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RESUMO

AVALIACAO QUIMICA E DA CAPACIDADE DE BIOSSORCAO DA GRAMA
BATATAIS (Paspalum notatum) VISANDO APLICACOES ANALITICAS. Este
trabalho propde a caracterizacdo quimica do género Paspalum e, para tanto foi
dividido em 3 etapas: 1) preparo de amostras vegetais com acido diluidos; 2)
estudos de biossorgcdo empregando material radicular de Paspalum notatum e 3)
investigacado de constituintes da parede celular do material radicular. Assim, para a
primeira etapa, foram empregadas solucdes de HNOs; (2 a 14 molL™") para a
digestdo de amostras vegetais assistida por forno de microondas com cavidade.
Foram obtidas recuperagcbes quantitativas de analitos, incluindo Fe e Al,
empregando-se 2 mL de solugcdo de HNO3 2 mol L™ e 1 mL de H,0, 30 % v v™'. Os
teores de carbono residual obtidos foram < 11 %. A andlise dos espectros de 'H
NMR indicou menor variedade de nitrocompostos para as amostras preparadas com
acidos diluidos. Para a segunda etapa realizaram-se estudos de sorgdo em material
radicular de Paspalum notatum no lixiviado e lixiviado com HNO; 0,14 mol L™,
Foram obtidas sorgdes mais elevadas para o material previamente lixiviado.
Isotermas de sorcdo para AI**, Fe**, Cu®** e Ni** em meio Hs;CCOONH, e KNO3, com
solugdes mono e multiiementares, foram tracadas, sendo ajustados os modelos
tedricos mais representativos dos resultados experimentais. O meio KNOs;
apresentou sor¢cdo mais elevada de Fe e Cu para estudos monoelementares do que
o meio H3CCOONH,, provavelmente a auséncia de ions complexantes. Em estudos
multielementares a sor¢cdo em meio KNO; foi reduzida para todos os analitos,
provavelmente devido a competicdo pelos sitios de sor¢do. Por outro lado, o meio
H3;CCOONH, apresentou o dobro de sor¢cédo para Fe e Al, provavelmente em funcao
de interacbes laterais entre os analitos e a superficie do biossorvente, fatos
verificados a partir do perfil das isotermas de sor¢ao. Na ultima etapa do trabalho,
espectros de "H NMR e titulagdo potenciométrica indicaram que a lixiviagdo acida
alterou o material. Neste caso, a titulagdo potenciométrica indicou grupamentos
aminos e fendlicos como provaveis sitios de sorcdo. A determinacao de Al, Fe, Cu,
Ni, aminoacidos e agucares nas fragcoes obtidas a partir da extragcao sequencial dos
componentes da parede celular, aliada a estudos de correlagado de Pearson, permitiu
evidenciar diferentes distribuicdes dos analitos nas fracbes e nos materiais. Assim,

os grupos funcionais relacionados a cada metal puderam ser estimados.



XXii

ABSTRACT

CHEMICAL AVALIATION AND BIOSSORPTION CAPACITY OF BATATAIS GRASS
(Paspalum notatum) SEEKING ANALITICAL APLICATIONS. This work suggests the
chemical characterization of the genus Paspalum and was divided in 3 steps: 1)
sample preparation of plants with diluted acids; 2) biosorption studies employing
Paspalum notatum root material, and 3) investigation of root cellular wall
constituents. Therefore, in the first step, solutions ranging from 2 to 14 mol L™ HNO3
were used to assisted high-pressure microwave plant samples digestion. Quantitative
amounts of analytes were obtained, including Fe and Al, by using 2 mL of 2 mol L™
HNOj; solution plus 1 mL of H,O, 30 % v v'. Residual carbon contents were < 11 %.
The "H NMR spectra indicated lower variety of nittocompounds for samples digested
with diluted acids. For the second step, sorption studies in root material leached and
no-leached with 0.14 mol L™" HNOj3 solution were performed. The sorption obtained
for the former was higher than for the latter material. Sorption isotherms of AI3+, Fe3+,
Cu?* and Ni** in H3CCOONH, and KNO; environments with mono and multielemental
solutions were plotted and adjusted to the more representative theoretical models for
the experimental results. The KNOjs; monoelemental studies presented higher
sorption for Fe and Cu than for H3CCOONH, environment, probably owing to the
absence of bounding ions. Sorption has reduced for all analytes in KNOj3
multielemental studies, probably owing to the competition by the sorption sites. In the
other hand, H3;CCOONH,4 multielemental studies showed an increasing of two times
for Fe and Al sorption, probably due to lateral interactions between the analytes and
the biosorbent surfaces, which were verified with sorption isotherm profiles. In the
last step, the '"H NMR spectra and the potentiometric titration indicated that the acid
rinsing changed the material. In this case, interpretation of the results obtained with
potentiometric titration suggests the amine and phenol groups as likely sorption sites.
The determination of Al, Fe, Cu, Ni, aminoacids and sugar in fractions obtained from
the sequential extraction of the cell wall compounds, combined to Pearson’s
correlation coefficient studies, evidenced different distributions of the analytes at the
fractions and material. Thus, the functional groups related to each metal could be

estimated.
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1.1- Introducgao

Espécies do género Paspalum catalogadas s&do em torno de 400 e seu
habitat natural esta em regides de climas quentes, sendo abundantes na América do
Sul. Apenas 110 das 220 espécies estimadas no Brasil estdo catalogadas no banco
de germoplasma da EMBRAPA (ROCHA & NETO, 2000)

Apresentam importancia econémica e vém sendo empregadas e
estudadas como forragem nativa para alimentagdo animal, possuindo grande
potencialidade para uso como forrageiras naturais do Brasil, reduzindo, assim, a
introducdo de espécies invasoras em nosso territorio. Sdo eficazes na fixagdo de
dunas no litoral e contengdo da erosédo nas encostas de rodovias, além de serem
responsaveis pela alimentagcdo de diversas espécies migratérias de aves (BATISTA
& GODOY, 2000; CHASE, 1929; BARRETO & KAPPEL, 1967). Suas raizes sao
profundas e bastante fasciculadas, como pode ser observado na FIGURA 1.1, raizes

de Paspalum notatum, podendo chegar a 1 m de profundidade.

FIGURA 1.1 — Visualizag&o do sistema radicular fasciculado da espécie P. notatum.

Trata-se de uma planta caracteristica de climas tropicais e subtropicais,
como pode ser visualizado na distribuicdo de Paspalum no mapa apresentado na
FIGURA 1.2, sendo resistente a geadas (HAKER et al., 1974).
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FIGURA 1.2 — Distribuicdo mundial de Paspalum

As espécies do género Paspalum possuem caracteristicas especificas
que as diferenciam dos demais géneros de forrageiras. Um exemplo é a forma de

suas sementes, planas na parte exterior, como pode ser visto na FIGURA 1.3.

FIGURA 1.3 — Visao das sementes de uma inflorescéncia de Paspalum.

O estado de S&o Paulo possui grande numero das espécies
catalogadas de Paspalum no Brasil. Porém, diversas espécies ocorrentes ainda néo
foram registradas, seja por deficiéncia de coletas especificas ou do estabelecimento
de condi¢des basicas para a utilizacdo sustentavel dessa biodiversidade, devido a
escassez de informagdes bioldgicas e quimicas sobre este género vegetal.

A grande variabilidade genética favorece o melhoramento de seus
potenciais em laboratério para implementagao, como alimentacdo, em fazendas de
criacdo de gado, contando com a sua grande adaptabilidade a diferentes tipos de

solos.
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Frente as possiveis aplicagbes na pecuaria, torna-se necessario o
conhecimento dos nutrientes disponiveis nestas espécies. A analise inorganica é
importante para a caracterizagdo deste género sendo que, a possibilidade de
digestdo da amostra com acidos diluidos apresenta uma série de vantagens
econdmicas e ambientais.

O trabalho aqui exposto pode ser dividido em trés etapas
diferenciadas. A primeira trata da avaliagao da digestdo da parte foliar de diferentes
espécies de Paspalum com diferentes concentragdes acidas assistida por energia
microondas em forno com cavidade.

Devido ao P. notatum, conhecido popularmente como grama batatais,
adaptar-se a solos extremamente pobres surgiu a hipotese desta espécie apresentar
sitios de sorcao capazes de pré-concentrar metais presentes no solo, o que
caracteriza a segunda etapa do trabalho. Desta forma, estudou-se a sua aplicagao
como biossorvente para a pré-concentracao de metais que estivessem presentes em
baixos teores nas amostras digeridas com acidos diluidos. A terceira e ultima etapa
esta relacionada com o fato dos processos de sorcdo envolverem a disponibilidade
de sitios organicos. Assim, buscou-se investigar as substancias presentes na parede

celular do material radicular de P. notatum.

1.2 — Objetivos

Este trabalho de pesquisa teve como objetivo investigar o preparo de
amostras vegetais e as potencialidades quimicas do P. notatum como biossorvente
para aplicacdo na pré-concentracdo de analitos. Para tanto, pode-se esmiucar os
objetivos da seguinte forma:

e otimizacdo de procedimentos para preparo de amostras de forrageiras
empregando forno de microondas com cavidade, considerando aspectos
como massa de amostra, periculosidade, eficiéncia de decomposicéao,
velocidade do processo e avaliacao da utilizacdo de diferentes composicoes
de misturas oxidantes;

e emprego de material bioldbgico como biosorvente na pré-concentragao de
elementos quimicos de interesse presentes em baixas concentragdes;

e investigacdo de sitios organicos possivelmente envolvidos na sorcédo de

metais.
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2.1 — Revisao bibliografica
2.1.1 - Preparo de amostras vegetais

Frascos fechados tém sido empregados freqlientemente para o
preparo de amostras e um grande numero de publicagbes descreve procedimentos
experimentais, sendo na maioria empiricos.

Contudo, sao varios os parametros relevantes para o preparo de
amostras em frascos fechados assistidos por microondas: massa de amostra,
diferentes acidos, volume dos reagentes, concentracdo das solugdes oxidantes
envolvidas, temperatura, pressdo e tempo de aquecimento. Recentemente, muitos
desses parametros tém sido avaliados e estudados em tentativas de otimizar e
compreender mais profundamente os processos de digestao.

Em relagdo ao emprego de diferentes acidos para digestdo de amostra,
HNO3; é frequentemente empregado devido a simplicidade de manipulagao,
facilidade de purificagdo e sua eficiéncia na oxidacdo de compostos orgéanicos de
amostras biolégicas (WURFELS & JACKWERTH, 1985 e 1989-A; STOEPLER &
BACKHAUS, 1978; KUBRAKOVA et al., 1999)

KOTZ et al. (1972 e 1979) e STOEPPLER et al. (1979) recomendam o
uso de 0,4 a 2,0 ml de HNOs para digestdo de 200 mg de amostras. WURFELS &
JACKWERTH, 1985 e JACKWERTH et al. (1989) empregaram eficientemente um
volume de 2,0 ml de HNO3; para a digestdao de 100 mg de amostras de paddes de
compostos organicos, controlando somente a temperatura. Solugdes diluidas de
HNO3; tem sido empregadas com sucesso na digestdo de plantas em procedimentos
assistidos por aquecimento microondas, obtendo baixos valores de branco e desvios
padrdo (WURFELS & JACKWERTH, 1985; ZHOU et al., 1996).

MYAZAWA et al. (1984-A) empregaram solugdes de HNO3, HCI, HCIO4
e H,SO,4 em diferentes concentragdes (0,5; 1 e 2 mol L'1) para a extracdo de Ca,
Mg, K, P, Mn, Zn, Cu e Fe de amostras de folhas de café, soja e Panicum maximum
com determinacgdo por FAAS. Neste estudo, as solucdes de HCl e HNO3; 1 mol L™
apresentaram-se eficientes para procedimentos de extragdo com objetivo de
determinar os elementos analisados, eliminando riscos de explosdo e problemas
com a precipitacdo de KCIO4, que pode ocorrer quando HCIO, é empregado. As

excecdes foram Fe e P, devido a natureza quimica destes elementos, que em
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plantas estdo normalmente associados a silicatos, o que dificulta suas recuperacdes
totais. Para esses dois elementos, os autores sugerem a necessidade de
experimentos de calibracdo ou a aplicacdo de fatores de correcdo, estudos estes
apresentados por MYAZAWA et al. (1984-B) onde propuseram a substituicdo da
mistura digestora nitro-perclérica por HCI 1 mol L™ no preparo de amostras de folhas
de café, girassol, milho, soja e das forrageiras Panicum maximum, Brachiaria
decumbens para a determinacédo de Ca, Mg, K, Cu, Mn e Zn por FAAS. Os autores
destacam a simplificacdo e a redugao dos custos e riscos no preparo da amostra
com a possibilidade de recuperacgao de total para Ca, Mg, K, Mn, Cu e Zn e de 50 %
para Fe e 69 % para P.

CHAQO et al. (1996) estudaram o uso de acidos diluidos associados a
energia microondas para a extracdo de metais tragcos de amostras bioldgicas e
determinacao por GF AAS. Nesse trabalho, cerca de 300 mg de material de
referéncia certificado (CRM) de folha de macga (NIST 1515) foram submetidas a 5 mL
de HNO; diluido sob a acdo de microondas. Foram avaliados os efeitos da
concentracdo acida, da pressao, do tempo de extracido e da massa da amostra.
Solugées 10 e 14% vv' (1,96 e 1,4 molL", respectivamente) de HNO;
apresentaram recuperagdes acima de 95 % dos analitos estudados (Mn, Fe, Mg, Cu)
com a aplicagdo de 100 % da poténcia nominal do equipamento e pressdes em
torno de 160 psi.

CHOW et al. (1995) utilizaram &acidos diluidos para a extracéo de Cu,
Pb e Hg em amostras vegetais medicinais e material de referéncia certificado. Cerca
de 3 g de amostras foram digeridas com 20 mL de HNO3; 10 % v v', com auxilio de
um banho-maria com temperatura fixada em 100 °C por 3 h. Os analitos foram
determinados com espectrometria de absor¢do atdbmica com chama. Segundo os
autores o método se mostrou eficiente e simples, com pouca geracdo de gases e
resultando em solucdes finais com acidez inferior a 4 % vv™"', o que minimiza a
interferéncia da solucdo nas analises e reduz a corrosao do queimador do
equipamento.

DUGENEST et al. (1998) compararam métodos convencionais para
digestdo acida de residuos de incineragdo com a digestdo com acidos diluidos em
microondas. Os métodos convencionais avaliados foram: 1) fusdo e digestdo com
H>SO4/HNO3/KMNO4 onde 100 mg de amostra foi fundida em cadinho de platina-

ouro-rédio com uma mistura de metaborato de litio e acido bérico a 1080 °C por 3 h.
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A digestdo acida foi usada para a recuperacdo de Hg; 2) digestdo com
HF/HCIO4/HNO3/H,0,, onde 50 ou 100 mg de amostra foram introduzidas em
recipiente de PTFE e submetidas a aquecimento em chapa. O método com
microondas empregou um equipamento focalizado onde 1 ou 2 g de amostra foram
digeridas com HCI ou HNO3; 2 mol L™. O programa de aquecimento foi de 15 min
com uma potencia de 40 W sendo o volume final ajustado para 50 mL. Os elementos
de interesse foram determinados por ICP OES ou espectrometria de absorg¢ao
atbmica com geracédo de hidretos e atomizagéo eletrotérmica em forno de grafite
(HG-GFAAS). Em suas conclusbes relataram que nenhuma técnica foi eficiente para
a total solubilizacdo das amostras e que o método empregando microondas
apresentou-se rapido, simples, econémico e eficaz para a analise de Zn, Pb, As, Ca,
Na e K.

Procedimentos empregando pequenos volumes de acidos ou acidos
diluidos freqliientemente requerem o emprego de perdxido de hidrogénio (H20>)
como agente oxidante auxiliar. A adigcdo de H,O, em procedimento para digestao de
amostras foi investigada por WU et al. (1997), que observaram um decréscimo dos
teores de carbono residual e da quantidade de residuos organicos remanescentes,
quando o volume de H,0; foi elevado. Segundo VESCHETTI et al. (2000), o uso de
quantidades maiores de H,O, proporcionam um aumento da pressdo interna em
sistemas fechados e uma maior eficiéncia de oxidagdo da matéria organica a baixas
temperaturas. Contudo, para volumes maiores que 5,0 mL, os teores de carbono
residual e de residuos solidos permanecem constantes, mostrando que um volume
maior ndo € imprescindivel para uma digestdo eficiente (WU et al, 1997,
VESCHETTI et al., 2000).

Alguns procedimentos recomendam misturas oxidantes na proporgao
4:1vv' de HNO; (65 %) e H.0; (30 % v Vv'"); outros mostram que misturas de
2,0 mL de HNOj3 concentrado combinados com 1,0 mL de H;0O, sao suficientes para
digerir 300 mg de amostras bioldgicas (CARRILHO et al., 2001; DOMBOVARI et al.,
2001; EILOLA & PERAMAKI., 2001; LEVINE et al. 1999; RODUSHKIN et al. 1999).

A possibilidade de reducédo dos volumes de reagentes ¢é atrativa devido
a de minimizagdo da quantidade de residuos gerados, redug¢ao nos custos, obtencéo
de menores valores de branco e obtencdo de digeridos mais apropriados para

introducao por nebulizadores em equipamentos de analise.
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A eficiente digestdo com uso de solugbes de acidos diluidos e a
reducédo dos volumes de H,O, sio fatores possibilitados pelo uso de altas pressdes
e temperaturas em digestdo de amostras em sistemas fechados, que proporcionam
uma destruicdo mais completa da matriz da amostra, melhorando a confianga nos
resultados (GOUVEIA et al., 2001).

Contudo, o emprego de acidos diluidos para o preparo de amostras
tem se limitado a procedimentos de extragdo. Assim, nos trabalhos desenvolvidos e
apresentados neste trabalho, amostras de diferentes espécies de Paspalum, folha
de citrus e de manga e materiais de referencia certificados (CRM) foram submetidas
a digestao acida assistida por microondas em frascos fechados, sendo empregadas

diferentes concentracées de HNO3; e H20».

2.1.1.1 - Consideragées sobre HNO; e H;0;

Os reagentes mais frequentemente utilizados para o preparo de
amostras vegetais sdo o HNO3; e o HyO,. O HNO3 é comercializado em solug¢des
concentradas variando entre 65 a 69 % m/v e tem ponto de ebulicdo em torno de
122 °C. Alguns dos motivos para ampla aplicagdo do HNO3 como agente oxidante
no preparo de amostras sdo a pureza com que € encontrado comercialmente, sua
facil purificacdo, seu poder oxidante e a solubilidade dos nitratos em agua
(TCSHOPEL et al., 1980; COTTON & WILKINSON, 1988; KNAPP, 1998; KRUG,
1998).

O HNO3; concentrado sofre decomposi¢ao térmica, podendo gerar
diferentes oxidos, sendo todos soluveis em agua e com caracteristicas oxidantes
reconhecidas. Porém, sua forma de acédo durante a solubilizacdo de uma amostra é
pouco conhecida. CODDINGTON et al. (1999) realizaram um estudo cinético da
decomposicdo do HNOg3; variando o pH do meio, avaliado entre 6,8 a 9 e
identificaram algumas espécies. Outras sado descritas por COTTON & WILKINSON
(1988), sao elas: NO, NO,, NO3", N2O, N203, N2O4, N2Os, N2Og, HNO, HNO».

A acado das microondas sobre o HNOj; acelera a formacado desses
oxidos, uma vez que o campo eletromagnético gerado promove o aquecimento mais
acelerado por interagdo com as moléculas do HNO3;. Em um vapor a 100 °C, 90 %
esta na forma de NO, (COTTON & WILKINSON, 1988; KRUG, 1998). Segundo
WURFELS et al. (1987), uma menor concentragdo de NO; na fase liquida diminui a
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eficiéncia de decomposicao de amostras organicas. O poder oxidante do HNO3 pode
ser aumentado quando combinado com um agente oxidante auxiliar como o HyO,,
também disponivel comercialmente com pureza relativamente elevada para analise
de tragos. Segundo KRUG (1998), o perdxido de hidrogénio possui a caracteristica
de remover produtos coloridos de solugbes de matrizes organicas com a vantagem
de ter como produto final de decomposi¢ao a agua.

A quantidade de H,O, a ser empregada no preparo de amostra para
eficiente solubilizacdo ira depender da natureza da amostra, massa, temperatura e
concentragdo do peroxido utilizado. MATUSIEWICZ & BARNES (1985) realizaram
estudos utilizando H,O, associado a diferentes acidos, HNO3, HF, H>,SO,4 e HCIOy,,
no preparo de amostras de celulose em recipientes fechados. A partir dos estudos
realizados, recomendaram o uso de Hy0O,, 30 ou 50 % v/v, para o preparo de
amostras e atribuem a redugao do tempo ao emprego do peréxido. Obtiveram baixos
valores de branco, sendo que a solucao resultante pode ser aplicada para analise

multielementar.
2.1.2 - Investigacgao de residuos de digestao

Em um estudo composto de trés partes WURFELS & JACKWERTH
(1989-A) procederam um estudo sistematico da digestdo de padrdes de
aminoacidos, peptideos, aminoacidos N-metilados, carboidratos, acidos graxos e
bases nitrogenadas por HNO3; em sistemas fechado a 200 °C e 25 bar. Foram
empregados 2 mL de HNO3; concentrado a 180 °C por 3 h. Apés digestao os teores
de carbono residual foram determinados colorimetricamente como CO,. Na segunda
parte de seu estudo WURFELS & JACKWERTH (1989-B) investigaram a
composi¢cao dos residuos da digestdo dos padrdes avaliados empregando as
técnicas de infra-vermelho (IR), e ressonancia magnética de 'H e *C. Em suas
discussbes a respeito dos possiveis mecanismos de digestdo concluem que
hidrocarbonetos saturados e mono-insaturados e a maior parte dos aminoacidos que
compunham os padrdes originais sao decompostos com o procedimento de digestao
aplicado. Outra conclusdo € que acidos carboxilicos aromaticos sao resistentes ao
ataque das espécies NO,” até 180 °C e associam este fato a impossibilidade de um

ataque destes compostos por NO," nestas condicbes.
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No presente trabalho buscou-se comparar os espectros de NMR dos
residuos de digestdes de material foliar de P. notatum e associar os deslocamentos

quimicos com as possiveis classes de compostos presentes.
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2.2 — Materiais e métodos
2.2.1 — Reagentes e solugoes

Todos os frascos, ponteiras e vidrarias utilizados foram previamente
descontaminados em banhos contendo 10 % (v/v) de HNOs3 por 24 horas.

Todos os reagentes utilizados neste estudo foram de grau analitico.

Para preparo das solugdes acidas empregadas na digestdo em
microondas com cavidade, foi utilizado HNO3; concentrado (Mallinckrodt, Alemanha)
preparado por destilagdo abaixo do ponto de ebulicdo com aparato de quartzo, e
agua destilada-desionizada purificada em sistema Mili-Q® (18 MQ cm, Millipore,
EUA). Este mesmo acido foi utilizado nas decomposi¢ées de amostras com acido
concentrado, associado ao uso de H,0, 30 % v v'' (Mallinckrodt, Alemanha).

Os padrdes para construgao das curvas analiticas e as solugdes de
calibragdo necessarias para analise dos elementos quimicos de interesse por ICP
OES foram preparados a partir de diluicbes apropriadas de solugcbes estoque
1000 mg L™ (Titrisol®, Merck, Alemanha).

Uma solugdo contendo aproximadamente 0,1 mol L' de NaOH foi
padronizada com hidrogenoftalato de potassio 99,97 % m m”', pesando-se em
triplicata 0,8 g deste sal, dissolvidos individualmente em 25 mL de agua. As
aliquotas de hidrogenoftalato de potassio foram tituladas e a concentragdo da
solucdo de NaOH determinada. Apds padronizada, a solugcdo de NaOH foi
empregada para titulacdo das amostras submetidas a digestdo em microondas com
cavidade, com o objetivo de determinar a acidez residual das amostras, apos
implementagao do programa de aquecimento estabelecido.

Para a extracado dos residuos organicos restantes nos digeridos foram
empregados como extratores éter etilico e cloroformio (Merck, Alemanha).

A aquisicdo dos espectros de Ressonéancia Magnética Nuclear (NMR)
de H' e C"™ dos residuos organicos dos digeridos foi realizada empregado-se
CD3;OD (metanol deuterado, Aldrich, EUA) com adi¢cdo de tetrametilsilano (TMS,
Aldrich, EUA). Como referéncia interna para integragcéo dos espectros foi empregado
pentafluorbenzaldeido (Aldrich, EUA).
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2.2.2 — Instrumentacgao

Para cominuicdodas amostras de material foliar foram utilizados
moinho de facas TE 048 (Marconi, Brasil), para primeira moagem, e criogénico 6750
Freezer/Mill (Spex CertiPrep, EUA), para reducao do tamanho de particula.

Os procedimentos de digestdo de amostras pelas misturas oxidantes
foram realizados em forno de microondas modelo ETHOS 1600 (Milestone, lItalia),
equipado com sensores de pressao e de fibra otica para monitoramento da
temperatura interna dos frascos fechados, manufaturados em PTFE
(politetrafluoretileno) modificado.

Para determinacédo dos analitos de interesse e dos teores de carbono
residual em amostras digeridas de material foliar foi empregado ICP OES com visao
axial (Vista-AX, Varian, Australia), sendo determinados os limites de detecgao e
determinacgao.

A determinagao do carbono original total nas amostras foi realizada em
analisador elementar EA 1108 CHNS-O (Fisons Instruments, ltalia).

Potencidmetro digital (modelo 355, Metler - Toledo, Inglaterra),
equipado com um eletrodo combinado Ag/AgCI,KCI (referéncia) e vidro (indicador)
foi usado para determinacdo do ponto de equivaléncia durante as titulagdes acido-
base dos digeridos.

Analises por ressonancia magnética nuclear (NMR) de 'H e "*C foram
realizadas respectivamente nos equipamentos DRX-400, 9.4T e ARX-200, 4.7 T
(Bruker, Alemanha).

Todas as medidas e procedimentos foram realizados em triplicata.

2.2.3 — Amostras e materiais de referéncia certificados

As amostras submetidas a digestdo e analise elementar foram: P.
notatum, P. regneli, P. guenoarum, P. glaucensces, folhas de citrus e folhas de
manga. As duas ultimas amostras foram empregadas para investigagao do emprego
das condigdes de digestado para diferentes amostras vegetais.

Para avaliagdo da exatiddo foram empregados materiais de referéncia
certificados de farelo de milho e de folha de espinafre (NIST 8433 e NIST 1570a,
National Institute of Standards and Technology, EUA).
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2.3 — Procedimento Experimental

2.3.1 - Moagem de material foliar

Cerca de 1 g de cada amostra, pré-moida em moinho de facas (com
excegao dos materiais de referéncia certificados), foi moida com resfriamento
criogénico para cominuicdo do tamanho de particula. A FIGURA 2.1 apresenta
esquematicamente o conjunto de moagem onde as amostras foram introduzidas
para proceder a cominuicdo. Apds moagem, as amostras foram homogeneizadas e
reservadas para os estudos posteriores. A TABELA 2.1 apresenta o programa para
moagem criogénica de amostras de material foliar, onde a etapa de moagem foi
repetida 3 vezes, alternando-se com uma etapa de resfriamento, totalizando 10 min

para cada amostra.

FIGURA 2.1 — Conjunto de moagem do moinho criogénico (a) amostra, (b) barra de

impacto de ago inoxidavel, (c) tubo de policarbonato e (d) tampas de ago inoxidavel.

TABELA 2.1 — Programa utilizado para cominuicdo das amostras por moagem

criogénica.
Etapa Funcao Tempo (min)
1 Pré-congelamento 2
2 Moagem 2

3 Resfriamento 1
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2.3.2 - Digestao de material foliar assistida radiagdo microondas

O programa de microondas para digestdo de amostras vegetais foi
desenvolvido empregando-se cerca de 250 mg de material foliar, 2 mL de HNOj;
14 molL" e 1 mL de H.0; 30 % vV, a partir da variagdo da temperatura e da

poténcia de acordo com as combinagdes apresentadas na TABELA 2.2.

TABELA 2.2 — Variagdes de temperatura e poténcia para estabelecimento do

programa de aquecimento para digestao de material foliar.

Experimento Temperatura (°C) Poténcia (W)
P1 160/0/240/240/240 250/0/550/650/750
P2 160/0/240/240/240 250/0/350/450/550
P3 100/0/160/200/230 250/0/350/650/750
P4 100/0/160/200/230 250/0/350/450/550
Intermediario (P5) 100, 0, 200, 200, 230 250/0/450/550 /650

A FIGURA 2.2 apresenta os perfis das curvas de temperatura e
pressao para os diferentes niveis testados.

Pelos perfis das curvas péde-se estabelecer como melhor programa de
aquecimento a combinacdo apresentada na TABELA 2.3, onde o sistema de
digestdo atingiu maiores temperatura e pressao, o que favorece a destruicdo da
matéria organica (DANIEL et al., 1998).

TABELA 2.3 — Programa (P1) de aquecimento para digestdo das amostras
estudadas em microondas com frascos fechados, (programa desenvolvido para 10

amostras).

Etapa Poténcia (W) Tempo (min) Temperatura (°C)

1 250 2 120

2 0 2 120

3 550 4 180

4 650 4 180

5 750 5 240
Ventilagao 0 5
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FIGURA 2.2 — Perfis das curvas de temperatura e pressao monitoradas no estudo
para estabelecimento do programa de digestdo de amostras de material foliar.
Poténcias: P1 e P3 = 250, 0, 550, 650 e 750 W; P2 e P4 = 250, 0, 350, 450 e 550 W;
e P5 =250, 0,450, 550, 650 W.

Temperaturas: P1e P2 = 160, 0, 240, 240 e 240 °C e P3 e P4 = 100, 0, 160, 200 e
230; e P5 =100, 0, 200, 200, 230 °C.

Ap0bs o estabelecimento deste programa, cerca de 250 mg de amostras
vegetais foram digeridas no forno com radiagdo microondas e frascos fechados, com
auxilio de misturas oxidantes diferentes, contendo 2 mL de HNO3; 14 mol L' ou das
solugdes de HNO3z 7,0 mol L™; 5,0 mol L™; 4,0 molL™; 3,0 molL"! ou 2,0 mol L™
combinados com 1,0 mL de H,O, 30 % v v''. As amostras resfriadas, tiveram seus

volumes elevados para 10 mL com agua destilada e desionizada.
2.3.3 — Determinagao dos analitos de interesse em material foliar

Os parametros operacionais do ICP OES utilizado para determinagao

dos analitos de interesse estao apresentados na TABELA 2.4.
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TABELA 2.4 — Parametros operacionais empregados para determinacéo elementar

em ICP OES com visdo axial para amostras de material foliar.

Parametros instrumentais ICP OES
Sistema 6ptico Echelle
Detector Solido CCD (167-785 nm)
Poténcia (kW) 1,3
Vazao do gas do plasma (L min™) 15,0
Vaz&o do gas auxiliar (L min™) 1,5
Vaz&o do gas de nebulizacdo (L min™) 0,9
Camara de nebulizagao Ciclone
Nebulizador Concéntrico
Fluxo de aspiracdo da amostra (L min™) 0,8

Linhas de emissao (nm):

Ba (1) 455,409
ca (Il) 396,847
Cu () 327,396
Fe () 238,203
K (1) 766,501
Mg (I1) 279,550
Mn (I1) 275,611
P (1) 213,618
s 181,972
Zn (I1) 202,551
C (l) 193,025

| e Il: linhas de emissao atdbmica e idnicas, respectivamente.

2.3.4 - Titulagao das solugoées finais dos digeridos

Apos digestdao e elevagcao dos volumes das amostras para 10 mL,
aliquotas de 1 mL de cada solugao final foi retirada e titulada com solucdo de NaOH
0,1023 mol L', previamente padronizada. Para facilitar o procedimento foram
acrescentados 10 mL de agua as aliquotas tituladas sendo que, uma porgéo dessa

mesma agua foi titulada como branco analitico. Empregou-se um potencidémetro
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digital com eletrodo combinado de prata/cloreto de prata e eletrodo de vidro como

referéncia para determinacido do ponto de equivaléncia.
2.3.5 —Determinacao dos teores de carbono total nas amostras vegetais

A determinacdo de carbono total foi realizada nas amostras através de
analise elementar para posteriormente verificar a eficiéncia de eliminagdo da matéria

organica pela digestdo com as diferentes misturas oxidantes.
2.3.6 — Analise de NMR nos residuos dos digeridos

As solugdes resultantes das digestdes de amostras de material foliar de
P. notatum com diferentes concentragdes acidas foram submetidas a extracdo com
solvente para isolamento das substancias organicas solubilizadas. Para tanto,
empregou-se uma mistura de 2,5 mL de éter etilico e 2,5 mL de cloroformio. Apds a
extracao, a fase organica isolada foi evaporada em estufa com passagem for¢cada de
ar a temperatura de 40 °C.

Os residuos solidos, apdés secagem, foram recuperados em 0,6 mL de
CD3;0OD (metanol deuterado) com adicdo de TMS (tetrametilsilano) como padrao
interno.

Todos os espectros de NMR de 'H foram adquiridos sob as mesmas
condigdes: largura espectral 5910 Hz; 10,5 us com pulso de 90°; tempo de aquisi¢cao
5,5 s; tempo de relaxagao 2,0 s; 64 scans. A temperatura foi mantida a 25 °C. Um
volume de 0,3 uL pentafluorbenzaldeido foi adicionado a todos os digeridos com a
funcdo de referéncia interna, sendo as areas dos espectros integradas
automaticamente. Todos os espectros de 'H foram processados usando
multiplicagdo exponencial (LB=1,0 Hz) e zero filling.

Os espectros de NMR para "*C foram obtidos usando seqiiéncia de
pulso PENDANT (HOMER et al., 1994), largura espectral 13513 Hz, tempo de

aquisicao 1,5 s, tempo de relaxacao 1,5 s e 25000 scans.
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2.4 — Resultados e Discussao

2.4.1 - Digestao de material foliar assistida por radiagdo microondas

Redugdes nas massas e nos volumes de reagentes empregados no
preparo de amostra tem sido experimentados com eficiéncia (RODUSHKIN, et al.,
1999 e ARAUJO, et al., 2000), contribuindo também para a redugcdo do consumo de
reagentes e da geragao de residuos.

O uso de acidos diluidos auxilia ainda na conservacdo de componentes
de algumas técnicas instrumentais como tubos de grafite pirolitico, nebulizadores,
camaras de nebulizacdo e tochas de ICP OES. Este ultimo componente, por
exemplo, quando em configuragdo axial, dependendo da razéo do fluxo de gas do
plasma, pode ser rapidamente degradado por cristalizacdo devido a deposi¢cao de
sais formados por introducdo de amostras contendo elevados teores de sodlidos
dissolvidos. Assim, o preparo de amostra deve se ajustar aos requerimentos da
técnica analitica empregada para medida, e solugbes &acidas diluidas sdao uma
alternativa atrativa para realizar a digestdao de amostras.

Além destes fatos, a agua € um solvente extremamente eficiente na
conversdo de energia microondas em calor. Consequentemente, o emprego de
solugdes diluidas pode favorecer uma digestdo mais completa da amostra
(KINGSTON & HASWELL, 1997).

O emprego do mesmo programa de aquecimento e diferentes
concentragbes de HNO; com adigdo de H;O, para a digestdo de amostras de
material foliar de P. notatum apresentou curvas de temperatura e pressao similares,
apresentadas na FIGURA 2.3.
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FIGURA 2.3 — Perfil da variagcdo da pressdo e da temperatura durante o
procedimento de digestdo de material foliar de Paspalum com as diferentes misturas

oxidantes.

O perfil similar das curvas de pressdo e temperatura para todas as
misturas oxidantes testadas sugerem que as amostras estariam submetidas as
mesmas condi¢gdes de digestdo e, consequentemente, deveriam apresentar teores
de carbono residual e recuperacao dos analitos iguais em todos os digeridos. Para
checar essa hipotese foram determinados os teores de carbono residual. A TABELA
2.5 apresenta os teores de carbono residual obtidos para as amostras digeridas em

cada uma das condi¢des estudadas.
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TABELA 2.5 — Teores de carbono residual em amostras de P. notatum digeridas
com 2 mL de solugdes de HNO3 com adicado de 1 mL de H»O,. Valores médios para

amostras digeridas com as diferentes misturas oxidantes estudadas (n = 3).

Concentracgao acida Carbono residual
(mol L™ (%)
14 6,9+2,2
7 10,3+1,9
5 10,7+ 2,0
4 10,5+£2,0
3 11,3£2,0
2 11,3+1,9

Os valores de carbono residual foram calculados em relagao ao teor de
carbono total da amostra que foi de 43 %. De acordo com os teores de carbono
residual determinados, o uso de solugdes de HNO3; mais concentradas resultaram
em uma oxidagao um pouco mais eficiente da matéria organica, mostrando que a

quantidade de acido influencia o processo de oxidagdo (KUBRAKOVA, et al., 1999).

2.4.2 - Titulagao das solugoées finais dos digeridos

Como os teores de carbono residual apresentaram-se diferentes para
as amostras preparadas com acido concentrado e acidos diluidos decidiu-se
investigar o consumo do acido durante a digestdo. Para tanto, os teores de acidez
residual em cada digerido foram determinados por titulagdo acido-base e estao
apresentados na FIGURA 2.4.
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FIGURA 2.4 — Teores residuais de HNO3; nas amostras de P. notatum digeridas com

solugdes de diferentes concentragdes, (n=3).

O consumo de acido durante o processo de digestao variou de 56,7 até
12,0 % para as misturas oxidantes que empregaram HNOs; 14 e 2mol L™,
respectivamente. O maior consumo de acido, quando solu¢gdes mais concentradas
do que 5mol L™ HNO; foram empregadas, pode ser parcialmente explicado pela
pequena diminuicdo dos teores de carbono residual para essas solu¢cdes (TABELA
2.5). Contudo, a diferengca de carbono residual ndo é tdo pronunciada e outros
processos podem estar ocorrendo simultaneamente.

Também deve ser mencionado que todos os frascos de digestao foram
resfriados em agua corrente por 30 min até temperatura ambiente apds o
procedimento de digestdo. Para as amostras digeridas com solugbes mais
concentradas foi observada uma intensa evolucdo de oxidos de nitrogénio apds a
etapa de resfriamento. Isso pode explicar, em parte, o maior consumo de HNO3;

quando solu¢des mais concentradas foram empregadas.
2.4.3 — Analise de NMR nos residuos dos digeridos
Para investigar o consumo de HNOs; mais pronunciado quando

empregou-se acidos mais concentrados, procedeu-se a aquisicdo de espectros de

NMR dos residuos dos digeridos de material foliar apds sua extragao com solventes
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organicos. Os espectros de NMR de 'H obtidos para os digeridos mostram que os
compostos organicos remanescentes gerados durante a digestdo sé&o
comparativamente mais complexos quando solugbes mais concentradas foram
utilizadas. A FIGURA 2.5 apresenta espectros completos de residuos de amostras
digeridas com HNO; 2 e 14 molL", com as indicagdes das regides a serem
observadas e dos deslocamentos importantes para referéncia. Um forte sinal a 8
5,86 ppm esta presente em intensidade similar para todos os espectros de NMR de

'H dos digeridos, mas nao pode ser identificado.

7
1 2
/ L5 L 2 mol L™
_L. _._.__A.._.-:-La_l&_._)\’/\__._ 2 .,._l_J — J—-—J
3 4 6
| 7
|
-1

1 2 5 14 mol L
1 C;.O 8:0 6'.0 4I.O 2'.0 ppm

FIGURA 2.5 — Vis3o total dos espectros de NMR de "H para os residuos de material
foliar de P. notatum digeridos com solugdo 2 e 14 mol L' de HNOs. 1) Sinal do
pentafluorbenzaldeido; 2) regido correspondente aromaticos; 3) Sinal intenso
presente em todos os espectros, provavelmente referente a nitro-compostos
alifaticos; 4) sinal da agua nao pré-saturado; 5) regido de hidrogénios carbindlicos;

6) sinal do solvente (CDsOD); 7) regiao alifatica.
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As FIGURAS 2.6 e 2.7 apresentam os espectros de NMR obtidos para
as regides aromaticas (6 7,0-10,5 ppm) e alifaticas (5 0.5-3.0 ppm), respectivamente.
Pode ser observado que o espectro obtido para o digerido preparado com HNO3;
14 mol I'" apresentou maior variedade de compostos organicos, provavelmente sob a
forma de nitro-derivados aromaticos, e uma quantidade mais significativa de
compostos alifaticos.

Apesar dos teores similares de carbono residual determinados para as
diversas condi¢cbes de digestdo estudadas, diferentes compostos organicos foram
produzidos durante a digestdo, conforme pode ser observado a partir dos resultados
obtidos por NMR.
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FIGURA 2.6 — Espectros de '"H NMR dos residuos de P. notatum digeridos com
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diferentes concentragdes de HNO; para a regiao 6 7.0-10.5 ppm.
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FIGURA 2.7 — Espectros de '"H NMR dos residuos de P. notatum digeridos com

diferentes concentragbes de HNO3; para a regido 6 0.5-3.0 ppm.
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Pode-se observar, também, que a regido alifatica dos residuos
organicos € mais intensa que a regido de compostos aromaticos, indicando que o
processo oxidativo converte as moléculas organicas complexas da matriz em
substancias mais simples.

Na regido dos espectros apresentada entre &4,0-4,7 ppm,
provavelmente hidrogénios carbindlicos, pode-se observar uma redugdo na
intensidade e na variedade dos sinais até praticamente desaparecer, quando
solucdo 2,0 mol L' de HNO; foi utilizada (FIGURA 2.8).

\
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FIGURA 2.8 — Espectros de NMR 'H dos residuos de P. notatum digeridos com

diferentes concentragdes de HNO3 para a regido ¢ 4.0-4,7 ppm.
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Uma possivel explicagdo para a maior complexidade dos espectros
empregando &cido 14 mol L™ seria o fato do HNO; concentrado apresentar um
poder oxidante intensificado a altas temperaturas, favorecendo quebras de ligagdes
mais randémicas e a formacédo de uma variedade maior de compostos organicos.
Por outro lado, solugdes diluidas de HNO3; nao apresentam um forte poder oxidante,
contudo, a altas temperaturas, pode ocorrer uma agao de destruicdo da matriz mais
eficientemente, como observado.

No espectro NMR de C pode-se observar um pico em & 92,6 ppm
(CH), o que sugere uma grande quantidade de nitro-compostos alifaticos. Contudo,
estudos mais detalhados sao necessarios para elucidacdo mais acurada das classes
remanescentes nos digeridos.

Os dados obtidos por analises de NMR contribuem para uma melhor
compreensao dos processos operacionais durante a digestdo de amostras em

frascos fechados assistida por microondas.
2.4.2 — Determinagao dos analitos de interesse em material foliar

As diferencas nos teores de carbono residual observadas para as
misturas oxidantes empregadas nao interferiram na detec¢do e recuperagdao dos
analitos de interesse , considerando a técnica analitica empregada (ICP OES).

Para verificar a exatiddo do procedimento, materiais de referéncia
certificados foram submetidos a decomposicido com solucido oxidante diluida, HNO3
2 mol L' combinado a H,0,, e, a seguir, os analitos foram determinados por ICP
OES. A recuperagdo de analitos em material de referéncia certificado e nas
amostras de diferentes espécies de Paspalum, folhas de citrus e folhas de manga foi
avaliada e esta apresentada na TABELA 2.6. Foi encontrada concordancia entre os
valores certificados e os encontrados para os materiais de referéncia digeridos com
a solugao acida mais diluida. Essa observagao indica que solugdes diluidas sao
eficientes para digestdo de amostras vegetais para posterior determinagdo dos
analitos por ICP OES sem que os maiores teores de carbono residual

apresentassem interferéncias.
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TABELA 2.6 — Teores de analitos de interesse (mg kg™') em amostras digeridas com 2 mL of HNO3 2 mol L™ e 1 mL of H,0, 30 %

vv' n=3.
Amostra Ba Ca Cu Fe K Mg Mn P Zn
Spinach leaves  Certificado * 15270 +410 12,2+0,6 * 29030 £520  8900*  759+1,9 5180+11 82+3
(NIST 1570a)  Determinado  7,5+3,0 14938+579 11,8+1,0 32,0+4,2 28797 +726 9883+185 72,1+25 5167 +29 80,9 +2,0
Corn bran Certificado  240+0,52 420+38 247+040 148+1,8 566+75  818+59 2,55+029 171+11 18,6+22
(NIST 8433)  Determinado 2,35+0,40 489+44 1,95+020 158+06 493+59  837+55 263+0,11 169+13 19,6+27
Folha de manga 4278 +163 17527 +89 4,6+01 142+2 45940+126 1555+10 2376+10 1377+3 18,8+0,5
Folha de citrus 4613+94 39545+26 102+8  107+5 58108+239 4689+32  76+4  2051+15 51,5+50
Paspalum 30 + 1 4001+63 94+02 197+13 16873+207 4393+48 132+4 1935+7 156+1,7
regnellii
Paspalum 30,0+0,3 3921+4  92+01 188+8 16777+64 4335+10 127+1 1971+15 14,2+0,1
guenoarum
Paspalum 65 + 2 2008+30 66+01 125+5 17677+168 3790+1  193+2 1874+21 18,8+0,1
glaucescens
P. notatum 107 + 1 4595+9  39+01 119+5 14876+157 4644+19 165+3 1813+19 16,2+0,4

* Elementos constituintes nao certificados
** Valores certificados nao disponiveis
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2.5 — Conclusoes

O emprego de acidos diluidos para digestdo de amostras vegetais
assistida por microondas com cavidade mostrou ser uma alternativa viavel e
altamente recomendavel. Apresenta vantagens tais como: redu¢ao no consumo de
reagentes, maior compatibilidade com técnicas analiticas espectroscopicas,
minimiza a possibilidade de introdugdo de contaminantes na amostra, além de gerar
residuos com menor variedade de nitrocompostos e mais facilmente neutralizaveis.
Essas vantagens séo obtidas sem que a eficiéncia da digestdo seja afetada, uma
vez que a temperatura, principal variavel a ser controlada, nao é alterada em funcgao
das diferentes concentragdes acidas avaliadas. O emprego de solugéao 2,0 mol L de
HNO3; proporcionou a recuperagdo de analitos e obtengdo de carbono organico
residual semelhantes aos obtidos em procedimentos empregando acidos

concentrados.



Capitulo 3

Estudos de biossor¢cao empregando
material radicular de P. notatum
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3.1 — Revisao bibliografica

3.1.1 — Contextualizagao dos termos empregados no trabalho

Existem diferentes termos empregados em relagdo aos mecanismos de
retencdo de ions metalicos por materiais biolégicos, sendo comum o emprego de
mais de um desses para descrever o mesmo fendbmeno, seja fisico ou quimico. Por
esse motivo, optou-se por fazer uma contextualizagao a respeito da utilizagao destes
termos para facilitar a compreensao dos mesmos durante a leitura deste capitulo do
trabalho.

MULLEN et al. (1992) empregam o termo sor¢do de forma geral, para
qualquer mecanismo de retencdo de ions metalicos e especifica o termo adsorgéo
para 0s mecanismos que ocorrem em todos os processo de ligagado superficial,
incluindo troca ibnica, complexagao com grupos organicos funcionais e precipitacao.

GADD (1993) subdivide os processos de retengdo de ions metalicos
sob o ponto de vista biotecnoldgico, em dependentes e n&o-dependentes do
metabolismo do material biolégico empregado. Os processos nao-dependentes
seriam todos classificados como biossorgéo, incluindo-se a troca idnica, a adsorgéao
(descrita como interacdo de ions metalicos com grupos orgéanicos funcionais), a
complexacao, a precipitacio e a cristalizacao.

MADRID & CAMARA (1997) apresentam os termos bioconcentragéo,
bioacumulagédo e biossor¢gdo como sindnimos, ressaltando o uso mais freqiente do
ultimo, independentemente do emprego de materiais biolégicos vivos ou mortos, e
destacam como mecanismos de acumulagdo a adsor¢do de ions metalicos na
superficie do material biolégico através de interagdes com grupos organicos
funcionais. A biossor¢do nao-dependente do metabolismo seria mais rapida, sem
grandes influéncias com variagbes de temperaturas entre 4 e 30 °C e diretamente
relacionada com o pH do meio. A velocidade de biossor¢do em organismos vivos
seria afetada pelo transporte através da parede celular e da membrana plasmatica.
Destacam também o fato dos mecanismos de biossorgdo serem pouco conhecidos.

VEGLIO & BEOLCHINI (1997) definem sor¢do de uma forma mais
abrangente, envolvendo a retengcdo de ions metalicos por materiais de origem
biolégica ou nao, e como biossorgdo todo o tipo de retengdo de metais/ions

metalicos com materiais bioldgicos. Ainda classificam os mecanismos de biossorgao
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de acordo com a dependéncia do metabolismo (dependente e nao-dependente) e,
com a localizagao onde o metal removido do meio soluvel € encontrado (acumulagéo
extra celular/precipitacdo, adsor¢do na superficie celular/precipitacdo e acumulagao

intracelular). O diagrama apresentado na FIGURA 3.1 apresenta os mecanismos de

biossorgao.
| M ecanismos de biossor¢do |
(a) |
Dependentes do metabolismo Nao dependentes do metabolismo
! I : ! :
Transporte através | Precipitacdo | | Adsorgao fisica | | Troca idnica | | Complexacdo
da membrana
M ecanismos de biossor¢do
(b)
| ' !
Acumulagao Adsorcdo /precipitagdo Acumulagao extra
intracelular na superficie celular celular/precipitacdo
v l \ 4 l l
Transporte através Precipitacdo Adsorgao fisica Troca idnica
da membrana Complexacdo
FIGURA 3.1 — Classificagdo dos mecanismos de biossor¢do: (a) quanto a

dependéncia do metabolismo celular, (b) quanto a localizagdo do metal retido.
Destaque em cinza para os mecanismos relacionados com biossorcdo em materiais
mortos (VEGLIO & BEOLCHINI, 1997).

Uma vez que encontram-se frequentemente citados os termos sorg¢éo,
bioconcentragdo, bioacumulagdo, biossor¢do, adsorcdo, adotou-se neste trabalho os
seguintes termos para descrigdo dos respectivos fendmenos:

Sorgéo: retengcdo de ions metalicos em materiais nao-biolégicos e bioldgicos,
independente do conhecimento dos mecanismos de retencéo envolvidos.

Bissorgéo: retencao de ions metalicos por materiais biolégicos vivos ou mortos.
Biossorvente: material bioldgico empregado para sorgao de metais/ions metalicos.

Adsorgdo: sorgcao de ions metalicos através de processos fisicos.
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Pré-concentragéo: sor¢cao de ions metalicos com o objetivo de concentrar os analitos
em um volume menor de solucgao.

Biorremediagéo: sorgao de ions metalicos com objetivo de recuperar sistemas
contaminados.

Dessorgéo: eluigao dos ions sorvidos em um biossorvente. =

3.1.2 — Descri¢cao dos mecanismos de retengao em processos de sorgao

Os mecanismos de biossorgdo estdo brevemente descritos a seguir,
segundo a classificacao realizada por VEGLIO & BEOLCHINI (1997).

1)Transporte através da membrana: trata-se de um mecanismo pouco estudado,
relacionado com o metabolismo, envolvendo a membrana celular. A passagem de
metais pesados e seus ions através da membrana celular se da por mecanismos
associados ao transporte de ions essenciais ao metabolismo, confundindo o sistema
biolégico devido a semelhangas de cargas e raio idnico.

2) Adsorcgao fisica: esta associada a interagdes eletrostaticas tais como forgas de
van der Waals’ na superficie dos organismos, por interagdo com grupos organicos
funcionais.

3) Troca id6nica: as paredes celulares de biossorventes contém cadeias organicas
que possuem a propriedade natural de troca ibnica e que tém sido estudadas
detalhadamente para ions bivalentes (e.g. polissacarideos)

4) Complexagao: ocorréncia de formagdo de complexos na superficie celular do
biossorvente apds a interagdo com grupos organicos funcionais.

5) Precipitagao: mecanismo de retencdo que pode ou nao ser dependente do
metabolismo. No caso de dependéncia do metabolismo a sorgdo estda sempre
associada a sistemas de defesa do biossorvente, que reagem na presenca dos ions
metalicos produzindo compostos que os precipitam. No caso de precipitacido nao-
dependente, a ocorréncia de precipitado pode ser consequéncia da interagcdo com a

superficie celular do biossorvente.
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3.1.3 — Uso de substratos biolégicos para pré-concentragdo de elementos

quimicos

Uma alternativa que possibilita ampliar a sensibilidade de técnicas
multielementares é a pré-concentragdao de analitos presentes na amostra a ser
analisada. Dentre os diferentes materiais capazes de concentrar ions, os substratos
bioldgicos tém se destacado devido a sua diversidade e caracteristicas principais,
que sdo descritas a seguir (MADRID & CAMARA, 2000):

e Oferecem uma grande diversidade de sitios ativos para sorgao de ions metalicos;

e Nao requerem, necessariamente, que o material biolégico esteja vivo;

e Sao altamente seletivos para ions metélicos e as suas diferentes formas
quimicas

e Sua capacidade de sorcao € comparavel com a de materiais sintéticos;

e S3o0 menos suscetiveis a interferéncia de metais alcalinos e alcalinos terrosos do

que resinas de troca ibnica;

e Podem ser empregados em batelada ou em sistemas em fluxo com colunas,

imobilizados em diferentes tipos de suportes; e

e Muitos deles estdo abundantemente disponiveis.

Existem trés frentes conhecidas para a aplicacdo de substratos
bioldgicos: analitica, tecnolégica e ambiental. A aplicagdo analitica visa a pré-
concentracdo de metais possibilitando, em alguns casos, a especiagdo. As
aplicagdes tecnologicas concentram-se na recuperagdao de metais preciosos e na
concentracdo de radionuclideos. Em sistemas ambientais, o emprego de materiais
bioldgicos visa recuperar ambientes degradados ou rejeitos industriais através da
biorremediagao, com organismos vivos ou mortos, podendo ser realizados por algas,
plantas (fitorremediagéo) e outros. Na FIGURA 3.2 é apresentada uma visdo geral

do uso de substratos biolégicos para sor¢géo de ions metalicos.
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FIGURA 3.2 — Visdo geral da aplicagdo de materiais biologicos e suas

caracteristicas na aplicagdo para sor¢cdo de elementos quimicos (MADRID &
CAMARA, 1997).

Segundo MADRID & CAMARA (1997), os mecanismos de sorgdo
envolvidos na pré-concentragao por biossorventes estdao intimamente relacionados
ao uso do substrato biolégico vivo ou morto. Para os organismos vivos ocorrem
processos de adsor¢cdo e biologicos, sendo estes ultimos dependentes de trés
fatores: capacidade de ligagdo com a membrana celular, de transporte dos ions
através da membrana e de processos de metilacdo, reducdo e oxidacdo de cada
elemento. Em organismos mortos, a sorcédo se da através de grupos funcionais
como: aminas, amidas, imidazol, tioéteres, fosfatos, carboxilatos, tiols, fendlicos e

hidroxilas.

3.1.4 — Pré-concentracao em sistemas radiculares

Raizes de plantas, vivas ou mortas, tém sido empregadas com sucesso
para sorgao de ions metalicos, seja para pré-concentragao de ions metalicos ou

biorremediag¢ao de sistemas contaminados.
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Raizes de Lycopersicon esculentum (tomate) e de Nicotiana tobacum
(tabaco) foram estudadas para pré-concentragado de Sr por SCOTT (1992). As raizes
trituradas foram lavadas, secas em estufa com passagem forcada de ar a
temperatura ambiente, cominuidas em moinho de bolas para obtencao de particulas
menores que 44 um, secas por uma noite a 100 °C e estocadas a 4 °C. Solugdes de
Sr com concentragdes variando entre 25-500 mg kg™ foram submetidas ao contato
com 0,1-0,2 g de biomassa por tempos variando entre 12-16 h. Foram investigados o
equilibrio de sor¢do e o volume de eluente no emprego das biomassas
empacotadas.

LUJAN et al. (1994) realizaram um estudo da dependéncia do pH na
pré-concentragdo de analitos em algas e tecidos de plantas. Em estudos em
batelada, 250 mg de cada biomassa nao viva (algas verdes e azuis; brotos, cascas,
folhas, caules e raizes de plantas superiores), com tamanho de particula de 100 um,
foram lavadas duas vezes com solugdo de HCI 0,01 mol L' para remocdo de
biomoléculas soluveis que poderiam interagir com os ions metélicos. Massas de
15 mg das biomassas tratadas com HCI foram suspensas em 3,0 mL de solugdes
contendo 0,1 molL" de Cu®**, Au®** ou AP* com pH ajustados para diferentes
condigbes de investigacdo. Apos 1 h a solugéo foi centrifugada e os sobrenadantes
analisados em um espectrdmetro de absorgdo atdbmica com chama (FAAS) para
determinacao da diferenca entre a concentragao de cada analito antes e depois da
sor¢do. O pH ideal para a sorgdo de Cu®* foi 5,0 e os estudos sugeriram um rapida
reducdo de Au®* para Au® apds a sorgao.

A capacidade de sorcdo de Cu?* por raizes de Medico sativa (alfafa,
diferentes cultivares) foi avaliada por GARDEA-TORRESDEY et al. (1996). Nesse
estudo, 250 mg de biomassa com tamanho de particula menor que 100 um
previamente secas a 90 °C foram empregadas para estudos em batelada em
diferentes pHs e tempos de sorgdo variando entre 5 e 60 min. A capacidade de
sorcdo de cobre e o emprego da biomassa imobilizada em polissilicatos com
posterior determinagdo do analito por FAAS apods dessor¢cdo com solugao de HCI
0,1 mol L' também foram estudadas. O material biossorvente apresentou resisténcia
a 10 ciclos de sorgdo, com variada capacidade de retencéo de Cu?* de acordo com a

cultivar empregada no experimento.
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A comparagado da capacidade de sor¢do de Ni por Pinus roxburghii
(pinos) e Cedrus deodara (cedro) foi realizada por CHATTERJEE et al. (1996).
Solugdes contendo 10 a 150 umol L™ de Ni?*, Cd** ou Cu?* foram mantidas em
contato com 1 g de biosorvente por 30 min e a diferengca entre as concentragdes
antes e depois da pré-concentracido foram determinadas por FAAS. Nesse estudo os
autores obtiveram uma remogao de 90 % do Ni, 79 % do Cd e 75 % do Cu presentes
na solugao inicial.

CHEN (1997) estudou o equilibrio de sor¢gdo em batelada e em fluxo
continuo de Sr em raizes de uma planta comumente encontrada em regides de clima
tropical e subtropical (Amaranthus spinousus). As raizes foram secas a temperatura
ambiente até peso constante, moidas em moinho de facas para obtencdo de
tamanhos de particula variando entre 10,8 um e 488,8 um e estocadas a 4 °C.
Foram avaliados diferentes pré-tratamentos da raiz (raiz ndo tratada, pré-tratamento
alcalino e acido), sendo variados a temperatura e o tempo de eluigdo, com solugéo
de CaCly, do Sr retido em raiz imobilizada em pérolas de alginato. As determinagdes
do analito foram efetuadas em espectrofotdbmetro de absorcdo atdbmica. O material
tratado com meio alcalino obteve maior eficiéncia de sorcdo, com capacidade
méaxima de sorgao, calculada pelo modelo de Langmuir, de 12,89 mg g™.

A biossor¢do de Hg®*, Cd** e Cr*" por Mangifera indica (manga) e
Azadirachta indica foi estudada por TIWARI et al. (1999). Cascas dessas arvores
foram quebradas, lavadas e secas a temperatura ambiente. Os ions de interesse
analitico foram determinados no sobrenadante de solugcbes submetidas a preé-
concentragédo em 0,1 g de biossorvente por um contador de radioatividade. Foram
avaliados os efeitos da concentracao dos ions nas solugcdes submetidas a sorg¢ao, o
tempo de sor¢ao, variagdo da temperatura, o efeito do pH, efeito de cations e anions
concomitantes e o efeito da radiagdo y sobre a capacidade de sor¢cao dos
biossorventes estudados. Nao foi observada sorgao significativa de Cd** e a sorcéo
de Hg®* foi afetada pela adicido de W*, Ba** e Sr** para ambos os materiais
estudados.

PRASAD et al. (2000) verificaram a remocgdo de metais tdxicos de
solugdes por folhas, caules e raiz de Quercus ilex (carvalho), uma planta que cresce
em solos com altos teores de Ni da Europa (solos serpentinicos). A biomassa foi

seca por uma noite a 55 °C e moida em almofariz com auxilio de nitrogénio liquido
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para obtengdo de particulas menores que 200 um. A pré-concentragao de Cu, Zn,
Ni, Cd e Hg e a eficiéncia da biomassa reutilizada foram acompanhadas por
espectrofotdbmetro de absorcdo atdmica apds sorgdo. Foi estudada a capacidade
preferencial de sor¢cdo para os metais em cada parte da planta e analisada a
distribuicdo de Ni no xilema, floema e folhas com o objetivo de verificar o transporte
deste elemento através da planta. Com este estudo verificaram a acumulacado de Ni
nas folhas da planta em estudo.

Apesar de haverem descritos diferentes empregos de raizes para
sorcdo de metais, ndo ha relatos do uso de espécies do género Poaceae
(gramineas) para este fim. Este género possui comportamento e caracteristicas que
podem favorecer o seu uso como biossorvente, entre os quais 0 desenvolvimento
acelerado, com facil adaptacdo a diferentes climas e solos. Em sua maioria,
possuem sistemas radiculares com grande numero de células destinadas a absorgao
de nutrientes. Desta forma, neste capitulo sdo apresentados os resultados e
discussdes dos estudos da avaliacdo do emprego de material radicular de P.

notatum como biossorvente para pré-concentragao de ions metalicos.

3.1.5 — Isotermas de sorgao

Isotermas buscam estabelecer uma relacdo entre a quantidade do
analito sorvido e a sua concentracdao em equilibrio na solugdo. Dependendo dos
mecanismos, a sorcao pode ser classificada como fisica ou quimica. A sorgao fisica
€ nao-especifica, rapida e reversivel, uma vez que a interagdo do analito com o
biossorvente se da apenas por forcas de Van der Waals (dipolo-dipolo, dipolo
induzido) e a energia de sor¢gdo se restringe a alguns quilojaules. Quando ha
interagdo quimica com o biossorvente o fenbmeno € chamado sorgéo quimica e as
energias de sor¢ao possuem a mesma ordem de grandeza dos calores de reagao
quimica, variando de alguns quilojoules até 400 Kj. A sor¢cao quimica forma apenas
uma camada sobre a superficie do biossorvente (CASTELLAN, 1994).

Varios modelos matematicos tém sido desenvolvidos e propostos para
descrever isotermas de sorcdo, a fim de representar os dados experimentais.
Contudo, nenhum deles pode ser considerado universal. A seguir sdo apresentadas
diversas equagdes de isotermas que tentam descrever comportamentos de sorgao,

sendo que, algumas possuem em comum parametros e constantes (obtidas a partir
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dos dados experimentais). Os parametros sao: q = quantidade de analito por massa
de biossorvente no equilibrio (mmol g'), € = a concentragdo do analito na fase
aquosa no equilibrio (mmol L") e €y = concentragdo da solugao inicial (mmol L'); e
as constantes sdo: q° = relacionadas a capacidade de sorcdo (mmolg™'), b =
relacionada a energia de sorcdo(L mmol™") e B8 = relativa a intensidade de sorcdo que
esta associada ao grau de heterogeneidade da superficie do sorvente (AL-ASHEH et
al., 2000; KLUG et al., 1998).

Isoterma de Langmuir: € a isoterma mais comumente usada para sor¢des de
gases e liquidos. Trata-se de um modelo ideal e 0 mais simples para a descri¢cao de
um comportamento de sor¢cdo e foi desenvolvido baseado na cinética de
condensagao e evaporagao de moléculas gasosas sobre uma unidade de superficie
sélida (DANNY, 2002). Assume os seguintes principios: 1) a sor¢do do analito ocorre
em sitios definidos e localizados; 2) cada sitio de sor¢ao pode reter somente uma
molécula ou ion do sorvido; 3) todos os sitios ativos do biossorvente apresentam a
mesma energia de sor¢do e estdo homogeneamente distribuidos; e 4) a sor¢ao em
um sitio ndo afeta a energia nem a disponibilidade de sor¢do nos vizinhos e a
atividade do analito é diretamente proporcional a sua concentragao, ndo havendo
interacdo entre os analitos sorvidos (DANNY, 2002; NELSON, 2001; ADMSON,
1990; CASTELAN, 1986; PONEC et al. 1974, KLUG et al. 1998 e ESPOSITO et al.
2001). A representacdo matematica € dada pela equagdo 1 (AL-ASHEH et al.,
2000).

q’bC

q:1+bC A

Quando o sistema possui mais de um analito a equagao pode ser estendida e escrita
como na equagao 2 onde q;, bi e b, s&o as constantes de Langmuir obtidas a partir
de estudos monoelementares para o analito i e para os diferentes analitos k da
solucao, Ci é a concentracao no equilibrio do analito i no meio multielementar e Cg
(K=1,2,...;N é o numero de componentes) é a concentragdao de cada componente
no equilibrio (AL-ASHEH et al., 2000; HO & McKAY, 2000).
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_ qz'obici
o N
1+ Zk:l b.C, (2)

q,

Pode-se verificar se a sorcdo de um analito pode ser descrita pela isoterma de
Langmuir através de uma simples linearizacdo da equacéo, tragando-se um grafico
de C/q em fung¢do de C (TARLEY & ARRUDA, 2003). Contudo, segundo KLUG et al.
(1989), esta forma de analise ndo revela desvios sistematicos da isoterma ajustada,
sendo os multiplos parametros melhor ajustados através de regressdes nao lineares.
Isoterma de Freundlich: foi desenvolvida como uma expressao empirica para
correlacionar dados de isotermas de equilibrio. Assume os seguintes principios: 1) o
biossorvente tem uma distribuigdo de sitios de sor¢do heterogéneos, com diferentes
afinidades pelo analito; 2) ndo ha associagdo ou dissociagdo de moléculas apos
serem sorvidas na superficie; 3) ndo ha quimiossorgdo, sendo um processo
puramente fisico (DANNY, 2002, ADMSON, 1990; RUDZINSKI, et al. 1997;
CASTELAN, 1986 e PONEC et al. 1974). Esta isoterma é falha quando a
concentracdo do analito é muito elevada. A equacdo 3 trata da descrigcao
matematica da isoterma de Freundlich (AL-ASHEH et al., 2000; KLUG et al. 1989 e
ESPOSITO et al. 2001). Esta equacgéo pode ser linearizada tragando-se o grafico de
log C xlog q (JALALI et al., 2002 e DIATTA et al., 2003).

q :bC'B (3)

A equacao de Freundlich pode ser estendida para um estudo multielementar, sendo
as constantes obtidas em investigagdes individuais de sorgédo aplicadas na equagéao
4 (equagao para dois componentes), onde AF &€ um termo de relagdo entre os

valores de b4 e b, dos dois componentes.

g = B/ B’ C A
| [(bl /'Bl )ﬂlcl T (bz //82 )ﬂz G, }_ﬂ - @
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Modelo de Sips ou Langmuir-Freundlich: trata-se da combinag¢ao dos modelos de
Langmuir e Freundlich. Neste caso, a sor¢do se da em monocamada mas em um

biossorvente heterogéneo. Para sistema monoelementar a equagdo pode ser

_q'(cy
1+(bC)’ (5)

descrita como a seguir:

q

Nesta equagao as constantes sdo as mesmas obtidas pelas equacdes de Langmuir
e Freundlich. Como para as equacdes de Langmuir e Freundlich, esta também pode
ser estendida para uma solugdo multielementar, sendo as constantes retiradas a
partir dos dados obtidos para estudos monoelementares (AL-ASHEH et al,;
RUDZINSKI, et al. 1997 e DANNY, 2002).

IAST (teoria da solugdo ideal sorvida): assume que nao ha interacdo entre as
substancias que compdem a solugao. Este modelo tem sido aplicado com sucesso
para descrever solugbes multielementares onde ha competicdo entre os analitos,
empregando dados de somente um analito. Pode ser representado pela equagéao 6,
onde N = numero de componentes no sistema; B8 e b = constantes de Freundlich
para o sistema monoelementar (AL-ASHEH et al., 2000; RUDZINSKI, et al. 1997 e
DANNY, 2002).

Bi

_ q; Zj/:lﬁ 4
i > g, Bh ®)

j=1

Isoterma de Redlich-Peterson: aproxima a equagao de Freundlich para solugdes
concentradas e descreve sor¢do que se processa em multicamadas (VOLESKY,
2003; REDLICH & PETERSON, 1959; KLUG et al., 1989; JOAN, 2001; RUDZINSKI,
et al. 1997; ESPOSITO et al. 2001 e DANNY, 2002).

B q'bC
1+ (¢°C?) (7)

q
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Isoterma de Toth: pressupbe que a sorcao € localizada, sem interagdes laterais
entre o sorvido ou os sitios de sor¢ao. Trata-se de um modelo para ser aplicado em
sorventes solidos heterogéneos. A equacdo 8 apresenta a representagcéo
matematica deste modelo (KLUG et al., 1989; JOAN, 2001 e RUDZINSKI, et al.
1997).

B q’bC
TPy Q

Modelo BET (Brunauer, Emmet e Teller): Este modelo estende o modelo de
Langmuir de sorcdo em mono camada para multicamada. Cada molécula sorvida na
primeira camada proporciona uma nova alocacao para a molécula subsequente; a
sorgao maxima corresponde a formacdo de uma monocamada sobre a superficie do
sorvente sendo a energia de sor¢ao constante (JOAN, 2001; RUDZINSKI, et al. 1997
e ADMSON, 1990). A representacdo matematica é dada na equacéo 9, onde Cy € a

concentracdo inicial da solugdo do analito (mmol L™).

_ q'bC
(G, - O)1+(b-1)(C/Cy)] ®)

q
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3.2 — Materiais e métodos
3.2.1 — Reagentes e solugoes

Todos os frascos, ponteiras e copos do amostrador automatico
utilizados foram previamente descontaminados em banhos contendo 10 % (v v'') de
HNO;3; por 24 horas.

Os reagentes utilizados nos estudos deste trabalho foram de grau
analitco e as solucdes preparadas com agua purificada em sistema Milli-Q®
(18 MQ.cm, Millipore, EUA).

No preparo das solugdes acidas utilizadas nos estudos de lixiviagado do
material radicular e de dessorcéo foram utilizados HNO3; e HCI concentrados de alta
pureza (Merck, Alemanha). Para digestdo do material radicular em forno de
microondas com cavidade foi empregado HNOj; concentrado destilado abaixo do
ponto de ebulicio (Mallinckrodt, Alemanha) e H,0, 30 % (v v ') (Merck, Alemanha).

Os padroes para construcdo das curvas de calibragao utilizadas na
analise dos elementos quimicos de interesse por ICP OES, e das solu¢gdes mono e
multielementares empregadas nos estudos de biossorgao foram preparados a partir
de diluicdes apropriadas de solugbes estoque 1000 mg L (Titrisol®, Merck,
Alemanha) em cada um dos meios estudados (HsCCOONH; e KNO3 0,5 mol L") e
HNO3 2,8 mol L', para evitar problemas de introducdo das amostras no plasma de
forma diferente das curvas analiticas.

Para a determinacédo do pH ideal para a sorgao de ions metalicos por
batelada foi preparada solugdo multielementar contendo 200 ng mL" dos cations
monovalentes Na* e K* e dos bivalentes Ca?* e Mg** e 5 ug mL™" dos cations Al**,
Fe*, Cu®*, Cd**, Co*, Ni**, Mn** e Zn** em meio H;CCOONH, 0,5 mol L™", sendo
que, nestas condigdes nao ocorreu precipitagao de hidroxidos metalicos.

Nos estudos de sorgdo em sistema em fluxo empregaram-se solugdes
de Cu®*, Ni**, A" e Fe** (10, 5, 2 e 2 mg L, respectivamente) preparadas em meio
H;CCOONH, e KNO; 0,5 mol L. As concentracdes de trabalho escolhidas levaram
em consideragao as constantes de solubilidade para os hidréxidos destes metais no
pH de estudo. O meio acetato foi escolhido devido a experiéncia anterior de alunos
do grupo (CARRILLHO & GILBERT, 2000).
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Os pHs da solugbes mono e multielementar foram ajustados, quando
necessario, com solucdes de diferentes concentracdes de NH,OH, KOH e HNO;
(Merck, Alemanha).

Nos estudo de sorcdo em sistema em fluxo empregou-se bomba
peristaltica IPC 8 (Ismatec, Suica) e colunas confeccionadas em acrilico, vedadas
com filtros de 90 um (MoBitec, Alemanha).

As filtragens das solugdes, no estudo de cinética de sorgado, foram
realizadas empregando-se filtros Millipore com porosidade de 0,45 um (Millipore

Corporation, EUA) e seringas graduadas descartaveis.
3.2.2 — Instrumentacgao

Para cominuicao das raizes e das amostras foram utilizados moinhos
de facas TE 048 (Marconi, Brasil) e criogénico 6750 Freezer/Mill (Spex CertiPrep,
EUA).

Na secagem de material radicular, previamente moido e lavado com
solugdes acidas e do material retirado das colunas apés sorcao foi empregado
Liofilizador E-C Micromodulyo (Edwards, EUA), equipado com frascos de vidro com
capacidade para 500 mL.

Forno de microondas Multiwave (Anton Paar, Austria), equipado com
frascos fechados de PTFE (politetrafluoretiieno) modificado, foi empregado em
substituicdo do equipamento ETHOS 1600 (Milestone, Italia) por questbes de
disponibilidade de uso.

Para determinacao dos analitos de interesse e dos teores de carbono
residual foi empregado ICP OES Vista-RD, (Varian, Australia).

Um potencibmetro digital (Metler Toledo, model 355, Inglaterra)
equipado com um eletrodo combinado foi usado para o ajuste dos pH das solug¢des
empregadas nos estudos de biossorgao.

Para o estudo de isotermas de sorgdo empregou-se a versao

demonstrativa do programa Sigma Plot 8.0° (Statistical Solutions, USA).
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3.3 — Procedimento experimental

3.3.1 — Plantio e coleta de material radicular de P. notatum para estudos de

biossorgao

Tentativa de coleta de material radicular de P. notatum diretamente do
campo foi realizada. Contudo, mesmo com inumeras lavagens, nao foi possivel
eliminar completamente os residuos argilosos impregnados no material. Uma
alternativa para contornar o excesso de argila foi o plantio do Paspalum em um solo
livre deste componente. Assim, mudas do P. notatum foram transplantadas para um
canteiro de areia com dimensdes 1 x 2 m e 30 cm de profundidade.

Como a solugéo utilizada na irrigagao era rapidamente permeada pela
areia, os nutrientes necessarios a planta ndo eram retidos, dificultando a velocidade
de desenvolvimento das mudas para preenchimento do canteiro com o material
foliar. Por outro lado, uma das respostas das plantas a situagdes de solos pobres em
nutrientes € o aumento da area superficial das raizes para intensificar a absorgéo de
nutrientes do solo (RAVEN & EVERT, 1996). O material radicular para os estudos de
biossor¢cao ficou disponivel apés 3 meses do plantio e foi coletado de forma a
remover 0 maximo possivel da areia para que as raizes de nutrigdo, que contém a
maioria dos grupos funcionais responsaveis pela sorgdo de nutrientes, fossem
também recolhidas.

Apos lavagem em agua corrente, o material radicular foi cortado com
tesoura de aco inoxidavel e levado a secagem em estufa com passagem for¢cada de

ar a 60 °C, até peso constante.

3.3.2 - Moagem do material radicular e das amostras empregados em estudos

de biossorgao

O material radicular coletado para estudos de biossorgao foi pré-moido
em moinho de facas. Por¢gdes de aproximadamente 1 g foram submetidas a moagem
com resfriamento criogénico, para cominuigdo do tamanho de particula no conjunto
apresentado na FIGURA 2.1. A TABELA 3.1 apresenta o programa para moagem
criogénica empregado, onde a etapa de moagem foi repetida 3 vezes, alternando-se

com uma etapa de resfriamento, totalizando 24 min. Apés moagem, o material
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radicular foi homogeneizado e armazenado em dessecador para os estudos

posteriores.

TABELA 3.1 — Programa utilizado para cominuigao do material radicular por moagem

criogénica
Etapa Funcao Tempo (min)
1 pré-congelamento 2
2 moagem 4
3 resfriamento 3

3.3.3 — Avaliagao do material radicular de P. notatum como biossorvente

3.3.3.1 — Estudos para estabelecimento do procedimento adequado para

lixiviagao dos elementos presentes originalmente no material radicular

Os parametros avaliados para estabelecer as condicdes de lixiviagao
do material radicular para posteriores estudos de biossorgao foram: o tipo de acido
(HNO3 ou HCI) e sua concentragao, o tempo de contato, a temperatura, o volume e o
numero de aliquotas da solugdo empregada na lixiviagdo. Foram escolhidas trés
concentracdes acidas para o HNO3 (0,014; 0,14 e 1,4 mol L™") e para o HCI (0,012;
0,12 e 1,2 mol L™).

Num estudo preliminar, avaliou-se o comportamento das trés
concentracdes acidas em contato com o material radicular a temperatura ambiente e
sob agitacdo por 20 min. As solucdes 0,014 e 0,012 molL”" de HNO; e HCI,
respectivamente, apresentaram remogao de ions metalicos inferior a 10 %.

Mantendo-se o material radicular em contato com as solugdes acidas
avaliadas por um periodo superior a 1 hora, observou-se que as solugdes 1,4 e 1,2
mol L' de HNO3 e HCI promoveram uma degradacéo visivel da matéria organica do
material, o que impediria a reutilizagdo do biossorvente num procedimento de pré-
concentragdo, uma vez que sitios ativos de sorgdo provavelmente seriam
desnaturados. Assim, os estudos seguintes foram realizados empregando-se as

solugdes acidas intermediarias 0,14 e 0,12 mol L' de HNO3 e HCI, respectivamente.
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Para um estudo conjunto dos parametros a serem avaliados, a massa
do material radicular bem como os acidos empregados e suas concentragdes foram
fixados, e combinados de acordo com a TABELA 3.2.

Parametros fixados:
e Massa de material radicular: 50 mg
e Acido utilizado: HNO3 ou HCI
e Concentragdo acida: 0,14 mol L™ (HNO3) e 0,12 mol L™ (HCI)

Parametros avaliados:
e Tempo: (-) 30 min e (+) 60 min
e Temperatura: (-) 25 °C e (+) 50 °C
e Aliquotas da solugao acida: (-) 1 de 30 mL e (+) 3 de 10 mL

TABELA 3.2 — Combinagao dos parametros experimentais para estabelecimento do
procedimento de lixiviagdo dos elementos presentes originalmente no material

radicular.

Experimento  Tempo (min) Temperatura (°C) Aliquotas (n°)
1 - - -

2 + - -
3 - - +
4 + - +
5 + + -
6 + + +
7 - + +
8 - + -

As massas pesadas foram transferidas para frascos com capacidade
para 50 mL onde receberam aliquotas das solu¢des acidas. Os frascos foram
encaixados em bandejas e levados a banho-maria com temperatura controlada por
termostato e com agitagao dos frascos.

Nos experimentos com aliquota unica de 30 mL as solucdes acidas
foram adicionadas no inicio do experimento e, apds 30 ou 60 min, recolhidas para
analise apds centrifugacdo e separagdo da parte solida. Nos experimentos com 3

aliquotas, 10 mL foram adicionados no inicio e recolhidos, apés 10 min ou 20 min
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(para experimentos com 30 e 60 min de duragao, respectivamente). O recolhimento
das aliquotas foi realizado com auxilio de centrifugagcdo. A sequéncia do
experimento foi repetida mais duas vezes, empregando-se a mesma massa de
material radicular e nova aliquota de solugdo. A eficiéncia de limpeza do material
pelas solugdes acidas foi avaliada pela determinacao dos analitos extraidos por ICP
OES.

3.3.3.2 — Avaliagao preliminar do emprego do material radicular para sor¢cao em

diferentes pHs em batelada

Foi realizado experimento para avaliagdo conjunta da capacidade de
sorcao e do efeito do pH na sor¢do de metais. Pesaram-se triplicatas de cerca de
50 mg de material radicular previamente lixiviado com solugdo de HNO3 0,14 mol L
para cada valor de pH avaliado (3,5; 4,5; 5,5; 6,5 e 7,5).

As massas pesadas foram adicionadas aliquotas de 5 mL de solugdo
multielementar sendo que, para cada porcdo da solucdo multielementar com pH
ajustado, foi recolhida uma aliquota como branco analitico.

As suspensdes do material radicular foram agitadas por 10 min a
200 rpm e centrifugadas por 2 min a 3000 rpm. Os sobrenadantes foram recolhidos e
os materiais sedimentados receberam nova aliquota de 5mL da solugao
multielementar, sendo novamente agitados e centrifugados. O procedimento foi
repetido tendo-se, ao final do experimento, 10 aliquotas de sobrenadante recolhidas
para cada massa de material radicular pesado inicialmente.

Os sobrenadantes foram analisados por ICP OES segundo os
parametros apresentados na TABELA 3.3. A partir dos resultados obtidos foi
possivel avaliar os pHs ideais para estudos de biossor¢ao, bem como tragar curvas
de tendéncia de saturagdo do material radicular para os elementos investigados em

meio multielementar.
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TABELA 3.3 — Parametros operacionais empregados para determinagcado elementar

em ICP OES com visdo radial para sobrenadantes do estudo de sor¢ao em batelada

e em sistema em fluxo.

Parametros instrumentais ICP OES
Sistema 6ptico Echelle
Detector Solido CCD (167-785 nm)
Poténcia (kW) 1,3
Vaz&o do gas do plasma (L min™) 15,0
Vaz&o do gas auxiliar (L min™) 1,5
Vazao do gas de nebulizagdo L min™) 0,6
Camara de nebulizagao Ciclone
Nebulizador Concéntrico
Fluxo de aspiracdo da amostra (L min™) 1,2
Altura de observagéo (mm) 8
Linhas de emissao (nm):

Al (1) 237,312
Ca (I) 396,847
Cd (I1) 214,413
Co (II) 230,784
Cu (1) 324,754
Fe (I 234,350
K(I) 766,501
Mg (II) 279,550
Mn (II) 275,611
Na (I) 588,995
Ni (11) 216,555
Zn (1) 202,551

| e Il linhas de emissao atdbmica e anibnicas, respectivamente.

3.3.3.3 — Avaliagao da cinética de sorgao do material radicular

Conhecendo-se o pH no qual obteve-se maior capacidade de sorg¢ao

para os analitos que foram retidos, realizou-se estudos de cinética de sorgcao para
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conhecer o tempo necessario para alcangar o equilibrio (tempo necessario para
troca das espécies ibnicas cessar).

Para tanto, cerca de 150 mg de material radicular foi pesado e
suspenso em 60 mL da solugdo multielementar com pH ajustado para 6,5, o que
gerou uma suspensao de 2,5 mg mL™" de biossorvente. A suspenséo foi mantida sob
agitacdo e aliquotas de 3 mL foram recolhidas de 1 em 1 minuto nos primeiros
10 min, e de 5 em 5 minutos, até completar 30 min. As aliquotas foram recolhidas
com seringas graduadas acopladas a sistema de filtragdo contendo filtros Millipore
(porosidade = 0,45 um) para isolar a solugédo multielementar do material suspenso.
As ftriplicatas das aliquotas recolhidas foram analisadas por ICP OES nas condicbes
apresentadas na TABELA 3.3.

3.3.3.4 — Avaliacdo da capacidade de sorcdo de Cu®**, Ni**, AP** e Fe* em

sistema em fluxo

Os parametros avaliados no estudo de sorgdo em fluxo foram: emprego
de material radicular lixiviado e n&o lixiviado, substituicdo do meio H3CCOONH,4
0,5mol L' por solugdo de KNO; 0,5molL”" e a sorcdo em meio mono e

multielementar.

A) Imobilizagao do material radicular

Com o objetivo de avaliar somente o material em estudo nao foi
empregado nenhum tipo de suporte para a imobilizagdo do material radicular,
evitando a perda de sitios de sorgdo para a fixacdo do biossorvente e possiveis
interferéncias de sitios de sorcdo dos suportes comumente empregados. Desta
forma, a material radicular lixiviado e n&o lixiviado, cominuido em moinho criogénico,
foi suspenso nos dois meios avaliados, com pH previamente ajustado para 6,5. As
suspensdes foram mantidas em agitacdo enquanto a bomba peristaltica
propulsionava o material radicular para a coluna de acrilico a uma velocidade de
0,71 mL min™".

Quando empregou-se 0 meio KNO3 foi necessario um condicionamento
prévio do biossorvente com adi¢cbes de solugcbes de KOH até que o pH da

suspensao atingisse o equilibrio e permanecesse em 6,5. O material ndo lixiviado
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teve de ser suspenso e decantado para a remocgao de particulas muito finas que
dificultavam o processo de empacotamento. Essas particulas n&o estavam
presentes no material lixiviado porque, durante a lixiviagado acida, foram removidas

juntamente com o sobrenadante.
B) Sorcao e dessorgao dos analitos

O procedimento de sorgao foi iniciado passando-se através das
colunas 1 mL do meio de suspensdo (HsCCOONH; ou KNOs 0,5 mol L") com pH
ajustado para 6,5, que foi tomado como branco analitico. Solugbes mono ou
multielementares de Ni%*, Cu®*, Al** e Fe*", preparadas nos diferentes meios e com
pH ajustado para 6,5, foram, entdo, carreadas através das colunas recolhendo-se

aliquotas de volumes conhecidos como apresentado na TABELA 3.4.

TABELA 3.4 — Volumes recolhidos nos estudos de sor¢ao em sistema em fluxo

Volume de solugéao recolhido (mL)

Aliquotas Cu® Ni2*

1-10

11-20 2

21-25

Total 45

Volume de solugéo recolhido (mL)

Aliquotas Fe*", A** e multielementar

1-10 2

11-20 8

21-40 10

Total 300

Os volumes maiores recolhidos para os estudos com as solucdes de
Fe®*, A** isolados e multielementar foram necessarios devido a impossibilidade de
se preparar solugdes concentradas destes dois analitos nas condi¢des de estudo.

Finalizado o recolhimento de todas as aliquotas, esvaziou-se as

colunas e passou-se através delas 1 mL do meio de suspensdo em pH 6,5 para
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eluicdo dos analitos n&o sorvidos pelo material radicular. As colunas foram
novamente esvaziadas para eliminacdo de volume morto e passou-se através delas
1 mL de solucdo de HNO3 2,8 mol L™ para dessorcdo dos analitos retidos. Apds a
dessor¢cao o material radicular empacotado foi retirado das colunas e transferido
para recipientes previamente pesados que foram submetidos a liofilizagdo para
posterior pesagem e conhecimento das massas utilizadas nas colunas. Todas as
aliquotas recolhidas foram submetidas a analise por ICP OES sob as condicbes
apresentadas na TABELA 3.3.

3.3.4 — Digestao do material radicular para analise por ICP OES

Cerca de 100 mg de amostras de material radicular de P. notatum,
lixiviadas ou nao lixiviadas foram submetidas a digestdo acida com 2 mL de HNO3
concentrado e 1 mL de H.0, 30 % vv™'. Apds digestdo, as solugdes resultantes
tiveram seus volumes elevados para 10 mL com agua. Brancos analiticos foram
obtidos submetendo-se frascos contendo apenas a mistura oxidante ao programa de
aquecimento utilizado para digestao, apresentado na TABELA 3.5. As solugbes
foram submetidas a analise dos elementos de interesse por ICP OES empregando

as solugdes descritas na TABELA 3.3

TABELA 3.5 — Programa de aquecimento para digestdo de material radicular de P.

notatum empregando forno de microondas Multiwave (Anton Paar), programa para 6

amostras.
Etapa Poténcia (W) Tempo (min) Intensidade de Ventilagao
1 250 2 1
2 0 2 1
3 750 4 1
4 850 4 2
5 1000 5 3
Ventilagao 15 3

Todos os procedimentos foram realizados em ftriplicata.
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3.4 — Resultados e discussao

3.4.1 — Avaliagao do material radicular de P. notatum como biossorvente

3.41.1 - Estudos para estabelecimento do procedimento adequado para

lixiviagao dos elementos presentes originalmente no material radicular

A lixiviacdo com solugdes acidas possibilita a substituicdo dos ions
presentes no biossorvente por ions H*, mais faciimente trocaveis (CHEN, 1997).
Neste estudo foram utilizadas solugbes de HCI e HNOj;, acidos comumente
empregados para o pré-tratamento de biossorventes e dessor¢gédo de analitos. Como
a eficiéncia de sorgao esta relacionada com a temperatura e o tempo de contato, o
estudo de lixiviagdo com alteragcdo esses parametros poderia gerar informagdes
sobre as melhores condigdes de pré-condicionamento do material radicular. A
TABELA 3.6 apresenta os teores iniciais de diversos analitos no material radicular de

P. notatum, apés digestédo acida em forno microondas com cavidade.

TABELA 3.6 — Teores de elementos de interesse (mg Kg™') presentes na amostra de

material radicular ndo lixiviado, n=3.

Elemento Raiz nao lixiviada
Al 1211+ 7
Ca 3030+9
Cd <LQ
Co <LQ
Cu 21,7+£0,1
Fe 694 +7
K 4007 + 28
Mg 2255+ 9
Mn 61,5+0,6
Na 160,2 + 0,6
Ni <LQ

Zn 26 +1
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Observando-se os teores dos elementos de interesse lixiviados do
material radicular e apresentados nas FIGURAS 3.3, 3.4 e 3.5, constatam-se desvios
extremamente elevados para os tratamentos empregando apenas uma aliquota de
solugcdo acida durante a lixiviagdo, sendo que 0 mesmo ocorreu para os demais
analitos investigados. Uma das justificativas para este fato pode ser a agitacéo
menos vigorosa observada para as solugdes quando 30 mL foram adicionados, em
relacdo aos procedimentos com adigdo de aliquotas de 10 mL. Algumas vezes foi
observado que parte da raiz depositava-se no fundo dos frascos para a primeira
situacao, enquanto permanecia suspensa quando o volume da solucado utilizada era
menor.

Outra justificativa para os desvios altos observados para a
determinacdo dos analitos seria a dificuldade de extracdo dos elementos em face
das diferentes espécies ibnicas presentes no material radicular.

Nao foram observadas evidéncias de que o aumento de temperatura
ou o tempo de contato elevado de 30 para 60 min favorecessem melhor lixiviagao
dos analitos presentes no material radicular, o que pode ser observado em todas as

figuras a seguir. O mesmo comportamento foi observado para os demais analitos

estudados.
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FIGURA 3.3 — Teores de Al lixiviados por solugdes de HNO3 0,14 mol L™ e HCI
0,12 mol L™ nos experimentos com aliquota Unica, em diferentes temperaturas e

tempos de exposi¢ao, n = 3.
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FIGURA 3.4 — Teores de Fe lixiviados por solugdes de HNO3; 0,14 mol L™ e HCI

0,12 mol L™ nos experimentos com aliquota Unica, em diferentes temperaturas e

tempos de exposi¢do, n = 3.
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FIGURA 3.5 — Teores de Cu lixiviados por solucdes de HNO3 0,14 mol L™ e HCI

0,12 mol L™ nos experimentos com aliquota Unica, em diferentes temperaturas e

tempos de exposi¢do, n = 3.



Capitulo 3 — Estudos de biossor¢cdo empregando material radicular de P. notatum 57

A extracao de Cu empregando as condi¢gdes de maior temperatura e
HCl n&o proporcionaram extracdo deste elemento, ndo sendo apresentadas as
barras referentes a estes experimentos na FIGURA 3.5.

Para a maioria dos elementos determinados, ha um decréscimo das
concentragbes dos analitos nas aliquotas recolhidas no estudo com 3 adicbes
sucessivas de solugcao acida as raizes, sendo a primeira detentora de pelo menos
50 % do total extraido para todos os analitos estudados. As FIGURAS 3.6, 3.7, 3.8,

3.9, 3.10 apresentam o perfil do comportamento para alguns dos analitos.
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FIGURA 3.6 — Teores de Al lixiviados por solucdes de HNO3 0,14 mol L' e HCI
0,12 mol L™ nos experimentos com 3 aliquotas, em diferentes temperaturas e

tempos de exposicdo, n = 3.
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FIGURA 3.7 — Teores de Fe lixiviados

por solucdes de HNO3 0,14 mol L' e HCI

0,172 mol L™ nos experimentos com 3 aliquotas, em diferentes temperaturas e

tempos de exposi¢do, n = 3.

Examinado os graficos construidos com os resultados obtidos, pode-se

constatar que n&do ha diferencas consideraveis entre as capacidades de lixiviagao

das solugdes de HNO3 e HCI, a excecao do estudo realizado para Fe (FIGURAS 3.4

e 3.7), onde os teores extraidos com a solugao de HCI foram superiores em todas as

condicdes de temperatura, tempo de contato e numero de aliquotas. Esse fato pode

ser explicado pela acdo complexante do HCI, que permite uma melhor extragao

deste elemento.
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FIGURA 3.8 — Teores de Cu lixiviados

por solugdes de HNOs 0,14 mol L' e HCI

0,172 mol L™ nos experimentos com 3 aliquotas, em diferentes temperaturas e

tempos de exposi¢do, n = 3.
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E interessante destacar o fato de que, para as espécies ibnicas de
alcalinos e alcalinos terroso, a primeira aliquota de solucdo acida foi sempre

suficiente para lixiviag&o total dos ions trocaveis (FIGURAS 3.9, 3.10).
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FIGURA 3.9 — Teores de Na lixiviados por solucdes de HNO3 0,14 mol L™ e HCI
0,12 mol L™ nos experimentos com 3 aliquotas, em diferentes temperaturas e

tempos de exposigao, n = 3.

Baseando-se nas observacgbdes feitas a partir do estudo de limpeza do
material radicular, optou-se por realiza-la a temperatura ambiente, o que simplificou
o procedimento, empregando se 5 aliquotas de 10 mL de solugdo de HNO;
0,14 mol L™" para cada 50 mg de material radicular de P. notatum. O emprego de um
numero maior de aliquotas poderia favorecer ainda mais a troca i6nica dos ions
presentes originalmente no material radicular por ions H*. Assim, para a lixiviagéo,
uma bandeja com capacidade para 12 frascos de 50 mL foi adaptada a um agitador
de tubos. Este sistema de agitacao foi utilizado para todos os estudos em batelada.
O procedimento foi estabelecido em 10 min de agitagdo a 200 rpm e 2 min de
centrifugagéo a 3000 rpm para cada aliquota.
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FIGURA 3.10 — Teores de Ca lixiviados por solucdes de HNOs 0,14 mol L™ e HCI

0,172 mol L™ nos experimentos com 3 aliquotas, em diferentes temperaturas e

tempos de exposi¢do, n = 3.

ApoOs a lixiviagado acida com 5 aliquotas o material radicular foi seco,

pesado e submetido a digestdo acida. Comparando-se os teores dos elementos de

interesse presentes no material ndo lixiviado, apresentados na TABELA 3.6, com os

teores encontrados para o lixiviado e apresentados na TABELA 3.7, pode-se

observar uma remocao completa de K e Zn promovidas pela lixiviagdo. Extracoes

consideraveis foram observadas para Ca, Mg e Mn.
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TABELA 3.7 — Teores de elementos de interesse (mg Kg™') presentes na amostra de
material radicular lixiviado com 5 aliquotas de 10 mL de solucdo de HNO;
0,14 mol L™, n=3.

Elemento Raiz lixiviada
Al 710+ 73
Ca 219+ 24
Cd <LQ
Co <LQ
Cu <LQ
Fe 491 + 47
K <LQ
Mg 46 +5
Mn 24+0,7
Na 40+ 2
Ni <LQ
Zn <LQ

Para Al e Fe, a lixiviagdo com solugédo acida possibilitou a remocao de
47,7 % e 36,7 % , respectivamente. Altos teores destes elementos eram esperados
devido a abundéancia de compostos de Al e Fe nos minerais formadores do solo e a
intima interagdo da raiz com o mesmo. A dificuldade de extragdo de ambos esta
relacionada a associagdo com compostos de silicio, presentes em abundancia em
forrageiras.

Observando-se os desvios dos resultados apresentados na TABELA
3.7 podemos afirmar que o procedimento de lixiviagao estabelecido possibilitou uma
maior repetibilidade dos teores extraidos, o que permite um material mais
homogéneo, independentemente das porgdes tratadas.

A lixiviagdo com acido mostra-se um procedimento adequado a
remogao de ions metdlicos do biosorvente, e tem sido frequentemente utilizada
como recurso para aumentar a capacidade de sor¢ado uma vez que disponibiliza
sitios de sorgdo (MAHAN & HOLCOMBE, 1992; SHENJUN & HOLCOMBE, 1990;
SHENJUN & HOLCOMBE, 1991; MAHAN et al., 1989 e CRIST et al., 1988).
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3.4.1.2 — Avaliacao preliminar do emprego do material radicular para sor¢cao em

diferentes potenciais hidrogeniéonicos em batelada

Para uma avaliacdo preliminar, trabalhou-se com solugao
multielementar, somente para verificar quais analitos seriam sorvidos pelo
biossorvente estudado, mesmo em situagado de possivel competicdo. As FIGURAS
3.11 a 3.23 apresentam os graficos dos perfis das curvas de sorgdo para os
elementos presentes na solucdo multielementar utilizada nos diferentes pHs
avaliados.

Pode-se observar nas FIGURAS 3.11 a 3.15 que para as espécies
ibnicas de K*, Na*, Mg?* nao foi observada sorcdo e, para Ca®*, a sorcdo nio
ultrapassou 10 %, o que era esperado, por se tratar de ions metalicos de metais

alcalinos e alcalinos terrosos menos complexantes que ions de metais de transicao.
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FIGURA 3.11 — Perfil das curvas de sorcdo K* em diferentes valores de pH com
adicdo sequencial de aliquotas de 5 mL de solugcdo multielementar contendo

200 ug mL™" do analito em 50 mg de material radicular previamente lixiviado, n = 3.
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FIGURA 3.12 — Perfil das curvas de sor¢do Na* em diferentes valores de pH com
adicdo sequencial de aliquotas de 5 mL de solugdo multielementar contendo

200 pg mL™" do analito em 50 mg de material radicular previamente lixiviado, n = 3
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FIGURA 3.13 — Perfil das curvas de sorcdo Mg?* em diferentes valores de pH com
adicdo sequencial de aliquotas de 5 mL de solugcdo multielementar contendo

200 ug mL™" do analito em 50 mg de material radicular previamente lixiviado, n = 3
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FIGURA 3.14 — Perfil das curvas de sorcdo Ca®" em diferentes valores de pH com
adicdo sequencial de aliquotas de 5 mL de solugcdo multielementar contendo

200 pg mL™" do analito em 50 mg de material radicular previamente lixiviado, n = 3
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FIGURA 3.15 — Perfil das curvas de sor¢gdo Mn?* em diferentes valores de pH com

adicdo sequencial de aliquotas de 5 mL de solugdo multielementar contendo

5 ug mL™ do analito em 50 mg de material radicular previamente lixiviado, n = 3

O jon Mn?** também n3o apresentou sorcéo sugerindo que o
biossorvente nao apresenta sitios disponiveis para esse analito.

Para os ions Cd** e Co?*, a sor¢do observada foi em torno de 10 %
para pH 6,5 (FIGURAS 3.16 e 3.17). A porcentagem retida para esses analitos nao

apresenta viabilidade para estudos de pré-concentragdo. Explicacbes levantadas
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para a baixa sorcdo destes ions: 1) a auséncia de numero suficiente de grupos
funcionais orgénicos que agem como sitios de sorg&o para estes ions, 2) competigdo
entre os sitios de sorcdo e a formacdo de complexos com os ions presentes na
solugdo (e.g. H3CCOOH") e, 3) competi¢ao entre os analitos em solugao pelos sitios

de sorgao.
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FIGURA 3.16 — Perfil das curvas de sorcdo Cd*" em diferentes valores de pH com
adicdo sequencial de aliquotas de 5 mL de solugdo multielementar contendo

5 ug mL™ do analito em 50 mg de material radicular previamente lixiviado, n = 3
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FIGURA 3.17 — Perfil das curvas de sorcdo Co®" em diferentes valores de pH com
adicdo sequencial de aliquotas de 5 mL de solugdo multielementar contendo

5 ug mL™ do analito em 50 mg de material radicular previamente lixiviado, n = 3
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Para Ni?" e Zn2+, ambos ions de metais da mesma série de transicao,

observou-se sor¢ao de cerca de 15 % para pH 6,5, como pode ser verificado nas
FIGURAS 3.18 e 3.19.
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FIGURA 3.18 — Perfil das curvas de sorgdo Ni** em diferentes valores de pH com

adicdo sequencial de aliquotas de 5 mL de solugdo multielementar contendo

5 ug mL™ do analito em 50 mg de material radicular previamente lixiviado, n = 3
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FIGURA 3.19 — Perfil das curvas de sorcdo Zn?* em diferentes valores de pH com
adicdo sequencial de aliquotas de 5 mL de solugcdo multielementar contendo

5 ug mL™" do analito em 50 mg de material radicular previamente lixiviado, n = 3
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Os ions que obtiveram porcentagens de retencdo mais elevadas foram
Cu*, Fe* e AP®. As FIGURAS 3.20, 3.21 e 3.22 apresentam os graficos de

porcentagem de retencdo para os ions citados.

100 —m—pH=7,5
1 —m—pH=6,5

80+

60

40

% retida

T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
analito adicionado (ug)

FIGURA 3.20 — Perfil das curvas de sorcdo Cu®* em diferentes valores de pH com
adicdo sequencial de aliquotas de 5 mL de solucdo multielementar contendo

5 ug mL™ do analito em 50 mg de material radicular previamente lixiviado, n = 3

Observando-se o perfil de sorcdo para Cu®*, nota-se pequena diferenca
entre a eficiéncia de sorgéo para os pHs 7,5 e 6,5. Segundo BAES Jr. & MEMSMER
(1976), as espécies idnicas predominantes no pH 6,5 sdo Cu? (= 60 %) e
Cuz(OH),** (= 40 %). A sorcdo de espécies idnicas de Cu pode se dar por interacdes
quimicas, principalmente em grupos contendo enxofre, além de interagdes
eletrostaticas, como constatou CRIST et al. (1988) para sor¢ao deste elemento por
algas.

Nos pHs abaixo de 6,5, a concentracdo da espécie Cu,(OH),** decai,
enquanto a concentracdo de Cu?* aumenta (BAES Jr. & MEMSMER, 1976),
reduzindo a capacidade de sor¢ao, uma vez que espécies na forma de hidréxidos
sdo preferencialmente retidas por sitios de sorgdo. LEE et al. (1998) empregaram
partes de plantas para sorcdo de Cu®" e verificaram o aumento da eficiéncia de
sor¢cao deste elemento com o aumento do pH. O acréscimo na eficiéncia de sorgao
de Cu®" por raizes de plantas com o aumento de pH é relatado por LUJAN et al.
(1994) e GARDEA-TORRESDEY et al.(1996).
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As diferencas de eficiéncia de sor¢do com a variagao do pH podem
parecer, a principio, um aspecto negativo em procedimentos de sorgao. Contudo,
estas diferengas estao associadas a variacdo das espécies em solucido, o que pode

contribuir para estudos cujo objetivo é a especiagao.
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FIGURA 3.21 — Perfil das curvas de sorgdo Fe** em diferentes valores de pH com
adicdo sequencial de aliquotas de 5 mL de solugdo multielementar contendo

5 ug mL™ do analito em 50 mg de material radicular previamente lixiviado, n = 3

Observando-se a FIGURA 3.21, verifica-se sorcdo acima de 80 % das
espécies idbnicas de Fe presentes na solucdo multielementar a pH 6,5. A hidrélise de
Fe*" ocorre muito mais prontamente do que a hidrolise de Fe** a partir de pH 1. A
espécie dinuclear Fex(OH),*" e as espécies monucleares FeOH?** e Fe(OH)," estdo
presentes em solugdes acidas e, a medida que o pH migra para regides mais
basicas as espécies Fe(OH); (aq) e Fe(OH)4” sdo formadas. Para concentragdes de
Fe 0,1 mol L' a 10° mol L™!, mais de 90 % deste elemento esta na forma de Fe(OH);
a pH 7,5, o que nao deve ser diferente para a solucdo multielementar. Contudo,
segundo BAES Jr. & MEMSMER (1976), a precipitacdo do hidroxido de ferro ocorre
pronunciadamente a partir de pH 8.

No pH 6,5, as espécies presentes em solugédo sao Fe(OH)s;, em maior
quantidade, e Fe(OH),". Para o pH 5,5, as espécies que podem estar presentes em
solucdo de concentracdo 0,1 mol L™ de Fe®* sdo Fe(OH),*, Fes(OH)s*" e Fe(OH)s.
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No pH 4,5 as espécie predominantes sdo Fes(OH)s>*, Fe(OH)," e Fex(OH),** para
solucdes 0,1 mol L™ e, Fe(OH)," e FeOH?** para solucdes 10° mol L™ (BAES Jr. &
MEMSMER, 1976).
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FIGURA 3.22 — Perfil das curvas de sorcdo AI** em diferentes valores de pH com
adicdo sequencial de aliquotas de 5 mL de solugdo multielementar contendo

5 ug mL™ do analito em 50 mg de material radicular previamente lixiviado, n = 3

O AP ndo é hidrolizavel abaixo de pH 3, sendo menos sorvido.
Contudo, o AI’* apresenta uma diversidade de produtos de hidrdlise, inclusive com
formacao de dimeros. Para solucdes em torno de 0,1 mol L™ ha a predominancia do
dimero AI1304(OH)247+ entre os pHs 4 e 8 e, para solugdes com concentragdo em
torno de 10° mol L™, cerca de 80 % do Al esta na forma de Al(OH)s, coexistindo
também AI(OH),*, AI(OH)s e Al;304(OH).4"*, em menor quantidade (BAES Jr. &
MEMSMER, 1976),.

As espécies iOnicas de cada elemento, presentes na solugdo, variam
de acordo com o pH. Para assegurar que no pH 7,5, no qual foi observado o maximo
de retencdo para todos os metais, ndao ocorreu precipitacdo de hidréxidos, foram
tomados 5 mL da solugdo multielementar que tiveram o pH ajustado para 7,5. A
esses 5 mL de solugdo multielementar n&o foi adicionado material radicular e, apés
agitacéo e centrifugagao, recolheu-se aliquotas de 3 mL com cuidado para que a
ponteira da pipeta ndo chegasse ao fundo do recipiente. As aliquotas foram

analisadas por ICP OES de acordo com o programa da TABELA 3.3 e as
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concentragcdes determinadas foram as mesmas da solugdo multielementar original,
indicando que nao houve perdas por precipitacdo no pH 7,5. Contudo, para os
estudos posteriores preferiu-se empregar os meios de sor¢do com pH ajustado para
6,5.

A sorcgao preferencial de ions trivalentes era esperada, uma vez que as
espécies idbnicas destes cations apresentam maior afinidade por sitios organicos,

ricos em elétrons e comuns em biossorventes.

3.4.1.3 — Avaliagao da cinética de sor¢ao do material radicular

A importancia de se avaliar a cinética de sor¢cao esta na possibilidade
de prever o tempo necessario de contato da amostra com o biossorvente para que
ocorra uma maior sor¢ao do analito de interesse.

A FIGURA 3.23 apresenta o perfil de cinética de sor¢ao para 4 dos 13
ions investigados neste estudo. Pode-se observar que a eficiéncia de sor¢géo ocorre
ja no primeiro minuto de contato do material radicular com a solugdo multielementar,
0 que é coerente com estudos apresentados na literatura, que afirmam que
procedimentos empregando plantas como biosorventes apresentam rapida sorgao
de ions metalicos, alcangando o equilibrio antes dos primeiros 10 min (MALAMAS et
al., 1984; RUETER & MOREL, 1981). Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que
a sor¢ao ocorre instantaneamente, com o biossorvente estudado.

Contudo, deve-se considerar que no procedimento adotado para
avaliagdo da cinética de sorcdo cada aliquota retirada afetava a concentracdo da
solucdo uma vez que alterava a relacdo material suspenso:solucdo. Desta forma,
sugere-se experimentos onde a raiz seja colocada em contato com diferentes
aliquotas da solugdo, que seriam recolhidas por filtracdo apds os tempos

estabelecidos de contato.
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FIGURA 3.23 — Cinética de sorgdo para espécies idnica de Al**, Fe**, Cu®* e Ni** em
suspensao de material radicular de P. notatum lixiviado 2,5 g mL" em solucéo

multielementar a pH 6,5; n = 3.

Deve-se considerar que o procedimento para avaliagdo da cinética de
sorgao foi conduzido com uma proporgéo de 2,5 mg mL" de material radicular em
relagdo a solucdo multielementar, enquanto os estudos de capacidade de sorcao e
pH foram realizados com uma proporgao de 10 mg mL™" do biossorvente. A menor
proporcdo de massa/solugdo multielementar esta diretamente relacionada com a
disponibilidade de sitios de sor¢cdo. Sendo que, um aumento na massa do
biossorvente proporciona um acréscimo proporcional na sorgao.
3.4.1.4 — Avaliacdo da capacidade de sorcio de AI**, Fe**, Ni** e Cu* em

sistema em fluxo

A capacidade de sorcdo de um material é definida pelo numero maximo
de moles de um determinado elemento retido por massa de sorvente. Esse valor &
encontrado quando a concentragdo do sobrenadante € igual a concentragao inicial
da solugdo empregada nos estudos de sorgdo. Esse estado € mais facilmente
alcancado em estudos em fluxo do que em batelada, pela praticidade do

procedimento.
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Dentre os analitos estudados haviam ions que apresentavam numero
de oxidacdo 3+ e 2+. Para avaliar analitos de diferentes numeros de oxidagao
escolheu-se, dos elementos que apresentaram sor¢cao nos estudos em batelada com
solugdo multielementar, A", Fe**, Cu** e Ni?*. Os ions AI** e Fe*" foram escolhidos
pela elevada sorgdo apresentada, quando comparados aos outros analitos; Cu®*,
devido ao perfil de saturagao pronunciado e ja visualizado no estudo em batelada e
Ni?*, por se tratar de um elemento tdxico a plantas, apesar de ndo ter apresentado
sor¢ao pronunciada no procedimento multielementar realizado em batelada.

Assim, em sistema de fluxo, foram realizados estudos com solugdes
mono e multilementar em meio H;CCOONH,4 e KNO3; 0,5 mol L™ a pH 6,5. Este valor
de pH foi escolhido para minimizar problemas com a precipitacdo dos analitos na
forma de hidroxidos, o que ocorreu para Fe** e AP** nas solucdes monoelementares
e na solugao multielementar contendo apenas os 4 elementos em estudo, a pH 7,5.

A partir dos dados obtidos da determinacéo dos analitos nas aliquotas
de solugao que passaram através das colunas, construiu-se graficos de isotermas de
sor¢ao. Estas isotermas foram estudadas na tentativa de identificar qual modelo
matematico descreveria melhor o comportamento de sor¢ao de cada analito com o
material lixiviado e nao lixiviado, com os diferentes meios empregados e em

experimentos mono e multielementar.

3.4.1.4.1 - Influéncia da lixiviagdo acida na sor¢cao de ions metalicos em meio
H3CCOONH,

A) Estudos para Cu?*

A TABELA 3.8 apresenta os valores de r?, g° (constante relacionada a
capacidade de sorgdo), b (constante relacionada a energia de sor¢cdo) e B
(constante relacionada ao grau de heterogeneidade da superficie do sorvente) para
os modelos aplicados no estudo de sor¢do de Cu®** em material radicular lixiviado e

nao lixiviado.
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TABELA 3.8 — Parametros tedricos obtidos através da aplicagdo de modelos de
isotermas sobre os dados experimentais para a sor¢do de Cu?* em material radicular
lixiviado e nao lixiviado a pH 6,5 e meio Hs;CCOONH, 0,5 mol L™.

Material radicular Modelo q° (mmol g™) b (L mmol™) B r
Langmuir 0,064 + 0,002 40+0,6 - 0,9569
Freundlich - 0,0477 £ 0,0003 0,280 £ 0,009 0,9927
lixiviado Sips 0,17 £ 0,07 0,1+0,2 0,38+0,06 0,9936
BET 0,0465 + 0,005 91+8 - 0,9897
Redlich-Peterson 0,049 + 0,001 33+17 0,76 £0,02  0,9942
Toth 0,030 + 0,004 43 +22 0,87+0,01 0,9943
Langmuir 0,039 + 0,002 3707 - 0,9242
Freundlich - 0,0290 + 0,0002 0,288 + 0,009 0,9931
nao lixiviado Sips 1+£10 0+1 0,29+0,06 0,9928
BET 0,0284 + 0,0004 92 + 11 - 0,9836
Redlich-Peterson 42 + 303 0,001 + 0,003 817 0,2963
Toth 0,01+ 0,03 1928 + 35138 0,84 +0,01  0,9930

Observando-se somente os valores de r? apresentados na TABELA 3.8
poder-se-ia concluir que, a excegcdo de Langmuir e Redlich-Peterson (para material
nao lixiviado), todos os modelos poderiam descrever os dados experimentais
obtidos. Contudo, considerando-se os desvios padrdo das constantes fornecidas
pelos modelos a partir dos dados experimentais (maiores que 10 %), o modelo de
Freundlich apresentou-se o mais aceitavel para ambos os casos. Para confirmar
essa hipotese tragou-se o grafico da lineariazagdo desta isoterma, log C x log q
(FIGURA 3.24), obtendo-se valores de r? significativos.
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FIGURA 3.24 — Linearizacéo, segundo o modelo de Freundlich, para sorgdo de Cu®*

Log q

em material radicular lixiviado e nao lixiviado em meio H;CCOONH,4 0,5 mol L.

O valor de b para o material lixiviado € praticamente o dobro do que o
encontrado para o material ndo lixiviado, o que permite concluir que a afinidade de
sorcao € maior para o biossorvente tratado com acido. Ja o parametro B8 nao se
alterou, mostrando que, apesar da lixiviagdo acida, o grau de heterogeneidade do
sistema nao foi afetado para sorgdo de Cu®*.

O modelo de Freundlich ndo fornece o parametro relacionado a
capacidade de sorcao (qo). Contudo, pelos graficos apresentados na FIGURA 3.25,
observa-se que a sorgao foi maior quando se empregou material radicular lixiviado.
Este fato confirma a idéia de que a lixiviagao acida favorece a sorgao, provavelmente
pela disponibilizacdo de sitios através da substituicdo de ions metalicos por H".
Como o experimento foi realizado até que a concentracdo da solugcdo que passava
através da coluna se igualasse a concentragédo da solugao inicial pode-se saturar o
biossorvente, possibilitando o calculo da capacidade de sor¢gédo. Assim, a capacidade
de sorgao para Cu®** por massa de material radicular, ja descontado o n&o sorvido e
eluido pelo 1 mL do meio de sorcdo (branco analitico), foi 0,062 + 0,002 mmol g’

para material lixiviado e 0,036 £ 0,003 mmol g'1 para material n&o lixiviado.



Capitulo 3 — Estudos de biossor¢cdo empregando material radicular de P. notatum 76

g (mmol g‘1)

0,02 - ® lixiviado
¢ nao lixiviado

lixiviado modelo de Freundlich
néo lixiviado modelo de Freundlich

0,00 @ T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0

C (mmol L)
FIGURA 3.25 — Isotermas e modelos tedricos de melhor ajuste para a sorgao de
Cu?* em material radicular lixiviado e ndo lixiviado, empregando solugao

monoelementar a pH 6,5 e meio HsCCOONH, 0,5 mol L™.
B) Estudos para Ni**

Nos estudos de sor¢do de Ni** em material radicular lixiviado e nao
lixiviado obtiveram-se as constante apresentadas na TABELA 3.9. Pode-se observar
que todos os modelos apresentaram valor de r? com alta correlagdo para os dois
materiais investigados. Contudo, a excecdo dos modelos de Langmuir e de
Freundlich, todos os outros apresentaram pelo menos uma constante com desvio
superior a 10 %, sendo assim descartados. Para avaliar a possibilidade da sor¢ao de
Ni?*, em meio HsCCOONH,, ser explicada pelo modelo de Langmuir tragou-se um
grafico de linearizagao desta isoterma (C x C/q), apresentado na FIGURA 3.26, que
apresentou indice de correlacdo préximo a 1, satisfazendo as condi¢cbes para a
descricao dos dados experimentais por este modelo. A linearizacdo pelo modelo de
Freundlich também foi tracada obtendo coeficientes de correlagdo (r?) 0,9741 e

0,9540 para material lixiviado e nao lixiviado, respectivamente.
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TABELA 3.9 — Parametros tedricos obtidos através da aplicagdo de modelos de
isotermas sobre os dados experimentais para a sor¢do de Ni** em material radicular
lixiviado e nao lixiviado a pH 6,5 e meio Hs;CCOONH, 0,5 mol L™.

Material radicular Modelo q° (mmol g7 b (L mmol™) B r
Langmuir 0,0109 * 0,0002 14,7+0,9 - 0,9984
Freundlich - 0,0120 £ 0,0003 0,28 £0,02 0,9936
lixiviado Sips 0,0121 + 0,0006 12+2 0,78 £ 0,07 0,9994
BET 0,0095 + 0,0001 96 + 4 - 0,9994
Redlich-Peterson 0,0113 + 0,0002 192 0,91 £0,03 0,9994
Toth 0,0097 + 0,0004 213 0,95+0,02 0,9994
Langmuir 0,0063 * 0,0001 19+1 - 0,9971
Freundlich - 0,0066 + 0,0002 0,21 +0,02 0,9918
nao lixiviado Sips 0,0068 + 0,0004 18+ 3 0,8+0,1 0,9978
BET 0,0055 + 0,0001 139+ 15 - 0,9962
Redlich-Peterson 00,0064 + 0,0001 24+5 0,95+0,04 0,9977
Toth 0,0058 + 0,0004 257 0,97 £ 0,02 0,9977
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FIGURA 3.26 — Linearizacdo, segundo o modelo de Langmuir, para sorgdo de Ni**
em material radicular lixiviado e no lixiviado em meio HsCCOONH, 0,5 mol L.

As constantes relacionadas a capacidade de sorcéo (qo) obtidas para o
material lixiviado e nao lixiviado foram, respectivamente, 0,0109 + 0,0002 mmol g'1 e

0,0063 + 0,0001 mmol g'. Estes valores foram condizentes com os obtidos
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experimentalmente, 0,0103 + 0,005 mmol g (material lixiviado) e 0,0064 =
0,0006 mmol g™ (material n&o lixiviado). A FIGURA 3.27 apresenta as isotermas de

sorcado para Ni** com a predigdo do modelo de Langmuir.
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FIGURA 3.27 — Isotermas e modelos tedricos de melhor ajuste para a sor¢éo de Ni**
em material radicular lixiviado e n&o lixiviado, empregando solugdo monoelementar a
pH 6,5 e meio H3CCOONH,4 0,5 mol L.

C) Estudos para AI**

Para os estudos de sorcdo de AI**, os valores de r? e das constantes
fornecidas pelos modelos de isotermas testados estdo apresentados na TABELA
3.10. Pode-se observar que os valores de r? para os modelos de Langmuir e
Freundlich para material lixiviado sdo muito proximos e os desvios ndo sao
pronunciados de forma a influenciar na indicacdo de um deles para descrever os

dados experimentais.
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TABELA 3.10 — Parametros teoricos obtidos através da aplicagcdo de modelos de
isotermas sobre os dados experimentais para a sorgdo de A** em material radicular
lixiviado e nao lixiviado a pH 6,5 e meio Hs;CCOONH, 0,5 mol L™.

Material radicular Modelo q°’ (mmol g™) b (L mmol™) B r
Langmuir 0,67 £ 0,01 1,41 £ 0,07 - 0,9936
Freundlich - 0,381 £ 0,002 0,535+ 0,009 0,9937
lixiviado Sips 1,0+ 0,1 0,5+0,1 0,75+0,03 0,9969
Redlich-Peterson 0,50 + 0,02 3,3+0,6 0,68+0,04 0,9957
Toth 0,34 £ 0,04 4+1 0,80+ 0,03 0,9955
Langmuir 0,120 £ 0,007 3,9+0,5 - 0,9778
Freundlich - 0,124 + 0,002 0,56 +£0,01 0,9943
nao lixiviado Sips 12 0,1+0,2 0,59+0,07 0,9939
Redlich-Peterson 0,124 + 0,004 4894 + 149998 0,44 +0,06 00,9943
Toth 0,02 £ 0,04 270 £ 1291 0,67 £0,03 0,9941

Contudo, observando-se a FIGURA 3.28, verifica-se que, apesar do
modelo de Langmuir se ajustar perfeitamente a maioria dos dados experimentais, os
primeiros pontos da curva ndo se ajustam, sendo estes os mais representativos do
perfil de sor¢gdo de um analito. O modelo de Freundlich ajusta-se perfeitamente a
esses pontos da curva experimental, tendo a parte onde nédo ocorre ajuste (parte
intermediaria da curva de dados experimentais) apresentado maiores desvios. Esses
fatos contribuem para atribuir ao modelo de Freundlich a explicagdo dos dados
experimentais. Nao foi obtida conversdo do modelo BET para esse estudo.

Para eliminar a duvida sobre o modelo a ser atribuido, realizou-se uma
tentativa de linearizagado segundo o modelo de Langmuir, tragcando-se um grafico de
C x C/q, apresentado na FIGURA 3.29.
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FIGURA 3.28 — Isotermas e modelos tedricos de melhor ajuste para a sor¢ado de A

3+
I

em material radicular lixiviado e n&o lixiviado, empregando solugdo monoelementar a
pH 6,5 e meio HsCCOONH,4 0,5 mol L.
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FIGURA 3.29 — Linearizagdo, segundo o modelo de Langmuir, para sorgéao de AP

em material radicular lixiviado e n3o lixiviado em meio H;CCOONH,4 0,5 mol L™,
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Pelo proprio grafico apresentado na linearizacao da isoterma (FIGURA
3.29) pode-se concluir que os dados experimentais ndo obedecem a Langmuir, o
que é reafirmado pelos valores de r? obtidos para o material lixiviado e n&o lixiviado,
0,7783 e 0,7912, respectivamente. Para confirmar e representatividade do modelo
de Freundlich, procedeu-se a linearizagao desta isoterma, apresentada na FIGURA
3.29 com valores de r? considerados significativos para a descricdo dos dados

experimentais para ambos os materiais estudados.
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FIGURA 3.30 — Linearizagao, segundo o modelo de Freundlich, para sor¢ao de AP

em material radicular lixiviado e n3o lixiviado em meio H;CCOONH,4 0,5 mol L™,

A capacidade de sorgcao, obtida através de dados experimentais da
saturagdo do biossorvente, para o AP em material lixiviado, foi de
0,472 £ 0,003 mmol g'1 e para material ndo lixiviado de 0,249 + 0,004 mmol g'1. A
sorgao mais elevada para os experimentos empregando material radicular lixiviado
também pode ser visualizada nos graficos de isotermas apresentados na FIGURA
3.28. Assim como nos estudos para Cu?*, os valores da constante B n3o
apresentaram grande variacdo, enquanto o valor de b para o material lixiviado é
cerca de 150 % maior que o obtido para material ndo lixiviado, indicando uma maior

afinidade de sorgéo entre o ion e os sitios disponiveis no biossorvente.
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D) Estudos para Fe**

Os estudos de sorgdo realizados para Fe** apresentaram, como para
os resultados dos trés ions anteriormente discutidos, uma maior capacidade de
sorgdo para o material lixiviado (0,116 + 0,004 mmol g™') do que para o material ndo
lixiviado, cuja sorgdo maxima obtida foi 0,050 + 0,002 mmol g”', condizente com o
valor das constantes relacionadas a capacidade de sorgao (q") de 0,055
+ 0,002 mmol g obtida pelo modelo Sips e, 0,0534 +0,0007 mmol g’ para o
modelo de Langmuir, apresentados na TABELA 3.11, juntamente com as outras

constantes dos modelo tedricos de isoterma aplicados ao sistema.

TABELA 3.11 — Parametros tedricos obtidos através da aplicacdo de modelos de
isotermas sobre os dados experimentais para a sor¢do de Fe** em material radicular
lixiviado e nao lixiviado a pH 6,5 e meio H;CCOONH, 0,5 mol L.

Material radicular Modelo q° (mmolg”) b (L mmol™) B r
Langmuir 0,137 + 0,006 19+2 - 0,9831
Freundlich - 0,246 0,006 0,45*0,01 0,9966
Lixiviado Sips 0,4+0,1 11 0,56 £0,04 0,9979
BET 0,111 £ 0,003 374 - 0,9873
Redlich-Peterson 0,50 + 0,02 3,3+£0,6 0,68 £ 0,04 0,9957
Toth 0,34 £ 0,04 4+1 0,80+ 0,03 0,9955
Langmuir 0,0534 + 0,0007 64 +3 - 0,9980
Freundlich - 0,12+ 0,01 0,37 +0,03 0,9714
néo lixiviado Sips 0,055 + 0,002 617 0,94 +£0,05 0,9982
BET 0,0491 = 0,0006 107+ 5 - 0,9978
Redlich-Peterson 0,057 + 0,005 65+3 0,97 £ 0,04 0,9981
Toth 0,0533 + 0,0008 706 0,98 £ 0,02 0,9981

Para o material radicular lixiviado sugere-se o modelo de Freundlich
por apresentar uma maior proximidade com os dados experimentais, uma vez que o
valor de r# é proximo de 1, os desvios para as constantes calculadas sdo menores e

a linearizacao segundo este modelo apresentou-se satisfatoria, FIGURA 3.31.
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FIGURA 3.31 — Linearizagao, segundo o modelo de Freundlich, para sor¢géo de Fe3*

em material radicular lixiviado e n3o lixiviado em meio H;CCOONH,4 0,5 mol L™,

Para o material ndo lixiviado, a excecdo do modelo de Freundlich,
todos se ajustaram, com variagbes dos desvios das constantes calculadas
praticamente despreziveis. Para verificar a obediéncia a Langmuir procedeu-se a
linearizacdo dos dados experimentais, apresentados na FIGURA 3.32, sobre os
quais ndo determinou-se o valor de r? pelas condigdes das curvas tragadas. Devido
ao material lixiviado apresentar caracteristicas mais proximas ao modelo de
Freundlich, sugere-se o0 modelo Sips para descrever o sistema com material mao
lixiviado, por ser mais simples que os demais que obtiveram correlagédo e por

combinar as isotermas de Freundlich e Langmuir.
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FIGURA 3.32 — Linearizacdo, segundo o modelo de Languimuir, para sor¢do de Fe**

em material radicular lixiviado e nao lixiviado em meio H;CCOONH, 0,5 mol L.

E possivel que a lixiviacdo &cida interfira nos sitios de sor¢do que

conferem a caracteristica de monocamada para a sorcdo de Fe®*" em material ndo

lixiviado. Os efeitos do tratamento de lixiviacdo sobre o material estdo discutidos no

Capitulo 4, que trata da investigagcao de constituintes da parede celular de material

radicular de P. notatum. A FIGURA 3.33 apresenta as isotermas de sorgdo para Fe>*

em meio HsCCOONH, 0,5 mol L™ para material radicular lixiviado e nao lixiviado.
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FIGURA 3.33 — Isotermas e modelos tedricos de melhor ajuste para a sorgao de
Fe** em material radicular lixiviado e n&o lixiviado, empregando solugao

monoelementar a pH 6,5 e meio HsCCOONH, 0,5 mol L™.

As capacidades de sorcdo do material radicular sempre se
apresentaram maiores quando este foi tratado com lixiviagdo acida. Assim, nos
estudos posteriores todo o material radicular de P. notatum foi previamente lixiviado
com acido segundo as condi¢des ja estabelecidas.

Para a sor¢cédo dos analitos estudados em material radicular lixiviado o
modelo que se ajustou mais perfeitamente foi o de Freundlich (excegdo para Ni**
que foi descrito pelo modelo de Langmuir). Seguir esta isoterma implica que, para os
ions avaliados o biossorvente apresenta sitios de sor¢do heterogéneos, com
diferentes afinidades pelos analitos, sendo os mecanismos de sor¢cao estritamente
fisicos. Segundo a classificagdo de mecanismos de sorcdo apresentadas na
TABELA 3.1, pode-se estabelecer que a sorcdo dos ions estudados ocorre por
adsorcéo fisica, ou troca ibnica com os sitios disponiveis no material radicular de P.
notatum. Para o Ni?*, seguir o modelo de Langmuir implica que o biossorvente se
comporta homogeneamente frente esse ions, possibilitando uma sorcdo em
monocamada.

Observando-se os valores da constante b para material lixiviado em

meio H3CCOONH,, pode-se sugerir a seguinte ordem de afinidade entre o
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biossorvente e os analitos estudados: AI** (b = 0,381 + 0,002 L mmol™) > Fe** (b =
0,246 + 0,006 L mmol™) > Cu®* (b = 0,0477 + 0,0003 L mmol™) > Ni**, cujo valor de b
nao pode ser comparado, uma vez que é representado por um modelo de isoterma
diferente dos demais ions estudados. Contudo, pode ser considerado o de menor
afinidade avaliando-se os dados de capacidade de sorgcdo obtidos para material
lixiviado: AI** = 0,472 + 0,003 mmol g”', Fe*" = 0,116 + 0,004 mmol g, Cu** = 0,062
+ 0,002 mmol g™ e Ni** = 0,012 + 0,001 mmol g™")

3.4.1.4.2 - Investigacdo da influéncia de diferentes meios na sorgcio de Cu®,
Ni%, AI** e Fe**

Para investigar se haveria influéncia do meio utilizado na sor¢do dos
analitos estudados substituiu-se o meio H3CCOONH,4 0,5 mol L™ pelo meio KNOs
0,5 mol L™, de mesma forca idnica. A preocupacdo da manutencdo da mesma forga
ibnica na solucdo se deve ao fato de variacbes neste paradmetro influenciarem a
capacidade de sorcdo, o que poderia resultar em avaliacdo errdbnea sobre o efeito
dos ions presentes na solucdo. O efeito da variacdo da forca ibnica foi estudado por
LEE et al.,, 1998, que avaliou a sorgdo de Cu® e Pb* em residuos de macga,
originarios da produgao de suco, sob diferentes forgas ibnicas sendo que, com
aumento da forga idnica, a sorcdo destes ions decrescia. A explicacdo dada para
esta observacdo foi a possivel dificuldade de acesso dos ions metalicos ao
biossorvente por este estar recoberto pelo eletrdlito.

Como as espécies provenientes da dissociacdo do H3;CCOONH,
podem formar complexos em solucdo, a substituicdo do meio de sor¢cdo por um nao
complexante possibilitaria observar se ocorreu a formacdo de complexos, e como
interferiram na capacidade de sor¢ao dos analito e no perfil das isotermas de sorgao.
A TABELA 3.12 apresenta as constantes de formagdo de alguns complexos
provenientes das espécies do meio H3CCOONH, e os ions metalicos estudados. Os

+ +
2,N|2

ions Cu e Fe** formam complexos com H;COOOH ().
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TABELA 3.12 — Constantes termodindmicas de formagao para complexos formados
a partir dos fons Cu?*, Ni**, AI**, Fe*, H;CCOO". Dados apresentados para a

temperatura de 25°C (http://ctdp.ensmp.fr/species).

Espécie Constante de formacao (log K1)
CuCH3COO04q) -4,4274
CuCH,COO" -2,5252
Ni(CH3COO)z(aq) -7,1908
Ni(CH;COO)s -11,3543
NiCH3;COO" -3,3278
FeCH;COO™ 3,88
*a20°C

A) Estudos para Cu*

Comparando os valores das constantes obtidas teoricamente para
sorcdo de Cu* em meio HsCCOONH, apresentadas na TABELA 3.8 com as
encontradas para o meio KNOj3, expostas na TABELA 3.13, observa-se que, apesar
de ambos os casos serem melhor representados pelo modelo de Freundlich, os
valores das constantes diferem consideravelmente. Pode-se constatar que: 1) a
afinidade de sor¢ao do biossorvente pelo ion metélico € cerca de 10 vezes superior
em meio KNO3 do que em meio H3CCOONHy; 2) o biossorvente apresenta sitios
mais heterogéneos quando se trata da sor¢do do ion metalico (relagdo com a
constante f). A afinidade de sor¢cdo pode ser confirmada pelos graficos das
isotermas apresentados na FIGURA 3.34 e pela determinacdo da capacidade de
sorcao do material através dos dados experimentais, 0,52 + 0,03 mmol g'1 e
0,062 + 0,002 mmol g'"de Cu®* para os meios KNOs e HsCCOONH;,,
respectivamente. Na linearizagdo da isoterma de Freundlich para o0 meio KNO3
obteve-se valor de r* 0,9968, confirmando a sua representatividade.

A menor sor¢do de Cu®* na presencga do ion HsCCOOH™ pode estar
relacionada com uma possivel competicdo entre a formacado de complexos com este
jon e a sorgdo nos sitios disponiveis para biossorgdo de Cu?*, o que reduziria a
presencga de ions metalicos disponiveis para a sorgao, aliada a nao disponibilidade
de sitios na superficie do material radicular para sor¢gdo de complexos como
CuCH3COO aq) € CuCH;COO"™.
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TABELA 3.13 — Parametros teoricos obtidos através da aplicagcdo de modelos de

isotermas sobre os dados experimentais para a sorcdo de Cu®* a pH 6,5 em meio

KNO3 0,5 mol L™
Modelo q° (mmol g™) b (L mmol™) r
Langmuir 2,7+0,3 0,008 + 0,01 0,9955
Freundlich - 0,402 £ 0,003 0,88 £0,02 0,9947
Sips 23+0,9 0,10 + 0,06 0,9956
BET 0,55 £ 0,02 0,9930
Redlich-Peterson 6+5 0,04 + 0,04 0,9959
Toth 4+5 0,07 + 0,09 0,9956
1,0
m  KNO3
e H3CCOONH4
0.8 | —— KNO3 modelo de Freundlich
—— H3CCOONH4 modelo de Freundlich
‘T"
(@)
©
S
E
(on

B) Estudos para Ni**

C (mmol L™
FIGURA 3.34 — Isotermas e modelos tedricos de melhor ajuste para a sorgao de
Cu®" a pH 6,5 nos meios KNO3 0,5 mol L™" e H;CCOONH, 0,5 mol L™,

Para os estudos de sorcédo de Ni** no meio KNO3 obteve-se valores de

P préximos a 1 para todos os modelos, com excecédo de Freundlich. Tomou-se como

parametro para descartar alguns dos modelos os desvios maiores que 10 % para as

constantes calculadas e apresentadas na TABELA 3.14. Assim, restaram apenas os

modelos de Langmuir e BET. Como forma de verificar se o0 modelo de Langmuir se

ajustava mais adequadamente aos valores experimentais realizou-se a linearizagao
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da isoterma (FIGURA 3.35) que apresentou valor de r? 0,8743, descartando-o para

descricdo dos dados experimentais.

TABELA 3.14 — Parametros tedricos obtidos através da aplicacdo de modelos de

isotermas sobre os dados experimentais para a sor¢do de Ni** a pH 6,5 em meio

KNO3 0,5 mol L™.

Modelo q° (mmol g7) b (L mmol™) B r
Langmuir 0,0141 £ 0,0003 46+0,3 - 0,9975
Freundlich - 0,0129+ 0,0004 0,42 +0,03 0,9883

Sips 0,015 £ 0,001 40+0,9 0,9+0,1 0,9977
BET 0,0111 £0,0002 34%3 - 0,9961
Redlich-Peterson 0,0141 + 0,0003 48+0,7 0,97 £ 0,09 0,9975
Toth 0,014 £ 0,001 5+1 0,98+ 0,05 0,9975
80
[ ]
60
‘T"\

—

D 40

o
~~
@)

[ ]
20 4 ° Ni2+
— #=0,8743
O T T
0,0 02 0.4 06 038
C (mmol L™

FIGURA 3.35 — Linearizacdo, segundo o modelo de Langmuir, para sorgdo de Ni**

em material radicular lixiviado em meio KNO5 0,5 mol L.

Os valores de capacidade de sorcdo de Ni** nos dois meios avaliados
foram 0,011 + 0,002 mmol g" e 0,012 + 0,001 mmol g' para os meios KNO; e
H3;CCOONH,, respectivamente, sendo que o valor obtido experimentalmente para o
primeiro meio é condizente com q° calculado 0,0111+ 0,0002 mmol g empregando

o0 modelo que melhor se ajustou, BET.
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Apesar dos valores de capacidade de sorgao serem semelhantes, os
modelos que melhor descreveram os dados experimentais dos dois meios estudados
foram diferentes. Para o meio KNO3; o modelo mais adequado foi o BET, que
estende o de Langmuir para sorgdo em multicamadas, enquanto para o0 meio
H3;CCOONH,4 o melhor ajuste foi o de Langmuir, com sor¢do em monocamada em
sitios de sorcdo homogéneos. A FIGURA 3.36 apresenta as isotermas de sorgao de
Ni** para os dois meios estudados.

A partir das discussdes apresentadas, pode-se considerar que a
presenca do jon H3CCOOH n3do reduz a capacidade de sorcdo de Ni**, mas
interfere na forma de interacdo entre o ion e o biossorvente, provavelmente pela

formacao dos complexos apresentados na TABELA 3.12.

0,012

0,010

0,008

0,006 A

g (mmol L'1)

0,004 7 e H3CCOONHy

m  KNOg3
H3CCOONH4 modelo de Langmuir
—— KNO3 modelo BET

0,002

0,000

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
C (mmol L'1)
FIGURA 3.36 — Isotermas e modelos tedricos de melhor ajuste para a sorcéo de Ni**
a pH 6,5 nos meios KNO3 0,5 mol L' e H;CCOONH, 0,5 mol L™,

C) Estudos para AI**

Nos estudos para investigacao da influéncia do meio empregado sobre
a sorcdo de AI**, os valores obtidos para as constantes b e B, apresentados na
TABELA 3.15, para KNOj, nao diferiram dos obtidos para o estudo em meio
H3;CCOONH, (TABELA 3.10).
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Todos os valores de r? apresentados na TABELA 3.15 tiveram uma boa
correlagdo com a curva de dados experimentais. Contudo, somente os modelos de
Langmuir e Freundlich forneceram constantes com desvios inferiores a 10 %. Para
eliminar a duvida sobre qual modelo era mais adequado para descricdo dos dados
experimentais, tracou-se o grafico de linearizacéo da isoterma e o valor de r? obtido
para Langmuir foi 0,7383, descartando a possibilidade de atribuicdo do modelo. O
grafico de linearizagéo pela isoterma de Freundlich foi entdo tragado, confirmando a

descrigao dos dados experimentais por esse modelo (FIGURA 3.37).

TABELA 3.15 — Parametros teoricos obtidos através da aplicagcdo de modelos de
isotermas sobre os dados experimentais para a sorcdo de A** a pH 6,5 em meio
KNO3 0,5 mol L™.

Modelo q° (mmol g™) b (L mmol™) B r
Langmuir 0,38 £ 0,02 34+0,3 - 0,9916
Freundlich - 0,39+0,01 0,60+0,03 0,9917
Sips 0,34 + 0,04 4+1 1,1+0,1  0,9920
BET 0,150 + 0,005 12+2 - 0,9737
Redlich-Peterson 0,32 + 0,04 3,5+0,3 1,3+0,2 0,9927
Toth 0,46 + 0,04 24+04 1,2+¢0,1  0,9927
-0,6
-0,7 -
_0’8 .
-0,9 -
O
O) -1,0 A
o
1,1 1
_1’2 .
o o A*
1,3 1 r? =0,9912
'1,4 T T T T T
-1,6 -1,4 -1,2 -1,0 -0,8 -0,6 -0,4

log C
FIGURA 3.37 — Linearizacdo, segundo o modelo de Freundlich, para sor¢do de Al**

em material radicular lixiviado em meio KNO3 0,5 mol L.
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A FIGURA 3.38 apresenta as isotermas para os dois meios estudados,
evidenciando o perfil semelhante das mesmas sendo que, as capacidades de sor¢ao
determinadas experimentalmente foram: 0,472 + 0,003 mmol g" (HsCOOHNH,) e
0,44 + 0,02 mmol g (KNO3). O menor valor e o maior desvio para o meio KNO3 é
justificado pela dificuldade de manter o pH 6,5 da solucao e pela precipitagao parcial

do AP* na forma de AI(OH)s, ao longo do procedimento que tinha duragédo de 1 dia.

0,6
0,5 1
0""
‘_/\ 0’4 - "’
1 ‘I P
(@] =%
— I._-.—
(@) .
g 031 o
S >
N— ..
T 021 e CH3CCOONH,
._—O 5] KN03
® CH3CCOONH,4 modelo de Freundlich
ot1 & | KNO3 modelo de Freundlich
R
0,0 T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8
-1
C (mmol L)

FIGURA 3.38 — Isotermas e modelos tedricos de melhor ajuste para a sorcéo de Al**

a pH 6,5 nos meios KNO3 0,5 mol L' e H;CCOONH, 0,5 mol L™.
D) Estudos para Fe**

Nos estudos para Fe®*", o modelo de Freundlich ndo apresentou boa
correlacdo com os dados experimentais (TABELA 3.16) e, para o modelo de
Langmuir, a tentativa de linearizagéo da isoterma produziu um valor negativo para r
(-0,9921), o que leva a constatar que o modelo também n&o se ajusta aos dados
experimentais. Buscou-se, entdo, dentre os modelos apresentados na TABELA 3.16,
qual apresentou menores desvios para os valores das constantes calculadas. O
modelo Sips apresentou os menores desvios, sendo sugerido como representativo
dos dados experimentais. Infelizmente, ndo € possivel confirmar essa hipotese

através de linearizagdes deste modelo. Contudo, o valor de capacidade de sorgao
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experimental encontrado foi 1,354 + 0,006 mmol g'1 de Fe3+, correspondente ao
valor de q° fornecido pela equagdo Sips, 1,35+ 0,01 mmol g'1. Este valor foi
consideravelmente superior a capacidade de sor¢cdo obtida para o meio
H3CCOONHy, 0,116 + 0,004 mmol g™

Além deste fato, através das isotermas apresentadas da FIGURA 3.39,
€ possivel afirmar que o perfil de sor¢ao é diferente para os dois meios estudados, o
que pode ocorrer pela formacgédo do complexo FeCH;COO?*, que possui constante

termodinamica de formagéo relativamente alta (log K¢ = 3,88, a 20 °C).

TABELA 3.16 — Parametros teoricos obtidos através da aplicagcdo de modelos de

isotermas sobre os dados experimentais para a sorgdo de Fe** a pH 6,5 em meio

KNO3 0,5 mol L™.

Modelo q° (mmol g™) b (L mmol™) B r
Langmuir 0,27 £ 0,03 122 - 0,9956
Freundlich - 1+1 0,79 £0,04 0,9896

Sips 1,35+ 0,01 3414 0,15£0,01 0,9990
BET 0,21 +£0,02 13+2 - 0,9959
Redlich-Peterson 0,31 7+39 17 £ 349733 0,9911
Toth 052 5126 26 £ 349733 0,9911
0,16
0,14 -
0,12 A
e
1 0,10 4
(@)
6 0,08 4
£
é 0,06 -
o e H3CCOONHy4
0.04 7 @ KNO3
0.02 H3CCOONH4 modelo de Freundlich
’ —— KNO3 modelo Sips
0,00 T T T

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
C (mmol L'1)
FIGURA 3.39 — Isotermas e modelos tedricos de melhor ajuste para a sorgao de
Fe®* a pH 6,5 nos meios KNO3 0,5 mol L™ e HCCOONH, 0,5 mol L™,
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A ordem de sorc¢ao para o meio KNO3 apresentou inversdo em relagcao
ao meio H3CCOONHj,, sendo a seguinte: Fe** > AP** > Cu®* > Ni**. Sendo este fato
confirmado pelos valores de b apresentados nas TABELAS 3.13 a 3.16. A inverséo
pode estar relacionada a auséncia de competicao entre os sitios de sorcéo e os ions

complexantes, inexistentes no meio KNOs.

3.4.1.4.3 — Efeito do uso de solugao multielementar contendo ions Cu?, Ni%,

AP** e Fe** na sorcdo desses ions

Comparando-se os valores das capacidades de sorgao para os analitos
estudados no meio KNO3; em solugbes mono e multielementares apresentados na
TABELA 3.17 pode-se afirmar que a sor¢ado decresce para todos os ions, sugerindo
a competicdo entre os ions. Para os ions Cu?*, Ni** e AI** a reducdo da capacidade
de sorgao ficou entre 38 e 57 % enquanto para Fe** a reducdo foi de 98 %. Os
resultados observados sugerem a competigdo entre os ions presentes. As isotermas
comparativas entre solugbes mono e multielementar e meio KNO; estéo
apresentadas na FIGURA 4.40.

TABELA 3.17 — Capacidades maximas de sorcdo em mmol g para os analitos

estudados, em diferentes meios e solugdes mono e multielementares.

fon Meio KNO; Meio H;CCOONH,
monoelementar multielementar monoelementar multielementar
Ccu” 0,52+ 0,03 0,273 + 0,002 0,062 + 0,002 0,043 + 0,004
Ni?* 0,011 + 0,002 0,007 + 0,001 0,012 + 0,001 0,0032 + 0,002
AP 0,44 £ 0,02 0,189 + 0,002 0,472 + 0,003 0,78 £ 0,01

Fe** 1,354 + 0,006 0,020 + 0,001 0,116 + 0,004 0,212 + 0,001
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FIGURA 4.40 — Perfis comparativos para isotermas de sor¢ao obtidas com solugcdes

mono e multielementar em meio KNO3 0,5 mol L™!, n = 3.

Para o meio H;CCOONH, observa-se reducao da capacidade de

sorcdo para Ni?* e Cu®* no estudo multielementar. Em contrapartida, a sorgdo para

Fe®* e para A" é aumentada consideravelmente. Uma explicagdo para o acréscimo

na sorcao desses ions em meio multielementar pode estar relacionada a possivel

ocorréncia de sorgdo em multicamadas, ou ainda interagdes laterais com o

biossorvente ou com os outros analitos sorvidos, o que explicaria o perfil das

isotermas apresentadas na FIGURA 4.41. Este perfil € mencionado por BRAGA

(2001) para situagdes onde ha uma interacgao lateral atrativa.
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FIGURA 4.41 — Perfis comparativos para isotermas de sor¢ao obtidas com solucdes

mono e multielementar em meio H;CCOONH, 0,5 mol L™, n = 3.

Foram realizadas tentativas de explicacdo dos dados experimentais

obtidos para o experimentos multielementares através do emprego dos modelos das

isotermas de Langmuir e Sips estendidas. Contudo, ambos os modelos foram

ineficazes para representar os perfis das isotermas obtidas a partir dos resultados

experimentais.

3.4.1.4.4 — Dessorcgao de Cu, Ni, Al e Fe nos diferentes meios estudados

Os resultados apresentados na TABELA 3.18 indicam diferentes

comportamentos para a dessor¢cao dos elementos nos meios estudados. No estudos

monoelementares, maior eficiéncia de dessorcao foi observada para todos analitos
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em meio KNOs quando comparado ao meio H3;CCOONH,. Em estudos
multielementares, observou-se comportamento inverso. Pelos baixos desvios
observados, esse comportamento se repetiu para todas as replicatas e
aparentemente estaria relacionado as diferentes capacidades de sorgao

apresentadas para cada meio.

TABELA 3.18 — Teores (%) de Cu, Ni, Al e Fe dessorvidos para os diferentes meios

em relagao aos teores sorvidos, n=3.

Al Fe Cu Ni
Monoelementar KNO; 108+3 105+19 27,1+09 1,62+0,09
Monoelementar H;CCOONH, 14 + 1 277 6,2+0,2 1,2+0,2
Multielementar KNO, 12+ 0,1 13+2 0411003 04102
Multielementar H;CCOONH, 91+3 611 16 + 2 28+0,2

As dificuldades de dessorcdo de Al e Fe para o meio H3;CCOONH;,
monoelementar pode estar associada a forma de sorcao, representada pelo modelo
de Freundlich, que assume que n&o ha associagao ou dissociacdo de moléculas ou
ions apos serem sorvidos.

Pode-se observar que a dessorgao de Cu e Ni mostrou-se ineficiente
para todos os meios e solugdes sugerindo que o material poderia ser utilizado para o
tratamento de efluentes sem o retorno desses analitos para a solugdo, mesmo com a

acidificagao do meio.
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3.5 - Conclusoes

Nos estudos do emprego do material radicular de P. notatum como
biossorvente observou-se que o material previamente lixiviado com acido apresentou
melhor eficiéncia na sorgcdo dos ions metalicos em comparagdo ao material nao
lixiviado. O emprego de meios com caracteristicas diferentes, ou seja, complexante,
H3CCOONH,, e ndo complexante, KNOs, permitiu a observacdo da influéncia do
meio na sor¢cdo de ions metalicos. Em estudos monoelementares, para o meio

I** e Fe* obedeceram o modelo proposto por Freundlich, que

acetato, Cu®", A
considera sorcdo puramente fisica em sitios heterogéneos. Ja Ni** obedeceu ao
modelo proposto por Langmuir, que indica uma sorgdo em monocamadas em sitios
homogéneos. A seqiéncia de afinidade de sorg¢do para esse meio foi: APt > Fe* >
Cu?* > Ni**. Em meio nitrato a ordem de sorgdo foi alterada, Fe*" > Cu** > A" >
Ni?*, sendo possivel observar a influéncia da auséncia do ion H3CCOO', fato que
permitiu 0 aumento da capacidade de sorcédo de Cu®* e Fe**. O modelo proposto por
Freundlich permaneceu como predominante para a descricdo dos dados
experimentais, sendo que os ions Cu?* e AI** obedeceram a esse modelo no meio
citado.

Nos estudos multielementares, a capacidade de sorgdo em meio KNO3
decresceu para todos os analitos, sugerindo uma competigdo pelos sitios de sorgéo.
Por outro lado, em meio H3CCOONH,4 observou-se acréscimo da ordem de 2 vezes
na capacidade de sorgdo dos ions AI** e Fe*, evidenciado pelas suas isotermas,
cujo perfil sugere possiveis interagdes laterais.

O objetivo de empregar o material radicular de P. notatum para preé-
concentrar os metais presentes em baixas concentragdes na solugao digerida de seu
material foliar nao foi alcancado, pois, de uma maneira geral, o material radicular nao
possui as caracteristicas especificas de um bom biossorvente, que teriam a
capacidade de sorcédo elevada, da ordem de mg g'1 e a preferéncia por metais
presentes em baixas concentracbes na solugcdo, assim como uma eficiente

dessorgao, possibilitando a regeneracéo do material.
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4.1 — Revisao bibliografica

411 - Caracteristicas do sistema radicular de plantas da familia das

Poaceae

As raizes das plantas sdo na verdade um sistema complexo de
absorcao, dessorgdo e transporte de agua e ions. S&o trés sistemas de tecidos
presentes nas raizes que podem ser facilmente distinguidos: a epiderme ou sistema
dérmico, o cértex ou sistema fundamental e os tecidos vasculares ou sistema
vascular. A epiderme das raizes novas ou de nutricdo é responsavel pela absorcao
de agua e sais minerais. Essas raizes se espalham nas camadas mais superficiais
do solo, com maior disponibilidade de nutrientes, sendo sua extirpagao fator limitante
na sobrevivéncia das plantas (RAVEN et al, 1996).

Nas plantas monocotiledéneas como as espécies do género Paspalum,
a raiz primaria tem vida curta e o sistema radicular é formado por raizes adventicias
que se originam do caule. As raizes adventicias, com suas raizes laterais, déo
origem a um sistema radicular fasciculado, onde nenhuma raiz € proeminente. A
FIGURA 4.1 apresenta esquematicamente uma raiz primaria com suas estruturas.

A presenga de pélos radiculares ou raizes de nutricdo, que sao
extensdes de células epidérmicas, contribui com o aumento da area superficial de
contato entre a raiz e a solugao do solo. Numa planta de centeio de quatro meses de
idade estimam-se 14 bilhndes de pélos radiculares, o que corresponde a uma area
superficial disponivel para absorcdo de 401 m?% A FIGURA 4.2 apresenta um
diagrama de distribuicdo das raizes de uma planta com sistema radicular do tipo
fasciculado, onde as raizes estdo envolvidas primariamente com a fixacdo e
absorgao de nutrientes. Esse sistema é correspondente ao existente nas plantas do

género Paspalum.
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FIGURA 4.1 — Diagrama ilustrando uma raiz primaria e suas estruturas. (RAVEN et
al, 1996).

FIGURA 4.2 — Diagrama apresentando o desenvolvimento relativo do sistema
radicular de plantas de aveia (Avena sativa), (a) 31, (b) 45 e (c) 80 dias apdés o

plantio.
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4.1.2 — Absorgao de nutrientes inorganicos

A absorgcdo de minerais pelas raizes se da através da passagem de
ions pela membrana plasmatica das células epidérmicas, onde ocorre 0 mecanismo
de selegdo dos minerais de interesse para o desenvolvimento das plantas. As
células epidérmicas sao recobertas por uma substancia mucilaginosa capaz de
estabelecer uma interacdo intima com as particulas do solo, influenciando na
disponibilidade de ions para manutencgéo da planta. A rizosfera, regidao formada pela
camada de solo presa a raiz pela mucilagem, € rica em micorrizas (fungos
micorrizicos que se associam aos sistemas radiculares das plantas), que sao
bactérias benéficas as plantas. A FIGURA 4.3 mostra micorrizas em associagdo com
as raizes, sendo mais adequado a referéncia ao “sistema radicular” das plantas e

nao somente “raizes”.

FIGURA 4.3 — Micrografia da presenga de endomicorrizas Glomus versiforme
(estruturas ovais, escuras) em associacdo com as raizes de alho porrd (Allium
porrum), (RAVEN et al, 1996).

Assim, o0 mecanismo de absorcao de nutrientes ndo se da apenas pelo

contato da raiz com a solugdo do solo, mas também ¢é bastante favorecido pelas
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micorrizas, cujas redes de hifas se estendem por varios centimetros além das raizes
colonizadas e que sdo especialmente importantes na absorgcdo e transferéncia de
fésforo e no aumento da absorgdo de zinco, magnésio e cobre, que sdo nutrientes
relativamente imdveis no solo e que se esgotam rapidamente nas regides préximas
aos pélos radiculares (RAVEN et al, 1996). Desta forma, pode-se chamar este
ambiente simbidtico de sistema radicular.

Devido aos nutrientes inorganicos estarem associados as
necessidades basicas das plantas, sua deficiéncia pode ser definitiva para sua
sobrevivéncia. A TABELA 4.1 Apresenta um resumo com alguns nutrientes

inorganicos e suas fungdes em plantas.

TABELA 4.1 — Fungdes de alguns nutrientes inorganicos em plantas (RAVEN et al,
1996).

Elemento Principal formaem Concentragao usual Fung¢des importantes

que é absorvido em plantas sadias em

matéria seca

Macronutrientes

C CO, ~44 Y% Composicdao de aminoacidos,

O H,O ou O, ~44 % proteinas, nucleotideos, acidos

H H,O ~6 % nucléicos, clorofilas e

N NO3 ou NH," 1-4 % coenzimas.

K K* 0,5-6 % Osmose, balango ibnico,
abertura e fechamento de
estdmatos, ativador de enzimas.

Ca ca* 0,2-3,5% Parede celular, cofator de

enzimas, permeabilidade da
membrana celular, atividades
enzimaticas

P H,PO, ou HPO,* 0,1-0,8 % Composicao do ATP e ADP,
fosfolipideos, &cidos nucléicos,
coenzimas essenciais.

Mg M92+ 0,1-0,8 % Parte da clorofila, ativador de
enzimas.

S S0,% 0,05-1 % Componente de aminoacidos e

proteinas e da coenzima A.
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Micronutrientes

Fe

Cl

Cu

Mn

Zn

Mo

Fe® ou Fe*' 25-300 ppm

cr 100-10000 ppm

Cu®* 4-30 ppm

Mn?* 15-800 ppm

Zn** 15-100 ppm

MoO,* 0,1-0,5 ppm

B(OH); ou (OH), 5-75 ppm

Sintese da clorofila, compde
citocromos e a nitrogenase.
Envolvido na osmose e balango
de ions, relagdo com a producao
de O..

Ativador e componente de
enzimas

Ativador de enzimas, necessario
na membrana do cloroplasto e
na liberagao do O, produzido.
Ativador e componente de
enzimas.

Fixacdo de nitrogénio e reducéo
do nitrato.

Influencia o uso do Ca?, sintese
de acidos nucléicos e integridade

da membrana.

Essenciais para algumas plantas e organismos

Na

Co

Na* Tragos

Co" Tragos

Balango osmético e idnico, pode
nao ser essencial para muitas
plantas, necessario para plantas
de desertos e mangues.

Necessario aos microorganismos
simbiodticos fixadores de

nitrogénio.

A composic¢ao inorganica das células das raizes é diferente do meio no

qual a planta se desenvolve. Segundo RAVEN et al. (1996), células de raiz de
ervilha apresentaram concentracdo de K' cerca de 75 vezes maior que a solucédo
nutritiva empregada para seu desenvolvimento. Este fato sugere que os nutrientes
inorganicos sao absorvidos pelas raizes através de transporte ativo e ndo por um
simples escoamento de ions, podendo ser secretados pelas plantas quando nao
forem de sua utilidade. Torna-se, assim, evidente a presenca de sitios ativos
destinados a absor¢cao de nutrientes nas raizes das plantas que, quando vivas,

podem exercer selegdo e controle dos nutrientes necessarios ao seu
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desenvolvimento. Contudo, este controle ndo é pleno, uma vez que esses sitios

podem permitir a introdugc&o de elementos nocivos as plantas (RAVEN et al., 1996).

4.1.3 — A parede celular das raizes

Segundo CARPITA (1996) e CARPITA & GIBEAUT (1993), as paredes
celulares de angiospermas dicotileddneas e monocotiledoneas diferem na sua
constituicdo quimica. Para as primeiras, a parede celular é definida como tipo I,
formada de porgdes iguais de celulose e xiloglucans (XyGs) com contribuigdes
menores de arabinoxilanos glucomanas e galacto-glucomanas. Estruturalmente essas
paredes sao repeticdes de uma unidade hepta-sacaridica. A diferengca das paredes
celulares das monocotileddéneas (tipo IlI) estd no fato de polimeros denominados
glucuronoarabinoxilanos (GAXs) serem os principais componentes entre as microfibras
de celulose. Estes polimeros se ligam a parede de celulose através de ligagdo de
hidrogénio.

A parede celular é subdividida em primaria (30 % de celulose, 30 % de
hemicelulose, 30 % de pectina e 10 % proteinas) e parede secundaria (50-80 % de
celulose, 5-30 % de hemicelulose e 15-35 % de lignina
(http://atlasveg.ib.usp.br/Indice/pace.html, 2004).

As substancias pécticas sdo ricas em acido galacturénico, ramnose,
arabinose e galactose. Sdo consideradas pectinas substancias poliméricas, onde o
acido galacturdnico encontra-se metil-esterificado e polissacarideos neutros, que
nao possuem acido galacturénico em suas cadeias mas encontram-se associados
as pectinas como as arabinanas, galactanas e arabinogalactanas (DEY et al., 1997).

Segundo REID (1997) e DEY, et al. (1997), as pectinas podem ser
extraidas com agua quente, agentes quelantes (e.g. EDTA, CDTA) ou acidos fracos
(e.g. oxalato de aménio), capazes de complexar Ca®" ou outros ions metalicos
divalentes.

Hemiceluloses s&o mais dificilmente removidas, requerendo o emprego
de solugbes fortemente concentradas de hidréxidos de sodio ou potassio. A
necessidade do emprego de solugbes alcalinas esta relacionada com as fortes
ligagbes de hidrogénio entre as hemiceluloses e as microfibras de celulose (DEY et
al., 1997).
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O residuo apds a extragdo das pectinas e hemiceluloses € rico em
celulose, constituida por uma sequéncia linear de D-glucose.

As paredes secundarias das células vegetais sdo altamente
lignificadas, compostos as ligninas compostos de dificil extragcdo, devendo ser
tratadas com HCI ou H,SO4 para a oxidagao dos anéis fendlicos, o que converte a
lignina em um derivado soluvel em agua. A TABELA 4.2 apresenta os principais
componentes de cada uma das fracbes formadoras das paredes primaria e
secundaria de células vegetais e a FIGURA 4.4 mostra uma representagéo

esquematica da parede celular primaria e dos polissacarideos constituintes.

TABELA 4.2 — Principais componentes das paredes primaria e secundaria de células
vegetais (REID, 1997 e DEY et al., 1997).

Componente Constituicao
Proteinas Extensina, proteinas ricas em arabinogalactanas e enzimas
Celulose Celulose (ligacao 3 1,4)
Pectinas Polissacarideos ramificados (precursores: ramnogalacturonanas |,

arabinanas, galactanas, arabinogalactanas, homogalacturanas e

ramnogalacturonanas II)

Hemicelulose Polissacarideos ramificados (precursores: xilanas, glucomanas,
galactomanas, glucoronomanas, xiloglucanas, calose (B-(1—3)

glucana); B-(1—3), B-(1—4) glucanas, arabinogalactanas Il

Lignina Polimero fendlico (precursores: coumaril, coniferil e sinaptil)

Porites de Ca’™
entre moléculas
de pectina
Maolécula da
pectina

Molicula do
hermicelulose

Mecrofbdias Extensina

de celuloss

FIGURA 4.4 — Representacdo da estrutura dos polissacarideos constituintes da
parede celular e localizagao desses constituintes na parede celular primaria (DEY et
al., 1997).
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Os constituintes citados na TABELA 4.2 sao formados por unidades
monomeéricas de acgucares. A TABELA 4.3 apresenta alguns nucleotideos de

acgucares que estao relacionados com a biossintese de pectinas e hemiceluloses.

TABELA 4.3 — Unidades de nucleotideos de acucares formadores de pectinas e
hemiceluloses (REID, 1997).

Nucleotideo precursor

Produto polissacarideo

GDP - Fucose Xiloglucano
GDP - Manose Glucomana, galactoglucomana
GDP - Glicose Glucomana

UDP - Arabinose

Arabinoxilano

UDP - Galactose

UDP - Acido galacturénico

Pectina, galactomana

Pectina

UDP —Glicose B(1—3)(1—4) glucano, calose, xiloglucano
UDP —Acido galacturdnico Glucuronoxilano
UDP - Xilose Xilanos, xiloglucano

Além das consideracdes a respeito da composicdo quimica das raizes,
MARSCHNER (1986) discute a presenga de poros na parede celular e nas
diferentes camadas formadoras das raizes, a epiderme (rizoderma) e o cértex de
plantas, que possuem didmetros muito maiores do que os ions de potassio e calcio
hidratados. Esse poros poderiam ser responsaveis por facilitar a sorcdo de
metais/ions metalicos por organismos vivos pela passagem livre através da parede
celular, alcangando a membrana. Alguns didmetros de poros estao apresentados na
TABELA 4 .4.

TABELA 4.4 — Diametros comparativos entre poros presentes nas raizes de milho e
ions hidratados, (adaptado de MARSCHNER, 1986).

Localizagado dos poros Diametro (nm)
Células da epiderme 500-3000
Células do cortex 100-200
Parede celular <50
K" hidratado 0,66
Ca** hidratado 0,82
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Considerando-se 0os mecanismos de sor¢do de metais/ions metalicos,
pode-se dizer que todos estédo relacionados com a composi¢cdo da parede celular das
raizes, seja pela presenga ou pela auséncia de sitios ativos tais como carboxilatos,
hidroxisulfato, tioéteres, tiol, imidazols, amino, amida, fosfatos e hidroxila (MADRID &
CAMARA, 1997). Desta forma, estudos do comportamento da parede celular de
plantas, bem como de sua composicdo organica e inorganica, tém sido alvo de
interesse de diferentes areas da ciéncia tais como botanica, farmacia e quimica, com
objetivos diversos.

ZEIER & SCHREIBER (1997) investigaram a ocorréncia e natureza dos
polimeros formadores da lignina e suberina da parede celular da hipoderme, da
endoderme (associadas a transporte de nutrientes para o interior das células) e de
células de vasos de xilema isolados da raiz de uma graminea monocotiledonea,
Clivia miniata. As partes analisadas foram submetidas a oxidacdo alcalina e as
unidades monomeéricas foram identificadas: G (guaiacil), S (siringil), G + S total,
razdo G/S e p-hidroxifenil. Apds tratamentos de derivatizagcdo empregando
reagentes diversos, foram identificadas diferentes unidades dimeras formadoras da
lignina e da suberina em cada uma das trés partes estudas da raiz. Os estudos
constataram que a lignina e a suberina apresentam fragcbes monoméricas e dimeras,
diferentes de acordo com a funcio do tecido dos quais sao formadoras. As analises
qualitativas foram realizadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massa (GC-MS) e as determinacdes quantitativas foram efetuadas por cromatografia
gasosa acoplada a detector com ionizagao por chama (GC-FID).

COIMBRA et al. (1996) realizaram o isolamento dos componentes da
parede celular de polpa de olivas, através de extracdo sequencial, para a analise de
acucares em cada uma das fragdes coletadas. Para a extracdo sequencial foram
empregadas solugdes como SDS, CDTA, Na,CO3; e KOH. Os acucares encontrados
foram raminose, fucose, arabinose, xilose, manose, galactose, glucose e acido
urénico.

VESK et al. (1999) realizaram estudos em raizes de aguapé
(Eichhornia crassipes) para localizagcdo de Cu, Zn, Pb e Fe. Para tanto submeteram
individuos dessa planta a diferentes gradientes de concentracdo dos analitos de
interesse. Segundo os autores, Cu, Zn e Pb foram encontrados principalmente no
interior das células, em concordancia com outros trabalhos descritos na literatura,

sendo sempre associados a elementos anidnicos como P e S. O ferro foi localizado
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na epiderme das raizes. Os autores destacam que a localizagdo diferenciada dos
metais nas raizes pode ser importante na determinagdo do quao bem um elemento
pode se ligar e se liberar no metabolismo das plantas.

CHANG et al. (1999) cultivaram células de Nicotiana tabacum L.
(tabaco) em meio com adi¢cao de Al e verificaram a acumulagao deste elemento nos
diferentes componentes da parede celular. Parte do material biolégico sofreu
digestdo enzimatica para obtencao de esferoplastos (células vegetais que sofreram
digestdo enzimatica para romper) e tiveram os componentes da parede celular
extraidos sequencialmente. Comparacdes entre os teores de Al e agucares contidos
nas células intactas, nos esferoplastos e nos componentes polissacarideos,
extraidos quimicamente das paredes celulares, foram realizados a partir de
resultados obtidos empregando-se GF AAS e cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC), respectivamente. As analises constataram maiores
concentracdes de Al nas fragdes cujo componente principal era a pectina.

Além da majoritaria presenca de acgucares, ainda se encontram, em
menores quantidades mas participando da estrutura da parede celular, aminoacidos
formadores de peptideos e proteinas (CASSAB & VARNER, 1988). Segundo
CASSAB & VARNER (1988), os primeiros relatos da presenga de proteinas na
parede celular datam de 1924, seguidos de TRIP et al. (1951), que identificaram os
aminoacidos serina, glicina e aspartico em paredes primarias de células de algodao.
As fungdes dos aminoacidos nas paredes celulares ainda estao sendo investigadas.
Porém, proteinas contendo hidroxiprolina sdo chamadas de extensinas por estarem
associadas a capacidade de extensao. Os aminoacidos podem estar sob forma de
glicopeptideos, que podem ser removidos por hidrolise alcalina.

ZABLACKIS et al. (1995) caracterizaram os polissacarideos da parede
celular das folhas de Arabidopsis thaliana. Foram realizadas analises de
aminoacidos no material de parede celular isolado, sendo detectada a presenca
predominante (acima de 7,7 mol %) de aspargina, glutamina, alanina, glicina e
leucina.

DEGENHARDT & GIMMLER (2000) investigaram a adaptacdo da
parede celular de raizes de milho a diferentes ambientes estressantes. Em seus
estudos realizaram o isolamento da parede celular das raizes de milho para a
analise de aminoacidos. Segundo os autores, a parede celular possue proteinas

estruturais e enzimas, sendo que as monocotiledéneas sio ricas em glicoproteinas
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formadas por dimeros de treonina-hidroxiprolina e histidina-hidroxiprolina. Foi
identificado que raizes cultivadas em meio a metais pesados apresentaram teores
de p-hidroxiprolina 3 vezes maiores que as plantas-controle. Os teores dos
aminoacidos treonina, prolina e histidina também aumentaram para as raizes de
plantas cultivadas em meio a metais, sendo a soma de aminoacidos totais maior
para essas amostras.

As discussdes apresentadas neste capitulo estdo relacionadas a
caracterizacao do biossorvente estudado, raizes de P. notatum, numa tentativa de
identificar os grupos funcionais disponiveis no material através da analise de
aminoacidos e agucares presentes em diferentes fracbes da parede celular do
material radicular. Para tanto foram investigados os aminoacidos e agucares e
determinados quantitativamente os teores de Al, Fe, Ni e Cu em cada fragao isolada.
Ainda com o objetivo de investigar o biossorvente foram realizados estudos de RMN
de 'H e titulagdo potenciométrica para a identificacédo de alteragdes na composigao
do material radicular devido a lixiviagdo acida e para a investigacdo de sitios de

sorcao ativos.
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4.2 — Materiais e métodos

4.2.1 — Reagentes e solugoes

Todos as vidrarias, ponteiras e copos do amostrador automatico
utilizados foram previamente desmineralizados em banhos de HNO3 10 % v v™' por
24 horas.

Todos os reagentes utilizados neste estudo foram de grau analitico e
as solugbes aquosas preparadas com agua destilada-desionizada purificada em
sistema Milli-Q® (18 MQcm, Millipore, EUA).

4.2.1.1 — Cultivo do material radicular jovem de P. notatum
Para o cultivo de material radicular jovem (coletado com 21 dias de
idade), foi preparada solugao nutritiva contendo macro e micronutrientes essenciais

nas proporcdes apresentadas na TABELA 4.5.

TABELA 4.5 — Solucdo nutriente para cultivo de P. notatum em canteiro de areia.

Macronutrientes (mmol L'1)

KNO3 5
Ca(NOs), 5
MgS0O,.7H,0 2
KH2PO4 1
FeNaEDTA 1
Micronutrientes  (mmol L'1)
H3BO; 4,65 x 107
MnCl2.4H,O 5,96 x 107
CuSO4 3,20 x 10”7

ZnS0,4.7H.0 7,65 x 107
Na;Mo004.2H,0 5,37 x 107
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4.2.1.2 - Titulagao potenciométrica

Para tilulacdo potenciométrica dos sitios de sorcdo do material
radicular foram preparadas solugcées de HNO3; e KOH nas concentragaoes 0,01; 0,1
e 0,5 mol L™. As solugdes de HNO; foram padronizadas com Na,COs previamente
seco em estufa por 24 h e as solugdes de KOH foram padronizadas com as solugdes
de HNOs. A forca idnica do meio foi fixada com solugéo de KNOs 0,5 mol L™,

4.2.1.3 - Isolamento e extragao sequencial dos componentes da parede celular

Para isolamento da parede celular foi empregada solugéo 0,05 mol L™
do tampao HEPES (N-[ 2-hidroxietil] pirazina-N’-[ 2-acido etanosulfénico] (Sigma,
Alemanha) a pH 7,0, contendo 2 mmol L™ de K;S,0s5 (Sigma, Alemanha). Essa
solugdo foi empregada como meio de estabilizagdo das células vegetais rompidas
durante o procedimento (CHANG et al., 1999). O pH da solugao foi ajustado com
KOH (Merck, Alemanha) em pastilhas. Para a lavagem e secagem do material de
parede celular isolado, foram empregadas solugdes de etanol:agua (4:1 vv™),
metanol:cloroférmico (1:1 v v'') e acetona.

Para a extracédo sequencial dos componentes da parede celular foram
empregadas as seguintes solugdes: SDS (dodecil sulfato de sédio) 0,05 mol L
(Sigma, Alemanha), CDTA (trans-1-2-diaminociclohexano-N,N,N’'N’-acido tetra
acético) 0,05 mol L' (Sigma-Aldrich, Alemanha) a pH 6,5, Na,COs; 0,05 mol L™
(Merck, Alemanha) e KOH 1,0 e 4,0 mol L™ (Merck, Alemanha).

4.2.1.4 — Determinagao de Cu, Ni, Al e Fe nos sobrenadantes e residuos do

procedimento de extragao sequencial dos componentes da parede celular

Os padrbes para construgao das curvas analiticas utilizadas para a
analise dos elementos quimicos de interesse por GF AAS (espectrometro de
absorcdo atbmica com atomizagédo eletrotérmica em forno de grafite) foram
preparados a partir de diluicbes apropriadas de solugdes estoque 1000 mg L
(Titrisol®, Merck, Alemanha).

Materiais de referéncia certificados folha de macéa e farelo de milho

(Apple leaves 1515 e Corn bran 8433; NIST, EUA) foram empregados para
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avaliagdo do procedimento estabelecido para a digestdo dos residuos obtidos a

partir da extragao sequencial dos componentes da parede celular.
4.2.1.5 — Determinagao de aminoacidos

Solugdo de HCI6mol L foi utilizada para a hidrdlise &cida dos
residuos do procedimento de extracdo sequencial dos componentes da parede
celular. Solugéo de borato de sédio foi utilizada pra a retomada das amostras.

Para a analise cromatografica de aminoacidos foi empregado um
sistema solvente ternario das solugdes A (composicao:15 % de fosfato de sddio
250 mmol L', 20 % de acido propidnico 250 mmol L™, 7 % de acetonitrila, 3 % de
dimetilsulféxido de sodio e 55 % de agua, pH 6,2), B (composicdo: 40 % de
acetonitrila, 33 % de metanol, 7 % de dimetilsulfoxido de sddio e 20 % de agua) e C
(composicdo: 25 % de sulfato de sédio 250 mmol L™, 20 % de acido propi6nico
250 mmol L™, 7 % de acetonitrila, 3 % de dimetilsulféxido e 45 % de agua, pH 5,5).

Curvas analiticas foram construidas a partir de padrées de 22
aminoacidos: Alanina (Ala), Arginina (Arg), Aspargina (Asn), Citosina (Cit), Cisteina
(Cys), Acido gamma-aminobutirico (GABA), Glutamina (GIn), Glutamato (Glu),
Glicina (Gly), Histidina (His), Isoleucina (lleu), Leucina (Leu), Lisina (Lys), Metionina
(Met), Ornitina (Orn), Fenilalanina (Phe), Serina (Ser), Treonina (Thr), Triptofano
(Try), Tirosina (Tyr) e Valina (Val).

Metanol e acetonitrilo empregados como solventes foram Lichrosolyv,
padrées cromatograficos Merck (Alemanha) os demais reagentes Sigma

(Alemanha).
4.2.1.6 — Determinacgao de agucares

Para as hidrolises acidas foram empregados HCI e HySO4
concentrados (Merck, Alemanha) e solucdo de 100 g L™" de &cido trifluoroacético
(Aldrich, Alemanha). Nas hidrélises promovidas com H,SO, foi utilizado BaCO3
(Merck, Alemanha) para neutralizagdo do acido. As amostras hidrolisadas e secas

foram retomadas em acetonitrilo (Aldrich, Alemanha).
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Placas cromatograficas Kieselgur G, silica gel e celulose (Merck,
Alemanha), foram empregadas nos estudos preliminares de identificagcdo dos
acgucares presentes nas amostras hidrolisadas.

Os reagentes fosfato monossédico, butanol, acetona, etanol,
isopropanol, H,SO,4 concentrado, acido acético, acetato de sédio, acetato de etilo,
fosfato monosddico e aldeido anisico (Merck, Alemanha); metanol e acido fitalico
(Aldrich, Alemanha e acido amino-hipurico (Sigma, Alemanha), foram empregados
nos preparos das fases moveis e dos reveladores para as placas cromatograficas.

Foram utilizados nos estudos cromatograficos de agucares os padrdes:
D (+) Glucose (Sigma, Alemanha), L(+) Raminose (Fluka, Alemanha), D(+) Manose
(Fluka, Alemanha), D(-) Ribose (Merck, Alemanha), o-D(+) Glucose (Sigma,
Alemanha), D(-) Arabinose (Sigma, Alemanha), D(+) Xilose (Sigma, Alemanha), o-
L(-) Fucose (Sigma, Alemanha), D(+) Acido galacturénico (Fluka, Alemanha), D(+)
Galactose (Fluka, Alemanha), D(+) Glucose (Fluka, Alemanha), D(-) Frutose (Sigma,

Alemanha) e 2-Desoxi-D-Ribose (Sigma, Alemanha).

4.2.2 — Instrumentacgao

Para cominuicdo do material radicular foram utilizados moinhos de
facas TE 048 (Marconi, Brasil) e criogénico 6750 Freezer/Mill (Spex CertiPrep, EUA).

Analise de distribuicdo do tamanho de particula do material radicular de
P. notatum submetido a moagem criogénica foi realizada empregando um analisador
de distribuicdo granulométrica CILAS 1064, com faixa de 0,04 um - 5000 um/100
classes (Cilas, Francga).

A determinagcdo da area superficial foi realizada empregando-se
equipamento ASAP 2000 V2.04 (Micromeritics Instrument Corporation, EUA).

Micrografias de varredura eletronica do material radicular submetido ou
nao a lixiviagcdo acida foram adquiridas em equipamento DSM 960 (ZEISS,
Alemanha).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear RMN de 'H foram
obtidos em um equipamento de 9.4 Tesla (400 MHz para frequéncia do hidrogénio)
modelo AVANCE (BRUKER, Alemanha), equipado com uma sonda HR/MAS de 4

mm de didmetro interno, girando a 4 KHz.
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Um potencidmetro digital (Mettler Toledo, modelo 355, Inglaterra),
equipado com um eletrodo combinado foi usado para titulagdes potenciométricas
com o objetivo de investigar os sitios de sorgédo disponiveis no material radicular de
P. notatum.

O cultivo do material radicular jovem foi realizado em casa de
vegetacdo termostatizada com temperatura constante de 25 °C e periodo de 24
horas de luz.

Nos estudos do procedimento adequado para o isolamento da parede
celular foram empregados banho ultra-som (Sonics & Materials, USA), mixer Politron
PT2000 (Kinematica GMBH, Suica) e sonda ultra-som Vibracell VC-130 (Sonics &
Materials, USA), além do supra citado moinho criogénico.

Durante o procedimento de lavagem do material de parede celular
obtido foi utilizada centrifuga refrigerada Sorvall® RT 6000 B (GMI, USA).

Forno de microondas equipado com frascos fechados de PTFE
(politetrafluoretileno) modificado Multiwave (Anton Paar, Austria) foi empregado para
a digestado dos residuos provenientes do procedimento de extragdo sequencial dos
componentes da parede celular. Os teores de Al e Fe para amostras submetidas a
essa digestdo foram determinados por espectrometro de emissao otica (ICP OES)
Vista-AX, com visdo axial (Varian, Australia). As determina¢cdes de Ni e Cu foram
realizadas em um espectrometro de absorgéo atdémica (GF AAS) AA-800Z (Varian,
Australia), equipado com corretor de fundo com efeito Zeeman transversal,
aquecimento longitudinal e tubos de grafite recobertos piroliticamente.

Tentativa de analise de Al, Fe, Cu e Ni nos sobrenadantes obtidos no
procedimento de extragdo sequencial dos componentes da parede celular foi
realizada empregando-se espectrometro de absorgdo atdbmica com atomizacao
eletrotérmica em forno de grafite (GF AAS) AA100 (Perkin Elmer, EUA) equipado
com amostrador automatico AS-72 (Perkin Elmer, EUA) e tubos de grafite pirolitico
com plataforma de L’vov.

No preparo das amostras para a investigacdo de aminoacidos e
acucares nos residuos do estudo de extracdo sequencial dos componentes da
parede celular foram empregados estufa com passagem forgada de ar (Systec,
Alemanha) evaporador rotativo R-200 (Mec Sens, Suiga) e autoclave 5075 ELV
(Systec, Alemanha).
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Para a separacado cromatografica dos aminoacido foram empregados
pré-coluna de derivatizagcdo com o-fitalaldeido/2-mercaptoetanol (OPA/MECE) e
detector de fluorescéncia modelo 121 (Gilson, EUA) ajustado para a detecgédo das
linhas de emissao e excitagdo 340 e 410 nm. As concentragdes dos aminoacidos
foram determinadas por determinacao da area do pico.

A purificagdo prévia das amostras de agucares foi realizada em coluna
Chromabond C18, Ref.730 004 (Macherey-Nagel, EUA).

Para separagdo cromatografica de agucares foi empregado
equipamento para HPLC com injegcdo manual equipado com coluna Carbohydrate
Analysis 3,9 x 300 mm (Waters, Irlanda) e pré-coluna pbondapak™ NH, Guard-
Park™ (Waters, Irlanda) e detector de indice de refracdo modelo 131 (Gilson, EUA).

Para tratamento dos dados da titulacdo potenciométrica utilizou-se a
versdo demonstrativa do software SigmaPlot® e, para estudos de correlacdo entre

agucares, aminoacidos e metais empregou-se o software Statistica®.
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4.3 — Procedimento experimental

4.3.1 - Anadlise de tamanho de particula e de area superficial do material

radicular cominuido

As analises de distribuicdo do tamanho de particula do material
radicular de P. notatum submetido a moagem criogénica foram realizadas em agua,
sem agente dispersante.

Anadlise de area superficial foi realizada pelo método de adsorcio
gasosa BET (Brauner, Emmet e Teller), empregando cerca de 0,3 g de amostra,

nitrogénio (como gas de analise) e intervalo de equilibrio de 5 s.

4.3.2 — Micrografias de varredura eletréonica do material radicular cominuido

Amostras de material radicular lixiviado e n&o lixiviado (utilizadas nos
estudos de sorgdo, Capitulo 3), foram submetidas a aquisi¢do de imagens por
micrografia de varredura eletrdnica para verificar possiveis alteragbes apds os
diferentes tratamentos. Nesse procedimento, as amostras receberam recobrimento
com ouro para a analise fisica dos materiais e de grafite para a analise semi-

qualitativa de metais.

4.3.3 — Analises de RMN do material radicular lixiviado e nao lixiviado

Segundo DARNALL et al. (1986), os processos de lixiviagdo acida
empregados no condicionamento do biossorvente para favorecer a pré-concentragéao
também extraem compostos organicos e biomoléculas com capacidade de sorgao.
Com o objetivo de investigar essa extragao, efetuou-se analises de RMN do material
radicular ndo lixiviado e lixiviado.

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos & temperatura de 298K e
utilizando-se D,O/TSPA-d4 como solvente e referéncia interna, respectivamente.
Para o material ndo lixiviado foram obtidos 512 FIDs com uma janela espectral de
7062 Hz, tempo de aquisicdo de 2,32 s e um tempo de pré-saturagao do sinal do

HDO de 1.8 s. Os FIDs foram processados utilizando-se zero-filling e 1b=0,3. Para o
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material lixiviado os mesmos valores foram fixados a excecao do n° de FIDs, que foi
de 64.

4.3.4 - Titulagao potenciométrica dos sitios de sor¢cao do material radicular

Para a titulacdo potenciométrica foram preparadas suspensdes de
cerca de 25 mg de material radicular de P. notatum, lixiviado e nao lixiviado em forga
idnica fixada com KNOs; 0,5mol L' (50 mL de solugdo). As suspensdes foram
mantidas sob agitagdo constante e registrou-se o valor de pH inicial. As amostras
foram tituladas com solugdes previamente padronizadas de HNO3; com
concentragdes em torno de 0,01, 0,05 e 0,1 mol L™ até pH. Titulou-se também o
material, sob mesma for¢ca ibnica, com solu¢cdes padronizadas de KOH
(concentragdes aproximadas de 0,01, 0,05 e 0,1 mol L") até pH 12.

E importante salientar que o pH de equilibrio deve ser alcancado para
que ndo ocorram erros na reproducado da curva. Para tanto, deve-se estipular um
tempo minimo entre a adicdo do titulante e a medida do pH sendo, no procedimento
realizado, de 5 minutos. Para a obtencdo dos dados de titulacdo consistentes,
certificou-se que a mudanca de pH depois de cada adicdo do titulante né&o

excedesse 0,3 unidades.

4.3.5 — Investigacao dos componentes da parede celular de material radicular

jovem (coleta com 21 dias) e maduro (coleta com 120 dias)
4.3.5.1 — Cultivo e coleta do material radicular jovem

Para obtencdo de material de parede celular a partir de raizes jovens,
doze individuos de P. notatum foram cultivados em um canteiro de areia lavada,
recebendo solucdo nutritiva contendo macro e micronutrientes nas proporgcdes
apresentadas na TABELA 4.5. A solugao nutritiva foi ministrada uma vez por
semana, sendo distribuidos 25 mL para cada 1,5 kg de areia. O cultivo foi realizado
em estufa com temperatura controlada(25°C).

O material radicular foi coletado para estudo apds 21 dias de cultivo,
sendo podadas todas as raizes jovens. Apds a poda, o material radicular foi lavado

em agua corrente, agua destilada e agua destilada-desionizada. O material foi entao
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enxuto em papel toalha. A pesagem do material radicular (peso jovem) foi realizada
apo6s 20 min da coleta, para que a agua absorvida durante as lavagens né&o
influenciasse no peso final. Depois da determinagdo do peso jovem, o material
radicular foi cortado em partes inferiores a 0,5 cm, suspenso em solugcdo tampao
HEPES 0,05 mol L™ (pH 7,0), contendo 2 mmol L™ de K,S,0s, e congelado.

4.3.5.2 — Isolamento da parede celular

Foram testados quatro procedimentos para rompimento das células e
isolamento da parede celular do material radicular jovem do P. notatum, sendo o

acompanhamento do rompimento efetuado com auxilio de microscépio.

Procedimento 1: foi baseado no descrito por CHANG et al. (1999) para rompimento
de parede celular de material radicular de Nicotiana tabacum L. O material suspenso
em tampdo HEPES 0,05molL" (pH 7,0) contendo 2 mmolL" de K;S,0s foi
congelado e descongelado. O material foi submetido a ultra-som com poténcia
nominal de 35 W, em banho de gelo a 4 °C (35 ciclos de 6 min cada).

Procedimento 2: a suspensdo do material radicular congelado, descongelado e
mantido em banho de gelo a 4 °C foi submetida a sonda de ultra-som com poténcia
nominal de 100 W (15 ciclos de 2 s cada com amplitude de 60 GHz).

Procedimento 3: a amostra do material radicular foi congelada, descongelada e
mantida resfriada a 4 °C. A seguir, foi submetida a agao de um triturador (Politron)
para homogeneizagdo/rompimento da parede celular (3 ciclos de 10 s a rotagao de
4000 rpm).

Procedimento 4: o material radicular foi previamente congelado, descongelado e

submetido a moagem criogénica segundo o programa apresentado na TABELA 4.6.

TABELA 4.6 — Programa utilizado para rompimento da parede celular do material

radicular jovem por moagem criogénica.

Etapa Funcgao Tempo (min)
1 Pré-congelamento 2
2 Moagem 4

3 Resfriamento 3




Capitulo 4 — Investigacdo de constituintes da parede celular do material radicular 120

Apos os procedimentos testados para rompimento da parede celular,
as suspensdes foram centrifugadas a 2200 rpm por 10 min a 4 °C, o sobrenadante
contendo o conteudo celular foi descartado, e o residuo ressuspenso em agua
destilada-desionizada gelada. O procedimento de centrifugacdo e descarte do
sobrenadante foi repetido 3 vezes e o material de parede celular foi entdo lavado
seqliencialmente com etanol:agua (4:1 vv'), metanol:cloroférmio (1:1vv') e
acetona. As lavagens foram procedidas com adigdo de 4 aliquotas de 10 mL de
cada solugcdo, com etapas de centrifugagcdo a 2200 rpom por 5 min entre cada
lavagem. As lavagens com solventes tém o objetivo de auxiliar a secagem do
material promovida com a passagem de ar. Apds secagem, o material radicular foi
pesado para calculo do rendimento da produgao de parede celular.

Segundo CHANG et al. (1999), somente amostras de material radicular
jovem apresentariam éxito no estudo de extragdo sequiencial dos componentes da
parede celular. Contudo, nos estudos de sor¢cdo de ions metalicos foi empregado
material radicular coletado com 120 dias, sendo assim importante conhecer a
composi¢cao de aminoacidos e acgucares, bem como a localizacdo dos analitos que
apresentaram sorcdo na parede celular desse material. Desta forma, optou-se por
executar o procedimento de extragao sequencial também para o material lixiviado e
néo lixiviado empregados na sor¢cdo de ions metalicos. Para esses materiais, os
procedimentos de rompimento da parede celular ndo foram testados, uma vez que ja
se encontravam moidos em moinho criogénico, segundo o procedimento descrito no
item 3.3.2, e liofilizados. Esses materiais foram suspensos em tampao HEPES
0,05 mol L™ (pH 7,0) contendo 2 mmol L™ de K,S,0s, congelados, descongelados,
ressuspensos em agua, e secos com os solventes organicos de acordo com o

descrito para o material radicular jovem.
4.3.5.3 — Extragao seqiiencial dos componentes da parede celular
A extragao sequencial dos componentes da parede celular contou com

6 etapas que empregaram solugcbes e temperaturas diferentes. As etapas estéo
descritas na TABELA 4.7.
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TABELA 4.7 — Etapas de extracdo sequencial dos componentes da parede celular e
os principais componentes extraidos (CHANG et al., 1999).

Etapa Temperatura (°C) Tempo (h) Componente extraido
Rompimento da parede Conteudo celular

SDS 0,5 mol L™ 22 2 Proteina e compostos intracelulares
CDTA 0,5 mol L 22 6 Pectina (ligante soltvel)
Na,CO;0,5 mol L~ 1 12 Pectina
Na,CO;0,5 mol L~ 20 3 Pectina

KOH 1 mol L™ 20 2 Pectina e hemicelulose

KOH 4 mol L™ 20 2 Hemicelulose

Residuo Pectina, hemicelulose e celulose

Devido ao interesse de analisar Al, Fe, Ni e Cu, aminoacidos e
agucares em cada fragao, realizou-se todo o procedimento trés vezes e em triplicata.
Para estudos cujo objetivo era a analise de aminoacidos e agucares, foram
empregados 500 pug de material de parede celular, 60 uL de cada uma das solugdes
extratoras e 40 uL de agua destilada deionizada. Reservou-se para analise os
residuos finais de cada etapa e, para aminoacidos, também foram separados os
sobrenadantes. No procedimento cujo objetivo final era a determinacédo de metais,
as proporgdes entre massa e volume foram mantidas e empregou-se 1500 ug de
material de parede celular, 180 uL das solug¢des extratoras e 120 uL de agua,
reservando-se o sobrenadantes e os residuos de cada etapa. O fluxograma
apresentado na FIGURA 4.5 apresenta o procedimento para extracdo sequencial
dos componentes da parede celular que foi repetido 3 vezes para obtencédo de

amostras para a analise de agucares, aminoacidos e metais.

i il
esz| SDS sgs s=zg2| CDTA Na,CO Na,CO KOH KOH  5qq
000p=—>000 000p—"* —= [0y == 000y —=000p — [f
8 8 8 B 8 B 8 8 B B 8 B B B 8 8 8B 1C 888 20°C 8 88 1m0IL1 4m0|L1
000 800 } 0g0 800 il l i l il residuo
KOH 4 mol L'
i il i i
residuo residuo residuo residuo residuo
SDS CDTA Na,CO, 1°C Na,CO, 20°C KOH 1 mol L1

FIGURA 4.5 — Fluxograma apresentando o numero de amostras empregado para a
extragao sequencial dos componentes da parede celular e a sequéncia de reagentes
extratores.
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4.3.5.4 — Determinagao de Cu, Ni, Al e Fe nos sobrenadantes do procedimento

de extragao sequencial dos componentes da parede celular

Foram escolhidos para serem monitorados 4 analitos que
apresentaram sorcdo no emprego de material radicular de P. notatum como
biossorvente, Cu, Ni, Al e Fe. Seguindo-se o procedimento descrito por CHANG et
al. (1999), a primeira tentativa de determinagado de metais por GF AAS empregou os
sobrenadantes provenientes da extracdo sequencial. Para tanto, as curvas de
pirdlise e atomizagdo foram construidas empregando-se as temperaturas obtidas a
partir de estudos realizados com inje¢cdo de 15 uL de solugdes padrdo 5, 10 e
20 ug L' dos elementos Cu, Ni, Al e Fe, preparadas em cada um dos meios
extratores. As solucdes preparadas em meio Na,COj; foram acidificadas para evitar
precipitacao dos analitos de interesse.

A repetibilidade das medidas foi afetada para os meios SDS e Na;COs3,
provavelmente devido a dificuldade de amostragem para a primeira solugdo e a
elevada concentracdo salina do segundo meio.

Para os meios KOH 1 e 4 mol L™, nao foi possivel preparar as solugdes
analiticas para levantamento das curvas de pirdlise e atomizacdo. Neutralizagao
prévia da solugao foi realizada como tentativa de inibir a precipitagcao dos analitos na
forma de hidroxido. Assim, as solugcdes de hidroxido foram preparadas através de
titulagdes com HNOj3; concentrado para evitar diluigdes que promovessem diferentes
concentracdes entre os padrbes e a as amostras extraidas. Contudo, as solucdes
resultantes apresentaram-se altamente destrutivas ao forno de grafite, sendo estes
praticamente inutilizados apds cerca de 50 queimas. Este fato levou a inviabilidade
da determinagao dos analitos neste meio. Como alternativa as determinagdes foram
realizadas nos residuos, sendo os teores nos sobrenadantes removidos do material
radicular pelas solucdes extratoras em estudo determinados por diferenca. Para

tanto foi necessario realizar a digestao dos residuos.

4.3.5.5 — Determinagao de Cu, Ni, Al e Fe nos residuos do procedimento de

extragao seqiiencial dos componentes da parede celular

Os residuos obtidos a partir dos tratamentos com as diferentes

solucdes extratoras, por se apresentarem em massas relativamente pequenas
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(21500 ng), foram digeridos em recipientes em PTFE, FIGURA 4.6. Para avaliar a
melhor condicdo de digestdo para as amostras foram testadas 5 combinacgbes de
misturas oxidantes empregando HNO3 concentrado e H,0, 30 % v v'': A) 100 plL de
HNO3; B) 200 uL de HNO3; C) 100 uL de HNO3; +50 pL de H202; D) 75 uL de HNO;
+ 75 puL de HyO, e E) 200 uL de HNO3 +50 pL de H,0s.

Os procedimentos D e E apresentaram-se eficientes, resultando em
solugdes limpidas. Como havia a necessidade de se evitar maiores diluicbes das
amostras por desconhecimento dos teores dos analitos de interesse, optou-se por
empregar o procedimento D. A transferéncia do material para os recipientes de
PTFE foi realizada com os proprios reagentes oxidantes. Material de referéncia
certificado foi digerido sob as mesmas condi¢des dos residuos de material de parede
celular, para verificar a eficiéncia do procedimento.

ApoOs a transferéncia, os recipientes foram introduzidos nos frascos de
PTFE do microondas com cavidade que continha 2mL de agua destilada
desionizada. Como em sistemas de digestdo fechados ndo ha ebulicdo devido as
altas pressdes geradas no interior dos frascos, os 2 mL de agua foram adicionados
para a absorgédo de energia microondas excedente, ndo entrando em contato com o
interior dos recipientes que continham as amostras. A FIGURA 4.6 apresenta as
dimensdes do recipiente utilizado e o programa de aquecimento utilizado para a

digestao dos residuos esta descrito na TABELA 4.8.
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FIGURA 4.6 — (I) esquema do recipiente de amostras dentro do frasco do forno

microondas com cavidade, (ll) corte transversal do recipiente de amostras.
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TABELA 4.8 — Programa de aquecimento para digestdo de residuos do
procedimento de extracdo sequencial de componentes da parede celular

empregando forno de microondas Multiwave (Anton Paar), programa para 6

amostras.
Etapa Poténcia (W) Tempo (min) Intensidade de Ventilagao
1 250 3 1
2 0 2 1
3 400 4 1
4 650 10 2
Ventilagao 15 3

Apos digestdo, as amostras foram transferidas para frascos tipo
“‘ependorff’, previamente pesados, sendo os volumes ajustados com agua destilada
desionizada para aproximadamente 1 g de solugéo.

Dos elementos de interesse, Cu e Ni foram determinados por GF AAS,
sendo levantadas curvas de pirdlise e atomizagao introduzindo-se 15 uL de solugéo
padrdo de cada elemento nas concentragées 21 ugL™' e 30 pgL’ e linhas de
emissdo 324,8 e 232,0 nm, respectivamente. Os programas estabelecidos para

esses elementos estao descritos da TABELA 4.9.

TABELA 4.9 — Programas de aquecimento estabelecidos para determinagao de Cu e
Ni por GF AAS em meio acido (HNO3 0,14 mol L™") sem uso de modificador quimico.

Volume de solugéo: 15 L.

Etapa Temperatura°C Tempo (s) Fluxo de gas (L min") Leitura
Secagem 85 5,0 3,0 Nao
Secagem 90 40,0 3,0 Nao
Secagem 120 10,0 3,0 N&o

Pirdlise 1100 (Cu) 8,0 3,0 Nao

800 (Ni)
Atomizacéao 2400 (Cu) 3,1 0 Sim
2500 (Ni)

Limpeza

2500

2,0

3,0
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Aluminio e ferro foram determinados por ICP OES AX, operando em
condi¢cdes robustas, sendo os parametros operacionais apresentados na TABELA
4.10.

TABELA 4.10 - Parametros operacionais empregados para determinacgao de Al e Fe

por ICP OES com visao axial.

Parametros instrumentais ICP-OES
Visao Axial
Sistema Optico Echelle
Detector CCD (167-785 nm)
Poténcia (kW) 1,3
Vaz&o do gas do plasma (L min™) 15,0
Vaz&o do gas auxiliar (L min™) 1,5
Vazao do gas de nebulizacdo (L min™) 0,7
Cémara de nebulizacao Sturmam-Masters
Nebulizador V-groove
Vaz&o do fluxo da amostra (L min™) 0,80
Linhas de emissao (nm): Al (1) 396,152

Fe (1) 238,202

| e I, linhas de emissao atbmica e ibnica, respectivamente.

4.3.5.6 — Determinagdo de aminoacidos nas fragées da parede celular

A determinacdo de aminoacidos foi realizada nos sobrenadantes e
residuos recolhidos do procedimento de extracdo sequencial dos componentes da
parede celular para o material radicular lixiviado, n&o lixiviado e jovem.

Para as amostras de residuos foi necessaria uma hidrolise acida do
material com 1 mL de HCI 6 mol L' sob atmosfera de argénio. Para tanto, as
amostras de residuos foram transferidas para ampolas de vidro, empregando-se a
propria solugéo de HCI, e argbnio foi borbulhado através da solugdo por 3 min. As
ampolas foram imediatamente seladas em bico de Bunsen e submetidas a uma
temperatura de 130 °C por 24 h. Apos resfriamento, as ampolas foram abertas e as
amostras transferidas para baldes de fundo redondo e a solugdo evaporada em

evaporador rotativo operando a 40 °C para evitar desnaturacédo dos componentes
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das amostras. Foram realizadas adi¢cbes sequenciais de agua as amostras até que
todo o acido fosse evaporado. As amostras foram retomadas em 200 uL de tampéo
borato de sddio, pH 2,2.

A separagdo cromatografica foi realizada através da introdugdo das
amostras na coluna cromatografica, apdés microfiltragem, sob um fluxo de
2,5 mL min™ durante 45 min, empregando o sistema de solvente ternario, citado no
item 4.2.1.5, como fase movel.

As analises dos aminoacidos foram realizadas em detector de
fluorescéncia sob as linhas de excitacdo e emissdo 340 e 410 nm, apds a
derivatizacdo das amostras em uma pré-coluna com o-fitalaldeido/2-mercaptoetanol
(OPA/MCE), FIORINO et al., 1989. As determinacdes qualitativas e quantitativas dos
aminoacidos foram efetuadas por comparagdo com as areas de pico e tempos de
retencdo de curva analitica preparada com os 22 aminoacidos seguintes: Ala, Arg,
Asn, Asp, Cit, Cys, GABA, GIn, Glu,Gly, His, lleu, Leu, Lys, Met, Orn, Phe, Ser, Thr,
Try, Tyr, Val.

4.3.5.7 — Determinacgao de agucares nas fragées da parede celular

As amostras de parede celular de material radicular lixiviado, n&o
lixiviado e jovem foram submetidas a hidrolise em 3 diferentes meios.

Hidrdlise 1: O procedimento foi adaptado do descrito na Farmacopéia Portuguesa
VII (2002) para goma arabica. Cerca de 6,7 mg das amostras foram hidrélisados em
estufa por 22 h a 120°C, com 450 uL de uma solugdo de 100 gL’ de &cido
trifluoroacético e atmosfera inerte (Ar) em ampola de vidro selada em chama.
Hidrodlise 2: Testou-se procedimento descrito por DEGENHARD & GIMMIER (2000)
para aminoacidos, empregando HCI 6 mol L. Cerca de 6,7 mg de amostra foram
submetidas a hidrdlise a 130 °C por 24 h com 1 mL da solugdo acida, em ampolas
de vidro seladas em chama e atmosfera de Ar.

Apods as hidrélises com HCI e acido trifluoroacético, as amostras foram
centrifugadas e os sobrenadantes levados a secura em evaporador rotativo, a 40 °C,
em baldes de fundo redondo. Apds cada secagem, adicionou-se agua destilada
deionizada as amostras, que foram novamente secas. O processo se repetiu até que

todo o acido fosse eliminado, sendo monitorado com papel indicador de pH.
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Hidrolise 3: Um procedimento empregando H>SO, concentrado, descrito por
HATFIELD et al. (1994) foi também testado para a hidrolise de agucares. As
amostras, cerca de 6,7 g, foram solubilizadas com H,SO, concentrado a 30 °C por
60 min em atmosfera inerte de Ar. As amostras foram entdo diluidas com agua
destilada desionizada para obtengdo de concentracdo final 0,4 mol L™ de H.SO4 e
levadas a hidrélise secundaria em autoclave a 121 °C por 60 min. Apds a hidrdlise,
as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante neutralizado com BaCOs;. As
amostras foram entéo centrifugadas para remogéao do precipitado de BaSO,4 formado
e o0 sobrenadante foi levado a evaporador rotativo até secura.

Antes da separacdao cromatografica foi necessaria a purificacdo em
coluna Chromabond. A ativagdo do Chromabond foi realizada através de passagem
de 5 mL de agua (desgaseificada e microfiltrada) e 5 mL de acetonitrilo através da
coluna. Apds a ativagao, as amostras hidrolisadas e livres de solugao acida foram
solubilizadas em 2 mL de agua e 2 mL de acetonitrilo e percoladas através do
sistema. O eluato foi recolhido apos sucessivas lavagens do baldo da amostra com
as seguintes misturas: A) 2 mL agua + 2 mL acetonitrilo; B) 0,5 mL agua + 0,5 mL
acetonitrilo e C) 0,5 mL agua + 0,5 mL acetonitrilo. Apds recolhimento de todas as
fracOes passou-se através da coluna 2 mL de solugéo acetonitrilo a 50 %, que foi
acrescentado aos eluatos anteriores, perfazendo 12 mL de solugdo de amostra.
Essa solucgao foi concentrada em evaporador rotativo até eliminacdo dos solventes e
o residuo foi retomado em 100 uL de solugdo de acetonitrilo a 50%, microfiltrado e
analisado por cromatografia liquida em camada delgada (TLC) e HPLC.

Para avaliagdo preliminar dos acucares presentes nas amostras
hidrolizadas, prepararam-se 4 placas cromatograficas para TLC com diferentes fases
estacionarias.

1) Kieselgur G: Primeiramente a placa de Kieselgur foi impregnada com solugéo
de fosfato monosédico 16 g L' em uma camara de impregnacéo. A placa foi
seca, as amostras e padrdes aplicados e o desenvolvimento realizado em
uma cémara previamente impregnada com solugdo de 16 g L™ de fosfato
monosddico, butanol e acetona (1:4:5 v v'), que atuou como fase mével. A
fase mével foi desenvolvida por 10 cm, a placa foi seca com passagem de ar
qguente e novo desenvolvimento foi realizado pelo percurso de 15 cm. Como
revelador foi pulverizada a solugdo de acido amino-hipurico preparada

dissolvendo-se 3 g acido fitalico e 0,3 g de acido amino-hipurico em alcool,
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sendo o volume final completado com o mesmo solvente para 100 mL. A
placa foi aquecida a 110 °C por 5 min para revelago.

2) Kieselgur G tampao acetato: A placa de Kieselgur G foi impregnada com
solugdo 0,02 mol L™ de acetado de sddio. Apds impregnacao a placa foi seca
por 30 min a 100 °C para eliminagdo da agua usada no preparo da solugédo de
acetato de sédio. As amostras e padrdes foram aplicados e o
desenvolvimento realizado em uma camara previamente saturada com
solucao fase moével preparada com 65 mL de acetato de etilo + 35 mL de uma
mistura de isopropanol e agua destilada (2:1) A fase mével foi desenvolvida
por 10 cm. Para revelacao foi pulverizada solugao preparada com 9 mL de
etanol + 0,5 mL de aldeido anisico + 0,5 mL de H>SO, concentrado e
aquecida a 100 °C por 5 min para revelagdo (RANDERATH, 1971).

3) Celulose: Como fase moével foi preparada solugdo adicionando-se na ordem
de escrita butanol-acido acético-agua (4:1:5). Apds o preparo, a solucao foi
deixada descansando até separacao das fases imisciveis. A fase aquosa foi
descartada e a fase organica mantida para uso como fase movel. Como
solugéo reveladora foi empregada solugao preparada dissolvendo-se 9,2 mL
de anilina com 16g de acido fitalico em 490 mL de butanol, 490 mL de etanol
e 20 mL de agua. A solucdo reveladora foi pulverizada e a placa levada a
aquecimento a 90 °C (HARBORNE, 1998).

4) Silica gel: O procedimento para preparo desta placa foi baseado no descrito
na Farmacopéia Portuguesa (2002). Como fase movel foi utilizada uma
mistura preparada a partir de solucdo de 16 gL' de fosfato monosédico,
butanol e acetona (1:4:5 v v™'). A placa foi desenvolvida até 10 cm, seca em
corrente de ar quente e desenvolvida novamente na mesma fase moével até
15 cm. A placa cromatografica foi seca ao ar, pulverizada com a solugao
reveladora e aquecida a 110°C por 10 min. A solugdo reveladora foi
preparada misturando-se os reagentes na seguinte ordem: 0,5 mL de aldeido
anisico com 10 mL de &cido acético, 85 mL de metanol e 5 mL de HySO,4
concentrado.

A injecao de replicatas de 20 uL das amostras foi finalmente realizada
na coluna cromatografica e os agucares analisados a partir da comparagao dos
tempos de retencdo e das area dos picos integradas obtidos para as amostras e

padrdes cromatograficos.
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4.4 - Resultados e discussao

4.41 - Anadlise de tamanho de particula e de area superficial do material

radicular moido

O tamanho de particula € um parametro a ser conhecido em estudos
de pré-concentracdo, pois esta diretamente relacionado com a area superficial
disponivel para a sor¢gado de analitos. O material radicular de P. notatum foi moido
uma ou duas vezes, com a utilizacdo do programa de moagem apresentado na
TABELA 3.1.

Apds uma moagem, 90 % das particulas apresentaram tamanho médio
menor que 202 um e 50 % menores que 53 um. Para o material submetido a duas
moagem, 90 % das particulas apresentaram didmetro menor que 182 um e 50 %
menor que 46 um, o que configura reducéo de 10 % a 13 % no tamanho das
particulas em relagédo a primeira moagem. Para os estudos de sorgéo foi empregado
somente material moido duas vezes. A FIGURA 4.7 apresenta a distribuigao
granulométrica para o material radicular moido duas vezes, que foi empregado no
estudos de capacidade de sor¢cdo e de investigacdo de constituintes da parede

celular do material radicular.
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FIGURA 4.7 — Distribuicdo de tamanho de particulas para material radicular de P.

notatum moido duas vezes em moinho criogénico.
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4.4.2 — Micrografias de varredura eletronica do material radicular cominuido

As FIGURAS 4.8 a 4.11 apresentam micrografias de varredura
eletrbnica (MEV) para amostras de material radicular de P. notatum. Nao houve
diferencga visual entre as amostras lixiviada e nao lixiviada com acido, por isso optou-

se por apresentar somente uma das amostras.

FIGURA 4.8 — Micrografia de varredura eletrbnica de material radicular de P.

notatum moida duas vezes, aumento de 1000 vezes.

Um outro fragmento apresenta a estrutura das paredes celulares
expostas, FIGURA 4.9, o que proporciona uma disponibilidade de sitios de sorgao
caracteristicos de substancias internas a raiz. Tratam-se de canais de conducgéo de
seiva bruta ou elaborada, que ndo sao bem distinguidos em raizes de gramineas.
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FIGURA 4.9 — Micrografia de varredura eletrénica com visdo das paredes celulares

das células vegetais, aumento de 1000 vezes.

A FIGURA 4.10 apresenta a ampliacdo da parede celular apresentada
na FIGURA 4.9, onde se visualiza microcanais de conexdo entre os canais de

conducao de seiva.

FIGURA 4.10 — Micrografia de varredura eletrénica da parede celular ampliada com

visdo de poros de comunicagao, aumento de 3000 vezes.

A FIGURA 4.11 apresenta estrutura intacta, diferente da raiz, que
provavelmente se trata de microorganismo convivente na raiz do P. notatum. A
presenga de microorganismos sugere que além dos sitios de sorgéo disponibilizados

pela raiz, podem estar disponibilizados sitios de sorgao presentes na estrutura
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celular de microorganismos. Com isso, a partir desta observagao, sugere-se referir-

se a raiz como material radicular.

FIGURA 4.11 — Micrografia de varredura eletrénica apresentando microorganismo

encontrado na amostra de raiz de P. notatum, aumento de 3000 vezes.

4.4.3 — Analises de RMN do material radicular lixiviado e nao lixiviado

Nas analises de RMN do material radicular pode-se observar
diferencas no espectro obtido para o material lixiviado e nao lixiviado. A FIGURA
4.12 apresenta os espectros para as duas amostras.

O espectro para o material lixiviado apresentou melhor resolugdo do
que o obtido para material ndo lixiviado. E certo que a razdo sinal ruido para o
segundo apresentou-se de menor qualidade, o que pode ter sido ocasionado pelos
préprios componentes do material nao lixiviado.

A melhor resolugdo para o material lixiviado pode estar associada a
possivel hidrélise dos agucares da amostra ocasionada pela solugdo acida de
lavagem (regiao 4 4,5 e 2,5 ppm), que deixaria desprotegidos os hidogénios ligados
a carbonos anoméricos, bem definidos nesse espectro entre e 6 5,5 e 4,5 ppm e
confusos para o material ndo lixiviado. Um outro fator que pode estar colaborando
com a melhor resolucdo seria uma possivel remogcao de compostos pela solugao
acida o que permitira uma visualizagdo menos “poluida” dos deslocamentos

quimicos.
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Também é visivel um pico na regiao de 6 2,5-2,0, mais intenso para o
material nado lixiviado, caracteristico de CHj; ligado a carbono insaturado, NH
(bastante desprotegido) e CHj ligado a carbono com grupo cetona. Devido aos
componentes conhecidamente presentes em raizes e devido ao processo de
lixiviagdo minimizar o sinal do referido pico, sugere-se uma maior probabilidade
deste ser proveniente ou de CHj ligado a carbono insaturado ou de NH, presente
nos aminoacidos constituintes do conteudo celular e que seriam eliminados pela
junto com a solugao acida.

O que pode ser afirmado é que o material radicular sofre alteragao em
sua composigao pela lavagem acida, o que pode afetar a capacidade de sorgéo de

ions metalicos.
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FIGURA 4.12 — Espectros Espectros de 'H RMN do material radicular de P. notatum

nao lixiviado e lixiviado para a regiao ¢ 5,4-1,5 ppm.
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4.4.4 - Titulagao potenciométrica dos sitios de sorcao do material radicular

A diversidade e a complexidade dos grupos funcionais organicos com
potencial ligante em materiais bissorventes € significantemente maior que para os
sitios ligantes em sdlidos puros como 6xidos metalicos e argilas. Devido a este fato,
€ enorme a dificuldade da caracterizagdo dos ligantes nesses materiais. Titulagdes
potenciométricas acido-base tem sido empregadas para ilustrar a natureza das
constantes de acidez (K,). A partir dos dados da variagdo do pH a cada volume de
titulante adicionado, pode-se inferir qualitativamente sobre o numero de constantes
de acidez e as caracteristicas das mesmas.

Contudo, a heterogeneidade quimica dos materiais biologicos dificulta
a interpretacdo das curvas de titulagao, tornando impossivel uma interpretacdo em
termos de um unico valor de pK; (NEDERLOF et al., 1993). Apesar de nao serem
determinados pKas bem definidos, faixas de acidez associadas a grupos funcionais
(tais como o fendlico e carboxilico) podem ser diferenciadas.

Pode-se buscar na literatura constantes encontradas no ajuste dos
dados que possam ser interpretadas como constantes de acidez médias,
representando classes de grupos funcionais. Tais faixas de acidez podem fornecer
informagdes importantes sobre a magnitude e afinidade dos sitios de complexagao
em relacdo aos ions hidrogénio e metalicos (WESTALL et al., 1995).

O modelo mais simples e menos satisfatério € o que trata o material
biossorvente como uma mistura de ligantes simples. Apesar da variedade de
modelos, a maioria deles pode representar o processo sob condigdes experimentais
unicas. Embora existam dificuldades na representacdo, a consideracdo da
ocorréncia de sitios monopréticos discretos multiplos na complexacao € satisfatéria
(WESTALL et al., 1995). Outras consideracbes como a distribuicdo gaussiana de
sitios, ou outras de natureza continua tém sido utilizadas, mas a quantidade de
parametros requeridos geralmente é numerosa, o que dificulta uma aplicagao pratica
(URE & DAVIDSON, 1995).

No presente trabalho, foi utilizada a otimizagdo né&o linear dos dados
experimentais baseada no método dos minimos quadrados originalmente utilizado
para a caracterizacdo de substancias humicas aquaticas (LEMOS & TAKIYAMA,
1999). Foi levada em consideragdo a existéncia de sitios monopréticos discretos

multiplos para a complexacéo.
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Determinacao das Constantes de Acidez:
Considerando-se a dissociagdo de um grupo acido do Paspalum, L:
HLi < H + Ly (1)

Onde HL4, H* e Ly representam o grupo éacido n&do dissociado, ion
hidrogénio e grupo acido dissociado. A constante de acidez do equilibrio
representado acima é dada por:

K, = [H[|]-|E_L]] @)

Assumindo que o material contenha n sitios de ligagdo de ions
metalicos principais, e tratando-se estes sitios como acidos fracos monopréticos
discretos, HL,, o consumo de H" por estes sitios pode ser expresso através da
equacao a seguir (HUANG et al., 1998):

z{C( +Ka“ T Fan HHOH']—[HW—[OH'IO +[H" 1o
AV=£ n= H'1+K,, [H'], +K,, )
C . c 10—16.6 _[H+ ]2 _ 10—16-6 _[H+]g
c [H+]2 +10—6.3[H+]+10—16.6 [H+]§ +10—6.3[H+]o +10—16.6

onde:
AV = volume cumulativo de acido/base adicionado (mL);
Vo = volume inicial da solugdo de MOD (mL);
C = concentracdo de solugdo de acido/base adicionada (mol L™);
Cn = concentragdo do n-ésimo sitio acido, Cn= [HL,] + [L] (mol L™);
C. = concentrac&o total de carbonato (mol L™);
Kan= constante de acidez de HL, (mol L™);
[OHo, [H'Jo = concentragdo inicial de hidroxilas e ions H* (mol L'1),
respectivamente;
103 = primeira constante de acidez (Ka1) do H,CO3;

107'%® = constante de acidez global (Ka1 x Ka2) do Ho.COs.

O primeiro termo dentro dos parénteses da equacgao 3 representa o
consumo dos ions hidrogénio pelo material considerando-se n sitios de

complexagao; o segundo, o consumo provocado pela agua; e o terceiro, 0 consumo
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pelas espécies de carbonato. Sendo assim, tendo-se a variagdo de pH como Unica
variavel dependente da equagao, procede-se uma regressdo nao-linear dos dados
obtidos até o ajuste dos mesmos a equagao retornando como resultados os valores
das constantes de acidez e concentragédo dos sitios ligantes (LEMOS & TAKYAMA,
1999).

A partir das curvas de titulagdo acido-base foram estimadas as
constantes de acidez e a concentracdo dos sitios acidos do material biossorvente
através de regressao nao linear dos dados utilizando a equagéo 3. Na regresséao, o
programa de tratamento de dados empregado buscou encontrar os coeficientes
(parametros) das variaveis independentes que melhor se ajustassem a equacéao 3 e
aos dados, buscando os valores dos parametros que minimizam a soma das
diferencas quadradas entre os valores observados e preditos da variavel
dependente. Esta condicdo é conhecida como convergéncia. Para efetuar o
tratamento dos dados com os calculos de regresséao linear estipulou-se, inicialmente,
que o material biossorvente poderia apresentar até seis sitios monoproticos
discretos (ZARA et al., 1998).

Na FIGURA 4.13 estdo apresentadas as curvas de titulagdo para o

material radicular n&o lixiviado e lixiviado. Estdo apresentadas somente duas

replicatas pois uma delas foi descartada.
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FIGURA 4.13 — Graficos das titulagdes potenciométricas das suspensdes do material

radicular nao lixiviado e lixiviado.
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Na TABELA 4.11 estdo apresentados os resultados obtidos com a
titulagdo em triplicata do material radicular ndo lixiviado e lixiviado, suas constantes
de acidez, os pKas, a concentragao de cada sitio acido e os desvios relacionados a
cada medida. Como citado anteriormente, foi testada de inicio a existéncia de 6
sitios de ligagcdo no material. Entretanto, os calculos sempre apontaram para a
presenca de 2 sitios para material lixiviado, os quais podem ser caracterizados como
um sitio fendlico (pKa 11,3) em maior proporgéo, seguido de um sitio amina (pKa
7,58).

Fica evidente, pelos resultados das titulagbes, que o tratamento de
lixiviagdo acida altera a composi¢gao do material radicular, confirmando o que foi

indicado pelos espectros de 'H RMN apresentados no item 4.4.3.

TABELA 4.11 — Resultados da caracterizagao dos sitios acido-base do material

radicular nao lixiviado e lixiviado por titulagao acido-base.

Concentragao de Sitios % de . i
Ka pKa . ] Tipo de sitio
(mol L™) sitios

Nao lixiviado

5,96 x 10 2,23 1,48 x 10°° 12,1 Carboxilico
2,45 x 1073 2,61 1,01 x 10°° 8,3 Carboxilico
5,45 x 10° 4,25 8,58 x 10 0,7 Carboxilico
6,71 x 10° 717 4,50 x 10" 37 Amina
1,33 x 10°° 8,88 271 x 107 0,2 Fendlico
9,79 x 1072 11,01 8,41 x 107 68,6 Fendlico
Lixiviado

9,66 x 107 8,01 3,21 x 10°* 40,7 Amina
5,90x 107 9,23 4,68 x 10 59,3 Fendlico

Os sitios encontrados no estudo de titulagdo para material lixiviado,
que apresentou sorgdes superiores ao material nao lixiviado (vide Capitulo 3), foram
amina e fonolico. Ambos os grupos funcionais sdo bases duras e estariam aptos a
sor¢cao dos analitos estudados.

A origem do grupo amina esta associada a grande variedade de
proteinas, glicoproteinas, também formadoras da parede celular, sendo que o

aumento de sua propor¢cao apos a lixiviagdo acida (TABELA 4.11) pode estar
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relacionada a clivagem de ligagcbes peptidicas pela solugdo de HNO3 (OLIVEIRA,
2001).

A contribuicdo do grupo fendlico esta associada a lignina. Algumas
células diferenciadas possuem lignina em sua composi¢gdo, que € um polimero
fendlico depositado nas paredes celulares apds a parada do crescimento da célula.
Esse polimero tem a fungdo de oferecer rigidez e resisténcia a parede celular,
sendo, também, uma barreira eficaz contra a penetragdo de nutrientes e organismos
patogénicos (OLIVEIRA, 2001). As células completamente lignificadas estdo mortas,
uma vez que a lignina, que é hidrofébica, substitui a agua na parede celular
(RAVEN, 1999).

Pela porcentagem de grupos fendlicos presentes no material lixiviado e

nao lixiviado, pode-se concluir que realmente se tratam de raizes envelhecidas.

4.4.5 - Investigagao dos componentes da parede celular de material radicular

jovem (coleta com 21 dias) e maduro (coleta com 120 dias)

4.4.5.1 — Isolamento da parede celular

De todos os procedimentos de isolamento de parede celular o que
apresentou mais eficiéncia, praticidade e menores possibilidades de perdas e
contaminagdes foi o que empregou moagem criogénica. Os tratamentos com
solvente para a secagem do material de parede celular podem acarretar em
contaminagdes com metais. Assim sugere-se o emprego de liofilizagdo para a
secagem do material, 0 que nédo provoca a degradacdo de seus componentes. O
rendimento de produgdo de material de parede celular a partir do material radicular
de P. notatum foide 5,7 + 0,2 % (mm™)

4.4.5.2 — Determinagcao de Cu, Ni, Al e Fe nos residuos do procedimento de

extragao seqiiencial dos componentes da parede celular

O procedimento proposto para a digestdo dos residuos da extragao
sequencial foi considerado viavel pela recuperagdao dos teores de materiais de
referéncia certificados, apesar dos pequenos volumes de amostra envolvidos, devido

a minima diluicdo da amostra. Os resultados estdo apresentados na TABELA 4.12.
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TABELA 4.12 — Teores certificados recuperados para materiais de referéncia
digeridos com o mesmo procedimento empregado para residuos da extragcéo

seqiencial (mg g™'), n = 3.

Farelo de milho Folha de maga

analito Valor certificado Valor encontrado Valor certificado Valor encontrado

Al 1,01 £ 0,55 0,89 + 0,08 286 +9 265+ 20
Fe 14,8+ 1,8 13,9+04 835 794
Cu 2,47 £ 0,40 2,50 £ 0,09 5,64 £0,24 58+0,1
Ni 0,158 + 0,054 0,16 = 0,02 0,91+0,12 1,02 + 0,02

Os graficos exibidos nas FIGURAS 4.14 a 4.17 apresentam os teores
de Cu, Ni, Al e Fe extraidos em cada fragdo da extragcdo sequencial para os
diferentes materiais radiculares (nao lixiviado, lixiviado e jovem).

Observa-se, na FIGURA 4.14, que a fragdo com predominancia de Cu
€ a do conteudo celular. Isso pode ser justificado por esse elemento ser um
micronutriente importante, que participa de varias agbes enzimaticas, estando
particularmente envolvido na sintese de proteinas (que ocorre no citoplasma),
metabolismo de carbohidratos e na fixacdo simbiotica de N pelas leguminosas.
(http://www.lancernet.com.br/devitte/dicas.htm).

Para o material ndo lixiviado e para o material jovem, as fragdes
associadas ao Cu sdo as mesmas: conteudo celular, SDS, CDTA e, em menor
quantidade, residuo. Os teores de Cu nao sao consideravelmente diferentes para
esses dois materiais e a pequena reducao do elemento na fragdo conteudo celular
do material n&o lixiviado pode ser explicada pela idade do material (>120 dias), o
que reduz o numero de células vivas. Assim, para o material nao lixiviado, o Cu
determinado estaria associado ao conteudo celular de células mortas que restou
aprisionado dentro das paredes, exposto apds o rompimento das membranas
celulares.

A fracdo SDS foi a segunda com maior teor de Cu por estar
relacionada com a remogao de proteinas e compostos intracelulares (CHANG et al.,
1999).

A auséncia de Cu nas fragdes obtidas a partir do material lixiviado pode

ser explicada pela remocgao desse elemento durante a lixiviagdo acida.
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FIGURA 4.14 — Cobre nas diferentes fracbes da extracdo sequencial dos
componentes da parede celular de material radicular n&o lixiviado, lixiviado e jovem,
n=3.

Para o Ni, os materiais n&o lixiviado e lixiviado apresentam teores
muito baixos, quando comparados com o material jovem (21 dias), FIGURA 4.15.
Observando-se as fragdes relacionadas com esse elemento para o material jovem
constata-se que esta presente em praticamente todas as fragdes, a excegcdo de KOH
1 mol L™ (relacionada a extragdo de alguns tipos de pectinas e hemicelulose),
diferentemente do Cu, que também & um ion divalente.

Como a maior participagao de Ni para o material jovem encontra-se no
residuo, formado principalmente de celulose, que tem fungdo estrutural, e esta
ausente na mesma fragao para os materiais colhidos com mais de 120 dias, pode-se
sugerir que no processo de envelhecimento a planta elimina o Ni para o solo ou

desloca esse analito para outras partes como folhas, caule, sementes ou estolao.
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FIGURA 4.15 — Niquel nas diferentes fracbes da extracdo sequencial dos

componentes da parede celular de material radicular n&o lixiviado, lixiviado e jovem,
n=3.

Nas analise de Al, apresentadas na FIGURA 4.16, observa-se um perfil
similar de distribuicdo do analito para o material nao lixiviado e lixiviado, o que
também se deve a esses materiais serem provenientes de plantas de mesma idade.
Contudo, devido a lixiviagdo acida, os teores de Al sdo reduzidos em todas as
fragbes onde predomina.

E interessante destacar que, para o material jovem, assim como para
os demais, a contribuicdo de Al na fragcado SDS é nula, contrariando os resultados da
mesma fragao para os demais materiais. Contudo, para esse material ha a presenca
consideravel de Al nas fragdes extraidas com Na,COs; 20 °C e KOH 4 mol L™
relacionadas a pectina e hemicelulose, respectivamente (CHANG et al., 1999).
Sugere-se que, assim como para o Ni, o Al seja realocado pela planta durante o

processo de envelhecimento.
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FIGURA 4.16 — Aluminio nas diferentes fracbes da extracdo sequencial dos
componentes da parede celular de material radicular n&o lixiviado, lixiviado e jovem,
n=3.

Ferro apresentou relacdo com a fracdo SDS desprezivel, quando
comparada a Al, também ion trivalente, estando praticamente todo contido no
residuo final das extragbes. A lixiviagdo acida nao promoveu uma remogao
consideravel de Fe, sendo perceptivel apenas redugdes do elemento nas fragdes
conteudo celular e SDS, FIGURA 4.17.

Contudo, para o material jovem, o Fe apresentou distribuigdo similar ao
Al, sugerindo uma disposi¢ao da planta para a alocagao desse analito nas mesma
fracbes da parede celular, 0 que nao acarreta em estarem associados aos mesmos
sitios de sorgéo.

Os maiores desvios observados para Al e Fe, principalmente para as
fragcbes com menores teores, pode ser explicada pela dificil extragdo desses analitos
que também podem estar associados a compostos silicatados em amostras vegetais
(WIETESKA et al., 1996; MALAVOLTA ,1980, MIYAZAWA et al., 1992).
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FIGURA 4.17 — Ferro nas diferentes fragdes da extracdo sequencial dos
componentes da parede celular de material radicular n&o lixiviado, lixiviado e jovem,
n=3.

4.4.5.3 — Correlagao dos aminoacidos presentes nas fragoes do procedimento

de extragao sequencial com Cu, Ni, Al e Fe

Dos 22 aminoacidos analisados, 15 foram encontrados em pelo menos
uma das amostras de material radicular de P. notatum e nas fragdes extraidas das
paredes celulares. A TABELA 4.13 apresenta os aminoacidos encontrados, suas

siglas, férmulas estruturais e os grupos funcionais presentes.
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TABELA 4.13 — Aminoacidos encontrados nas diferentes amostras de material

radicular.
Nome Sigla Férmula estrutural Grupos funcionais
o, H
- . C—C—CHy R-NH;"
Alanina Ala o e R-COO"
3
° R-NH;"
i iri C—CHy-CHy-CHz;—NH * = 3
Amino butirico GABA o 3 R-COO"
o H R-NH;"
Arginina Arg . G—C—CHy—CHy—CHa—NH—C—NH3 R-NH,
o MH* R-NH,
* R-COO
o, H o +
Aspartico Asp _C-C—CHp—C E-NH3_
o . ‘0 -CO0O
MHy
o, H R-NH,"
Fenilalanina Phe . C-C—CH, R-COO
A T Fendlico
o H A
- : mina
Glicina Gly cr'c C H+ Carbonila
NH;
°, o R-NHs"
ami C—CH—CHz CHz—C B
Glutéamico Glu ! ~CGHrGHE, R-COO"
o H  “HNT NH R-NH;"
T . "C—C—CH: / R-COO
Histidina His o s N NH
°. e R-NH;"
i C-CH—C Pl
Isoleucina lle o H . H— CHy;—CHjy R-COO"
MNHy
o, CH;, .
Leucina Leu C-CH—CH;—CH ;’ggé
o HHar CHy -
°; R-NH;"
isi | €~CH—CHy CHz—CHzCHa—NH;* -NH;
Lisina Lys o ke 7Lz 3 R-COO"
NH;
O, N
Ornitina Orn C~CH-CHz CHz CHa—NHy" R-NHj
o * R-COO
NH3
Q: H ©OH R-NH3+
Serina Ser .C-C—CH; R-COO’
O NHy' R-OH
o, H OH R-NH;"
Treonina Thr .C-C—CH-CH, R-COO
o NH3* R-OH
0. CH, N
. : R-NH
C-CH—CH 3
Valina Val : R-COO

o NH;* CH3
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Todos os aminoacidos apresentam o carbono, ao qual esta ligado o
grupo amino, assimétrico, o que possibilita a existéncia de enantdmeros, contudo em
proteinas somente estdo presentes L-aminoacidos. (RUSSEL, 1981).

Para investigar a correlacdo entre os metais e aminoacidos,
determinados nas amostras do fracionamento dos componentes da parede celular,
realizou-se estudos de correlagdo de Pearson (AYRES et al., 2000). Determinou-se
como amostras as diferentes fracdes obtidas na extracdo sequencial (conteudo
celular, sobrenadantes SDS, CDTA, Na,COs 1 °C, Na,COs 20 °C, KOH 1 mol L™,
KOH 4 mol L™ e residuo) e como varidveis os resultados obtidos para metais e
aminoacidos. As significancias das correlagbes foram determinadas para valores o >
0,05.

As FIGURAS 4.18 a 4.20 apresentam uma visao geral, qualitativa, da
distribuicdo proporcional de metais e aminoacidos nas diferentes fragdes
investigadas, para auxiliar na visualizacdo da auséncia ou da presenca de um
determinado aminoacido em uma fracdo especifica. Dessa forma, utilizou-se das
informagbes organizadas nessas figuras associadas aos dados de distribuicdo de
metais (item 4.4.5.2) e as correlagdes apresentadas nas TABELA 4.14 a 4.16.

Pela FIGURA 4.18, para as amostras obtidas a partir do material
radicular nao lixiviado, observa-se que Al esta presente em maiores quantidades nas
fragdes conteudo celular, SDS e residuo. E, a partir dos resultados apresentados na
TABELA 4.14, encontram-se os aminoacidos Arg e Val com correlagdo significativa
com o Al (0,83 e 0,75, respectivamente). Retornando a FIGURA 4.18, constata-se
que Arg esta presente exatamente nas mesmas fragdes que apresentaram teores
mais elevados de Al, assim como Val, que também foi encontrada na fragdo Na,CO3;
1 °C, a qual ndo apresentou o analito em questao.

Para Ni, os aminoacidos que apresentaram correlagdo significativa
foram Asp (0,73), Glu (0,73) e Gly (0,77), TABELA 4.14. Entretanto, ao observar a
FIGURA 4.18, nota-se que a relacdo entre as fragcbes da parede celular que
apresentara maiores teores de Ni e esses aminoacidos € estabelecida da seguinte
forma: A) contetido celular-Asp e Glu; B) KOH 4 mol L™-Asp, Glu e Gly e C) residuo-
Asp, Glu e Gly, podendo-se afirmar que o Ni presente no conteudo celular ndo esta
associado a Gly.

Ferro apresentou correlagcdo com 11 aminoacidos: His, Thr, Arg, Ala,

GABA, Val, Phe, lle, Leu, Orn e Lys para as amostras preparadas a partir do material
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nao liofilizado (TABELA 4.14). Observando-se a FIGURA 4.18, nota-se que para as
fragbes conteudo celular e residuos, todos esses aminiacidos estdo presentes.
Contudo, para a fragdo SDS encontram-se somente Arg, Ala e Val presentes e
correlacionados com a presencga de Fe.

E importante destacar que para todas as correlacdes discutidas os
valores foram sempre positivos, 0 que significa que o aumento dos teores dos metais
estdo diretamente relacionados com o aumento dos teores dos aminoacidos com os
quais estado correlacionados.

Cobre nado apresentou nenhuma correlagdo significativa com os
aminoacidos investigados, 0 que sugere que a sua presenca no conteudo celular

nao deve estar diretamente associada a proteinas e peptideos.
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TABELA 4.14 — Correlagdo metais x aminoacidos para material n&o lixiviado. Em negrito as correlagdes significativas.

Al Fe Cu Ni Asp Glu Ser His Gly Thr Arg Ala GABA Val Phe lle Leu Orn Lys
Al 1,00
Fe 0,88 1,00
Cu 0,09 0,01 1,00
Ni 0,12 0,15 0,13 1,00
Asp 0,38 0,60 -0,10 0,73 1,00
Glu 0,37 059 0,14 0,73 0,96 1,00
Ser 0,37 0,61 -0,25 0,67 0,98 0,90 1,00
His 0,58 0,799 046 0,28 0,62 0,74 0,55 1,00
Gly 0,18 0,34 -0,36 0,77 0,90 0,80 0,93 0,25 1,00
Thr 0,69 093 -0,14 0,22 0,73 0,69 0,76 0,80 0,49 1,00
Arg 0,83 0,88 047 0,24 052 062 045 092 0,17 0,76 1,00
Ala 0,57 0,81 -0,09 0,53 0,94 091 0,94 0,75 0,78 0,89 0,69 1,00
GABA 0,67 092 0,13 0,26 0,72 0,75 0,70 0,94 040 0,96 0,88 0,87 1,00
Val 0,75 096 0,00 0,17 0,67 0,67 0,69 0,86 040 098 0,85 086 0,97 1,00
Phe 0,68 092 0,09 026 0,73 0,75 0,71 092 042 0,97 0,86 0,88 1,00 0,98 1,00
lle 0,69 093 -0,03 024 o0,73 0,73 0,74 0,87 045 099 0,82 0,89 0,99 0,98 0,99 1,00
Leu 0,69 093 -0,14 0,22 0,73 0,69 0,76 0,80 049 1,00 0,76 0,89 0096 098 0,97 0,99 1,00
Orn 0,64 087 0,29 0,27 068 0,76 0,64 0,98 0,33 090 091 083 0,99 0,94 098 0,95 0,90 1,00
Lys 0,69 093 0,00 0,24 0,73 0,73 0,74 0,88 045 0,99 0,83 089 0,099 098 1,00 1,00 0,99 0,95 1,00
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Nos estudos para as amostras obtidas a partir de material radicular
lixiviado, resultados apresentados na FIGURA 4.19 e na TABELA 4.15, somente Fe
e Cu apresentaram algum tipo de correlagdo com aminacidos.

Para o Fe as correlagbes de Arg, Ala e Val com a fragdo SDS deixaram
de existir. Observa-se, ainda, correlacdo significativa apenas para His e Leu,
presentes somente nas fragdes conteudo celular e residuo o que, comparado com
os resultados do material ndo lixiviado, verifica-se a eliminacdo de 9 correlagdes,
associadas ao conteudo celular e ao residuo.

Os teores de Fe nas fragdes derivadas de material lixiviado foram
reduzidos, podendo-se inferir que, a solugdo acida promoveu a remocgado desse
elemento associado aos aminoacidos, que apresentaram correlagdo para a mesma
amostra antes do tratamento acido, sugerindo que o Fe remanescente nessa fragéo
estaria associado a outra classe de compostos, que n&do aminoacidos.

Para as fragdes conteudo celular e residuo a mesma justificativa é
valida, restando correlagcdo somente com His e Leu. Assim, o Fe lixiviado pela
solucao acida nessas fracdes estaria associado principalmente aos aminoacidos que
apresentaram correlagéo para a amostra nao lixiviada. Nota-se na FIGURA 4.17 que
a eliminacao de Fe foi mais acentuada para a fracdo conteudo celular, o que pode
estar relacionado com a lixiviagdo do citoplasma das células vegetais pela solugéo
acida, finalmente eliminado com o tratamento SDS, o que justificaria a né&o
correlagao de Fe com os aminoacidos presentes nesse meio.

Observa-se na TABELA 4.15 a ocorréncia de correlagao significativa
com aminoacidos para Cu para amostra lixiviada, a despeito da inexisténcia para
amostra nao lixiviada. Esse fato pode ser justificado pela amostra nao lixiviada
apresentar teores tdo elevados de Cu na fragao conteudo celular que tornou nao
significante possiveis correlagdes desse elemento com os aminoacidos presentes
em outras fragdes. Assim, com a lixiviagdo do Cu presente conteudo celular, os
teores remanescentes podem estar associados aos aminoacidos His e Leu,
presentes, principalmente, no residuo da extracéo sequencial.

Para o Al e o Ni, pode-se sugerir que a auséncia de correlagao para o
matarial lixiviado esta no fato dos teores desses elementos relacionados aos
aminacidos que apresentaram correlagdo para material ndo lixiviado terem sido
extraidos pela solugdo &acida ou pelos reagentes empregados na extragcéo

sequencial, por estarem mais disponiveis devido a agao do HNOs.
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Al Fe Cu Ni Asp Glu Ser His Gly Thr Arg Ala GABA Val Phe lle Leu Orn Lys
Al 1,00
Fe 0,50 1,00
Cu 0,30 0,94 1,00
Ni 0,21 066 061 1,00
Asp -0,03 0,02 0,00 -0,05 1,00
Glu -0,03 0,03 0,02 -0,04 1,00 1,00
Ser 0,08 0,22 0,18 0,11 0,98 0,98 1,00
His 043 097 092 068 0,27 0,19 0,38 1,00
Gly -0,04 -0,04 -0,05 -0,12 0,99 0,99 0,96 0,12 1,00
Thr 0,02 0,6 0,14 -0,03 0,97 0,97 0,97 0,27 0,95 1,00
Arg 0,02 0,27 0,15 -0,02 0,97 097 0,97 0,29 0,95 1,00 1,00
Ala 0,02 013 0,10 -0,03 0,99 0,99 0,99 0,28 0,98 0,98 0,98 1,00
GABA 003 0,18 0,16 -0,02 0,97 0,97 097 030 095 1,00 1,00 0,98 1,00
Val 0,10 0,23 0,19 -0,01 0,96 096 0,96 0,34 0,93 1,00 1,00 0,97 1,00 1,00
Phe 0,04 0,20 0,18 0,00 0,97 097 0,97 0,32 094 1,00 1,00 098 1,00 1,00 1,00
lle 0,02 0,16 0,43 -0,03 0,97 0,97 0,97 0,27 095 1,00 1,00 0,98 1,00 1,00 1,00 1,00
Leu 0,34 o082 o,77 051 057 059 0,73 090 052 067 068 066 068 0,71 0,70 0,67 1,00
Orn 0,13 040 037 0,45 091 092 096 0,52 0,88 097 097 095 0,97 0,98 0,98 0,97 0,84 1,00
Lys -0,16 0,33 0,24 0,09 040 040 047 037 0,35 049 049 049 050 049 050 049 0,51 0,54 1,00
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Para o material radicular jovem deve-se ressaltar o fato que ha a
presenca maciga de células vivas no inicio do procedimento de extracdo sequencial,
assim sua composicado € significativamente diversa dos materiais néo lixiviado e
lixiviado.

Para o Cu observou-se correlagcdo com His, TABELA 4.16, que esta
presente no conteudo celular e no residuo. Contudo, a maior concentragdo macica
de Cu na primeira fracdo denota a eliminagdo desse elemento no procedimento de
isolamento da parede, sugerindo uma associagdo desse analito com o0s
componentes citoplasmaticos da célula viva.

Quanto ao Ni, apresentam-se correlacionados aminoacidos diversos
dos identificados para o estudo com material ndo lixiviado. Assim, pode-se sugerir
que o material se relaciona de forma diferente com esse analito, enquanto ha
atuacao do metabolismo. Pela FIGURA 4.20, os aminoacidos Arg, Val, Phe e lle
estariam relacionados ao Ni presente no conteudo celular e ao residuo, enquanto Cit
se relacionaria somente a esse analito quando presente no residuo.

E importante destacar que os aminoacidos que apresentaram
correlagdo com os metais nos diversos materiais podem estar associados a cadeias
protéicas, peptideos e também a cadeias de glicossacarideos e glicoproteinas
(CASSAB & VARNER, 1988).

Todas as correlagdes significativas foram positivas, o que corresponde
a dizer que o aumento nos teores de um componente, conseqiientemente, colabora
para o acréscimo do outro.

As concentracbes dos aminoacidos em cada fragdo das diferentes

amostras de material radicular estdo apresentadas no ANEXO 1.
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FIGURA 4.20 — Proporc¢ao e distribuicdo de aminoacidos e metais determinados em

cada fragcao da parede celular de material radicular jovem.



Capitulo 4 — Investigacdo de constituintes da parede celular do material radicular 154
TABELA 4.16 — Correlagdo metais x aminoacidos para material radicular jovem. Em negrito as correlagdes significativas.
Al Fe Cu Ni Asp Glu Ser His Gly Thr Cit Arg Ala GABA Val Phe lle Leu Orn Lys
Al 1,00
Fe 0,98 1,00
Cu -0,14 -0,26 1,00
Ni 0,03 0,03 0,95 1,00
Asp 0,39 0,30 0,54 0,53 1,00
Glu 0,36 0,28 0,54 055 1,00 1,00
Ser 0,36 0,31 0,27 0,67 0,94 0,94 1,00
His 0,13 0,02 072 058 093 093 0,85 1,00
Gly 0,44 0,39 030 050 095 095 095 0,78 1,00
Thr 0,15 0,07 050 069 093 094 094 096 0,86 1,00
Cit 0,25 0,26 -0,15 0,79 062 064 085 0,5 0,70 0,76 1,00
Arg 0,14 0,06 059 0,72 092 093 091 098 081 099 0,70 1,00
Ala 0,35 0,28 041 066 097 098 099 091 095 096 0,78 0,94 1,00
GABA 0,16 0,07 058 067 093 095 091 098 083 099 0,70 1,00 095 1,00
Val 0,15 0,08 051 0,74 091 093 093 096 082 099 0,77 099 095 099 1,00
Phe 0,17 0,09 054 070 093 094 093 097 084 1,00 0,74 1,00 096 1,00 1,00 1,00
lle 0,18 0,10 050 0,71 092 094 094 096 084 1,00 0,77 099 096 099 1,00 1,00 1,00
Leu 0,21 0,15 035 0,77 089 090 096 090 0,84 098 0087 096 096 096 098 098 098 1,00
Orn 0,14 0,03 068 061 093 094 087 1,00 080 097 060 099 092 099 097 098 097 092 1,00
Lys -0,11 -0,16 0,33 0,30 048 048 049 058 039 056 038 057 050 059 056 058 058 055 0,58 1,00
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4.4.5.4 — Correlacao dos agucares presentes nas fragoes do procedimento de

extragao seqiiencial com Cu, Ni, Al e Fe

Dos procedimentos de hidrélise testados o que empregou acido
trifluoroacético apresentou-se mais eficiente para a clivagem das cadeias de
polissacarideos, o que foi observado pela separagcao dos agucares das amostras
tratadas com esse procedimento. Para as TLCs testadas, somente a que utilizou
placa de Kieselgur G impregnada com solugao de fosfato monosddico e solugao de
fosfato monosddico, butanol e acetona como fase modvel apresentou revelagéo
adequada para uma identificagdo qualitativa dos acucares. A FIGURA 4.21
apresenta uma fotografia da placa revelada com solugdo de acido amino-hipurico em

meio alcodlico.

FIGURA 4.21 — Placa de Kieselgur G com aplicagdes de amostras de material

radicular hidrolisadas e devidamente revelada.

Antes de discutir os resultados obtidos para agucares € importante
informar que as analises foram realizadas em somente uma replicata para cada
fracdo obtida a partir das diferentes amostras de material radicular, o que explica a
auséncia de discussao sobre as concentragdes nas diferentes fragdes.

De todos os acgucares analisados foram encontrados nas fracbes do
procedimento de extragdo sequencial xilose, frutose, manose, galactose, arabinose
e glucose, sendo este ultimo presente em todas as fragcbes para os 3 materiais

estudados e a frutose contida em todos os materiais.
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A TABELA 4.17 apresenta as formulas estruturais dos aclcares
encontrados nas amostras de material radicular, sendo que os grupos funcionais
disponiveis nos mondmeros sdo sempre os mesmos: hidroxila e oxigénio ligado ao

carbono anomérico.

TABELA 4.17 — Acucares encontrados nas diferentes amostras de material radicular.

Acucar Formula estrutural

C”) H OHOH

. ]
D-Arabinose ci:—c':—(i:—ci:—c:Hon
H OHH H

0
g n 7

D-xilose (i)—(f—C"“C“CHZOH

H H

)
D-Manose (?—(%—?—C —C—CH,0H

O

I |
D-Frutose OHH,C—C—C—C —<'3 —CH,0H
| I

D-Galactose C—clz—c—cl: —CI: —CH,0H

D-Glucose H=C~G~C ——?—“C!)ACHZOH

Analises de correlacdo de Pearson (AYRES et al, 2000) entre
acucares e metais foram realizadas, contudo somente foram observadas correlacdes
para o material radicular ndo lixiviado e lixiviado (colhidos com mais de 120 dias). As
TABELAS 4.18 e 4.20 apresentam as matrizes obtidas nesses estudos.

Para a amostra nao lixiviada, somente Cu apresentou correlagdo
significativa com a galactose. Para essa mesma amostra, Cu ndo apresentou
correlagdo nos estudos com aminoacidos, o que sugere que esse elemento esta
associado, principalmente, a substancias cujas fragbes monoméricas sejam

acucares.
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TABELA 4.18 — Correlagdo metais x agucares para material radicular n&o lixiviado.

Em negrito as correlagdes significativas.

Al Fe Cu Ni Xilose Glucose Frutose Galactose
Al 1,00
Fe 0,95 1,00
Cu 069 081 1,00
Ni 0,86 0,84 072 1,00
Xilose 0,02 -0,12 -025 021 1,00
Glucose 443 005 024 -017 029 1,00
Frutose 045 059 023 016 -034 -007 1,00
Galactose

0,45 046 -0,05 0,18 -0,37 -0,63 0,79 1,00

Para o material lixiviado, observa-se na TABELA 4.19, uma correlagao
negativa e significativa entre Al e frutose. Esse agucar é formador do dissacarideo
sacarose (0 mais comum), quando ligado a uma molécula de glicose (RUSSEL,
1981). A correlagao negativa indica que um aumento nos teores de frutose reduz a
concentracdo de Al no material. Assim, pode-se sugerir que a frutose nao esta

diretamente relacionada ao Al presente no material.

TABELA 4.19 — Correlacdo metais x acgucares para material radicular lixiviado. Em

negrito as correlacdes significativas.

Al Fe Cu Ni  Frutose Glucose
Al 1,00
Fe 0,81 1,00
Cu 0,73 0,96 1,00
Ni 0,91 093 0,87 1,00
Frutose -0,89 -0,49 -0,43 -0,65 1,0
Glucose -0,37 -0,39 -0,14 -0,31 0,3 1,0

Para amostras de material jovem tem-se correlagdes positivas e
significativas de Cu e Ni com a arabinose. Comparando-se os resultados dessa
amostra com os do material ndo-lixiviado, contata-se a auséncia da galactose e

presengca de arabinose para o material jovem. Possivelmente o envelhecimento
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celular, que esta associado as mudancas de funcao das raizes ao longo de sua vida

util, pode alterar a composigao dos agucares presentes no material.

TABELA 4.20 — Correlagdo metais x agucares para material radicular jovem. Em

negrito as correlagdes significativas.

Al Fe Cu Ni Frutose Glucose Arabinose

Al 1,00

Fe 0,87 1,00

Cu 0,62 0,76 1,00

Ni 0,68 0,81 0,98 1,00

Frutose 0,37 0,43 0,21 0,09 1,0

Glucose 0,41 0,51 0,34 0,22 1,0 1,0

Arabinose 0,42 0,54 0,91 0,93 -0,2 -0,1 1,0

4.4.5.5 — Aplicagcao da teoria de Pearson para inferir possiveis concordancias

sobre a correlagoes obtidas

Para os estudos de correlagdo de agucares e aminoacidos com metais
apresentaram-se uma séria de compostos com grupos funcionais OH, oxigénio

ligado a carbono anomérico, anel insaturado (His), amina e carbonila.

Assim, buscou-se utilizar a teoria de Pearson (COTTON &
WILKINSON, 1988), para sugerir os grupos funcionais onde os ions metalicos
estudados poderiam estar ligados. Note-se que aqui nao se trata de uma discussao
dos possiveis sitios de sor¢cao envolvidos nos estudos de pré-concentragdo, uma vez
que a correlacado obtida entre aminoacidos e agucares foi realizada com os teores

dessas substancias e dos analitos originalmente presentes no material radicular.

Segundo a teoria de Pearson, pode-se classificar os metais e grupos
ligantes em acidos ou bases duros e moles, existindo ainda aqueles que podem se
comportar como um ou outro. Essa classificagado é feita em termos de bases de
Lewis (doadores de par de elétrons) e acidos de Lewis (receptores de par de
elétrons). Assim, acido de Lewis + base Lewis = complexo. Para os analitos e grupos

ligantes encontrados no material temos a classificagao exibida na TABELA 4.21.
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TABELA 4.21 — Classificagdo de Pearson para os analitos e grupos ligantes
envolvidos nesse trabalho (COTTON & WILKINSON, 1988).

Analito ou grupo funcional Classificagao
AP Acido duro
Fe®* Acido duro
cu®* Acido intermediario
Ni%* Acido intermediario

R-COO’ Base dura
R-OH Base dura
R-NH3 Base dura
R-NH," Base dura
R-NH: Base dura

tH N/\N H Base intermediaria

Observadas essas relagbes poder-se-ia sugerir os ligantes aos quais
se complexariam cada analito. Assim, considerando-se somente 0s grupos
funcionais presentes nos aminoacidos e agucares que apresentaram correlagdo com
os ions metalicos estudados pode-se dizer que todos estdo aptos a ligagdo dos
mesmos, que podem estar em forma de complexos e sais soluveis e nao
necessariamente com cations.

Quanto aos sitios de sorg¢do, disponiveis para os analitos investigados
no CAPITULO 3 desse trabalho, pode-se dizer que todo grupo rico em elétrons
presente no material apresenta potencialidade para a retencdo para os ions
metalicos, uma vez que o modelo de sor¢ao que descreveu a maioria dos estudos foi
o de Freundlich, que considera somente interacdes fisicas entre o biossorvente e o
analito. A relagdao mais proxima para prever os sitios de sorcdo disponiveis para
biossorcao dos analitos foi fornecida pelos estudos de titulagdo potenciométrica,

discutidos no item 4.4 .4.
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4.5 - Conclusoes

Nos estudos de investigacdo dos constituintes da parede celular do
sistema radicular do P. notatum nao foram observadas diferencas fisicas para
amostras provenientes de material nao lixiviado e lixiviado. Contudo, diferengas
quimicas foram evidenciadas pelos estudos de 'H RMN, metais, aminoacidos e
acgucares.

O espectro de '"H RMN para o material lixiviado apresentou-se mais
definido, sugerindo a hidrélise de componentes da parede celular, tais como
agucares e aminoacidos. Ja os estudos de titulacdo potenciométrica desse material
apresentaram pKas relativos a dois sitios especificos de sorgdo, os grupos
funcionais amina e fendlico, com contribuicbes de 40,7 e 59,3 %, respectivamente.
Esses sitios foram atribuidos a compostos formadores de glicoproteinas e lignina,
presentes na parede celular.

Os estudos de analise de metais nas amostras de fracionamento da
parede celular constataram distribuigdo diferentes dos analitos investigados, Al, Fe,
Cu e Ni, tanto nas amostras com diferentes caracteristicas - 180 dias, lixiviada e ndo
lixiviada e jovem, com 21 dias desde o plantio; quanto nas fragdes obtidas da
extragdo sequencial dos componentes da parede celular. Cobre se mostrou
relacionado apenas ao conteudo celular, para todos os materiais. O material lixiviado
com acido apresentou teores consideravelmente menores dos 4 analitos estudados,
em todas as fragdes. Observou-se, para o material jovem, uma distribui¢cao distinta
dos analitos entre as fracbes, quando comparado ao material nao lixiviado,
sugerindo uma realocagao dos analitos ao longo do processo de envelhecimento.

Estudos de correlagdo de Pearson (AYRES et al., 2000) entre metais e
aminoacidos e metais e agucares presentes na parede celular apresentaram as
seguintes correlagdes:

1. Material ndo lixiviado: A) Al com Arg e Val; B) Fe com His, Thr, Arg, Ala,
GABA, Val, Phe, lle, Leu, Orn e Lys; C) Cu com galactose e, D) Ni com Asp,
Glu e Gly.

2. Material lixiviado: A) Al com frutose e, B) Fe com His e Leu

3. Material fresco: A) Cu com His e arabinose e, B) Ni com Arg, Val, Phe, lle, Cit

e arabinose.
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As correlagdes obtidas estdo coerentes com a classificacdo acido-base
de Pearson (COTTON & WILKINSON, 1988), uma vez que os grupos funcionais
disponiveis nos aminoacidos e agucares que apresentaram correlacdo positiva
podem complexar os metais estudados.

Os estudos realizados permitem a obtencao de informacgdes relevantes
do ponto de vista da fisiologia do P. notatum, sendo consideradas a capacidade de

sorcao e translocacao de nutrientes pela planta durante seu desenvolvimento.
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ANEXO 1




TABELA 1 — Teores de aminoacidos (mmol L) para amostras do procedimento de extracdo seqiiencial dos componentes da

parede celular provenientes de material radicular nao lixiviado, n = 3.

Aminoacido Conteudo celular SDS CDTA Na,COs3 Na;CO; KOH KOH residuo
1°C 20°C 1molL" 4 mollL"

Asp 4,54 + 0,01 1,6+0,2 16+02 1,76+02 187+0,2 44+0,2 11+ 1 13,3 0,2
Glu 4,2+0,2 - - - - 26+03 6,0+08 8,1+0,1
Ser 6,2+0,3 34+0,2 4,2+0,2 8+2 3,95+0,8 9+1 24 1 303
His 2,96 + 0,09 - - - - - - 43+0,5
Gly 1,6 £ 0,1 43+05 4,27+0,08 8+1 - 13,56+0,2 406 311
Thr - - - - - - - 10,1+ 0,1
Arg 3,39 £ 0,02 2,26 + 0,01 - - - - - 52+0,2
Ala 5,35+ 0,01 2805 3,6+0,6 - 57+0,7 11,0+£0,5 23,2+0,8
GABA 1,86 £ 0,08 - - - - - - 6,7+0,1
Val 2,83+0,05 2,13+0,7 - 24+01 - - - 16,4 £ 0,2
Phe 1,6 £0,1 - - - - - - 6,7 +0,1
lle 1,25+ 0,1 - - - - - - 10 + 1
Leu - - - - - - - 614
Orn 2,23 +0,02 - - - - - - 49+0,1
Lys 1,5+0,1 - - - - - - 10,1+ 0,1




TABELA 2 — Teores de aminoacidos (mmol L) para amostras do procedimento de extracdo seqiiencial dos componentes da

parede celular provenientes de material radicular lixiviado, n = 3.

Aminoacido Conteudo celular SDS CDTA Na;CO; Na;COs; KOH KOH residuo
1°C 20°C 1molL" 4 mollL"

Asp 26,5+0,2 1,88+0,09 1,7+0,1 20+01 16+0,1 51+03 6,6+0,7 92+0,3
Glu 22,7+0,7 - - - - 36+x06 42+04 73%0,2
Ser 29,8+0,2 470+0,07 3,7+03 52+03 41+01 79+02 10,1+06 18%1
His 0,15+ 0,01 - - - - - - 2701
Gly 65+ 3 4,38+0,03 39+0,2 1,9+0,2 - 16+ 2 15+ 2 20 + 1
Thr 22 +1 - - - - - - 8,1+0,2
Arg 14 +1 - - - - - - 53+04
Ala 36,8 +0,5 281+0,06 1,3+0,2 3,7+0,4 - 73+06 6,3+04 16 £ 1
GABA 10,3+ 0,1 - - - - - - 4,0+0,2
Val 30,2+0,6 23+0,3 - - - - - 13,4+ 0,6
Phe 12,9+0,2 - - - - - - 54+0,2
lle 23,0+0/4 - - - - - - 84+04
Leu 34 +1 - - - - - - 654
Orn 8,1+0,3 - - - - - - 54+0,7
Lys 11,7+ 0,1 - - 18 £ 1 - - - 11,2+ 0,5




TABELA 3 — Teores de aminoacidos (mmol L) para amostras do procedimento de extracdo seqiiencial dos componentes da

parede celular provenientes de material radicular jovem, n = 3,

Aminoacido Conteudo celular SDS CDTA Na,COs3 Na,COs3 KOH KOH residuo
1°C 20°C 1molL" 4 mollL”

Asp 32+2 1,5+0,1 1,6+0,7 25+02 16+01 7,806 16 + 1 3313
Glu 22 +1 - - - - 45+04 91203 23,1+0,6
Ser 42+ 5 42+0,2 39+0,2 6,85+0,08 4,2+0,5 172 23+ 1 756
His 12,0+ 0,4 - - - - - - 9,36 + 0,08
Gly 53+2 2,41+ 0,06 - 6,3+0,5 - 311 42+ 5 775
Thr 23,604 - - - - 3,13+ 0,08 - 30,504
Cit - - - - - - - 8,34 + 0,02
Arg 17,1+ 0,1 20+0,1 - - - - - 19+ 1
Ala 45+ 3 22+04 233+0,08 2,7+0,2 - 10+ 1 20+ 2 65 +4
GABA 13,0+0,2 - - - - - - 14 £+ 1
Val 32+ 1 25+0,3 25+04 - - - - 43 +£2
Phe 14,2+ 0,5 - - - - - - 17,4+ 0,7
lle 23,8+0,8 - - - - - - 31,8+0,9
Leu 50+4 - - - - - - 9317
Orn 4,88 £ 0,09 - - - - - - 4,32+ 0,03
Lys 11,1+0,2 - - 16+ 2 - - - 11,2+ 0,8




