipes.
On the other hand, gibberellin did not present statistical difference. The presence of phosphorus
helped in a nutrition matter as well as it may have impacted on some fluoride precipitation.
Fluoride contents in plant tissues were greater than other reports and this anion was mostly
stored in the leaves. Therefore, E. crassipes could be employed as a fluoride accumulator plant
for water treatment and exogenous auxin may be used to improve the process.

Keywords: defluoridation, water hyacinth, accumulator plants, indole acetic acid,
bioaccumulation, translocation.
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1 INTRODUCAO

A presenca de flior na 4gua é um dos desafios da sociedade moderna a ser superado.
Dividindo opinides no meio cientifico, o fldor, embora em reduzidas concentracdes seja
benéfico a saide humana, em niveis elevados se torna um problema de saide publica
apresentando-se como contaminante. Esse elemento torna-se presente na dgua por rotas
naturais, em especial o intemperismo de material geolégico; ou antrdpicas, seja por disposicao
de efluentes ou pelo tratamento e abastecimento de d4gua em si, no qual a fluoretacdo é prevista
por lei (Davis et al. 2016; Santos et al. 2013). O Ministério da Saude, a Organizacdo Mundial
da Saide (OMS) e a Organizagdo Pan-americana de Saude (OPAS) recomendam valor maximo

de 1,5 mg L! de fluoreto na dgua.

Entretanto, muitos corpos hidricos apresentam quantidades acima deste valor, com
destaque para os subterraneos onde comumente se observam concentragdes em torno de 3 mg
L', mas ndo raro acima de 20 mg L! (Hem, 1985; Oh et al. 2012). Este excesso de fluoreto
reflete em altas taxas de incidéncia de fluorose na populacio, entre outros distirbios associados
(Cheng et al., 2007; Rabb-Waytowich, 2009). Dessa forma, é necessario buscar solucdes
viaveis e eficientes para adequar os niveis de flior na d4gua quando este se torna um problema
para o abastecimento das populacdes, sobretudo aquelas que ndo tem acesso a mananciais

alternativos.

As técnicas convencionais de tratamento de dgua e efluentes abrangem, de uma forma
geral, processos caros e complexos que geram residuos dificeis de se gerenciar (lodos).
Sistemas centralizados possuem ainda o desafio de alcangar plena ou ampla cobertura da
populacdo (Jung et al., 2018; Oliveira Junior, 2013). As tecnologias que envolvem processos
naturais, empregando organismos vivos e energia solar, estdo ganhando cada vez mais espago
e se sobrepondo as tecnologias altamente mecanizadas, especialmente se passiveis de serem
utilizadas de forma descentralizada (in situ) (Sundaravadivel e Vigneswaran, 2010; Tangahu,
2011; Zavoda, 2001). Dessa forma, técnicas de tratamento mais simples e econdmicas, ainda
assim eficientes e, ndo menos importante, de facil acesso para melhorar a qualidade das dguas

estdo sob investigacdo. Uma dessas alternativas € a fitorremediacao.

A fitorremediacdo € uma abordagem relativamente emergente que nas tltimas décadas,
devido a necessidade premente de encontrar métodos alternativos, evidenciou os beneficios da

associac¢ao de microrganismos e plantas (Abhilash et al., 2009b; Kaur et al., 2019). O método
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tem se mostrado efetivo no tratamento in situ de uma variedade de contaminantes, inclusive os
téxicos e persistentes (Boukhris et al., 2015; Zavoda, 2001). As espécies quimicas presentes no
meio sdo, de alguma forma, removidas ou degradadas por diversos processos como por exemplo
fitoestabilizagdo, fitofiltracao, fitovolatilizacdo, fitoextragdao, que em resumo reduzem o risco
de contaminagdo em solos e dguas superficiais ou subterraneas (Abhilash, 2009a; Ghosh, 2005;
Mendez, 2007; Sundaravadivel e Vigneswaran, 2010). Ademais, a fitorremediacdo é uma
estratégia adotada ndo somente para a depuracdo de dguas residudrias, mas também ao pré-
tratamento de dguas de abastecimento que ndo apresentam as caracteristicas desejadas para
consumo, bem como a melhoria da qualidade da dgua pluvial e amortecimento de vazdes de
cheia, tal qual ocorre com o emprego de wetlands construidas (Castillo-Valenzuela et al., 2017;

Kurzbaum et al., 2012).

Em relagdo ao fluoreto, estudos podem ser observados na literatura no que se refere a
fitorremediacdo propriamente dita, especialmente as abordagens que buscam espécies
acumuladoras e tolerantes a este anion (Tabela 2.3, capitulo II). Embora ndo seja elemento
essencial para as plantas, elas assimilam fluoreto presente no solo, 4gua ou de emissdes gasosas
oriundas de atividades industriais (Jha et al., 2008; Jha et al., 2009; Sant’ Anna-Santos et al.,
2014). A absor¢ao do ion fluoreto presente no meio ocorre passivamente através das raizes por
processos de difusdo, onde € distribuido tanto via simpléstica quanto apopldstica para outras
partes da planta ou via xilema até as folhas (Singh et al., 1995; Hong et al., 2016). Stevens et
al. (1998) apontaram que a absor¢do de fluor pelas plantas estd diretamente relacionada a sua

especiagdo, que por sua vez € dependente do pH, e a atividade do fon fluoreto.

Como o fldor € bastante recorrente na natureza, as plantas podem apresentar tracos deste
elemento em seus 6rgdos, mesmo em meios nao enriquecidos deste composto. A maioria das
plantas apresenta sinais de fitotoxicidade em baixas concentracdes de flior, sendo algumas
espécies extremamente sensiveis a presenga desse elemento no meio (Jha et al., 2009). Em
contrapartida, apesar de o excesso de flior promover efeitos negativos na maioria das plantas,
algumas espécies sdo tolerantes a meios ricos neste elemento, sendo acumuladoras (Baunthiyal
e Sharma, 2012; Stevens et al., 1998). Além disso, as condi¢cdes ambientais, a toxicidade do
poluente e as condi¢cdes do meio onde as plantas estdo presentes influenciam na eficiéncia da
fitorremediacao, pois a sobrevivéncia e desempenho das plantas e microbiota sao afetados por

tais circunstancias (Danh, 2009).
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A vista disso, nota-se que a fitorremediacdo, como tecnologia relativamente recente,
requer mais pesquisas sobre as condi¢cdes do meio em que se encontram as plantas, bem como,
as proprias plantas (Danh, 2009). No caso do fluoreto, os estudos sobre concentragdes na dgua
e a absorcao deste elemento pelas plantas relacionado ao pH e ao potencial redox mostram
resultados contraditérios (Ruan et al., 2004; Stevens et al., 1998). Conhecer esses parametros
e, a partir deles, prospectar estratégias de potencializacdo do desempenho das plantas
contribuiria para o aperfeicoamento do processo como um todo. Pesquisas recentes com a
utilizacdo de fitormOnios em processos de fitorremediacdo frente a variados contaminantes tém
alcancado resultados notdveis (Ali et al. 2013; Bulak et al. 2014; Cassina et al. 2012; Farooq et
al. 2015; Fissler et al. 2010; Khan et al. 2015; Lopez et al. 2005; Lopez et al. 2007).

Os hormonios vegetais sio compostos organicos originados em uma determinada célula
com a func¢do de promover resposta fisioldgica em outra célula, funcionando como mensageiros
quimicos (Taiz e Zeiger, 2010). Estas moléculas sdo produzidas em concentragdes muito
pequenas, porém suficientes para, depois do seu transporte até o alvo, exercer sua designada
funcdo (Salisbury e Ross, 2012). Entre as ja identificadas func¢des que esse grupo diverso de
compostos desempenha podem ser citados tanto o estimulo quanto a inibi¢do do crescimento,
a influéncia na germinacao, floracdo, frutificacdo, senescéncia, abscisdo, a potencializacao de
outras espécies quimicas (inclusive praguicidas), sinalizacdo de densidade populacional,
atenuacgdo da toxicidade de contaminantes e aumento da tolerancia ao estresse abidtico, entre

outros (Cassina et al., 2012; Hedden e Sponsel, 2015; Taiz e Zeiger, 2010; Vieira et al., 2010).

Alguns compostos produzidos sinteticamente também promovem nas plantas respostas
fisiologicas similares aos fitormonios naturais. Denominados reguladores do crescimento, estes
compostos também atuam de maneira a aumentar ou inibir os ganhos de biomassa das plantas
e influenciar seus processos metabdlicos (Rodrigues et al., 2012; Taiz e Zeiger, 2010). Muito
ainda ndo se sabe sobre a ag¢do destas substancias, naturais ou sintéticas. Cada uma delas opera
em diversas partes da planta sob variados mecanismos. As respostas no metabolismo das plantas
sob a acdo desses hormdnios sao de dificil generalizacdo, pois dependem da espécie, da fase de
desenvolvimento, do tecido alvo da planta, das interagdes entre hormdnios conhecidos, das
condi¢des ambientais (ex: pH) e das concentragdes (ou nimero de aplicacdes) do hormdnio
(Casagrande Jr et al., 1999; Coelho, 1983; Hedden e Sponsel, 2015; Rodrigues et al., 2012;
Salisbury e Ross, 2012).
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As auxinas e as giberelinas sdo dois importantes grupos de hormdnios vegetais. As
auxinas, primeiro grupo de fitormonios identificados, estdo relacionadas, principalmente, ao
alongamento do caule, regulagdo da dominancia apical, diferenciacdo de xilema e floema,
retardamento de abscisdo foliar e desenvolvimento de raizes e frutos. A principal representante
das auxinas € o 4cido indol-3-acético (AIA), que por ser um composto simples permitiu a
sintetizacdo de muitas moléculas de atividade similar. O AIA € produzido em meristemas
apicais e folhas jovens e tem uma distribui¢do unidirecional do dpice para a base (polar
basipeto) (Davies, 2004; Finet e Jaillais, 2012; Teale et al., 2006; Taiz e Zeiger, 2010; Weijers
et al., 2018).

As giberelinas, por sua vez, ttm grande importancia industrial e, dessa forma,
econdmica, sendo um grupo de substincias que influenciam processos de alongamento do
caule, de quebra de dorméncia em sementes, floracdo, senescéncia e inducao enzimatica. Cerca
de 140 espécies de giberelinas ja foram isoladas ou sintetizadas, embora produzi-las seja um
processo demasiadamente oneroso. Sdo representadas como GA,, em que »n significa a ordem
de sua descoberta (Rodrigues et al., 2012; Taiz e Zeiger, 2010). A atividade desse grupo de
hormonios esta sujeita ao pH do meio e outras condi¢des ambientais, sua concentragdo, nimero

e época de aplicacdes (Casagrande Jr et al., 1999; Coelho, 1983).

Pouco ainda se sabe sobre o uso de fitormonios na potencializagdo do desempenho de
plantas em processos de fitorremediacdo, além de que a espécie vegetal sobre a qual estes
compostos estdo atuando também incorre em grande diferenga. Entretanto, algumas pesquisas
Ja vem sendo reportadas (Al et al., 2013; Banerjee e Roychoudhury, 2020; Du et al., 2011;
Farooq et al., 2015; Fassler et al., 2010; Gadi et al., 2020; Lopéz et al., 2005; Lopez et al., 2007).

As plantas aquaticas sdo espécies vasculares de grande adaptabilidade ao meio e ao
clima, capazes de prosperar em ambientes permanentemente ou periodicamente alagados. Elas
podem ter suas raizes fixadas no fundo do leito ou serem flutuantes. No geral, t€ém rapido ganho
de biomassa, logo, répida proliferacdo, podendo em muitos casos se tornarem problemas
estéticos ou de navegacao em um corpo d’agua. O potencial dos seus metabolismos robustos,
que lhes confere resisténcia a estresses abidticos diversos e potencial acumulador, € comumente
aproveitado em processos de fitorremediagdo, como em wetlands construidas por exemplo.
Ademais, sdo plantas de fécil acesso e manipulacao (Kadlec e Wallace, 2009; Tanner, 1996).
Portanto, adota-las em processos de fitorremediagdo de contaminantes, entre eles, o fldor, é

uma alternativa econdmica que ndo gera tantos residuos quanto métodos de desfluoretacao
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tradicionais e ainda € passivel de aproveitamento da biomassa (Ajithram et al, 2020; Cao et al.,

2019; Rigueto et al., 2020; Saufi et al., 2020).

Os aguapés (Eichhornia crassipes), por exemplo, sdo macrofitas aquaticas flutuantes e
livres, com as raizes abaixo da superficie, largamente encontradas em ambientes l€nticos
tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil. De rdpida propagagdo, por vezes se tornam um
problema para atividades como navegacao, pesca, irrigacdo e captacdo de dgua (Pieterse et al.,
1979; Trindade et al., 2010). Diversos estudos empregando esta espécie em processos de
fitorremediacdo podem ser encontrados na literatura, embora ainda haja relativa escassez no
caso do fluoreto (Cao et al., 2019; Hadad et al., 2011; Lin et al., 2020; Lin; Li, 2016; Patil et
al., 2020; Qin et al., 2016; Ribeiro et al., 2019; Saleh, 2012; Shao et al., 2019; Sinha et al., 2003;
Souza et al., 2018).

Em suma, € preciso adequar as concentragdes de fluoreto na dgua, de acordo com as
recomendacdes vigentes, quando este se torna um problema. A fitorremediacdo € uma
abordagem que vem sendo amplamente adotada para diversos poluentes, embora em menor
frequéncia para este haleto. H4, ainda, muito espaco para estratégias de otimizacdo desse
processo de tratamento, tal como, a utilizacdo de fitormonios. Portanto, teve-se como objetivo
desta pesquisa avaliar o efeito da utilizacdo de dois fitormdnios, auxina (AIA) e giberelina
(GA3), no desempenho de Eichhornia crassipes no processo de fitorremediacdo de dguas

enriquecidas com fluoreto.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local e aclimatacao das plantas

Dois experimentos foram conduzidos de maneira sequencial no Laboratério da Qualidade
Ambiental (LQA) do Departamento de Engenharia Agricola (DEA) da Universidade Federal
de Vicosa (UFV). Foram utilizados a Filtragem Definitiva (FD) e o Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR), delineamentos multivariados, para avaliar a influéncia das
varidveis auxina (4cido indol-3-acético, AIA), giberelina (GA3), pH, concentracdo de fosforo e
concentracao de fluoreto.

Os aguapés (Eichhornia crassipes) foram coletados no horto botanico da UFV (20° 45'
37" S 42° 52' 04" O) e higienizados com solugdo de hipoclorito de sédio e dgua corrente. Em
seguida, foram aclimatados no Laboratério da Qualidade Ambiental (LQA) por 30 dias em
recipientes de polietileno contendo soluc¢do nutritiva de Clark (1975) sob pH de 6,5. As plantas
foram mantidas em temperatura ambiente e luminosidade artificial controlada, sem incidéncia
de luz solar direta, sob fotoperiodo de 16 horas de luz para 8 horas de escuro controlado por
timer. A estrutura de iluminacgdo (Fig. 3.1) continha lampadas fluorescentes tubulares brancas
(32 mm X 1212 mm, 40 W, 2650 Im). As lampadas posicionavam-se a 60 centimetros acima
dos recipientes, resultando numa intensidade luminosa média de 41,6 pumol m? s!. Essas
condi¢cdes foram mantidas durante a aclimatacdo e realizacdo dos experimentos. A solugdo

nutritiva foi renovada semanalmente.

2.2 Filtragem Definitiva
2.2.1 Delineamento

Primeiramente, foi realizada uma triagem das varidveis utilizando-se a Filtragem
Definitiva (FD). Este delineamento € aplicado quando se deseja identificar, dentre um niimero
considerado elevado de varidveis, aquelas mais determinantes ao processo de interesse. As
filtragens definitivas sdo um tipo de experimento de resolucao IV, isto &, os efeitos principais
ndo sdo confundidos com nenhuma interacdo de 2 fatores. Os fatores continuos, como € o caso
das variaveis aqui adotadas, t€ém 3 niveis nos experimentos (-1, 0 e 1). A filtragem definitiva é
util quando se pretende considerar termos lineares e quadraticos na identificacdo dos fatores
mais criticos que sdo mantidos em experimentos posteriores, a0 passo que 0S menos criticos

podem ser descartados a critério do pesquisador.
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Figura 3.1 — Estrutura de iluminacdo e aclimatacdo de aguapés montada no Laboratério de
Qualidade Ambiental. Fonte: do autor.

Os valores adotados para cada varidvel independente para o experimento de Filtragem
Definitiva (Tabela 3.1) foram estabelecidos com base em ampla revisdao bibliografica e
codificados para -1, 0 e 1 com auxilio do programa de anélises estatisticas Minitab. Decidiu-se
fixar como zero para os fitormonios o valor codificado -1, no intuito de se avaliar, ndo somente
o efeito de uma dose ndo-nula, como também se a simples presenca dos mesmos exerce, de
fato, diferencga para o processo em estudo. Para o pH, estabeleceu-se que deveriam ser avaliadas,
inicialmente, uma condi¢do dcida, outra bésica e a de neutralidade. O efeito da concentracao de
fosforo (P) foi avaliado adotando-se valores baseados no teor indicado para solug@o nutritiva
de Clark, dobrando-se e triplicando-se o mesmo. A atividade do fon fluoreto gerou efeitos
significativos para estudos de fitorremediacdo com outras espécies de plantas. A fim de
corroborar esta observacao para a espécie aqui empregada, foram testadas 3 concentragdes deste

anion.
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Tabela 3.1 — Valores de auxina (AIA), giberelina (GAs), pH, concentragdao de fésforo e
concentracdo de fluoreto utilizados em experimento de Filtragem Definitiva.

Cddigo
Varidvel -1 0 1
AIA (uM) 0 5 10
GAs3 (UM) 0 25 50
pH 5 7 9
P (mg L) 2,14 4,28 6,42
F (mg L") 5 10 15

De acordo com os valores adotados para os fatores e inseridos no programa Minitab,
foram gerados 13 tratamentos com diferentes combinagdes entre esses fatores, sendo um ensaio

no ponto central (Tabela 3.2).

2.2.2 Rotina experimental

O experimento foi realizado no més de abril, 2019, em que a temperatura média na
cidade de Vigosa foi de 20,3 °C. O ensaio foi realizado em recipientes de polietileno com 25
cm de didmetro, contendo 2 litros de solucdo nutritiva de Clark (1975), além das circunstancias
para cada tratamento. Utilizou-se uma planta por recipiente, isto €, 13 recipientes no total e
estes foram aleatorizados sob a estrutura de iluminacdo utilizada também na fase de
aclimatagdo. Dois outros recipientes foram mantidos a parte para fins de controle, sendo um
com 15 mg L' de fluoreto mas sem planta e outro sem fluoreto (0 mg L™!) com uma planta de
E. crassipes. O ensaio teve duracdo total de 10 dias, sendo que no quinto dia os recipientes

foram redistribuidos de forma aleatdria sob a estrutura de iluminacao.

O aporte de fluoreto, de acordo com as concentracdes de cada tratamento, foi realizado
por meio de aliquotas de solucdo estoque de fluoreto de sédio (NaF). O ajuste de pH foi feito
com 4cido cloridrico (HCI) e hidréxido de sédio (NaOH). O hormdnio auxina foi administrado

via solucdo a partir de solucdo estoque, ao passo que a giberelina foi pulverizada com auxilio
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de borrifador de maos ja na concentragdo desejada com 20 mL de solucdo. Utilizou-se uma
estrutura protetora em volta do recipiente para garantir que o liquido pulverizado atingisse
integralmente a planta e cada pulverizacio ocorreu distante dos outros recipientes. Por fim, as
concentracoes de fésforo foram aportadas por meio de aliquotas de solugao estoque de fosfato

de calcio monobasico, Ca(H2PO4)2.H20.

Tabela 3.2 — Tratamentos gerados pelo programa Minitab para o experimento de Filtragem
Definitiva com base nos valores inseridos para os fatores avaliados.

Valores codificados Valores reais*

Ensaio Aux Gas; pH P F Aux GAs pH P F
1 0 1 1 1 1 5 50 9 6,42 15
2 0 -1 -1 -1 -1 5 0 5 2,14 5
3 1 0 1 -1 -1 10 25 9 2,14 5
4 -1 0 -1 1 1 0 25 5 6,42 15
5 1 1 0 1 -1 10 50 7 6,42 5
6 -1 -1 0 -1 1 0 0 7 2,14 15
7 1 -1 1 0 1 10 0 9 4,28 15
8 -1 1 -1 0 -1 0 50 5 4,28 5
9 1 -1 -1 1 0 10 0 5 6,42 10
10 -1 1 1 -1 0 0 50 9 2,14 10
11 1 1 -1 -1 1 10 50 5 2,14 15
12 -1 -1 1 1 -1 0 0 9 6,42 5
13 0 0 0 0 0 5 25 7 4,28 10

*Vide Tabela 1 para unidades de medida dos parametros.

2.2.3 Analises laboratoriais e estatisticas

As medicdes de pH e potencial de oxirreducdo foram realizadas diariamente com sonda

multiparametro.

A evapotranspiracdo foi calculada com base na diferenca de volume em cada recipiente
entre o inicio e o final do experimento. A evapotranspiracdo média foi calculada dividindo-se
essa diferenca de volume por 10 dias e os valores observados foram utilizados para célculo de

balanco de massa de fluoreto no sistema.
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A determinacdo das concentracdes de fluoreto em soluc¢do ocorreu apds o periodo de 10
dias utilizando-se método potenciométrico indicado no Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater, método 4500-F C (APHA, 2017), no qual se utiliza eletrodo de fon
seletivo e uma solucgao de ajuste de pH e forca idnica, TISAB (Total ionic strength adjustment
buffer). Para tal, foi utilizado um eletrodo modelo Thomas Scientific. As leituras sao dadas em
milivolt e convertidas em mg L' por meio de curva de calibracdo. As curvas de calibrag¢io
geradas para determinacdo dos teores de fluoreto nas amostras apresentaram coeficientes de

determinacdo (R?) superiores a 98%.

Com o registro da evapotranspiragdo e das concentragdes finais de fluoreto nas solug¢des
de cada tratamento, realizou-se balanco de massa para determina¢cdo da massa de fluoreto
removida (Equacdo 3.1) e da massa de fluoreto removida por massa seca de planta em cada
tratamento (Equacdo 3.2), sendo essas as varidveis respostas. Importante ressaltar, entretanto,
que a varidvel resposta massa de fluoreto removida por massa seca de planta ndo se trata de
bioacumulacdo, uma vez que estes resultados ndo foram obtidos por andlises de fluoreto nos
tecidos vegetais. Esta foi uma estratégia adotada para se amortecer o efeito da diferenca entre a
biomassa das plantas. Em outras palavras, assumiu-se que a massa de fluoreto removida de cada
solucdo se deu em decorréncia da acdo da planta inserida no respectivo recipiente, sendo a
grandeza desta acdo influenciada pela massa da planta correspondente. No caso, adotou-se a

massa das plantas em base seca.

Fem= [F7]i"Vi—=[F71s V¢ (Equacdo 3.1)
[F7)i-Vi—[F7 s Vs
- = Equacao 3.2
rem/planta Msplanta ( quag )
Onde:

Fem = Fluoreto removido em miligramas (mg);
rem/planta = Fluoreto removido por massa seca de planta em miligramas por grama (mg gh;
[F~]; = Concentragio inicial de fluoreto em miligramas por litro (mg L™);

[F~]; = Concentracdo final de fluoreto (10 dias) em miligramas por litro (mg L,

V; = Volume inicial em litros (L), no caso 2 L;
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Vs = Volume final em litros (L);

MSp1ante = Massa seca de planta em gramas (g).

Os resultados foram analisados com auxilio do programa de andlises estatisticas Minitab
18, no qual graficos de Pareto foram gerados para selecionar as varidveis que se mostraram
mais relevantes para o processo de fitorremediacdo. As trés varidveis selecionadas foram

adotadas no experimento seguinte (DCCR).

2.3 Delineamento Composto Central Rotacional
2.3.1 Delineamento

Com base nos resultados observados na fase de triagem do estudo (filtragem definitiva),
foi elaborado outro experimento seguindo um delineamento composto central rotacional
(DCCR) para trés fatores (2°): auxina, fésforo e pH. Este tipo de delineamento de segunda
ordem € o mais utilizado para obtencao de superficie de resposta e permite reduzido nimero de
ensaios em relacdo a um fatorial completo, o que implica em economia de recursos, tempo e
trabalho, sem prejuizo na qualidade da resposta obtida. Aos fatores sdo atribuidos cinco valores
codificados como -a, -1, 0, 1 e a, sendo a = 1,682 (valor de alfa para DCCR com 3 fatores).
Os niveis atribuidos aos fatores auxina, fosforo e pH foram baseados nos resultados observados

no experimento prévio de filtragem e estdo descritos na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Valores de auxina, pH e concentracdo de fésforo utilizados no delineamento
composto central com 3 fatores (@ = 1,682).

Codigo
Fator -a -1 0 1 a
Auxina (uM) 0 0,51 1,25 1,99 2,50
pH 5 5,8 7 8,2 9
P (mg L") 1,00 2,82 5,50 8,18 10,00

De acordo com os valores adotados para os fatores e inseridos no programa Minitab,
foram gerados 18 tratamentos com diferentes combinagdes entre esses fatores, sendo 4

repeti¢des no ponto central (Tabela 3.4).



78

Tabela 3.4 - Tratamentos gerados pelo programa Minitab para o experimento em Delineamento
composto central rotacional (DCCR) com base nos valores inseridos para os fatores avaliados.

Valores codificados Valores decodificados™
Tratamento Aux | pH Aux | pH
1 -1 -1 -1 0,51 2,82 5,81
2 1 -1 -1 1,99 2,82 5,81
3 -1 1 -1 0,51 8,18 5,81
4 1 1 -1 1,99 8,18 5,81
5 -1 -1 1 0,51 2,82 8,19
6 1 -1 1 1,99 2,82 8,19
7 -1 1 1 0,51 8,18 8,19
8 1 1 1 1,99 8,18 8,19
9 -a 0 0 0,00 5,50 7,00
10 a 0 0 2,50 5,50 7,00
11 0 -a 0 1,25 1,00 7,00
12 0 a 0 1,25 10,00 7,00
13 0 0 -a 1,25 5,50 5,00
14 0 0 a 1,25 5,50 9,00
15 0 0 0 1,25 5,50 7,00
16 0 0 0 1,25 5,50 7,00
17 0 0 0 1,25 5,50 7,00
18 0 0 0 1,25 5,50 7,00

*Vide Tabela 3 para unidades de medida dos parametros.

2.3.2 Rotina experimental

O experimento foi realizado no més de outubro, 2019, em que a temperatura média na
cidade de Vigosa foi de 21,8 °C. O ensaio foi realizado em recipientes de polietileno com 25
cm de diadmetro, contendo 2 litros de dgua, além das circunstincias para cada tratamento.
Utilizou-se uma planta por recipiente, isto €, 18 no total e estes foram aleatorizados sob a
estrutura de iluminagdo. O ensaio teve duracdo total de 10 dias, sendo que no terceiro dia foi
acrescentada solucao nutritiva de Clark (1975) a 50% e no quinto dia os recipientes foram

redistribuidos de forma aleatdria sob a estrutura de iluminacgdo.
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Em todos os tratamentos, as plantas foram expostas a uma concentragao de fluoreto de
15 mg L', Dois outros recipientes foram mantidos a parte para fins de controle, sendo um com
15 mg L! de fluoreto mas sem planta e outro sem fluoreto (0 mg L'') com uma planta de E.
crassipes. O aporte de fluoreto foi realizado por meio de solucao estoque de fluoreto de sédio
(NaF). O hormonio auxina foi administrado via solu¢do a partir de solucdo estoque. As
concentracdes de fésforo foram aportadas por meio de aliquotas de solugdo estoque de fosfato
de célcio monobdsico, Ca(H2PO4)2.H20. Por fim, o ajuste de pH foi feito com dcido cloridrico

(HCI) e hidréxido de s6dio (NaOH).

Os valores de pH foram aferidos diariamente. Uma amostragem de 15 mL em cada

recipiente ocorreu nos dias 3, 6 € 9 e ao final do experimento (10 dias).

2.3.3 Analises laboratoriais e estatisticas

As medi¢Oes de pH e a evapotranspiracdo foram realizadas conforme exposto no item

2.2.3.

Determinou-se a concentracdo de fluoreto tanto em solu¢do quanto nos tecidos das
plantas, separando-as em parte aérea e raiz. A determinacdo de fluoreto em solucdo ocorreu
para os dias 3, 6, 9 e 10, ao passo que para as plantas, essa determinacao foi realizada nas raizes
e parte aérea ao final do experimento seguindo o método potenciométrico conforme descrito no

item 2.2.3.

Para determinagdo dos teores de fluoreto nos tecidos das plantas por eletrodo de ion
seletivo para fluoreto, realizou-se fase prévia de extracdo. Para tal, as plantas foram
primeiramente separadas em raizes e parte aérea e inseridas em sacos de papel para secagem
em estufa a 65 °C por 72 h e, entdo, pesadas, moidas em moinho de esferas e peneiradas (20
mesh). Em seguida, 0,25 g de material peneirado, tanto para raizes quanto para parte aérea,
foram colocados em tubos falcon de 50 mL, onde foram adicionados 5 mL de acido sulfurico
(H2S04), IN. Os tubos foram postos em banho maria com ultrassom a 50 °C por 20 minutos.
Posteriormente, foram adicionados em cada tubo 5 mL de hidréxido de sédio (NaOH), 1 N, e
10 mL da solug¢@o ajustadora de for¢a idnica (TISAB), portanto um volume de extragdo total de
20 mL. Em seguida, a leitura foi realizada com o eletrodo de fon seletivo de fluoreto para
determinagdo da concentragio em mg L' que, entdo, foi utilizada para determinar a massa de

fluoreto contida no volume de extragdo (20 mL) obtido a partir de 0,25 g de amostra de tecido
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de planta. Por fim, essa massa em 0,25 g de planta foi extrapolada para as massas totais da parte

aérea e raiz das plantas, bem como a massa total das mesmas.

A partir dos resultados obtidos para teores de fluoreto nos 6rgdos das plantas, foram
calculados os indices de bioacumulacdo e de translocacdo de acordo com Khandare et al.
(2017). O fator de bioacumula¢do foi determinado com base na massa de fluoreto em tecido
vegetal seco, tendo sido considerada para este cdlculo a massa seca total da planta, isto &, parte
aérea mais raiz, dividida pela massa de fluoreto remanescente observada na solugao (Equacao
3.3). Ja o fator de translocacio foi determinado pela razdo entre a bioacumulacio na parte aérea

pela bioacumulagio na raiz (Equagao 3.4).

(MF)planta
FB = ———— (Equagao 3.3)
(MF)solug:éo ans
F71.
FT = [_]ﬂ (Equagio 3.4)
[F ]raiz
Onde:

FB = Fator de bioacumulagdo (adimensional);

(Mg)pianta = Massa total de fluoreto na planta (parte aérea e raiz) (mg);
(M) sorucao = Massa de fluoreto remanescente na solugio (mg);

FT = Fator de transloca¢do (adimensional);

[F~]a¢rea = Concentracdo de fluoreto na parte derea da planta (mg g'!);
[F~]4iz = Concentracdo de fluoreto na raiz da planta (mg g'!).

Com auxilio do programa Minitab 18, foi realizada andlise de variancia (ANOVA) para
as varidveis respostas massa de fluoreto removida em solucao e massa de fluoreto removida por
massa seca de planta. A resposta massa de fluoreto removida por massa seca de planta,
entretanto, nao se trata de fator de bioacumulagdo descrito pela Equacao 3.3, uma vez que estes
resultados nao foram obtidos por andlises de fluoreto nos tecidos vegetais, conforme exposto
no item 2.2.3. A partir dos resultados observados, foram gerados gréficos de Pareto para expor

a hierarquizacdo dos efeitos das varidveis independentes, além de modelos matemdticos e
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grificos de curvas de nivel que descrevem as varidveis respostas. Os pontos 6timos também

foram calculados pelo programa a partir do modelo matematico obtido.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Filtragem Definitiva
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Quanto maior a concentracao inicial de fluoreto, maior foi a massa de fluoreto removida

(Tabela 3.5). Dessa forma, os tratamentos onde havia mais fluoreto apresentaram elevadas

remogdes em termos absolutos. Em termos relativos, entretanto, todos os tratamentos

apresentaram desempenhos muito proximos, uma vez que a porcentagem de remocgao de

fluoreto se deu entre 55 € 63%.

Tabela 3.5 — Fluoreto removido (Frem) em miligramas, porcentagem (F) e miligramas por grama

de massa seca de planta (Frem/planta) por tratamento no ensaio de Filtragem Definitiva.

Trat.  Aux GAs P F f&f;} (}71) (mg/gFr;i:;Iz;n;lanta)
1 5 50 642 15 | 1647 549 12,45
2 5 0 214 5 5,73 57,3 1,96
3 10 25 214 5 5,73 57,2 0,98
4 0 25 642 15 | 1649 549 13,86
5 10 50 642 5 5,88 58,8 1,20
6 0 0 214 15 | 1890 63 6,72
7 10 0 428 15 | 1844 615 5,54
§ 0 50 428 5 6,17 61,7 1,74
9 10 0 642 10 | 1237 618 5,79
0 0 50 214 10 | 1251 62,5 9,27
1 10 50 214 15 | 1840 613 522
2 0 0 642 5 5,95 59,5 8,88
3 5 25 428 10 | 1189 594 2,73
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Dentre as varidveis avaliadas neste experimento de triagem, a concentracao inicial de
fluoreto promoveu efeito consideravelmente superior as outras varidveis a ponto de ofuscéi-las
quando considerados os efeitos principais para a varidvel resposta massa de fluoreto removida

a 10% de significancia (Fig. 3.2).

Termo 189
| Fator Mome
A Aux
E B GA3
C pH
! D p
D | E F
|
8 |
|
A
|
; |
|
1
0 5 10 15 20 25

Efeitos Padronizados

Figura 3.2 — Gréfico de Pareto dos efeitos principais dos fatores auxina (A), giberelina (B), pH
(C), concentragdo inicial de fésforo (D) e concentracio inicial de fluoreto (E) sobre a resposta
massa de fluoreto removida para o = 10%.

A correlag@o positiva entre acumulacdo de fluoreto e concentracdo a qual a planta foi
exposta também foi observada para Avena sativa e Lycopersicon esculentum (Stevens et al.,
1998), Camellia sinensis (Ruan et al., 2004), Linaria vulgaris e Mentha arvensis (Kostyshin et
al., 2011), Olea europaea (Zouari et al., 2014), Camellia japonica e Saccharum officinarum
(Camarena-Rangel et al., 2015), Pistia stratiotes e Eicchornia crassipes (Karmakar et al., 2016)
e Pistia stratiotes (Karmakar et al., 2018). Khandare et al. (2017), apesar de apresentarem
porcentagens decrescentes de acumulagdo de fluoreto com o aumento da concentracdo inicial,
para termos absolutos, na verdade, a absorcdo de Nerium oleander também aumentou. A
acumulacdo de fluoreto, um anion ndo essencial as plantas, é bastante varidvel entre diferentes
espécies de plantas expostas a diferentes concentracdoes do poluente (Kostyshin et al., 2011;
Stevens et al., 1998). Karmakar et al. (2018), embora tenham observado acumulagdes
crescentes em P. stratiotes e E. crassipes com o aumento da concentracdo de fluoreto, ndo
identificaram 0 mesmo comportamento em Spirodela polyrhiza. O mesmo ocorreu para outras

espécies avaliadas por Kostyshin et al. (2011).
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Para a varidvel resposta massa de fluoreto removida por massa seca de planta, a
concentracdo inicial de fluoreto, auxina e concentragdo de fésforo apresentaram efeito
significativo para 10% de significancia, ao passo que pH e giberelina ndo o fizeram (Fig. 3.3).
O modelo gerado se ajustou bem aos dados obtidos, respondendo por 79% deles (R?). A andlise

dos residuos, indicou uma distribui¢do aleatdria e variancia constante, que atestam a qualidade

do modelo.
Termo 1'395
Fator Mome
Aux
E GA3
pH

moMmmE

0 1 2 3 4
Efeitos Padronizados

Figura 3.3 — Grafico de Pareto dos efeitos principais dos fatores auxina (A), giberelina (B), pH
(C), concentragdo inicial de fésforo (D) e concentragdo inicial de fluoreto (E) sobre a resposta
massa de fluoreto removida por massa seca de planta para a = 10%.

A suplementacdo de auxina via solu¢do para E. crassipes pode ter aumentado a
tolerdncia aos efeitos fitotéxicos de fluoreto e facilitado a assimilacdo deste contaminante tal
qual ocorreu em outros trabalhos para outros contaminantes, como chumbo (Du et al., 2011;
Fissler et al., 2010; Lopéz et al., 2005; Lépez et al., 2007), cddmio (Ali et al., 2013; Farooq et
al., 2015) e zinco (Fissler et al., 2010). Além disso, a presenca deste fitormdnio contribuiu no
ganho de biomassa de E. crassipes, tendo sido o Unico fator com efeito significativo (o = 5%)

para esta variavel resposta.

Ja em relacdo ao fésforo, Braga et al. (2021) também observaram efeito significativo
deste composto na fitorremediagdo de fluoreto por Landoltia punctata, no qual maiores
suplementagdes de fésforo promoveram maiores remogdes de fluoreto. Fluoreto e fésforo, este
ultimo na forma de fosfato, ndo competem pelos sitios de absor¢do nas raizes das plantas

(Stevens et al., 1998). A limitacdo de fésforo, entretanto, pode prejudicar o desenvolvimento
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das plantas e reduzir as taxas de transpiracdo e absorcao de dgua, que por consequéncia diminui
a assimilacdo de fluoreto que adentra as raizes de maneira passiva (Buwalda & Warmenhoven,
1999; Ren et al., 2015; Xian-Chen et al., 2013). Ademais, a presenga de fésforo pode incorrer,
em partes, no escape de ions fluoreto da solucao via precipitacao de fluoroapatita (Cas(POs)3F),
um processo que inclusive tem sido explorado como técnica de desfluoretacdo de dguas

(Ekamparam & Singh, 2020; Zhu et al., 2021).

Durante os 10 dias de experimentacdo, os valores de pH dentre os tratamentos,
desconsiderando-se os valores iniciais, variaram de 4,42 a 7,53, sendo que aproximadamente
70% dos dados compreenderam-se entre 6,5 e 7,5 (Figura 3.3). Dessa forma, observa-se que a
atividade das plantas contribuiu para trazer o pH do meio para uma zona de neutralidade na
maioria dos tratamentos em boa parte do tempo. Quando na presenca de elementos toxicos, as
raizes das plantas atuam na liberacdo de exudados com capacidade de promover alteragdes de
pH (Javed et al., 2013). O pH do meio tem influéncia direta na quantidade de ions fluoreto
biodisponiveis tanto para processos de absor¢do quanto adsor¢do na zona radicular das plantas
(Stevens et al., 1998; Karmakar et al., 2018). Banerjee e Roychoudhury (2019) apontaram que
o pH também € caracteristico dos locais onde as plantas tendem a acumular fluoreto, com maior

tendéncia disso ocorrer em organelas com meio alcalino, tal qual, por exemplo, as mitocondrias.
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Figura 3.4 — Grafico Box-plot com os dados de monitoramento do pH para os tratamentos T1 a
T13 ao longo dos 10 dias do ensaio.
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De acordo com o observado, portanto, ficou claro que a concentragao inicial de fluoreto
foi muito influente na absorcdo deste anion pelas plantas E. crassipes, confirmando a
observacao de outros autores para diferentes plantas também expostas a este contaminante.
Assim, a tomada de decisdo com base nas andlises estatisticas se deu por ndo prosseguir com
esta varidvel no experimento seguinte de DCCR, mesmo tendo sido a mais significativa.
Sugere-se para trabalhos futuros que se trabalhe com esta varidvel de maneira univariada,
expandindo-se o intervalo aqui adotado com o objetivo de se buscar a concentragdo para a qual
nio haja mais incrementos na absorcdo de fluoreto por E. crassipes em razao dos efeitos
fitotoxicos deste anion. Em razdo de ndo ser corriqueiro encontrar em corpos hidricos
concentragdes de fluoreto acima de 15 mg L!, exceto aqueles que sdo alvo direto de despejos

industriais, decidiu-se nao prosseguir com este fator no experimento subsequente.

Na sequéncia de varidveis independentes que foram mais importantes para remogao de
fluoreto por massa seca de planta (Fig. 3.3), tem-se o fitormdnio auxina, a concentracdo inicial
de fésforo e o pH, embora esta dltima ndo tenha se mostrado significativa a 10% no intervalo
avaliado. Essas varidveis foram conduzidas ao experimento seguinte em delineamento

composto central rotacional.

Baseado nos graficos de contorno gerados com o programa Minitab (Fig. 3.5), observou-
se que em relacdo a auxina as maiores remog¢des de fluoreto se deram numa faixa abaixo de 5
UM (tons mais escuros de verde), mais especificamente abaixo de 3 pM. Concentra¢des
elevadas de auxinas sintéticas podem promover efeitos toxicos nas plantas, especialmente as
dicotiledoneas, e inclusive sdo empregadas nessas condi¢cOes como herbicidas (Solomon e
Bradley, 2014). A concentragdo inicial de fluoreto e fésforo, representadas por F e P na Figura
3.5, respectivamente, de fato, promoveram maiores remogdes por massa de planta tdo maior
foram estas varidveis. Os graficos apontam que para ambas ha possibilidade de respostas ainda
maiores fora dos intervalos adotados, no caso acima de 15 mg L' para F e de 6,42 mg L"! para

P.

Com essas observagdes, portanto, foi realizado o planejamento do experimento seguinte
em delineamento composto central rotacional, restringindo, ampliando ou mantendo a regido

trabalhada para as varidveis que prosseguiram sendo avaliadas.
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Figura 3.5 — Graficos de contorno da varidvel resposta miligrama de fluoreto removido por
grama de massa seca de planta considerando pares de varidveis independentes, sendo (a) F x P;
(b) P x Aux; (¢) F x Aux. Para cada par de varidveis representadas em um grafico, as outras trés
foram mantidas no ponto central, sendo Aux =5 uM, GA3=25uM,pH=7,P=428 mgL'e
F = 10 mg L'!. Obs: as varidveis pH e GA3 ndo foram representadas por nio terem sido
significativas (10%).
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3.2 Delineamento Composto Central

As tendéncias observadas no experimento anterior em Filtragem Definitiva foram
utilizadas para se estabelecer os intervalos adotados para o ensaio em Delineamento Composto
Central. Para o fitormdnio auxina, decidiu-se por restringir a regido, antes de 0 a 10 uM, para
0 a 2,5 uM, visto que as maiores eficiéncias de remoc¢do de fluoreto por massa de planta se
deram abaixo de 3 uM (Fig. 3.3). Para a concentracio de fésforo, expandiu-se o intervalo para
até 10 mg L. O intervalo adotado para pH foi mantido, isto é, permaneceu de 5 a 9. A
concentracdo inicial de fluoreto foi fixada em 15 mg L' para todos os tratamentos deste ensaio,
uma vez que pdde ser observado que as plantas de E. crassipes suportaram e conseguiram

remediar um meio com tal concentragdo e nas circunstancias as quais foram expostas.

A remocao de fluoreto foi avaliada ao longo dos 10 dias de ensaio, tendo sido realizadas
amostragens de dgua nos dias 3, 6, 9 e 10. Observou-se que a maior parte da remog¢ao ocorreu
em torno dos 6 primeiros dias, tendo sido nitidamente intensa nos 3 primeiros dias para todos
os tratamentos (Fig. 3.6). Do total de fluoreto removido até o décimo e ultimo dia do
experimento, entre 84 a 99% foi removido até o sexto dia, com média de 94,3%. A partir dai,
os incrementos na remogado de fluoreto podem ser considerados discretos. Resultados similares
foram relatados por outros autores. Sinha et al. (2000) observaram que ap6s 7 dias Hydrilla
verticillata ndo acumulou quantidades significativas de fluoreto, ao passo que Karmakar et al.
(2018) apontaram absorcdo intensa nos 4 primeiros dias e irriséria apos 8 dias de exposi¢ao
para Pistia stratiotes. Camarena-Rangel et al. (2015) observaram decrescimento constante na
concentracdo de fluoreto até o dia 18 quando Camellia japonica foi exposta a concentracao
inicial de 2,5 mg L'!. Porém, quando o meio aquoso continha 5 ou 10 mg L' de fluoreto, as
reducdes na concentragdo foram drasticas nos 3 primeiros dias e a partir de entdo nao fizeram

diferenga considerdvel.
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Figura 3.6 — Gréfico de barras empilhadas para os valores acumulados de fluoreto removido
(mg) ao longo dos dias de experimento, sendo azul a remocao observada até o dia 3; verde,
entre os dias 3 e 6; preto, entre os dias 6 e 9 e vermelho entre os dias 9 e 10.

Ao final do ensaio (10 dias), foram observadas remocgdes de fluoreto que variaram de
49,4 a 61,8% do total aportado no inicio (Tabela 3.6). Isso indica boa capacidade de E. crassipes
em fitorremediar 4guas contaminadas com este anion. Diaz e Pedraza (2010) consideraram
Saccharum officinarum como boa remediadora por alcangar remocdes de até 40% de fluoreto
quando a concentragio inicial foi 4 mg L!. Karmakar et al. (2016) observaram remogdes entre
15 e 24% para P. stratiotes e entre 9 e 19% para S. polyrhiza quando as concentragdes iniciais
de fluoreto variaram entre 3 ¢ 20 mg L'!. No mesmo trabalho, E. crassipes apresentou
eficiéncias de remocao de 12,7; 17,7; 19 e 28,2% para concentragdes iniciais de 3, 5, 10 e 20
mg LI, respectivamente, em 10 dias de exposicdo. Dessa forma, as eficiéncias observadas no
presente estudo, sao superiores as observadas por estes ultimos autores. Khandare et al. (2017)
testaram 10 espécies de plantas e alcancaram remocdes entre 51 e 98% quando a concentragdo
inicial de fluoreto era de 5 mg L!. Nerium oleander foi a espécie que alcangou a maior
eficiéncia e quando submetida a concentragdes de 10, 20, 30, 40 e 50 mg L', apresentou

porcentagens de remogao de fluoreto de 92, 81, 71, 60 e 51%, respectivamente.
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Tabela 3.6 — Fluoreto removido em miligramas, porcentagem e miligramas por grama de massa

seca de planta por tratamento no ensaio em Delineamento Composto Central.

Fron F Fremplanta
Trat. Aux pH | (mg) (%) (mii inr;a)ssa
1 0,51 58 282 17,24 57,5 4,03
2 1,99 58 2,82 15,27 50,9 6,42
3 0,51 5,8 8,18 16,24 54,1 4,46
4 1,99 58 8,18 16,07 53,6 5,12
5 0,51 82 282 15,62 52,1 5,14
6 1,99 82 2,82 16,51 55,0 4,86
7 0,51 8,2 8,18 16,35 54,5 491
8 1,99 82 8,18 15,68 52,3 4,26
9 0,00 7,0 5,50 16,17 53,9 4,89
10 2,50 7,0 5,50 15,91 53,0 6,17
11 1,25 7,0 1,00 16,21 54,0 4,60
12 1,25 7,0 10,00 14,82 494 4,99
13 1,25 50 5,50 15,65 52,2 6,58
14 1,25 9,0 5,50 15,37 51,2 4,82
15 1,25 7,0 5,50 16,70 55,7 5,49
16 1,25 7,0 5,50 15,78 52,6 5,89
17 1,25 7,0 5,50 15,79 52,6 4,67
18 1,25 7,0 5,50 18,54 61,8 5,47
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Nao foi possivel observar tendéncias nos efeitos de auxina, fésforo e pH sobre a resposta
miligramas de fluoreto removido (Frem) (Tabela 3.6). A andlise de variincia nao apontou efeito
significativo das varidveis independentes para a =10%. Por sua vez, os melhores resultados
para massa de fluoreto removida por massa de planta (Frenplanta), base seca, ocorreram nos
tratamentos T13, T2 e T10, nessa ordem, com valores acima de 6 mg g!. Esses resultados foram
alcancados em meio 4cido a neutro e para valores superiores de auxina. De fato, esses dois

fatores se mostraram significativos em sua interagdo para a =10% e a =5% (Fig. 3.7).

Termo 1,860 2,306
I :

Fator Nome
A Aux

B P

C pH

AC

ccC

BC

0.0 0,5 1,0 1,5 2,0 2.5
Efeitos Padronizados

Figura 3.7 — Gréfico de Pareto para a resposta massa de fluoreto removida por de massa seca
de planta ao final de 10 dias considerando o modelo quadrético completo para o =10% (1,860)
e a=5% (2,306).

Considerando-se o modelo quadratico completo, isto é, a andlise da significincia dos
efeitos lineares, quadraticos e da interacdo entre as varidveis independentes, além da interacao
auxina e pH (AC), o efeito linear da auxina (A) e o efeito quadratico da concentracdo de fésforo
(BB) também foram significativos para a =10% (Fig. 3.7). Todos os outros termos nao
promoveram efeito significativo na variavel resposta Fremplanta €, dessa forma, no intuito de
tornar o modelo obtido mais simples mas sem prejudicar sua qualidade, decidiu-se descartar os
trés termos menos significativos, obedecendo a hierarquia. Logo, foram retirados da regressao
multipla a interacdo fosforo e pH (BC) e os efeitos quadraticos do pH (CC) e da auxina (AA)
(Fig. 3.8). Os termos significativos para o =10% supracitados (AC, A e BB), apds desconsiderar
os termos menos importantes do modelo, tornaram-se signifibcativos para o =5%. Ademais, o

efeito linear do pH (C) mostrou-se significativo a 10%.
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Figura 3.8 — Gréfico de Pareto para a resposta massa de fluoreto removida por de massa seca
de planta ao final de 10 dias desconsiderando-se do modelo quadratico completo, os termos BC,
CCe AA, para a =10% (1,796) e a =5% (2,201).

O modelo simplificado obtido foi significativo para o =5% (p-valor = 0,018) e
apresentou coeficiente de determinagcdo R? = 70,2%, que pode ser considerado como razodvel.
A falta de ajuste foi ndo significativa (p-valor = 0,605), indicando que o modelo, de fato, se
ajusta aos dados. Na andlise de homocedasticidade, o erro afetou todos os pontos igualmente e
houve independéncia dos residuos, uma vez que nao foi observada nenhuma tendéncia entre

eles (Fig. 3.9). O modelo estd representado pela Equacdo 3.5.

Frem/planta = —0,/43 + 5,08 Aux + 0,592 P + 0,468 pH — 0,0415P % P
— 0,1319 Aux * P — 0,562 Aux * pH (Equagdo 3.5)

Onde:

Frem/planta = Fluoreto removido por massa seca de planta (mg g'l)
Aux = Auxina (uM)

P = Concentracao de fésforo (mg LT

pH = Potencial hidrogenidnico (adimensional).
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Figura 3.9 — Gréficos de residuos para massa de fluoreto removida por massa seca de planta
gerados pelo programa Minitab. (a) Probabilidade normal, indicando homogeneidade nas
variancias dos erros e (b) distribuicio aleatdria dos residuos em torno do zero versus valores
ajustados.

Os gréficos de contorno apresentam, na regido estudada, que as maiores remocdes de
fluoreto por unidade de massa de planta ocorreram para valores elevados de auxina em faixa
acido-neutra de pH (Fig. 3.10). Ressalta-se que a interagdo entre esses dois fatores foi
significativa, além do efeito principal de auxina. Embora seja possivel observar regides com
maiores valores para fluoreto removido por unidade de massa de planta quando avaliados os
pares fosforo-auxina e pH-fdsforo, a interagc@o entre esses fatores ndo foi significativa de acordo
com a analise variancia. Entretanto, o fator fosforo teve seu efeito quadratico significativo (o

=5%), indicando que este fator promove curvatura no conjunto de dados da varidvel resposta.
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Figura 3.10 — Gréficos de contorno para a varidvel resposta massa de fluoreto removida por
massa seca de planta (mg g'!) para os pares de varidveis independentes (a) fésforo e auxina; (b)
pH e fésforo; (¢) pH e auxina; e (d) grafico de superficie do par pH e auxina. Para cada par de
varidveis representadas em um grafico, a varidvel remanescente foi mantida no ponto 6timo,
istoé,em (@) opH=5,em (b) Aux=25uMeem(c)e(d) P=3,2mg L.

Os valores 6timos de auxina, fésforo e pH gerados pelo modelo obtido para remogao de
fluoreto por unidade de massa de planta (Equacdo 2.5) foram de 2,5 uM, 32 mg L' e 5,
respectivamente. Nessas condi¢des a varidvel resposta Fremplanta atinge 8 mg g!. Fixando-se os
valores 6timos para duas varidveis, a resposta Frem/plana permanece acima de 6 mg g para
auxina entre 1,4 e 2,5 uM, para pH entre 5 e 7,1 e para todo o intervalo adotado para a

concentracdo de fésforo, isto é, 1 a 10 mg L.
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O fitormdnio auxina, tanto em seu efeito principal quanto sua interacdo com o pH foram
significativos a 5%. A aplicacdo externa pode ter aumentado a tolerancia aos efeitos fitotoxicos
de fluoreto e facilitado a assimila¢do deste contaminante tal qual ocorreu em outros trabalhos
para outros contaminantes, como chumbo (Du et al., 2011; Fassler et al., 2010; Lopéz et al.,
2005; Lopez et al., 2007), cddmio (Ali et al., 2013; Farooq et al., 2015) e zinco (Fissler et al.,
2010). As auxinas sdo agentes importantes ao crescimento e defesa vegetal e elas t€ém se
mostrado promissoras na fitoextragdo de metais, embora o mecanismo sob o qual esse processo
ocorre ndo esteja claramente elucidado (Ali et al., 2013; Elobeid e Polle, 2012). Com os
resultados do presente trabalho, sugere-se que o efeito de tal hormdnio possa se estender a
situagdes de estresse promovidas por contaminantes nao metalicos, neste caso, o fluoreto. Sob
estresses abidticos, as plantas podem sofrer com a inibicdo de auxinas, que atuam justamente
na coordenacao da defesa vegetal. Assim, a aplicacdo exdgena dessas moléculas pode prevenir
os danos promovidos por circunstancias atipicas do meio e fazer com que as plantas prosperem
apesar das adversidades (Elobeid e Polle, 2012). Estudos realizados por Ordin et al. (1966), por
exemplo, mostraram que a auxina AIA reverteu os efeitos inibitorios de NaF sobre coledptilos

de Avena sativa.

Como mencionado anteriormente, as maiores remog¢des de fluoreto por massa de planta
se deram em condig¢Oes acido-neutras. Isso foi observado também nos trabalhos de Karmakar
et al. (2018) para Pistia stratiotes e de Ruan et al. (2004) para Camellia sinensis. Em pH
levemente acido os anions fluoreto tendem a formar pares com cations H* livres na solugao,
formando HF que, segundo Zhang et al. (2013), é facilmente absorvido pelas plantas. Braga et
al. (2021) observaram, por meio dos modelos obtidos de fitorremediacdo de fluoreto por
Landoltia punctata, remog¢Oes O6timas em condi¢Oes tanto alcalinas quanto dcidas. Em meios
alcalinos, predomina-se a forma F e este anion torna-se mais biodisponivel para absorc¢ao das
raizes. Como a absorcao de fluoreto tem correlagdo positiva com a atividade deste anion, pelo
menos até quantidades nao fitotéxicas, a maior biodisponibilidade em meios alcalinos também
pode promover remog¢des considerdveis (Kostyshin et al., 2011; Stevens et al., 1998; Stevens et

al., 2000).

O fo6sforo é um macronutriente comumente limitante no desenvolvimento das plantas,
influenciando direta ou indiretamente na desaceleracdo de processos metabdlicos (Buwalda &
Warmenhoven, 1999; Ren et al.,, 2015; Xian-Chen et al., 2013). Como observado no
experimento anterior, Filtragem Definitiva (FD), o fésforo promoveu efeito significativo na

remo¢do de fluoreto nos sistemas, contribuindo para maiores eficiéncias. O efeito quadrético
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observado neste segundo ensaio em DCCR, pode se justificar na expansdo da regido testada
para a concentracdo inicial de fluoreto, em que valores mais elevados agora reduziram a
desfluoretagcao. Além disso, a presenga de fosforo também responde em parte pela saida fluoreto
da solugdo via precipitagdo de fluoroapatita (Cas(POa4)3F), um processo que inclusive tem sido
explorado como técnica de desfluoretacdo de dguas (Ekamparam e Singh, 2020; Zhu et al.,

2021).

O fator de biocaumulacao observado foi, em média, de 0,114 £ 0,038, sendo o minimo
e maximo ocorridos nos tratamentos T2 e T1, respectivamente (Tabela 3.7). Dessa forma, para
cada miligrama de fluoreto remanescente na soluciao ao final de 10 dias havia 0,042 e 0,201
miligramas de fluoreto no corpo da planta destes tratamentos, também respectivamente.
Resultados da mesma ordem também foram reportados por Camarena-Rangel et al. (2015) para
Saccharum officinarum e Camellia japonica. Khandare et al. (2017) apresentaram resultados
aproximadamente 10 vezes superiores para N. oleander, P. crinitum e P. olearacea, expostas a

10 mg L! de fluoreto.

Ao considerar-se o contetido de fluoreto nos tecidos das plantas (mg g™'), os resultados
aqui observados se assemelham também aos reportados por Zouari et al. (2014) para Olea
europaea € sao superiores aos reportados por Karmakar et al. (2016) para Pistia stratiotes,
Spirodela polyrhiza e Eichhornia crassipes. Especificamente para E. crassipes, mesma planta
utilizada no presente trabalho, os autores observaram contetido de fluoreto de 0,038; 0,092;
0,172 e 0,214 mg g para as concentragdes iniciais de 3, 5, 10 e 20 mg L™, respectivamente,
considerando a planta inteira. No presente trabalho, para a concentragio inicial de 15 mg L' de
fluoreto, o conteudo encontrado no corpo das plantas como um todo variou entre 0,59 a 1,22
mg g'. Isso pode ser indicio de que o aporte do fitormonio auxina contribuiu para maiores

remocdes de fluoreto em solugdo.

O fator de translocacao variou de 0,655 a 2,374, mas foi, em média e para a maioria dos
tratamentos, maior que 1 (Tabela 3.7). Deste modo, houve maior acumulacio de fluoreto na
parte aérea das plantas do que na raiz, fendbmeno que também foi observado por Camarena-
Rangel et al. (2015) para Camellia japonica (1,3 a 2,7), Khandare et al. (2017) para N.
oleander(1,85), P. crinitum (1,19) e P. olearacea (1,43) e Ruan et al (2003) para Camellia
sinensis. Entretanto, o fator de transloca¢do, bem como a bioacumulagdo e a distribui¢ao de
fluoreto nos 6rgaos e tecidos das plantas varia bastante com a espécie e idade dessas plantas

(Baunthiyal e Sharma, 2014; Chakrabarti et al., 2013; Ruan et al., 2003; Zouari et al., 2014).
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Gadi et al. (2020) alegam, ainda, que esses fatores também sdo influenciados pela fase no ciclo
da planta, na estacdo do ano e podem diferir mesmo entre variedades da mesma espécie. Dessa
forma, outras espécies foram reportadas com maior acumulagdo de fluoreto nas raizes do que
nas folhas, isto €, com fator de translocagao menor do que 1. Para Rizzu et al. (2021), essa € a
maior tendéncia. Citam-se, por exemplo, Saccharum officinarum (Camarena-Rangel et al.,
2015), Olea europeae (Zouari et al., 2014), Brassica juncea (Yadav et al., 2018), Prosopis
Jjuliflora (Saini et al., 2012).

O efeito da acumulacdo e da translocacao de fluoreto nas plantas pode ser observado em
danos causados nas folhas. A sintomatologia visual das folhas de E. crassipes expostas a
solucdo contendo 15 mg L' de fluoreto consistiu, principalmente, na presenca de necroses nas
margens e apice foliar (Fig. 3.11). O surgimento de cloroses e necroses nas folhas é, comumente, o
primeiro e mais visivel sintoma de exposicdo ao fluoreto. Outras alteracdes morfoldgicas como reducdo

na drea foliar com consequente prejuizo na producdo de biomassa também sdo frequentemente

observadas (Agarwal e Chauhan, 2015; Gadi et al., 2020; Jha et al., 2009).

Figura 3.11 Folha de Eichhornia crassipes com necroses nas margens e apice foliar em
decorréncia da exposi¢do a uma solucio contendo 15 mg L™! de fluoreto por 10 dias.
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Tabela 3.7 — Fatores de bioacumulacio (FB) (Equacgao 3.3) e translocacao (FT) (Equacgdo 3.4)

de fluoreto calculados de acordo com Khandare et al. (2017).

Trat. Aux pH P FB FT
1 0,51 5.8 2,82 0,201 1,252
2 1,99 5.8 2,82 0,042 0,655
3 0,51 5.8 8,18 0,109 1,125
4 1,99 5.8 8,18 0,113 1,599
5 0,51 8,2 2,82 0,099 1,411
6 1,99 8,2 2,82 0,187 1,882
7 0,51 8,2 8,18 0,120 1,756
8 1,99 8,2 8,18 0,085 0,946
9 0,00 7,0 5,50 0,119 1,237

10 2,50 7,0 5,50 0,091 1,413
11 1,25 7,0 1,00 0,130 1,080
12 1,25 7,0 10,00 0,074 0,952
13 1,25 5,0 5,50 0,116 2,374
14 1,25 9,0 5,50 0,109 1,473
15 1,25 7,0 5,50 0,138 1,696
16 1,25 7,0 5,50 0,072 0,917
17 1,25 7,0 5,50 0,136 1,911
18 1,25 7,0 5,50 0,118 0,857
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4 CONCLUSAO

Quanto maior a concentracao inicial de fluoreto, maior foi a massa de fluoreto removida
por Eichhornia crassipes, embora em termos relativos as remogdes tenham sido préximas e em
torno de 60%. Tais remog¢des ocorreram majoritariamente nos 6 primeiros dias de exposicao.
Nas circunstancias testadas, a concentracao inicial de fluoreto promoveu o maior efeito nas
varidveis resposta e apresentou tendéncia em alcangar resultados ainda maiores para valores

acima do intervalo adotado.

A suplementacdo de auxina via solu¢do em concentragdes entre 1,4 a 3 uM promoveu
maiores remog¢des de fluoreto por massa de planta em faixa dcido-neutra de pH, ao passo que a
pulverizacdo de giberelina (GA3) ndo mostrou efeito significativo. A presenca de fésforo
contribuiu para maiores taxas de desfluoretagdo, sendo este elemento importante tanto para
nutri¢do e bom desenvolvimento das plantas, quanto para a precipitagdo de ions fluoreto da

solugdo.

A concentragdo de fluoreto nos tecidos de E. crassipes se mostrou superior a outros
estudos, podendo ser um indicio de que o aporte do fitormodnio auxina contribuiu para maiores
remogoes deste anion em solug¢do. A maior acumulagdo de fluoreto foi observada na parte aérea
das plantas. Portanto, E. crassipes se apresenta como potencial candidata para estratégias de
fitorremediacdo de fluoreto em solucdo e a auxina pode ser uma aliada para o aumento das

eficiéncias de desfluoretacao.
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CAPITULO IV

WETLANDS CONSTRUIDAS PARA DESFLUORETACAO DE AGUA

Resumo

A presenca de fluoreto em altas concentragdes nos corpos hidricos representa riscos a saide
humana. A utilizacdo de wetlands construidas tem ocupado bastante espaco entre as pesquisas
de técnicas alternativas para o tratamento de diversos contaminantes. Entretanto, para o
fluoreto, esta estratégia ainda € pouco explorada. Dessa forma, objetivou-se avaliar o
desempenho de wetlands construidas na remog¢do de fluoreto em dgua, além de o efeito da
adicdo do fitormOnio auxina sobre a espécie Eichhornia crassipes no processo de
fitorremediacdo deste contaminante. Acompanhou-se, durante 70 dias, a operacdo de 9
wetlands construidas que se diferenciavam no tempo de retenc¢do hidrdulica (2, 5 e 10 d),
presenca ou auséncia de E. crassipes com ou sem suplementacio de auxina para a remog¢ao de
fluoreto em 4gua sob concentraciio de 15 mg L. Andlises de fluoreto em dgua e nos tecidos
vegetais foram realizadas via potenciométrica, além de andlises de morfoanatomia nas folhas e
raizes de E. crassipes. Os tratamentos com a presenca de plantas foram mais eficientes na
remog¢do das cargas de fluoreto em comparacdo aos sistemas nao plantados. Em termos
percentuais, os tratamentos vegetados e com TRH de 5 e 10 dias apresentaram melhor
desempenho (>69%). Entretanto, em termos absolutos, considerando-se as altas cargas de
fluoreto aportadas nos sistemas com TRH de 2 d, pode-se considerar que estes tratamentos
foram bem sucedidos, uma vez que as porcentagens apresentadas representam massas de
fluoreto até superiores as outras wetlands com TRH de 5 e 10 dias. Em relagdo a auxina,
observou-se melhor desempenho no tratamento com suplementagdo do fitormonio para TRH
igual a 2 d, mas apenas marginalmente superior comparado ao TRH de 5 e 10 d. Nos tecidos
das plantas, foram observados teores de até 0,82 mg g, em que o fluoreto se acumulou
sobretudo na parte aérea, logo, incorrendo em fatores de translocacdo maiores que 1. Houve
presenca de necroses nas margens e dpices foliares e alteragdo das células epidérmicas da folha,
ao passo que nas raizes, houve perda de células da exoderme e parénquima de preenchimento,
deixando o aerénquima exposto. As wetlands construidas se mostraram eficientes na
desfluoretacao da dgua, bem como E. crassipes se mostrou tolerante a este contaminante mesmo
com alguns efeitos adversos, sendo assim, provdavel acumuladora. A adi¢do de auxina
contribuiu para melhores resultados tal qual observado em outros estudos.

Palavras-chave: fitorremediacao, fluoreto, auxina, translocagdo, Eichhornia crassipes.
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CONSTRUCTED WETLANDS FOR WATER DEFLUORIDATION

Abstract

High concentrations of fluoride in water bodies have endangered public health worldwide.
Constructed wetlands (CW) have been explored as an alternative method for a variety of
contaminants, but when it comes to fluoride not much was reported. Hence, the goal of this
research was to evaluate the performance of constructed wetlands on the removal of fluoride
from water, as well as the effect of the addition of exogenous auxin on Eichhornia crassipes
plants. A set up of 9 CW separated by hydraulic retention time (2, 5 and 10 d), planted and non-
planted, with and without exogenous auxin were monitored throughout 70 days. The initial
concentration of fluoride was 15 mg L™ and final concentrations, as well as the concentration
in plant tissues were determined via ion selective electrode. Morphological and anatomical
analyses were also performed. Planted CW showed high removals of fluoride in comparison to
non-planted ones. Among planted CW, those with HRT of 5 and 10 d showed higher fluoride
removals (>69%), although taking into consideration that 2 d CW were exposed to greater loads,
it is safe to point that they also performed reasonably. In fact, removal percentages of 2 d planted
CW represented sometimes larger amounts of fluoride in terms of mass. It seems that the
addition of exogenous auxin contributed to better performances of planted CW, especially for
HRT of 2 d. Fluoride contents in plant tissues went up to 0,82 mg g! and were mostly observed
in aerial parts of the plants, so translocation factors were greater than 1. Some marginal leaf
necrosis were noticed as well as the alteration of epidermal cells. Loss of cells at the exodermis
and parenchyma at the roots were also detected and consequently aerenchyma was exposed.
Constructed wetlands demonstrated to be efficient for water defluoridation and E. crassipes
seemed tolerant to fluoride even though some adverse effects could be seen. The species may
act as an accumulator. The addition of auxin enhanced the performances of planted CW as they
showed higher fluoride removal rates.

Keywords: phytoremediation, fluoride, auxin, translocation, Eichhornia crassipes.
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1 INTRODUCAO

As técnicas convencionais de tratamento de dgua e efluentes sdo, de uma forma geral,
processos onerosos e complexos que geram residuos dificeis de se gerenciar (lodos). Sistemas
centralizados possuem ainda o desafio de alcancar plena ou ampla cobertura da populacdo. Com
isso, hd uma demanda crescente por métodos alternativos descentralizados que sejam mais
econdmicos, menos complexos, com boa eficiéncia e, ndo menos importante, de facil acesso.
O cendrio nio € diferente quando hé presenca demasiada de fluoreto (F") nas 4guas de consumo,
sendo necessario adequar suas concentracdes e reduzir riscos a saude da populagdo. Assim,
surgiu nas ultimas décadas, uma técnica que associa plantas e microrganismos para tratar
poluentes in situ: a fitorremediacdo. Emergente, esta técnica envolve processos de remogao,
degradacdo e contencdo que reduzem o risco de contaminagdo em solos e dguas superficiais e
subterrdneas, sendo um método efetivo de tratamento de uma variedade de contaminantes,

inclusive os toxicos e persistentes (Boukhris et al., 2015; Zavoda, 2001).

As estratégias de fitorremediacdo despontam como alternativas aos tratamentos
convencionais com vantagens de serem esteticamente mais agraddveis, além de serem
consideradas uma tecnologia mais limpa e mais barata (Tangahu, 2011). Dentre outras
vantagens citam-se a preservacdo da estrutura e textura natural do solo, quando este meio esta
envolvido, além de favorecer o desenvolvimento da sua biomassa microbiana (Huang, 2004).
A luz solar atua como principal fonte de energia utilizada pelo sistema, sendo uma estratégia
rdpida e passivel de ser aplicada em locais onde as técnicas tradicionais t€ém dificil alcance,
devido ao dispendioso custo e entraves fisicos da drea (Kadlec e Wallace, 2009). As tecnologias
que envolvem processos naturais, empregando organismos vivos e energia solar, disseminam-
se cada vez mais, se sobrepondo as tecnologias altamente mecanizadas, especialmente se

passiveis de serem utilizadas de forma descentralizada (Sundaravadivel e Vigneswaran, 2010).

Um sistema que se utiliza da capacidade de remediacdo de plantas sdo as Wetlands
Construidas (WC). De enorme aplicabilidade tanto em relagdo aos diversos climas em que
pode ser adotado quanto em relac@o aos tipos de contaminantes que se deseja tratar, as WC
somam meio filtrante, plantas e microrganismos na depuragao de liquidos por processos fisicos,
quimicos e bioldgicos. Por serem menos onerosas, sdo bastante apropriadas para paises e
regides em desenvolvimento e, ainda, mais interessantes e atraentes em regides tropicais onde
radiacdo solar incidente é elevada (Matos et al., 2010; Scholz e Lee, 2005; Zavoda, 2001). As

WC ndo estdo restritas ao tratamento de dguas residudrias, embora essa seja sua maior
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aplicacdo, mas também sdo oportunas no pré-tratamento de dguas para abastecimento que ndao
apresentem as caracteristicas ideais de consumo. Ademais, também sdo empregadas para o
amortecimento de vazdes de cheia e da carga de sedimentos associadas (Castillo-Valenzuela et

al., 2017; Kurzbaum et al., 2012).

O meio filtrante, ou meio suporte, em WC pode ser constituido de materiais como solo,
brita, areia, cascalho ou materiais alternativos como residuos de concreto e ceramica. Este
material compde um leito poroso através do qual o liquido percorre o sistema. Os processos
fisicos exercidos pelo meio filtrante envolvem a sedimentagdo e filtracdo de particulas em
suspensdo, enquanto os quimicos envolvem a adsorcao e precipitacdo de espécies quimicas (e.g.
fosforo, metais pesados). Ja sua contribuicdo bioldgica se dd na facilitacdo da formacao de

biofilme e sustentacio das plantas do sistema (Kadlec e Wallace, 2009; Scholz e Lee, 2005).

Os microrganismos presentes no leito das WC degradam o material orginico e
assimilam espécies quimicas uteis para ganhos energéticos. Moléculas complexas, persistentes
ou toxicas podem se tornar mais facilmente degraddveis e menos perigosas pela acdo destes
organismos. As raizes das plantas presentes nas WC bem como a superficie do material que
compde o meio filtrante sdo locais que permitem a formacdo de biofilme e adsorcdo de
compostos que eventualmente serdo alvos das comunidades microbioldgicas (Kadlec e

Wallace, 2009; Lazareva e Pichler, 2010; Papaevangelou et al., 2017; Zurita et al., 2012).

Além dos processos supracitados nos quais as plantas atuam, elas contribuem, também,
para a aeracdo do sistema, incrementam processos de filtragcdo, facilitam a formacao de biofilme
e promovem sombreamento que impede proliferacdo demasiada de algas. Ademais, a vegetagcao
dificulta a ressuspensdo de sedimentos por reduzir a turbuléncia no sistema causada pela acao
de ventos ou cargas externas de dgua (e.g. chuva, escoamento superficial). Embora participe
em todas essas situagoes, a grandeza do papel das plantas em WC € ainda questionada (Saeed

e Sun, 2017; Sundaravadivel e Vigneswaran, 2010; Vymazal, 2010).

Embora seja vantajoso em pequenas concentracdes, a presenca de flior, sob a forma de
fluoreto (F), em excesso nas dguas para abastecimento promove, entre outros problemas de
saude, a fluorose (Ghaderpoori et al., 2019). Este distirbio se resume na calcificagdo nos 0ssos
e esmalte dental, como consequéncia da ingestao excessiva ou continuada de pequenas doses
didrias de fluoreto, promovendo matrizes dsseas porosas e, portanto, mais fracas (Sari et al.,
2004). A incidéncia de fluorose no mundo € amplamente relatada (Sinha et al. 2003). De acordo

com a OMS (2001) ha cinturdes de dguas ricas em fluoreto com origens geoldgicas no oriente



113

médio e norte da Africa e algumas regides do Japdo e da América, em que altos indices de
fluorose foram relatados. No Brasil, Sari et al. (2004) apontaram casos graves de acometimento
de mais de 80% de comunidades onde captava-se dgua subterrdnea com concentracdes de
fluoreto de até 21 mg L!. Um Boletim Epidemiolégico do Ministério da Satide (2015) reportou
que nas capitais brasileiras entre 2010 e 2013 que 1,6% das amostras (de 305.448) da saida do
tratamento de dgua e 10,5% das amostras (de 62.648) da rede de distribui¢cdo estavam fora do
padrio estabelecido (1,5 mg L'F). Macap4, Fortaleza, Aracaju e Floriandpolis se destacaram

no nimero de amostras de 4gua com teor de fluoreto acima do recomendado.

No que se refere a fitorremediacdo de meios ricos em fluoreto, observam-se estudos que
buscam espécies acumuladoras e tolerantes. Embora ndo seja essencial para as plantas, elas
assimilam fluoreto presente no solo, dgua ou de emissdes gasosas oriundas de atividades
industriais (Jha et al., 2008; Jha et al., 2009; Sant’Anna et al., 2012). A maioria das plantas
apresenta sinais de fitotoxicidade quando expostas ao fluoreto, sendo algumas espécies
extremamente sensiveis a sua presenca no meio (Jha et al., 2009). O anion pode prejudicar a
absor¢do de dgua e nutrientes e, dessa forma, desacelerar o ganho de biomassa de plantas, além
de perturbar a atividade de suas enzimas (Gadi et al., 2020). Em contrapartida, algumas espécies
sdo tolerantes a meios ricos neste elemento devido a seus mecanismos homeostaticos (e.g.
quelacdo, compartimentalizacio) e sistemas antioxidantes, sendo acumuladoras (Baunthiyal e

Sharma, 2012; Gadi et al., 2020; Kostyshin et al., 2011; Stevens et al., 1998).

A absor¢ao do fon fluoreto presente no meio ocorre passivamente através das raizes por
processos de difusdo onde € distribuido tanto via simplastica quanto apopldstica para outras
partes da planta ou via xilema até as folhas (Singh et al., 1995; Hong et al., 2016). Dessa forma,
infere-se que um mecanismo importante na remogao de fluoreto do meio € a fitoextracdo.
Stevens et al. (1998) apontaram que a absor¢cdo de flior pelas plantas estd diretamente
relacionada a sua especiac¢do, que por sua vez € dependente do pH, e a atividade do fon fluoreto.
A presenga de outros ions, como cdlcio, magnésio, aluminio, manganés, ferro, silicio, boro e
fosfatos na solugdo também podem interferir nesse processo, tanto de maneira a tornar o
fluoreto menos disponivel devido a formagao de compostos insoliveis que se precipitam quanto
pela sua influéncia na atividade do ion fluoreto (Ekamparam & Singh, 2020; Gao et al., 2012;
Ruan et al., 2004; Singh et al., 2018; Tylenda et al., 2003; Zhou et al., 2016; Zhu et al., 2021).

Ja para os microrganismos presentes nas WC, o fluoreto € um agente téxico para muitas

comunidades microbiolégicas, mesmo em pequenas concentracdes (Ochoa-Herrera et al.,
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2009), tanto que compde produtos de higiene ou desinfec¢do, embora ndo mais que outros
halogénios considerando sua complicada manipulacdo (Zhang et al., 2013). Rao e Pal (1978)
apontaram que os elevados teores de fluoreto na camada superficial de solos préximos a
industrias de aluminio estdo associados a menores taxas de decomposicao de material organico
nestes sistemas. O fluoreto foi, entdo, rotulado como inibidor da atividade microbiolégica dos
microrganismos presentes no solo, o que refletiu no acimulo de matéria organica. Portanto, é

suposta que a contribui¢do dos microrganismos na remog¢ao de fluoreto em WC seja discreta.

Os estudos de desfluoretacdo por meio de WC sdo, em contrapartida, ainda restritos.
Ademais, estas pesquisas no geral nao t€m como objetivo principal a observacdo das remogdes
de fluoreto, mas sim de compostos que contém flior em sua estrutura molecular ou o seu
monitoramento como contaminante secundario ou interferente na remog¢ao de outras espécies
quimicas de interesse (Athapattu et al., 2017; Gessner et al., 2005; Kroger et al., 2009; Li et al.,
2014; Zurita et al., 2012). Em &4gua subterrdnea rica em arsénio, por exemplo, Zurita et al.
(2012) observaram, para WC de escoamento subsuperficial em escala laboratorial,
concentracoes finais de fluoreto de 0,27 + 0,23 mg L! para A. californica, 0,98 + 0,21 mg L!
para Z. aethiopica e 0,82 + 0,22 mg L! para célula ndo vegetada quando o aporte inicial foi de

1,37+ 0,74 mg L'! de fluoreto. A. californica foi apontada como possivel espécie acumuladora.

Em WC de escoamento vertical preenchidos com solo e cinzas de carvao, Li et al. (2014)
observaram remocgdes de 51 e 60% para Canna sp. e Acorus calamus, respectivamente, da
quantidade inicial de F- (10 mg L!). O meio filtrante sorveu até 65 mg kg! (massa de fluoreto
por massa do meio filtrante), sendo que nos leitos vegetados a adsorcao foi maior. Apontou-se,

assim, a importancia das plantas na contribui¢do do potencial sortivo do meio filtrante em WC.

Athapattu et al. (2017), tratando 4dgua residual de osmose reversa, observaram remogdes
de F de até 84% em WC vegetadas (aguapé, alface d’agua, capim vetiver e Scirpus grossus) e
ndo vegetadas, com escoamentos superficial e subsuperficial, preenchidas com solo e
biocarvao. Capim vetiver e Scirpus grossus apresentaram as maiores remogdes em escoamento
subsuperficial. Foi ressaltada a contribuicao do biocarvao no aumento da capacidade sortiva do

meio suporte pela presenca na sua matriz de citions como K*, Ca’* e Mg**.

Infere-se que as plantas tém papel fundamental na remocdo de fluoreto e outros
contaminantes da dgua, seja os acumulando em seus 6rgaos ou no incremento do potencial
sortivo do meio filtrante. Tem-se observado na literatura que estudos com aplicacdo de

fitormonios vem sendo reportados (Bulak et al. 2014; Kaur et al., 2019; Kim e Owens, 2010;
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Lietal., 2014; Sarwar et al., 2017; Sinha et al., 2003). Tais estudos t€ém o objetivo de magnificar
o desempenho de plantas na remoc¢do de contaminantes e de atenuar os efeitos téxicos dos
mesmos, possibilitando que tais plantas sejam acumuladoras. Segundo Gadi et al. (2020),
substancias como o 4cido salicilico, poliaminas, melatonina, cdlcio e nanoparticulas podem ser

utilizadas em aplicacdes exdgenas para abrandar efeitos fitotéxicos de fluoreto sobre plantas.

As auxinas, primeiro grupo de fitormonios identificados, estdo relacionadas, entre
outros, ao alongamento do caule, regulacdo da dominancia apical, diferenciacdo de xilema e
floema, retardamento de abscisdo foliar e desenvolvimento de raizes e frutos. O principal
representante das auxinas € o dcido indol-3-acético (AIA), produzido em meristemas apicais e
folhas jovens com distribui¢do unidirecional do dpice para a base (polar basipeto) (Davies,

2004; Finet e Jaillais, 2012; Teale et al., 2006; Taiz e Zeiger, 2010; Weijers et al., 2018).

A utilizacdo de auxinas aumentou a absor¢ao de chumbo (Du et al., 2011; Fassler et al.,
2010; Lopéz et al., 2005), cadmio (Al et al., 2013; Farooq et al., 2015) e zinco (Féssler et al.,
2010) e aliviou os efeitos toxicos de tais metais promovendo, de uma forma geral, melhor
desenvolvimento das plantas avaliadas. O uso combinado de auxina e citocinina aumentou
drasticamente a absorcdo de chumbo pela espécie Medicago sativa (alfafa) nos estudos

realizados por Lopez et al. (2007).

Os aguapés (Eichhornia crassipes) sdo macrdfitas aquaticas flutuantes e livres, com as
raizes abaixo da superficie, largamente encontradas em ambientes l€nticos tropicais e
subtropicais, incluindo o Brasil. De rdpida propagacao, por vezes se tornam-se um problema a
atividades como navegacao, pesca, irrigacao e captacdo de dgua (Pieterse et al., 1979; Trindade
et al., 2010). Devido a sua elevada adaptabilidade e tolerancia a perturbacdes decorrentes da
presenca de contaminantes, hd diversos estudos empregando esta espécie em processos de
fitorremediacdo, embora no tocante ao fluoreto ainda haja relativa escassez, sobretudo na
suplementagdo do processo com fitormonios (Cao et al., 2019; Hadad et al., 2011; Lin et al.,
2020; Lin; Li, 2016; Patil et al., 2020; Qin et al., 2016; Ribeiro et al., 2019; Saleh, 2012; Shao
et al., 2019; Sinha et al., 2003; Souza et al., 2018). Além disso, embora seja uma planta
flutuante, o aguapé pode ser encontrado enraizado ao solo ou fundo do leito em pontos de um
corpo hidrico onde a dgua € rasa. Assim, pesquisas com WC empregando esta espécie de forma
afixada no meio suporte tém sido reportadas e demonstraram boa adaptacio e desempenho da

mesma (Burgos et al., 2017; Lee et al., 2004; Lima et al., 2018; Mello et al., 2017).
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Enfim, é necessdrio adequar as concentragdes de fluoreto na d4gua quando este se torna
um problema, mas de forma acessivel. A fitorremediacdo em wetlands construidas vem sendo
amplamente adotada para diversos poluentes, embora em menor escala para este contaminante.
Ha4, ainda, muito espaco para estratégias de otimizagdo desse processo de tratamento, como a
utilizagdo de fitormonios. Portanto, com este estudo, objetivou-se observar o desempenho de
wetlands construidas na remocgao de fluoreto em 4dgua e avaliar o efeito da utilizacdo de auxina

sobre a espécie Eichhornia crassipes no processo de fitorremediacao deste contaminante.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Area experimental

O experimento foi conduzido em estrutura de wetlands construidas instaladas em casa
de vegetacdo no Departamento de Engenharia Agricola (DEA) da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), Minas Gerais. O local, situado a 650 m acima do nivel do mar, possui
coordenadas geograficas de 20°45° S de latitude e 42°51° W de longitude. A classificagdo
climética local de acordo com Kdppen e Geiger € Cwa com temperatura média de 20,6 °C e

pluviosidade média anual de 1229 mm.

2.2 Wetlands Construidas

Com intuito de corroborar a contribuicdo da auxina em E. crassipes, observada no
capitulo anterior, mas agora em escala ampliada, foi estruturado em mesocosmo um
experimento empregando wetlands construidas com e sem o fitormonio. Foram avaliados
também 3 tempos de retengdo hidraulica e o papel das plantas por meio de leitos vegetados e

nao-vegetados.

O sistema consistiu em um total de 9 wetlands paralelas constituidas de fibra de vidro
assentadas sobre o solo (Fig 4.1 e 4.2). A area superficial dos leitos era de 1 m?, sendo as
dimensdes, em metros, de 2 x 0,5 x 0,6 (comprimento X largura X profundidade) (Figura 4.3).
O meio filtrante foi preenchido por brita n° 0 (didmetro D-60 = 7 mm, coeficiente de
uniformidade D60/D10 = 1,6 e volume de vazios de 0,484 m* m™) a uma altura de 0,25 m. O
escoamento adotado para o experimento foi o horizontal subsuperficial. Dessa forma, a lamina

d’4gua foi ajustada a uma altura de 0,2 m, isto €, 0,05 m abaixo da camada de brita.

Para avaliacdo da remocao global de fluoreto (F'), os sistemas foram divididos em 3 grupos

de 3 leitos cada:

e Grupo 1: Wetlands construidas plantadas, sem adi¢do de auxina
e Grupo 2: Wetlands construidas plantadas, com adi¢do de auxina

e Grupo 3: Wetlands construidas ndo plantadas, sem adi¢do de auxina
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Figura 4.1 - Disposicdo das Wetlands Construidas com detalhes das caixas de abastecimento
(canto superior esquerdo), bombas dosadoras e caixas coletoras de efluente (canto inferior
direito) enterradas no solo. Fonte: do autor.
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Figura 4.2 Plantas Eichhornia crassipes em wetland construida utilizada no experimento.
Fonte: do autor.
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Figura 4.3 - Vista superior e corte longitudinal das wetlands construidas detalhando disposi¢ao e espacamento das plantas (E. crassipes), exceto

para os leitos ndo vegetados, e as alturas da lamina de d4gua e meio filtrante.
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Nos estudos de bancada realizados nesta pesquisa (capitulo III), foi observado que a
maior parte da remocdo de fluoreto por E. crassipes ocorreu nos 6 primeiros dias, tendo sido
nitidamente intensa nos 3 primeiros dias para todos os tratamentos (Fig. 3.6). Outros estudos
com espécies de plantas diferentes apontaram absor¢des intensas entre 3 e 8 dias (Braga et al.
2021; Camarena-Rangel et al. 2015; Karmakar et al. 2018; Sinha et al. 2000). Assim, foram
adotados 3 tempos de reten¢do hidraulica para considerar essas observacdes e para abranger um
intervalo amplo para avaliagdo de um processo ainda pouco estudado. Esses tempos foram de
2, 5 e 10 dias. Dessa forma, em cada grupo havia um leito com um dos TRH estabelecidos e
para cada TRH havia um leito ndo plantado, um plantado sem adicdo de auxina e outro plantado
com adicdao de auxina. Para facilitar a leitura e associa¢do em gréficos, os tratamentos foram
denominados com codigos de acordo com suas circunstancias, sendo a letra P atribuida aos
tratamentos plantados, a letra A atribuida aos tratamentos com adi¢@o de auxina e as letras NP
aos leitos nao plantados, seguidos dos nimeros 02, 05 e 10 indicando, respectivamente, os
tempos de retencao hidrdulica de 2, 5 e 10 dias, conforme Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Tratamentos definidos para experimento de desfluoretacdo em wetlands
construidas.

Grupo Tratamento TRH (d) Plantada Auxina 2,5 uM
P02 2 X
1 P05 5 X
P10 10 X
PA02 2 X X
2 PAO5 5 X X
PA10 10 X X
NP02 2
3 NPO5 5
NP10 10

2.4 Operacao das Wetlands Construidas

As wetlands construidas (WC) foram primeiramente lavadas para remog¢do de p6 de
brita e materiais indesejados no meio filtrante. Entdo, as plantas da espécie Eichhornia

crassipes (aguapé), que foram adquiridas junto ao Horto Botanico da UFV, foram higienizadas,
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podadas e cultivadas nas WC dos grupos 1 e 2 para aclimatacdo de 30 dias com 4gua da rede
de abastecimento da UFV e solucdo nutritiva de Clark (50%). No sistema de tratamento e

abastecimento da UFV nio € realizada etapa de fluoretacio da dgua.

O plantio dos aguapés (E. crassipes) se deu considerando-se um espacamento de 15 cm
entre plantas e 30 cm entre fileiras, reservando espagco de 10 cm das bordas do leito. Dessa
forma, haviam 26 plantas no total em cada leito, sendo 13 por fileira conforme Figura 4.3.
Sabendo-se que a drea superficial das wetlands € de 1 m?, a densidade de plantio resultante foi
de 26 plantas por m2. Durante fase de aclimatacdo, a lamina de 4gua foi regulada para 1 cm
abaixo da superficie da brita, sendo rebaixada 1 cm por semana até a alcancar a altura da 1amina
de projeto (20 cm). Um reservatorio a parte foi mantido dentro da estufa com plantas
sobressalentes cultivadas em solucio de Clark (50%) sem exposicao ao fluoreto. Essas plantas

foram utilizadas como controle para comparacdo com plantas expostas ao contaminante.

ApOs aclimatacdo das plantas, os leitos foram alimentados com afluente contendo
solucdo nutritiva de Clark (25%) e fluoreto de soédio (NaF) a uma concentracdo de 15 mg L!
de ion fluoreto. O composto foi primeiramente diluido em 4gua deionizada no Laboratério da
Qualidade Ambiental (LQA), formando solu¢do 1000 vezes mais concentrada. A alimentacdo
das WC foi feita com auxilio de reservatdrios de 1000 L, um para cada grupo, € bombas
dosadoras sob regime continuo. As vazdes foram determinadas conforme os tempos de retengdo
hidraulica estabelecidos e volume ttil dos sistemas, sendo, dessa forma, de 48,5 L d*! para os
leitos com TRH de 2 dias, 19,4 L d"! para TRH de 5 dias ¢ 9,7 L d"! para TRH de 10 dias. Como
a area superficial de cada leito era de 1 m?, a taxa de aplicacao superficial (TAS) fo1 de 48,5 L
m2 d! para os tratamentos com TRH de 2 dias e de 19,4 ¢ 9,7 L m™ d! para TRH de 5 e 10

dias, respectivamente.

As WC do grupo 2 foram suplementadas com o fitormonio auxina (Sigma-Aldrich),
acido idol-3-acético (AIA), de massa molecular igual a 175,18 g mol !, na concentracdo de 2,5
uM. O horménio foi pré-diluido em etanol no LQA e, entdo, adicionado e homogeneizado na

caixa de 1000 L que servia de reservatério de alimentacdo para as WC do grupo 2.

Cada WC possuia uma tubulacdo de PVC ajustdvel para saida de efluente. Estes tubos
foram posicionados a uma altura de 20 cm em relacdo ao fundo dos leitos conforme altura
estabelecida para lamina de dgua. O efluente de cada WC se depositava em caixas de 100 L
enterradas no solo. A coleta de amostras de efluente, entretanto, era realizada diretamente sob

o tubo de saida com o auxilio de recipientes plésticos de 100 mL.
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A operacdo e monitoramento ocorreu durante 70 dias para os grupos 1 e 2, isto €, os
sistemas plantados (P e PA). Ja para as wetlands do grupo 3 (ndo plantadas, NP), este tempo
foi de 45 dias em razdo de ter sido verificada infima variagdo nos parametros avaliados apds
este periodo e da necessidade de se direcionar os sistemas para experimentacdes de outros

projetos de pesquisa.

Com a estabilizacdo dos processos nos leitos que, consequentemente, culminou na
uniformidade ou similaridade dos dados e observacdes de monitoramento dos sistemas,
decidiu-se realizar a renovagdo de 50% das plantas dos leitos plantados (P e PA) apds 45 dias
do inicio da operacdo. Tal medida concidiu com o encerramento da operacdo dos leitos nio-

vegetados.

2.5 Analises laboratoriais

2.5.1 Agua

Amostras de efluente foram coletadas sob o tubo de saida em recipientes plésticos (100
mL) diariamente nos primeiros 30 dias e a cada 2 dias (dia sim, dia ndo) nos 40 dias restantes,
ao passo que amostras de afluente foram obtidas sempre que se reabasteciam os reservatorios
de 1000 L. Foram determinados o pH e as concentracdes de fluoreto dessas amostras. A partir
disso, calcularam-se a carga de fluoreto removida e a respectiva eficiéncia de remog¢ao por meio
de balanco de massa empregando as concentragdes observadas e as vazoes de entrada e saida

registradas em cada amostragem (Equacgdo 4.1 e Equacdo 4.2).

Crrem = [Fa] "Qq — [Fe] Qe (Equagido 4.1)

ook = el Sj]_ g;,] %100 (Equagio 4.2)

Onde:
Crrem = Carga de fluoreto removida (mg d ')
%E = eficiéncia de remogao da carga de fluoreto (%)
[E,] = Concentracdo de fluoreto no afluente (mg L)

[F,] = Concentragio de flior no efluente (mg L)
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Q, = Vazdo afluente (L d!)
Q. = Vazio efluente (L d!)

As andlises de fluoreto foram realizadas no Laboratério da Qualidade Ambiental (LQA)
no Departamento de Engenharia Agricola da UFV. Utilizou-se o método eletrométrico indicado
no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, método 4500-F C
(APHA, 2017), no qual se emprega eletrodo de ion seletivo e uma solucdo de ajuste de pH e
forca idnica, TISAB (Total ionic strength adjustment buffer). Para tal, foi utilizado um eletrodo
Thomas Scientific modelo labForce ISE-01. As leituras sdo dadas em miliVolt (mV) e
convertidas em mg L' por meio de curva de calibracdo. As curvas de calibragdo geradas para
determinacdo dos teores de fluoreto nas amostras dos tratamentos dos experimentos

apresentaram coeficientes de determinagdo (R?) superiores a 99%.

O monitoramento de evapotranspiragdo foi feito por meio de diferencgas nas vazdes de
entrada e saida. No caso da vazdo do efluente, tal medicdo foi realizada por meio de coleta do
liquido em baldes abaixo dos tubos de saida em um intervalo de 2 h e subsequente determinagdo

do volume coletado com auxilio de provetas.

As temperaturas do liquido nas WC foram medidas via termOmetro por tubos de

inspecao (=20 mm) alocados no centro de cada wetland.

2.5.2 Plantas

Amostras de plantas de todos os leitos plantados (P02, POS, P10, PA02, PAOS e PA10)
foram submetidas a andlises de morfoanatomia e de concentragcdo de fluoreto, separando-as em
parte aérea e raiz. Para as andlises morfoanatomicas foi realizada uma coleta de material vegetal
no dia de numero 40. Ja para a determinagdo da concentracdo de fluoreto nos tecidos, as

amostras de plantas foram coletadas apenas ao final do experimento, isto €, no dia 70.

Para determinagdo dos teores de fluoreto nos tecidos das plantas por eletrodo de ion
seletivo, realizou-se fase prévia de extragcdo. Para tal, as plantas foram primeiramente separadas
em raizes e parte aérea e inseridas em sacos de papel para secagem em estufa a 65°C por 72 h
e, entdo, pesadas, moidas em moinho de esferas e peneiradas (20 mesh). Em seguida, 0,25 g do
material peneirado, tanto para raizes quanto para parte aérea, foram colocados em tubos falcon
de 50 mL, onde foram adicionados 5 mL de dcido sulftirico (H2SO4), 1N. Os tubos foram postos
em banho maria com ultrassom a 50°C por 20 minutos. Posteriormente, foram adicionados em

cada tubo 5 mL de hidréxido de s6dio (NaOH), 1 N, e 10 mL da solu¢do ajustadora de forca
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ionica (TISAB), portanto um volume de extracdo total de 20 mL. Em seguida, a leitura foi
realizada com o eletrodo de fon seletivo de fluoreto para determinacio da concentragdo em mg
L' que, entdo, foi utilizada para determinar a massa de fluoreto contida no volume de extracio
(20 mL) obtido a partir de 0,25 g de amostra de tecido de planta. Os resultados foram

apresentados em mg g

A partir dos resultados obtidos para teores de fluoreto nos 6rgdos das plantas, foi
calculado o indice de translocacdo de acordo com Khandare et al. (2017). O fator de
translocacao foi determinado pela razdo entre a concentracdo de fluoreto na parte aérea pela

concentracdo de fluoreto na raiz (Equacao 4.3).

F1..
FT = [_]ﬂ (Equacao 4.3)
[F ]raiz

Onde:

FT = Fator de transloca¢do (adimensional);

[F~]asrea = Concentracdo de fluoreto na parte derea da planta (mg g™');
[F~];qiz = Concentragio de fluoreto na raiz da planta (mg g™!).

Para as analises anatdmicas foram coletadas amostras de raizes a 3 cm do apice radicular
aproximadamente, de trés individuos de cada tratamento. Além das raizes, também foram
coletadas amostras foliares de todos os tratamentos. As amostras foram fixadas em solug¢do de
formaldeido, acido acético e etanol (FAA 50%) (Johansen, 1940) e, posteriormente, o material
foi desidratado em série etilica crescente e incluido em historresina glicol-metacrilato, de
acordo com Gerrits (1964). Cortes transversais com 5 um de espessura foram realizados com
auxilio de um micrétomo rotativo de avanco automético (RM2265, Leica Microsystems Inc.,
Deerfield, USA) e corados em Azul de Toluidina (pH=4,0) (O’Brien & McCully, 1981). As
laminas permanentes foram montadas em Permount. As imagens foram capturadas em
microscopio de luz (modelo Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Téquio, Japao) com
sistema de captura de imagens (Axio Vision Release 4.8.1, Carl Zeiss Vision GmbH,
Alemanha), localizado no Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa

(UFV). Um microscépio AX70 (Zeiss AxionVision 1388x1040) com camera acoplada foi
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utilizado para andlise e obtencdo de imagens das amostras submetidas ao processamento
anatomico.

Para todas essas andlises, as plantas coletadas nas WC que foram expostas a dgua
enriquecida com fluoreto foram comparadas com plantas ndo expostas, cultivadas a parte na

casa de vegetacao.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Agua

A agua da rede da UFV utilizada para abastecer os reservatorios contendo solucdo de
fluoreto apresentou variacdo de pH entre 7,2 e 7,9. J4 os efluentes das wetlands apresentaram
pH mais elevado, em média 8,3 (Fig. 4.4). O meio filtrante composto por brita pode ter sido
responsavel pelo aumento do pH do efluente por se tratar de fragmentos de rocha contendo
minerais alcalinos. A dissolucio desse material pela passagem da dgua basifica o meio (Sani et
al., 2005). Entretanto, os valores de pH atendem as condicdes exigidas para este parametro em

se tratando de 4guas para abastecimento, isto €, de 6,0 a 9,5 (Brasil, 2021).
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Figura 4.4 - Gréafico box-plot com os dados de monitoramento do pH para todos os tratamentos
ao longo dos 70 dias do experimento.

Foi observada redugdo nas concentragdes de fluoreto no efluente de todos os sistemas,

plantados (P e PA) e ndo plantados (NP) (Fig. 4.5). Inicialmente, ndo foi identificada a presenca
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de fluoreto no efluente dos sistemas por um tempo aproximadamente respectivo ao de retencdo
hidriulica de cada tratamento. Dessa forma, os efluentes das unidades comegaram a apresentar
concentracdes nao-nulas de fluoreto apds cerca de 2, 5 e 10 dias para os tratamentos com TRH
de 2, 5 e 10 dias, respectivamente. Tal fato € indicativo de que, nesta etapa inicial, os tempos
de retencdo hidrdulico real e tedrico apresentavam-se muito proximos entre si. A elevada
relacdo entre comprimento (2 m) e largura (0,5 m), isto é 4:1, condiciona os sistemas a
apresentarem reduzido grau de dispersao longitudinal nas unidades, aproximando-os a reatores
com regime hidraulico de escoamento pistonado (Langergraber et al; 2019; Metcalf e Eddy,

2016; Von Sperling e Sezerino, 2018).

Comparando-se os sistemas com o0 mesmo tempo de retencao hidrdulica, foi observado
que os leitos ndo plantados apresentaram concentracdes mais elevadas de fluoreto mais
rapidamente em seus efluentes. Essa diferenca foi especialmente mais pronunciada nos leitos
com TRH de 5 e 10 dias. Tal fendmeno, indica que E. crassipes apresentou papel relevante na
desfluoretacdao da d4gua, uma vez que o retardamento do aumento das concentracdes de fluoreto
no efluente das unidades plantadas ao longo do tempo se deu em razao da assimilacdo e retengdo

deste contaminante pelas plantas (Li et al., 2014).

Ademais, dentre os leitos plantados, aqueles suplementados com o fitormdnio auxina a
uma concentracdo de 2,5 uM retardaram ainda mais a saida de fluoreto dos sistemas com TRH
de 2 e 5 dias, ao passo que para as unidades plantadas com TRH de 10 dias, as concentrag¢des
de fluoreto no efluente dos sistemas se mostraram bastante semelhantes ao longo de todo o
experimento. As curvas dos 3 tratamentos com TRH de 2 d (P02, PA0O2 e NP02) passaram a
evoluir de maneira semelhante préximo do dia 30 em diante. J4 para os tratamentos com TRH
igual a 5 d, esse pareamento ocorreu no mesmo momento, porém apenas para os leitos com E.
crassipes, ou seja, a concentracdo de fluoreto no efluente do leito ndo plantado foi sempre maior

para todo o tempo de operagdo, o que também foi visto nas unidades com TRH igual a 10 d.

As concentragdes de fluoreto no efluente foram maiores para os leitos com TRH de 2, 5
e 10 dias, nessa ordem. A carga mais elevada de fluoreto adentrando nas unidades com TRH de
2 d resultou na saturagdo mais rapida dos leitos, além de esses sistemas terem menos tempo
para remover a massa afluente do contaminante. Nas wetlands com TRH de 2 d, foram
observadas concentracdes de fluoreto no efluente acima daquelas aportadas no afluente (15 mg
LY a partir dos dias 8, 12 e 26 para NP02, P02 e PA02, respectivamente, isto &, para o leito

ndo plantado, plantado e sem auxina e plantado com adi¢do de auxina. Para TRH de 5 d, apenas
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o leito ndo vegetado, NP05, apresentou concentracdes acima de 15 mg L', a partir do dia 21,
ao passo que para todos os sistemas com TRH igual a 10 d (P10, PA10 e NP10), as

concentracdes de fluoreto no efluente sempre estiveram abaixo dessa marca.

A causa de o efluente ser, em determinados momentos, mais concentrado do que o
afluente para um dado contaminante ¢ a perda de dgua nos sistemas pelos processos de
evaporacao ou evapotranspiracdo (Milani et al., 2019). Em razao disso, o desempenho deste
tipo sistema também foi avaliado em relagdo a carga removida, apresentado como eficiéncia

em base massica.

De acordo com o previsto na Resolucao 430/2011 do CONAMA, que versa sobre as
condic¢des e padroes de lancamento de efluentes, as wetlands construidas plantados com TRH
de 5 e 10 dias, isto €, POS, PAOS, P10 e PA10, atenderiam ao padrdo de concentragdo maxima

para o lancamento de efluentes contendo fluoreto, que é de 10 mg L.

ApOs 45 dias de operagdo das wetlands, encerrou-se o funcionamento dos leitos nao
plantados, NP02, NPO5 e NP10, e foi realizada a renovagdo de 50% das plantas nos leitos
plantados, P e PA. O comportamento ascendente na concentracdo de fluoreto no efluente de
todos os leitos se manteve na amostragem realizada no dia 46. Todavia, na amostragem
seguinte, dia 48, foi observado que a concentragao de fluoreto do efluente dos leitos decresceu.
Os novos aguapés inseridos nos leitos provavelmente contribuiram para novas remogdes de
fluoreto nos sistemas que com o passar do tempo, naturalmente, tendem a se saturar, em se
tratando de contaminantes ndo degraddveis (e.g. metais), caso ndo seja feita a poda ou

substitui¢do das plantas (Kadlec e Wallace; 2009).
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Figura 4.5 — Concentracdo de fluoreto no efluente das wetlands construidas em relagdo ao
tempo, sendo (A) unidades com TRH=2 d; (B) TRH=5 d e (C) TRH=10 d.
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As eficiéncias de remocao de carga de fluoreto foram, de forma geral, maiores nos leitos
plantados e com TRH de 5 e 10 dias, isto é, P05, PAOS, P10 e PA10 (Fig. 4.6). Em wetlands de
escoamento subsuperficial recebendo 1,37+0,74 mg L' de fluoreto, Zurita et al. (2012) também
observaram maiores remog¢des em unidades plantadas com A. californica (~80%) em

comparacao as unidades ndo plantadas (~40%).

Os tratamentos com TRH de 2 d apresentaram os menores percentuais médios, sendo
27, 42 e 26% para os leitos plantado sem auxina (P02), plantado com auxina (PA02) e nao
plantado (NPO2), respectivamente. Ainda assim, as efici€éncias de remoc¢do podem ser
consideradas boas (Diaz e Pedraza, 2010; Khandare et al., 2017). Para TRH de 5 d, foram
observadas remog¢des médias de 69, 72 e 30% para os tratamentos plantado sem auxina (P05),
plantado com auxina (PAO5) e ndo plantado (NPOS), respectivamente. Por fim, os tratamentos
com TRH igual a 10 d apresentaram médias expressivas para a remog¢do percentual de carga de

fluoreto, sendo de 83, 80 e 66% para P10, PA10 e NP10, respectivamente.
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Figura 4.6 — Gréfico box-plot sobre as eficiéncias de remocao de carga de fluoreto nas wetlands
construidas. Obs: foram desconsiderados os 10 primeiros dias de operacdo, periodo necessario
para a observacgdo da presenca de fluoreto no efluente de todos os tratamentos.

Os tratamentos com TRH de 10 dias, em termos relativos, se apresentaram com as
maiores eficiéncias. Mesmo o tratamento NP10 apresentou eficiéncia de remog¢ao de carga de

fluoreto superior a todos os tratamentos com TRH de 2 d (P02, PAO2 e NP02) e a NPOS.

Entretanto, € valido ressaltar que estes sistemas operaram sob as menores cargas de fluoreto,
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logo uma exposicdo menos intensa e, ainda, mais duradoura para desempenhar seus
mecanismos de remocgdo, e.g. absor¢cdo e adsorcdo pelas plantas e meio filtrante (Camarena-
Rangel et al.; 2015; Lazareva e Pichler, 2010; Papaevangelou et al., 2017). Dessa forma,
considerando-se as cargas didrias as quais os tratamentos foram submetidos, pode-se afirmar
que todos os tratamentos proporcionaram consideravel desfluoretacdo da dgua, especialmente
os que continham E. crassipes. A maxima remocao de fluoreto por aguapés (E. crassipes) em
wetlands de escoamento horizontal superficial, foi de 15% em estudos realizados por Athapattu
et al. (2017) com efluente de osmose reversa, mesmo trabalhando com concentra¢des deste
anion inferiores a 2 mg L. Embora esses resultados sejam bem inferiores aos observados no
presente estudo com a mesma planta exposta a concentragdes maiores, estes autores reportaram
remog0des de fluoreto de cerca de 80% em wetlands de escoamento horizontal subsuperficial
plantadas com Chrysopogon zizanioides (capim vetiver) e Scirpus grossus. Contudo, tal
aumento na remocao foi atribuida em maior parte ao meio filtrante que no caso foi enriquecido
com biocarvao, material que proporcionou maior reten¢cdo de fons fluoreto via quimissorcao

com os cdtions K¥, Ca** e Mg**.

Dentre os tratamentos com plantas E. crassipes, foi observada maior remog¢ao média no
sistema onde se adicionou o fitormdnio auxina (AIA, 2,5 uM), considerando TRH de 2 d, isto
¢, PAO2 teve melhor desempenho que P02. Para os TRH de 5 e 10 dias, as médias foram
proximas. A acdo da auxina em PAQO2 pode ter impulsionado respostas melhores das plantas
frente as elevadas cargas de fluoreto as quais elas estavam submetidas e que provavelmente
induziam efeitos fitotoxicos nas mesmas. O emprego de fitormOnios para aliviar efeitos
fitotoxicos de contaminantes ou ampliar o desempenho de plantas em processos de
fitorremedicao foi verificado em outros trabalhos embora o mecanismo sob o qual esse processo
ocorre ndo esteja claramente elucidado (Ali et al., 2013; Banerjee e Roychoudhury, 2020;
Cabello-Conejo et al., 2013; Cassina et al., 2012; Du et al., 2011; Elobeid e Polle, 2012; Farooq
et al., 2015; Fissler et al., 2010; Khan et al., 2015; Lopéz et al., 2005; Lopez et al., 2007). Sob
estresses abidticos, as plantas podem sofrer com a inibicdo de auxinas, que atuam justamente
na coordenacdo da defesa vegetal e do crescimento. Assim, a aplicagdo exdgena dessas
moléculas pode prevenir os danos promovidos por circunstancias atipicas do meio e fazer com
que as plantas prosperem apesar das adversidades (Elobeid e Polle, 2012; Gadi et al., 2020).
Estudos realizados por Ordin et al. (1966), por exemplo, mostraram que a auxina AIA reverteu

os efeitos inibitorios de NaF sobre coledptilos de Avena sativa.
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Em contrapartida, para os tratamentos com TRH de 5 e 10 dias, a adi¢ao de auxina pode
ndo ter promovido diferenca relevante, tendo sido apenas marginalmente superior. A
possibilidade de as cargas nesses sistemas estarem dentro de um intervalo suportado pelas

plantas E. crassipes sem grandes perturbacdes pode justificar tal observagao.

Embora as eficiéncias de remocdo de carga de fluoreto em porcentagem se mostraram
muito superiores nos leitos com tempo de retencao hidrdulica de 5 e 10 dias, ao se considerar
os valores absolutos, os tratamentos com TRH de 2 dias por muitas vezes promoveram as
maiores remocdes mdssicas (Fig. 4.7, Fig. 4.8 e Fig. 4.9). Os tratamentos com TRH de 2 d
foram submetidos a uma carga didria de fluoreto de 7,28 kg ha'! d”!, ao passo que essa carga
para os tratamentos com TRH de 5 d e TRH de 10 d foi de 2,87 e 1,46 kg ha! d’,
respectivamente. Dessa forma, quando se toma o valor absoluto das remog¢des, as porcentagens
observadas para P02, PA0O2 e NPO2 tornam-se superiores ou iguais a P05 e P10 (Fig. 4.7), PAOS
e PA10 (Fig. 4.8) e NPO5 e NP10 (Fig. 4.9), respectivamente.
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Figura 4.7 — Carga de fluoreto removida (mg d™!') ao longo do tempo de operacdo das wetlands
construidas plantadas, sem adi¢do de auxina, com tempo de reten¢ao hidrdulica de 2, 5 e 10
dias.
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Figura 4.8 — Carga de fluoreto removida (mg d!) ao longo do tempo de operacdo das wetlands
construidas plantadas e com adi¢do de auxina com tempo de retencao hidrédulica de 2, 5 e 10
dias.
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Figura 4.9 — Carga de fluoreto removida (mg d!) ao longo do tempo de operacdo das wetlands
construidas ndo plantadas com tempo de retencao hidraulica de 2, 5 e 10 dias.

Contudo, as wetlands com TRH de 2 d apresentaram resultados que oscilaram bastante
ao longo do experimento, enquanto os outros tratamentos se comportaram de maneira mais
uniforme. As concentra¢des observadas no efluente dos tratamentos ndo apresentaram grandes
variagdes entre determinagdes sequenciais (Fig. 4.5). Ja a diferenca entre vazdes de entrada e

saida (Apéndice A), decorrente do processo de evaporacdo e evapotranspiragdo, entretanto, o



133

fizeram, especialmente para os tratamentos com TRH de 2 d. Isso motivou a alta variagdao nos

resultados de remogao de carga de fluoreto para estes tratamentos.

Em concordancia com o previamente observado em relacdo as remogdes relativas de
carga de fluoreto, as remogdes, agora em termos absolutos, foram maiores para os tratamentos
com E. crassipes (P e PA). Fica claro, dessa forma, que as plantas sdo essenciais para este
sistema de tratamento quando empregado para desfluoretacdao. Athapattu et al. (2017) e Zurita
et al. (2012) também reportaram maiores remocdes de fluoreto em wetlands plantadas do que

ndo plantadas.

No que se refere a adi¢do de auxina, os valores para remog¢do de carga de fluoreto em
termos absolutos foram superiores para aqueles tratamentos que receberam o fitormonio,
especialmente tomando-se os sistemas com TRH equivalente a 2 d. Os sistemas com 0s outros
tempos de retencao hidraulica, tal qual observado nos resultados relativos, se mostraram apenas

levemente superiores aqueles que ndo foram suplementados com o fitormonio.

3.2 Plantas

Como visto no item anterior, as plantas tiveram papel importante na fitorremediacdo de
dguas enriquecidas com fluoreto nas wetlands construidas, uma vez que os tratamentos que
continham plantas E. crassipes em seus leitos apresentaram desempenhos superiores aquelas
sem a presenc¢a das mesmas. Os aguapés conseguiram enraizar no meio suporte preenchido com
brita e apresentaram indicios de boa adaptacdo ao ambiente imposto visto que foi possivel
observar o crescimento e a propagacdo dos mesmos, além de o enraizamento na brita (Fig.
4.10). A utilizacdo de aguapés em wetlands de escoamento subsuperficial foi reportada em
outras pesquisas com brita, mesmo material utilizado no presente estudo, e outros materiais de
preenchimento do meio suporte, como argila expandida e residuos de construcao civil (Burgos
et al., 2017; Lee et al., 2004; Lima et al., 2018; Mello et al., 2017). Também foi relatado nestes
trabalhos que houve ganho de biomassa, bom desenvolvimento das plantas e melhor efici€éncia

na remocao de nutrientes nos leitos plantados.
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subsuperficial apds 70 dias de operacao e com dois outros individuos desenvolvidos por meio

de estoldo. No detalhe, o enraizamento da planta no meio suporte preenchido com brita n° 0.
Fonte: do autor

A andlise da concentracdo de fluoreto nos tecidos das plantas revelou teores variando
de 0,34 a 0,82 mg g'1 (Tabela 4.2). As maiores acumulacdes foram, para todos os tratamentos,

observadas na parte aérea de E. crassipes, tal qual foi observado nos experimentos de bancada.

Zouari et al. (2014) reportaram resultados similares para Olea europaea (~0,4 mg g™'),
frente a concentracdes de 20 mg L' de fluoreto, ao passo que no presente estudo, os resultados
se mostraram superiores aos reportados por Karmakar et al. (2016) para Pistia stratiotes,
Spirodela polyrhiza e Eichhornia crassipes. Especificamente para E. crassipes, mesma planta
utilizada no presente trabalho, quando exposta a concentragdes iniciais de 3, 5, 10 e 20 mg L!
de fluoreto, os autores identificaram teores de 0,038; 0,092; 0,172 e 0,214 mg g'l,
respectivamente, considerando as plantas inteiras. Tais resultados sdo inferiores aos observados
no presente estudo, mas foram obtidos em estudos hidropdonicos de laboratério nos quais o

tempo de exposicdo foi de 10 dias.
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Tabela 4.2 — Concentragdo de fluoreto na parte aérea, raiz e totais das plantas dos tratamentos
plantados (P e PA) e fator de translocagdo

Concentragido (mg g!) Fator de
Tratamento Translocagao
Parte aérea Raiz Total (adimensional)
P02 0,57 0,25 0,82 2,30
P05 0,36 0,16 0,53 2,22
P10 0,21 0,15 0,37 1,41
PAO2 0,27 0,15 0,41 1,83
PAOS 0,35 0,18 0,53 1,96
PA10 0,25 0,09 0,34 2,96

Percebeu-se que os teores totais de fluoreto nos tecidos vegetais foram maiores para o
grupo que nao recebeu dose de auxina, i.e P02, PO5 e P10, em comparagdo com PAO2, PAO5 e
PA10, respectivamente. Essa ocorréncia pode ter sido resultante da diferenca de ganho de
biomassa observada entre os leitos suplementados e ndo suplementados com o fitormonio
(Tabela 4.3). Os aguapés (E. crassipes) se reproduzem por meio de sementes, mas também sao
estoloniferas. Assim, desenvolvem-se a partir de uma planta-mae outros individuos ligados pelo
estolho. Foi constatado, visualmente, que nos tratamentos que receberam auxina houve maior
colonizagdo pelos aguapés do que nos tratamentos sem adi¢do do fitormdnio. O ganho de

biomassa, em numero total de plantas por tratamento, foi entdo, registrado.

De fato, foi observado maior nimero de plantas nos tratamentos sob aporte de auxina.
Dessa forma, o fitormonio provavelmente induziu maior propagacao dos aguapés nos leitos.
Com isso, o desenvolvimento mais pronunciado de novas plantas nas wetlands do grupo
aportado com auxina, em teoria, promoveu menores concentracdes de fluoreto nos tecidos
vegetais de um individuo uma vez que havia mais biomassa disponivel para dissipar o
contaminante no corpo de uma planta. Karmakar et al. (2018) registraram maiores remocoes de
fluoreto tdo maior foi a biomassa de Pistia stratiotes disponibilizada para absorcao deste anion.
Ao mesmo tempo, isso implicou em menores teores do contaminante no tecido das plantas, tal

qual observado no presente estudo.
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Tabela 4.3 — Nimero de plantas ao longo do experimento para os tratamentos plantados (P e
PA)

Numero de plantas

Tratamento
Inicial 30 dias 60 dias
P02 26 35 42
P05 26 43 50
P10 26 39 52
PAO2 26 41 61
PAO5 26 49 69
PA10 26 41 71

Foi observado que o fator de translocacdo apresentou variacdo de 1,41 a 2,96. Deste
modo, houve maior acumulagdo de fluoreto na parte aérea das plantas do que na raiz, fendmeno
que também foi observado por Camarena-Rangel et al. (2015) para Camellia japonica (1,3 a
2,7), Khandare et al. (2017) para N. oleander (1,85), P. crinitum (1,19) e P. olearacea (1,43) e
Ruan et al (2003) para Camellia sinensis. O fator de translocacao varia bastante com a espécie,
variedade e idade das plantas, bem como em relagcdo a fase do seu ciclo e a estacdo do ano
(Baunthiyal e Sharma, 2014; Chakrabarti et al., 2013; Gadi et al., 2020; Ruan et al., 2003;
Zouari et al., 2014). Dessa forma, outras espécies foram reportadas com maior acumulagio de
fluoreto nas raizes do que nas folhas, isto €, com fator de translocacdo menor do que 1, e.g.
Saccharum officinarum (Camarena-Rangel et al., 2015), Olea europeae (Zouari et al., 2014),
Brassica juncea (Yadav et al., 2018), Prosopis juliflora (Saini et al., 2012), Vetiveria

zizanioides (Thakur et al., 2021). Para Rizzu et al. (2021), essa é a maior tendéncia.

Pode-se afirmar, com base nos resultados observados para concentrac¢ao de fluoreto nos
tecidos vegetais e no desempenho das wetlands construidas contendo plantas E. crassipes, que
esta espécie tem potencial acumulador e pode ser indicada para fitorremediacdo de fluoreto.
Contudo, mesmo sendo aparentemente tolerante e apresentando resultados promissores, é

necessdrio avaliar os efeitos que a contaminagdo de fluoreto imprime sobre o desenvolvimento
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das plantas. Dessa forma, realizaram-se avaliagdes morfoanatomicas para se identificar os

distdrbios provocados por este anion nas plantas utilizadas.

A folha de E. crassipes apresenta epiderme unisseriada, com estdmatos em ambas as
faces da folha, sendo classificada como anfiestomdtica. O mesofilo € isobilateral com
parénquima palicadico voltado para face adaxial e abaxial da epiderme, e parénquima lacunoso
no centro. Os feixes vasculares sao colaterais envoltos por uma bainha de células
parenquimaticas (Fig. 4.11B).

A sintomatologia visual das folhas de E. crassipes expostas ao fluoreto consistiu em
presenca de necroses nas margens e dpices foliares (Fig. 4.11C, E). O tratamento controle ndo
apresentou danos morfoldgicos (Fig. 4.11A). O surgimento de cloroses e necroses nas folhas €,
comumente, o primeiro € mais visivel sintoma de exposi¢do ao fluoreto. Outras alteracdes
morfoldgicas como reducdo na drea foliar com consequente prejuizo na produgdo de biomassa
também sdo frequentemente observadas (Agarwal e Chauhan, 2015; Gadi et al., 2020; Jha et
al., 2009). Para Weinstein e Davison (2003), entretanto, muitas circunstancias do ambiente,
como calor em excesso e deficiéncia de nutrientes, podem promover sintomas semelhantes
aqueles provocados pela exposicdo a ions fluoreto, o que pode ter ocorrido neste experimento
conduzido em casa de vegetacdo com E. crassipes plantada em brita. Dessa forma, os danos
morfologicos observados nas folhas das plantas podem nao ter sido exclusivamente relativos
ao acumulo de fluoreto nos tecidos foliares.

Em microscopia de luz os danos encontrados em plantas expostas ao fluoreto incluiram
alteracdo das células epidérmicas, sendo que em algumas regides essas células se encontravam
colapsadas (Fig. 4.11D, F — Fig. 4.12A-D). Para todos os tratamentos, os danos se estenderam
as camadas superficiais do mesofilo, e em alguns destes tratamentos ocorreram danos mais
acentuados, acarretando na ndo disting¢ao entre os tecidos foliares (Fig. 4.12A, B). Gadi et al.
(2020) apontaram que o acumulo de fluoreto nos tecidos da folha promove modificacGes
histolégicas com o colapso do parénquima, estdmatos e cuticula, podendo induzir, assim,

maiores acumulacdes deste anion no mesofilo.

A raiz de Eichhornia crassipes € composta por epiderme unisseriada, cortex
parenquimatico constituido por parénquima de preenchimento e aerénquima, sendo delimitado
externamente pela exoderme com células de paredes espessadas, e internamente pela
endoderme. O cilindro vascular € composto por células do xilema, alternadas com células do
floema, e internamente nota-se a presenca de parénquima medular, todo o cilindro vascular é

circundado pelo periciclo (Fig. 4.13B, C).
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A sintomatologia visual das raizes de E. crassipes consistiu em redu¢do no comprimento
deste 6rgdo, nas plantas que estavam expostas ao fluoreto, tanto na presenca, quanto na auséncia
de auxina (Fig. 4.13D, G). Esta reducdo, contudo, é decorrente da baixa profundidade das
wetlands construidas utilizadas neste estudo (0,25 m), além de as plantas estarem inseridas em
meio suporte preenchido com brita. A brita, diferente de um meio composto apenas por dgua,
pode dificultar o desenvolvimento pleno, e mais comum, das raizes de E. crassipes, embora
levando-se em conta tais circunstancias, pode-se considerar que o enraizamento das plantas foi
bem sucedido (Fig. 4.10). O tratamento controle ndo apresentou redu¢do no crescimento das
raizes (Fig. 4.13A). Por outro lado, ndo houve prejuizos ao volume das raizes de plantas
expostas ao fluoreto, porém ndo foi possivel observar diferencas entre aquelas que foram

suplementadas com auxina e as que ndo receberam o fitormonio.

Em microscopia de luz os danos encontrados em plantas expostas ao fluoreto incluiram
perda das células epidérmicas ou alteracdo das mesmas (Fig. 4.13E-I e Fig. 4.14A-H). Houve
também perda de células da exoderme e parénquima de preenchimento, deixando o aerénquima
exposto (Fig. 4.13H, I). Além disso, as células do aerénquima apresentaram formato alterado

(Fig. 4.13H, I e Fig. 4.14E-H) quando comparadas com o controle.
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Figura 4.12 - Folha de Eichhornia crassipes exposta a solucdo contendo fluoreto. A —D. Cortes
transversais em microscopia de luz para os tratamentos com TRH de 2 e 5 d. A, C. Células
epidérmicas com formato alterado (elipse). B, C, D. Células epidérmicas colapsadas (seta). A,

B. Células do mesofilo com formato alterado (estrela). Escalas: A — D = 100um.
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Figura 4.13 - Raiz de Eichhornia crassipes exposta a solucdo contendo fluoreto. A, D, G.
Sintomatologia visual. A. Controle. D. P10 (TRH=10 d, sem auxina). G. PA10 (TRH=10 d,
com auxina). B, C, E, F, H, 1. Cortes transversais em microscopia de luz. B, C. Controle. E, F.
P10 (TRH=10 d, sem auxina). H, I. PA10 (TRH=10 d, com auxina). E, F. Perda das células
epidérmicas (elipse). H, I. Perda das células da epiderme, exoderme e parénquima de
preenchimento (elipse). Células do aerénquima com formato alterado (estrela). Ep. Epiderme.
Ex. Exoderme. Pp. Parénquima de preenchimento. Ae. Aerénquima. Rl. Raiz lateral. En.
Endoderme. Pe. Periciclo. Fl. Floema. Xi. Xilema. Pm. Parénquima medular. Escalas: A, D, G=

2cm. B, C, E, F, H, I= 100pm.
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Figura 4.14 - Raiz de Eichhornia crassipes exposta a solu¢cao contendo fluoreto. A - H. Cortes transversais em microscopia de luz. A — H. Perda
ou alteragdo das células epidérmicas (elipse). E — H. Células do aerénquima com formato alterado (estrela). Escalas: A —H = 100um.
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4 CONCLUSAO

No processo de fitorremediacdo de fluoreto por meio de wetlands construidas, ficou
claro o papel de Eichhornia crassipes na remog¢do deste contaminante, uma vez que wetlands

sem a presenca da planta apresentaram desempenho e vida ttil inferiores.

Embora as eficiéncias tenham sido maiores para tempos de retenc@o hidrdulica de 5 e
10 dias, ao se levar em consideracdo as cargas removidas, em termos absolutos, os tratamentos
com TRH de 2 dias promoveram considerdveis remocdes de fluoreto, embora tal desempenho
tenha oscilado bastante. Os outros sistemas, 5 € 10 dias, evoluiram de maneira mais uniforme,

sendo os de 5 dias com maiores remog¢des de massa de fluoreto.

As wetlands construidas plantadas com TRH igual a 5 dias (P05 e PAOS) foram os mais
ideais na fitorremediacdo de 4guas ricas em fluoreto uma vez que apresentaram elevadas
remogdes e comportamento estdvel, além de cumprirem o que se é exigido por lei no
lancamento de efluentes contendo este contaminante (<10 mg L!). Ademais, o aporte do
fitormOnio auxina pode incrementar o desempenho das plantas do sistema, embora tal

fenOmeno necessite de mais estudos.

A adicdo da auxina pode ter contribuido para retardar a saida de fluoreto nos sistemas
ao induzir maiores taxas de absorcdo de &dgua, logo de contaminante, diminuindo as
concentracdes no efluente e se sobrepondo ao desempenho dos leitos ndo suplementados com
o fitormdnio. Ademais, 0 composto propiciou maior propagacdo das plantas e, assim, maior

ganho de biomassa.

Os teores de fluoreto nos tecidos das plantas colocam a espécie E. crassipes como
potencial candidata para uso em wetlands construidas de fluxo subsuperficial na
fitorremediacao de dguas contaminadas com fluoreto. Os valores observados se enquadraram
aqueles reportados para outras plantas e se sobrepuseram a um estudo com esta mesma espécie.
Os fatores de translocac@o maiores que 1, apontaram maior acumulagdo de fluoreto na parte

aérea das plantas.

Houve danos morfoldgicos e anatdmicos nas plantas E. crassipes, resultantes dos efeitos
fitotoxicos do fluoreto e do meio filtrante composto por brita. Apesar disso, as plantas se

mostraram tolerantes e apresentaram bons resultados de desfluoretacao.
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CAPITULO V
CONCLUSAO E SUGESTOES

1 CONCLUSAO GERAL

A exposicdo humana a dguas com elevadas concentracdes de fluoreto é um grave
problema de sadde publica em vérias regides do mundo. As técnicas tradicionais, embora
consolidadas, ndo alcancam ampla cobertura em razdo de serem complexas e de alto custo.
Dessa forma, buscam-se métodos menos onerosos e com potencial de aplicacio em

comunidades periurbanas, como por exemplo a fitorremediagao.

Os estudos acerca da fitorremediacdo de 4guas contaminadas com fluoreto, observados
em bases de dados, podem ser considerados ainda limitados em relacdo a quantidade, embora
tal quantitativo tenha aumentado durante a ultima década e esteja apontando, assim, tendéncia
de crescimento para os proximos anos. Buscam-se nestas pesquisas, principalmente, espécies
tolerantes e acumuladoras, bem como os efeitos fitotéxicos promovidos pelo fluoreto na

sanidade das plantas e os parametros fisico-quimicos do meio que favorecem a fitorremediacgao.

A espécie Eichhornia crassipes apresentou bom desempenho para acumular anions
fluoreto em solugdo, sendo assim uma potencial candidata a processos de fitorremediagao deste
contaminante. A absorcao foi intensa em até 6 dias nos estudos hidropdnicos em microcosmo
e aumentou com a elevacdo da concentracdo inicial de fluoreto. A presenca de fésforo
contribuiu para maiores taxas de desfluoretacdo, sendo este elemento importante tanto para
nutricdo e bom desenvolvimento das plantas, quanto para a precipitagdo de ions fluoreto da

solugdo.

A utilizagao de fitormonios para amplificar o potencial de acumulagao das plantas e sua
resisténcia aos efeitos fitotoxicos de contaminantes vem surgindo no meio cientifico,
especialmente para metais. No presente estudo, a aplicacdo de giberelina (GA3) em E. crassipes
para fitorremediacdo de dgua enriquecida com fluoreto ndo mostrou efeito significativo dentro
do intervalo testado, ao passo que a suplementacdo de auxina em concentragdes entre 1,4 a 3

UM promoveu maiores remogdes do anion.

Em ambos os estudos de micro e mesocosmo, E. crassipes acumulou maiores

quantidades de fluoreto na parte aérea. Sendo assim, o fator de translocacdo desta espécie
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apresentou valores maiores que 1. Houve danos morfolégicos e anatdomicos nas plantas,
resultantes dos efeitos fitotdxicos do fluoreto e, nos estudos em wetlands construidas, do meio
filtrante composto por brita. Apesar disso, as plantas se mostraram tolerantes e apresentaram

bons resultados de desfluoretacao

As wetlands construidas plantadas com E. crassipes e com TRH de 5 dias apresentaram
o melhor desempenho na fitorremediagdo de dguas ricas em fluoreto, aliando elevadas
remocdes de carga, reducdo na concentragdo inicial e comportamento estdvel. Ademais, o
aporte do fitormdnio auxina pode incrementar o desempenho das plantas do sistema, embora

tal fenOmeno necessite de mais estudos.

2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nas observacOes realizadas nesta pesquisa, as seguintes sugestdes para

trabalhos futuros sdo propostas:

e Expandir-se o intervalo para concentracdo inicial de fluoreto com o objetivo de se
buscar a concentracdo para a qual ndo haja mais incrementos na absorcdo de fluoreto
por E. crassipes em razao dos efeitos fitotoxicos deste anion sobre a planta.

e Estudar-se outros valores para adi¢dao exdgena de giberelina com o objetivo de se buscar
a concentracdo para a qual haja efeito significativo na acumulacdo de fluoreto por E.
crassipes.

e Avaliar-se a fitorremediacao de dguas contaminadas com fluoreto por meio de wetlands
construidas em nivel de macrocosmo, sob condicdes naturais, por um periodo maior e
com efluentes reais.

e Investigar-se estratégias de potencializar o desempenho do meio filtrante de wetlands
construidas tratando dguas com fluoreto e outros contaminantes ndo degradaveis (e.g.
metais), como a utilizacdo de materiais com maior potencial sortivo ou a combinagdo
de materiais (e.g. areia, areia e biocarvao, solo e cinzas).

e Testar-se outras configuracdes de wetlands construidas para desfluoretacdo de aguas e
aguas residudrias, avaliando, por exemplo, a influéncia do potencial de oxirreduciao do
meio na remocao de anions fluoreto.

e Buscar-se alternativas de destina¢do e reaproveitamento da biomassa produzida em

wetlands construidas tratando dguas com fluoreto.
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e Avaliar-se a viabilidade de implementacao de wetlands construidas para desfluoretagao

de dguas e dguas residudrias e comparar com técnicas consolidadas.



APENDICE A

Vazdes (L d!) de entrada (Qe) e saida (Qs) das wetlands construidas e a diferenca entre elas (Qe-Qs) representando a evapotranspiracio.
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P02 P05 P10 PA(2 PAOS PA10 NP02 NPO5 NP10

) wn wn wn wn wn |72] |72] wn
pia | 3331818 |F18(81%18|8 /(81383 F18/8(%F383138F1¢8(%/188|%

") D D D [} [P} ") ") %]

o o o o o o o o o
1 46| 403 | 43 | 202 | 166 | 36 86 07 79 1432|1389 | 43 | 180 | 166 | 14 | 108 | 72 36 | 389|259 | 130 | 194 | 137 | 58 | 108 | 58 | 50
2 461 | 389 | 72 | 194 | 158 | 36 | 108 | 65 43 | 374 | 274 | 101 | 180 | 144 | 36 | 108 | 72 36 1403|216 187 | 194 | 130 | 65 | 108 | 43 65
3 4751389 | 86 | 194 | 130 | 65 | 108 | 65 43 |1 504 | 475 29 | 180 | 130 | 50 | 101 | S0 | 50 | 504 | 302|202 | 187 | 130| 58 | 101 | 50 | 50
4 4751403 | 72 | 194 | 108 | 86 | 108 | 00 | 108 | 504 | 446 | 58 | 180 | 158 | 22 | 101 | 00 | 101 | 504 | 324 | 180 | 187 | 101 | 86 | 101 | 00 | 101
5 AT 46 101 | 194 | 144 | 50 | 108 | 65 | 43 | A7 | 475 72 | 180 | 151 | 29 | 101 | 58 | 43 | 504 | 367 | 137 | 187 | 115| 72 | 101 | 50 | 50
6 33| 46| 8 | 194 | 187 | 07 | 108 | 101 | 07 | 533 | 446 | 8 | 180 | 173 | 07 | 108 | 101 | O7 | 504 | 425 | 79 | 187 | 173 | 14 | 101 | 86 14
7 461 | 25| 36 | 194 | 151 | 43 | 108 | 86 22 1504|461 58 | 180 | 158 | 22 | 108 | 79 20 | 468 | 446 | 22 | 187 | 158 | 29 | 122 | 108 | 14
8 4432|2095 137|216 | 115 101 | 137 | 79 58 | 137 | 1151 22 | 202 | 151 | 50 | 122 | 101 | 22 | 4990 | 360 | 130 | 209 | 180 | 29 | 122 | 101 | 22
9 461 | 418 | 43 [ 216 | 151 | 65 | 137 | 72 | 65 | 47490 | 58 | 202 | 137 | 65 | 122 94 | 29 | 490 | 403 | 86 | 209 | 151 | 58 | 122 | 79 | 43
10 461 | 331 | 130 | 194 | 94 | 101 | 101 14 86 | 475 | 288 | 187 | 180 | 122 | 58 | 108 | 50 | 58 | 360 | 245 | 115 | 180 | 115| 65 | 115 | 50 | 65
11 432 | 245 | 187 | 194 | 144 | S0 | 101 | 00 | 101 | 504 | 446 | 58 | 180 | 130 | 50 | 108 | 79 | 29 | 432 | 324 | 108 | 180 | 130 | 50 | 115| 50 | 65
12 4751403 | 72 | 194 | 158 | 36 | 101 | 86 14 | 475 | 432 | 43 | 180 | 137 | 43 | 108 | 79 20 | 490 | 360 | 130 | 180 | 144 | 36 | 115 94 | 22
13 M6 | 288 | 158 | 194 | 122 | 72 | 115 | 36 79 | 461 | 403 | 58 | 180 | 108 | 72 | 108 | 79 20 (4321331101 | 180 | 130 | 50 | 115 101 | 14
14 46| 319 | 127 | 194 | 98 96 | 115 | 31 84 [ 461 | 322 | 139 | 180 | 119 | 61 | 108 | 46 62 | 432 | 324 | 108 | 180 | 133 | 47 | 115 | 86 | 29
15 | 4751403 | 72 | 194 | 94 | 101 | 115 22 | 94 | 518 | 46| 72 | 180 | 108 | 72 | 108 | 07 | 101 | 490 | 389 | 101 | 180 | 115 | 65 | 115| 79 | 36
16 | 475 340 | 136 | 194 | 113 | 82 | 115 | 48 | 67 | 518 | 354 | 164 | 180 | 122 | 58 | 108 | 68 | 40 [ 490 | 302 | 187 | 180 | 168 | 12 | 115 | 96 19
17 00| 48| 72 | 194 79 | 115| 115 | 29 86 | 533|461 | 72 | 180 | 115 | 65 | 108 | 22 86 | B33 | 48 | 115 180 | 130 | 50 | 115 | 72 | 43
18 [ 490 | 355 | 135 | 194 | 85 | 109 | 115 | 30 | 85 | 533 | 338 | 194 | 180 | 96 | 84 | 108 | 38 | 70 | 533 | 306 | 27 | 180 | 161 | 19 | 115| 83 | 32
19 04|46 58 | 194 | 151 | 43 | 115 | 76 30 | 504 | 374 | 130 | 180 | 144 | 36 | 108 | 20 88 | 04 | 46| 58 | 180 | 151 | 29 | 115 | 86 | 29
20 504|306 198|194 | 68 | 126 | 115 13 | 102 | S04 | 26| 278 | 180 | 100 | 80 | 108 | 18 | 90 | 504 | 173 | 331 | 180 | 134 | 46 | 115 24 | 91
21 4751389 | 86 | 194 | 108 | 86 | 115 | 65 50 | 5041403101 | 180 | 122 | 58 | 108 | 29 | 79 | 533 | 403 | 130 | 187 | 173 | 14 | 115| 79 | 36
22 [ 4751200 275 | 194 | 98 | 96 | 115 40 | 76 | S04 | 271 | 233 | 180 | 131 | 49 | 108 | 50 | 58 | 533 | 206 | 236 | 180 | 166 | 14 | 115 | 72 | 43
23 461 | 389 | 72 | 194 | 130 65 | 115 00 | 115 461 | 418 | 43 | 180 | 130 | 50 | 108 | 14 94 | 518 | 46| 72 | 180 | 144 | 36 | 115 | 00 | 115
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25 | 518|346 | 173 | 180 | 122 | 58 | 115 | 22 | 94 | 547 | 461 | 86 | 173 | 137 | 36 | 108 | 60 | 48 | 518 | 432 | 86 | 202 | 173 | 29 | 144 | 105 | 39
20 | 533|446 | 8 | 173 | 108 | 65 | 101 | 58 | 43 | 490 | 396 | 94 | 187 | 122 | 65 | 101 | 65 | 36 | 504 | 360 | 144 | 216 | 180 | 36 | 112 | 55 | 58
27 | 475|338 | 137|173 | 94 | 79 | 101 | 23 | 78 | 533 | 46| 86 | 187 | 122 | 65 | 101 | 45 | 56 | 475|432 | 43 | 216 | 180 | 36 | 112 | 58 | 55
2 | 475 3B6| 119|173 76| 97 | 101 | 14 | 86 | 533 | 346 | 187 | 187 | 10| 77 | 101 | 35 | 65 | 475|304 | 172|216 | 173 | 43 | 112 | 60 | 52
29 | 475|331 | 144 | 173 | 151 | 22 | 101 | 49 | 52 | 504 | 432 | 72 | 187 | 151 | 36 | 101 | 78 | 23 | 461 | 403 | 58 | 216 | 180 | 36 | 112 | 50 | 62
30 | 475|304 8 | 173|128 44 | 101 | 30 | 71 | 504 | 214 | 290 | 187 | 140 | 47 | 101 | 78 | 23 [ 461 | 49| 12 | 216|216 | 00 | 112 | 73 | 39
31 (461|396 65 | 173|122 50 | 101 | 49 | 52 | 461 | 360 | 101 | 187 | 122 | 65 | 94 | 52 | 42 | 475 | 46| 29 | 216 | 151 | 65 | 108 | 42 | 66
R | 461|396 65| 173 112] 61 | 101 | 36| 65 |461 | 269 | 192 | 187 | 114 | 73 | 94 | 24 | 70 | 475 | 452 | 23 | 216 | 191 | 25 | 108 | 71 | 37
B | 461|389 72 | 180 | 115| 65 | 101 | 68 | 33 | 504 | 432 | 72 | 187 | 115 72 | 91 | 20 | 71 | 533 | 490 | 43 | 216 | 144 | 72 | 108 | 55 | 53
M | 475|461 | 14 | 180|115 65 | 101 | 48 | 53 | 432 |37 | 115|187 | 115 72 | 86 | 23 | 63 | 475 | 259|216 | 216 | 151 | 65 | 108 | 37 | 71
36 | 475|283 | 242|180 108 | 72 | 101 | 37 | 64 | 432|367 | 65 | 187 | 113 | 74 | 86 | 23 | 64 | 475 | 40| 55 | 216 | 188 | 28 | 108 | 48 | 60
3B | 475|384 91 | 180 | 154 | 26 | 101 | 64 | 37 | 432|353 | 79 | 187 | 146 | 41 | 86 | 37 | 49 | 475| 395| 80 | 216|209 | 07 | 108 | 79 | 29
40 | 461 | 389 | 72 | 180 | 130 | 50 | 101 | 65 | 36 | 432|302 | 130 | 187 | 122 | 65 | 86 | 58 | 29 | 403 | 202 | 202 | 216 | 158 | 58 | 108 | 84 | 24
42 | 461|389 72 | 180 | 144 | 36 | 101 | O7 | 94 | 475|432 | 43 | 173 | 115 58 | 94 | 07 | 86 | 533 | 432|101 | 216 | 173 | 43 | 108 | 22 | 86
4 | 90| 48| 72 | 180 | 94 | 86 | 101 | 14 | 86 | 490 | 389 | 101 | 187 | 115| 72 | 94 | 07 | 86 | 461 | 389 | 72 | 216 | 115| 101 | 108 | 22 | 86
46 | 475|397 | 78 | 180 | 103 | 77 | 101 | 12 | 89 | 475|258 | 217 | 187 | 161 | 26 | 94 | 20 | 73 | 461 | 406 | 55 | 216 | 128 | 88 - - -
48 | 490|466 | 24 | 180 | 83 | 97 | 101 | 14 | 87 | 475|408 | 67 | 187 | 135| 52 | 94 | 32 | 61 - - - = = - - - -
5 [ 490|319 170 | 187 | 169 | 18 | 115]| 90 | 26 | 490 | 319 | 170 | 187 | 155| 32 | 101 | 96 | 05 - - - - - - - - -
2 | 461 | 98| 62 | 216|126 90 | 115 | 19 | 96 | 461 | 334 | 127 | 216 | 126 | 90 | 115 | 52 | 64 - - - - - - - - -
M 461|402 59 | 202 | 114 | 88 | 115 20 | 96 | 461 | 435 | 26 | 216 | 132 | 84 | 108 | 44 | 64 - - - - - - - - -
56 | 490|390 | 100 | 187 | 103 | 84 | 108 | 18 | 90 | 475|266 | 209 | 202 | 132 | 70 | 115 | 32 | 83 - - - - - - - - -
8 (461|380 80 | 202 | 144 | 58 | 115 74 | 41 | S04 | 384 | 120| 202 | 152 | 49 | 115 | 82 | 34 - - - - - - - - -
60 | 461 | 349 | 112 | 187 | 94 | 94 | 115 | 43 | 72 [ 461 | 337 | 124 | 202 | 113 | 89 | 115 | 83 | 28 - - - - - - - - -
62 | 461 | 342 | 119 | 187 | 151 | 36 | 115 91 | 24 | 461 | 40| 11 | 202 | 46| 55 | 115|101 | 14 - - - - - - - - -
64 | 04| 343|161 | 173 | 114 | 59 | 115 | 56 | 59 | 475|382 | 94 | 187 | 119 | 68 | 115 | 70 | 46 - - - - - - - - -
66 | 533|429 | 104 | 187 | 154 | 33 | 124 | 76 | 48 | 533 | 518 | 15 | 187 | 130 | 58 | 131 | 43 | 88 - - - - - - - - -
68 [ 461|450 | L1 | 187 | 127 | 60 | 124 | 74 | 50 | 4990 | 436 | 53 | 187 | 138 | 49 | 131 | 77 | 54 - - - - - - - - -
70 | 46| 360 | 86 | 158 | 104 | 54 | 94 | 22 | 71 | 475|372 | 103 | 180 | 94 | 8 | 158 | 86 | 73 - - - - - - - - -
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