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Resumo

Os metais sdo dispersos com facilidade nos ambientes e podem ser bioconcentrados
nos tecidos de diversos organismos causando riscos a salude e a estabilidade do ecossistema
aquatico, mesmo em baixas concentracdes. Diversos trabalhos tém avaliado o uso de plantas
para fitorremediar contaminagbes ambientais causadas por metais, uma vez que elas tém
elevada capacidade de adsorver e acumular esses elementos. Neste trabalho foram avaliados o
crescimento e a fitorremediacdo de Salvinia minima e de Lemna valdiviana cultivadas em
diferentes concentracdes de Cd, Pb, Ni e Zn. Os crescimentos foram determinados através das
medidas das areas foliares por imagens fotograficas. Os cultivos foram realizados em sistema
de fluxo continuo (tempo de residéncia = 2 dias), em condi¢fes controladas de temperatura
(23°C) e fotoperiodo (12/12h; intensidade de radiacdo: 4,31x10™ pmol seg? cm?). As
concentracdes selecionadas foram 0,003 0,030 0,300 e 0,600 mg L™ de Cd; 0,020 0,200 e
0,400 mg L™ de Ni; 0,01 0,10 e 1,00 mg L™ de Pb e 0,10 1,00 10,0 100,0 e 1.000,0 mg L™ de
Zn. A selecdo dos metais baseou-se na dificuldade de remocdo utilizando métodos
convencionais e a selecdo das concentracdes baseou-se nos valores que sdo toxicos para seres
humanos e nos valores maximos permitidos pela legislacéo brasileira (BRASIL, 2011) para o
lancamento de efluentes. Ndo foram observados crescimentos de S. minima em concentragdes
de 0,300 mg L™ de Cd e 10,0 mg L™ de zn. L. valdiviana ndo apresentou crescimentos
quando cultivadas em concentragdes de 0,600 mg L™ de Cd; 0,10 e 1,00 mg L™ de Pb e em
concentracdes maiores que 100,0 mg L™ de Zn. Os individuos de S. minima bioacumularam
no maximo 0,803 mg g* de Cd; 0,677 mg g™ de Ni; 1,786 mg g™ de Pb e 10,464 mg g™* de
Zn. L. valdiviana bioacumulou no méximo 1,15 mg g™ de Cd; 0,045 mg g™ de Ni e 62,465
mg g™ de Zn. Os teores de metais nos tecidos das plantas aumentaram e os coeficientes de
crescimento diminuiram quando cultivadas em concentra¢fes progressivamente aumentadas
de Cd, Pb e Ni. Conclui-se que, dependendo da concentracdo, as duas espéecies de macrofitas
podem ser utilizadas para fitorremediar efluentes com metais e que S. minima é mais eficiente
na remocao de Ni, Pb e Zn e L. valdiviana na remocédo de Cd. As concentracdes de Cd e Ni
permitidas pela legislacdo brasileira para o lancamento de efluentes sdo toxicas para as duas

espécies de macrofitas e a concentragdo permitida de Pb € toxica para Lemna valdiviana.
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Abstract

Metals are dispersed easily in environments and are bioconcentrated in tissues of many
organisms causing risks to the health and stability of aquatic ecosystems even at low
concentrations. The use of plants in phytoremediation has been evaluated in order to mitigate
environmental contamination since it has large capacity to adsorb and/or accumulate metals.
This study evaluated the growth and phytoremediation of Salvinia minima and Lemna
valdiviana grown in different concentrations of Cd, Pb, Ni and Zn. The growths were
determined through measurements of leaf area by photographic images. The cultures were
performed in a continuous flow (residence time = 2 days), under controlled temperature
(23 °C) and photoperiod (12/12h; radiation intensity: 4.31x10"® pmol sec™® cm™). The selected
concentrations were 0.003 0.030 0.300 and 0.600 mg L™ Cd; 0.020 0.200 and 0.400 mg L™
Ni; 0.01 0.10 and 1.00 mg L™ Pb and 0.10 1.00 10.0 100.0 and 1,000.0 mg L™ Zn. The metals
selection derived from the difficulty of its removal by conventional methods, and the selection
of concentrations was based on values toxic to humans and on the maximum values allowed
by Brazilian legislation for effluent discharge. None S. minima growth in concentrations of
0.300 mg L™ Cd and 10.0 mg L™ Zn were observed. L. valdiviana showed no growth when
cultured at concentrations of 0.600 mg L™ Cd; 0.10 and 1.00 mg L™ Pb; and greater than
100.0 mg L™ Zn. Individuals of S. minima bioaccumulated maximum 0.803 mg g™* Cd; 0.677
mg g™ Ni; 1.786 mg g Pb and 10.464 mg g™ Zn. L. valdiviana bioaccumulated maximum
1.15 mg g™ de Cd; 0.045 mg g* de Ni e 62.465 mg g™ de Zn. The metals content in plant
tissues increased and the growth coefficients decreased when progressively increased the Cd,
Pb and Ni concentrations. We conclude that, depending on the concentration, the two species
of macrophytes can be used to phytoremediate effluents with metals and S. minima is more
efficient on Ni, Pb and Zn removal and L. valdiviana on Cd removal. The Cd and Ni
concentrations allowed by Brazilian law were toxic for both species and the allowed Pb

concentration were toxic for Lemna valdiviana.
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1. Introducao

1.1 Enunciado do problema

O termo poluicdo pode ser definido como alteracbes nas condi¢des naturais de um
sistema, tanto por entrada de energia ou substancias (ART, 2001), de origem antropica, em
que ocorre a degradacdo das condi¢cdes naturais desse sistema, de forma que se torne

prejudicial a fauna, flora ou a satde do Homem (DAJOZ, 1983).

Entre os principais elementos que podem causar riscos a saude humana e aos
ecossistemas estdo 0s metais. Os metais possuem caracteristicas de se dispersarem
amplamente nos ambientes e se acumularem seletivamente em tecidos vegetais e animais,
apresentando potencial tdxico mesmo em baixos niveis de exposi¢do. As vias de exposicdo
aos metais sdo através do ar, do contato com a pele e da ingestdo de alimentos e dgua, sendo

que, a principal forma de exposicao é através da ingestdo (WHO, 2007).

Nas ultimas décadas, observaram-se aumentos das concentracfes de metais em diversas
areas e uma das origens da contaminacdo da agua sdo os efluentes industriais, domésticos e
agropecuérios (HUANG et al., 2005; SALT et al., 1995; WOOLHOUSE, 1983). No Brasil e
na maioria dos paises em desenvolvimento, a maior parte do esgoto é lancada sem tratamento
prévio nos cursos d’agua (TUNDISI; TUNDISI, 2008).

Entre as principais a¢fes para minimizar os impactos negativos que 0s recursos hidricos
brasileiro vém sofrendo esta a implantacdo de estaces de tratamento de esgoto. Essas devem
ser planejadas para devolver a agua utilizada pela populacdo nas mesmas condi¢des em que
foi retirada do ambiente. Atualmente, a legislacdo brasileira (BRASIL, 2011) exige que as
estacOes de tratamento de esgoto (ETE) mantenham as concentracdes de metais dos efluentes
abaixo dos valores maximos permitidos em resolucdo e assim estejam aptos a serem

devolvidos ao ambiente.

Para que concentragcOes baixas de metais sejam obtidas na estacdo de tratamento de
esgoto é comum o uso das seguintes técnicas quimicas: precipitagdo comum, precipitacdo
forcada, troca de ions e adsorcdo. Os processos de precipitacdo, que envolvem adicdo de
diversos elementos quimicos, geralmente sdo executados na fase secundéaria do tratamento de
esgotos (ECKENFELDER, 2000).

Entre as técnicas bioldgicas para remocdo de metais, o uso de plantas (fitorremediacgéo)

tem se apresentado como uma alternativa promissora (MOSHIRI, 1993). Quando as variaveis



abidticas, como a concentracdo de metais dissolvidos, encontram-se acima ou abaixo dos
limites de toleréncia para uma determinada espécie, impedem-na de alcangar plenamente seus
potenciais bioticos, diminuindo as suas taxas de crescimento (ODUM, 2012). Conhecer tais
fatores condicionantes é de extrema relevancia em estudos sobre producdo primaria de
macrofitas aquaticas. Em condigbes proximas aos limites de tolerancia, esses vegetais podem

realizar o processo fotossintético apenas o suficiente para sobrevivéncia (GOPAL, 1990).

As remocbes de metais através de wetlands (pantanos) e lagoas de cultivo geralmente
acontecem no tratamento terciario do esgoto, nesta fase ocorre remocdo significativa de
diversos elementos (SPERLING; CHERNICHARO, 2005). Nas ultimas décadas, diversos
trabalhos tém comprovado as eficiéncias das macrofitas aquaticas no tratamento de efluentes
(CASABIANCA, 1995; ENNABILI; ATER; RADOUX, 1998; FARAHBAKHSHAZAD;
MORRISON; SALATI FILHO, 2000; HENRY-SILVA, 2001; KARPISCAK et al., 1996;
MOSHIRI, 1993). Apesar de existirem diversos estudos sobre a utilizacdo de macrofitas
aquaticas como fitorremediadoras em estacdes de tratamento de esgoto, poucos consideraram
0 modelo matematico de crescimento das plantas diante de diferentes concentracdes de metais
e outros fatores abiodticos, como radiacdo luminosa, temperatura e disponibilidade de
nutrientes. Também ndo foram encontrados trabalhos que relatam a liberacdo de exsudados
como resposta da macrofita a concentrac@es toxicas de metais. Alguns estudos (JONES, 1998;
MUCHA et al., 2005) afirmam que exsudados de diferentes espécies de macrofitas (e.g.
Juncus maritimus) diminuem a dissolugcdo de metais como o Cd, Pb, Ni e Zn e, portanto,

afetam a dispersao destes no ambiente.

Modelos de crescimento de plantas sdo representacfes matematicas de processos
fisiolégicos associados ao metabolismo das plantas (BEST, 1990). Em geral, eles contém
elementos descritivos e de previsdo. Os elementos descritivos usualmente s&o equagdes
descrevendo um sistema existente e com base nessas equacOes é possivel a previsdo de
resultados e suas extrapolacbes. O grau com que as macrofitas influenciam os sistemas
aquaticos é proporcional a biomassa, depende da espécie e de fatores fisicos e quimicos do
ambiente (BIANCHINI JR. et al., 2010). Desse modo, 0s modelos tém se constituido em
importantes ferramentas para a compreensao de varios processos especificos de ecossistemas
aquaticos e, principalmente, para a elaboracdo de prognosticos sobre o comportamento desses
sistemas frente ao desenvolvimento e manutencdo de plantas aquaticas (THOMAZ; BINI,
2003).



Diante do exposto evidencia-se a importancia de estudos que abordem o
desenvolvimento de macrofitas, com o intuito de utiliza-las como extratoras de metais, e que
contemplem as variaveis bioticas e abidticas. A partir destes dados podem ser desenvolvidos
modelos matematicos que auxiliem gestores de estacOes de tratamento de esgoto a
identificarem qual a melhor espécie e quando estas devem ser utilizadas como ferramenta para

a reducdo da concentragdo de metais de efluentes liquidos.

Os procedimentos adotados neste trabalho assemelham-se a situagdo real de uma
estacdo de tratamento de efluentes na qual o sistema é mantido em fluxo continuo, passando
por lagoas de estabilizacdo e sedimentacdo (Gltima fase do tratamento), que eventualmente
poderiam ser utilizadas como wetlands para aumentar a eficiéncia e reduzir custos do sistema
de tratamento de esgoto. Além disso, tras informacdes sobre as variagGes dos coeficientes de
crescimento destes organismos de acordo com a concentracdo de metais no meio, dados
importantes para manejar corretamente as macroéfitas visando aumentar a eficiéncia no

tratamento de efluentes contaminados por metais.



1.2 Revisdo bibliografica

1.2.1 Principais formas de remoc¢ao de metais de efluentes
Em estacdes de tratamento de esgoto a precipitacdo quimica € a técnica mais utilizada
para a remocdo de metais. Geralmente eles sdo precipitados com hidroxidos até atingir o pH
de solubilidade minimo que varia para cada metal, como mostra a Figura 1. Os metais
também podem ser precipitados utilizando sulfeto e em alguns casos carbonato
(ECKENFELDER, 2000).
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Figura 1 - Solubilidades de metais na presenca de hidrdxido e sulfeto (fonte: ECKENFELDER, 2000).

Observando a Figura 1, nota-se que a técnica que utiliza sulfeto é mais eficaz na
remocdo de metais e que, utilizando esta técnica, a solubilidade dos metais diminui com o
aumento do pH. Os metais que atingem o ideal de precipitagdo em pH mais altos sdo os mais
dificeis e mais caros de serem removidos do sistema, pois exigem maiores quantidades de
reagentes. Entre os metais que apresentam menor eficiéncia, utilizando a técnica do sulfeto,
estdo o chumbo, cddmio, niquel e zinco (ECKENFELDER, 2000).



1.2.2 Fitorremedia¢ao por macroéfitas aquaticas

Macrofitas aquaticas sdo plantas e suas partes fotossintéticas ativas estdo
permanentemente ou por alguns meses do ano submersas ou flutuantes na superficie da agua
(COOK et al., 1974). Esse termo, macrdéfitas aquéticas, refere-se as formas macroscépicas de
vegetacdo aquética, englobando macroalgas, algumas espécies de musgos, pteridéfitas e
angiospermas (WETZEL, 2001). Com excec¢do das macroalgas, estes vegetais sdo originarios
de ambientes terrestres, se adaptaram e se especializaram ao ambiente aquatico, portanto,
possuem plasticidade de estruturas e de morfologias em relacdo as condi¢es ambientais a que
estdo sujeitas, sendo classificadas em cinco grupos ecoldgicos: as emergentes (emersas), as
com folhas flutuantes, as flutuantes, as submersas fixas e submersas livres (ESTEVES, 1998).
Sdo importantes componentes dos ecossistemas aquaticos, pois fazem parte do primeiro nivel
troéfico da cadeia alimentar, protegem as margens dos corpos d’agua, retiram o excesso de
substancias toxicas e elementos que tornam o ambiente eutrofico, retém o material carregado
pela erosdo dos ambientes terrestres, promovem heterogeneidade espacial e sazonal do
ambiente contribuindo para a maior biodiversidade do sistema aquatico (TUNDISI;
TUNDISI, 2008).

Nas Gltimas décadas, diversos trabalhos tém discutido a eficiéncia das macrofitas
aquaticas no tratamento de efluentes (CASABIANCA, 1995; ENNABILI; ATER; RADOUX,
1998; FARAHBAKHSHAZAD; MORRISON; SALATI FILHO, 2000; HENRY-SILVA,
2001; KARPISCAK et al., 1996), no biomonitoramento de areas eutrofizadas (HENRY -
SILVA; FERNANDO; CAMARGO, 2006; PETRUCIO; ESTEVES, 2000) e como
bioindicadoras de ecossistemas degradados por metais e pesticidas (KLUMP et al., 2002).

Teores elevados de metais foram encontrados em algumas macrofitas aquaticas,
indicando que esses organismos podem acumula-los (JONES; EATON; HARDWICK, 2000;
SAMECKA-CYMERMAN; KEMPERS, 2001). As raizes de diversas macrofitas, geralmente,
constituem o principal érgdo envolvido na absorgdo e, portanto, quase sempre, as maiores
concentragfes de metais sdo, também, encontradas nesta parte (GRANT et al., 1998;
OLIVEIRA et al., 2001).

O uso de plantas na extragdo de metais (fitorremediacéo) tem se apresentado como uma
alternativa promissora na recuperacdo de ecossistemas aquaticos e terrestres degradados pelo
acumulo de diversas substancias toxicas (CHANEY et al., 1997; MULLIGAN; YONG;
GIBBS, 2001; RASKIN; ENSLEY, 2000). A utilizagdo desta técnica pode ser uma maneira
de reduzir os impactos negativos ocasionados por atividades de producdo de energia,



mineragdo, agropecudrias, aquicultura e indastrias (GENSEMER; PLAYLE, 1999;
STOTTMEISTER et al., 2003).

THIEBAUT et al. (2010) concluiram que Elodea canadens, é uma boa alternativa para a
fitorremediacdo de ecossistemas aquaticos degradados pelo acimulo de Cr, Ni, Fe, Pb, Zn e
Cu. Azzola filiculoides (Lam.), quando exposta a diferentes concentracdes de cadmio, cobre,
niquel e zinco foi capaz de absorver e concentrar estes metais (KAY; HALLER; GARRARD,
1984). Outra macréfita aquatica, Eichhornia crassipes (Mart.), concentrou mais de 6 g kg™ de
cadmio e chumbo, e mais de 8 g kg' de cobre quando exposta em solugdes com
concentracdes de 5 mg L™ destes metais (SELA; GARTY; TEL-OR, 1989).

ZHU et al. (1999) também usando Eichhornia crassipes para o tratamento de &gua
contaminada com 10 mg L™ de cobre observaram a retirada desse metal da agua e a presenca
de 130 mg kg™ de cobre nas folhas e de 2.800 mg kg™ nas raizes das plantas. Lemna minor,
outra espécie flutuante, removeu 76% de chumbo e 82% de niquel de solugbes aquosas com
10 e 5 mg L™ destes metais, respectivamente (WANG; CUI; DONG, 2002). Em outros
estudos, a espécie flutuante Pistia stratiotes, apresentou taxas altas de colonizacéo,
reprodugdo, crescimento e grande capacidade de remover metais da coluna d’agua (AXTELL;
STERNBERG; CLAUSSEN, 2003; CARDWELL; HAWKER; GREENWAY, 2002;
DIRILGEN; DOGAN, 2002; KLUMP et al., 2002; MAINE; DUARTE; SUNE, 2001;
MIRETZKY; SARALEGUI; CIRELLI, 2004).



1.3 Metais e seus riscos a saude

Os metais constituem um grupo de elementos poluidores que apresentam ampla
dispersdo ambiental e tém sido extraidos e utilizados ha milénios. Sdo potencialmente toxicos
mesmo em niveis baixos de exposi¢do, pois alguns sdo acumulados seletivamente nos 6rgéos
de diversos animais e plantas. Mesmo aqueles essenciais a vida tém potencial de tornarem-se
nocivos em niveis muito elevados de exposic¢do, um principio basico da toxicologia - "a dose
faz o veneno”. Um reflexo dos riscos a exposicao de metais é indicado pela Agéncia Norte
Americana de Registro de Substancias Toxicas e Doencas (ATSDR). Esta agéncia
desenvolveu um ranking das substancias organicas e inorganicas que mais ameacam a saude
humana de acordo com a sua prevaléncia e severidade de sua toxicidade. De acordo com o
ranking de 2011 o primeiro, segundo, terceiro e sétimo colocados na lista de substancias que
mais ameacam a salde sdo os metais: arsénio, chumbo, mercurio e cadmio, respectivamente
(ATSDR, 2011).

1.3.1 Cadmio
O cadmio é o sétimo colocado na lista da ATSDR que apresenta maior risco a salde
humana e o terceiro metal mais dificil para remo¢do em uma ETE usando sulfeto e o segundo
usando hidroxido (ATSDR, 2011; ECKENFELDER, 2000). As principais fontes antrdpicas
de cadmio incluem a producdo de metais ndo ferrosos, a queima de combustiveis fésseis, a

incineracdo de residuos e a producdo de ferro, aco e cimento (WHO, 2007).

Os rins e 0s 0ss0s sdo 0s Orgdos alvos em relacdo a exposicdo. Os principais efeitos
cronicos devido ao Cd incluem aumento da excre¢do de proteinas de baixo peso molecular na
urina (como resultado de danos as células tubulares proximais) e aumento no risco de
osteoporose e cancer de pulmdo. A margem de seguranca entre a ingestdo diaria de cAdmio e
0 consumo que podem resultar em efeitos nocivos é muito estreita. A Organizagdo Mundial da
Sadde recomenda o valor maximo de 3 pug L™ de cadmio para 4gua potavel (WHO, 2008). No
Brasil a concentracdo maxima de c&dmio permitida para o lancamento de efluentes de
estacBes de tratamento de esgoto é 0,2 mg L™ (BRASIL, 2011).

A alimentacdo é a principal forma de exposic¢éo ao cadmio. O cadmio é acumulado nos
solos e em bacias hidrogréficas sob certas condigdes (e.g. pH, precipitacdo pluviométrica,
composicdo quimica do solo, atividades agricolas), aumentando o risco de exposi¢édo futura

por alimentos devido a biomagnificacdo. Tendo em vista a estreita margem de seguranca,



todos os esforcos devem ser feitos para reduzir as concentragdes de cadmio no ambiente
(WHO, 2007).

1.3.2 Chumbo
O chumbo é um elemento neurotoxico bem conhecido. Danos ao desenvolvimento
neural de criancas é o seu efeito mais critico. Em geral, a ingestdo de chumbo através de
alimentos e da agua sdo as principais rotas de exposicdo em adultos (GUSTAVSSON;
GERHARDSSON, 2005). Acumula-se no esqueleto, e sua mobilizagdo a partir dos 0ssos
durante a gravidez e lactagdo provoca a exposi¢do do feto e da crianga amamentada (WHO,
2007).

As principais fontes de emissGes antropogénicas de chumbo incluem a queima de
combustiveis fosseis, a producdo de metais ndo ferrosos e a producdo de ferro e aco
(PACYNA; PACYNA, 2001). Esse elemento é o segundo colocado na lista da ATSDR de
2011 e, portanto, apresenta grande risco a salude humana (ATSDR, 2011). O chumbo é
também o quarto metal mais dificil de remover de efluentes contaminados quando se utiliza
métodos quimicos convencionais, 0 que, consequentemente, aumenta também seu custo de
remocdo (ECKENFELDER, 2000).

No que diz respeito a agua potavel, a contaminacdo de reservatorios por chumbo é de
grande importancia. Essa contaminacdo pode ocorrer, por exemplo, de descargas industriais
ou de escoamentos de rodovias. Além disso, a agua potavel pode ser contaminada por canos
de chumbo, tubos de cobre soldados com chumbo, ou através de qualquer articulagdo ou parte
do sistema de distribuicdo e coleta de agua que contenham chumbo. A &agua doce, em
particular, tem grande potencial para a dissolugdo de chumbo. O nivel de contaminacdo por
chumbo, portanto, pode depender do tempo durante o qual a agua permanece na tubulagéo
(WHO, 2007).

O valor maximo de chumbo permitido para aguas potaveis no Brasil e na Europa é 5
ng L™ (BRASIL, 2004; EU, 1998). Entretanto, a Organizacdo Mundial da Salide recomenda
que o valor méximo seja 3 ug L™ (WHO, 2008). No Brasil a concentragio méxima permitida
de chumbo para o lancamento de efluentes é 0,5mgL™ de acordo com a resolugéo
CONAMA 430/11 (BRASIL, 2011).



1.3.3 Niquel

O niquel puro € um metal duro, branco prateado, que possui propriedades que o tornam
muito conveniente para combinar com outros metais para formar misturas chamadas ligas
(XAVIER, 2010). Essas ligas sdo usadas para fazer moedas, joias e na industria de confec¢do
de pecas como valvulas e trocadores de calor. H&4 também os compostos de niquel que sdo
combinados com diversos elementos, como cloro, enxofre e oxigénio; muitos desses
compostos sdo solUveis em agua e tem cor verde caracteristica; eles podem ser utilizados para
revestimentos, coloracdo de ceramicas, producéo de algumas baterias e como catalisadores de
reacOes quimicas (ATSDR, 2005a).

O niquel é o segundo colocado entre os metais de menor eficiéncia em remocéao
utilizando a técnica do sulfeto e o terceiro utilizando o hidroxido (ECKENFELDER, 2000).
Ocupa a 53? colocacdo na lista das substancias toxicas de maior risco a saude humana
(ATSDR, 2011).

As concentracfes de niquel nas aguas dos rios e lagos sdo normalmente baixas, 0s
corpos d’agua apresentam concentracdo média geralmente inferior a 10 pg L. Exposicoes a
niveis mais elevados de niquel na agua potavel podem ocorrer perto de industrias que
processam ou usam niquel. Efluentes de esgotos domésticos sdo as principais fontes
antropogénicas da contaminacao de rios por niquel (NRIAGU; PACYNA, 1988). Nos EUA,
as concentracGes de niquel nos efluentes de 203 estacBes de tratamento de esgoto municipais
(9461 observacdes) variaram de 2 a 111.400 pg L™, o valor médio foi de aproximadamente
300 pg L™* (MINEAR et al., 1981). A partir de um levantamento de efluentes de estacdes de
tratamento de esgotos, em Estocolmo, foi determinado que os esgotos de residéncias e de
empresas sdo responsaveis por 29% da contaminagdo de corregos por niquel. Outros 31% de
niquel nos cdrregos sdo adicionados na estagdo de tratamento de esgoto através do uso de
produtos quimicos para o tratamento da agua (SORME; LAGERKVIST, 2002).

Em geral, a principal fonte de exposic¢do ao niquel na populagéo € através de alimentos
contaminados; em média, sdo consumidos cerca de 170 pg de niquel diariamente por pessoa;
0 niquel é absorvido principalmente pelo estbmago e intestino através da alimentacdo;
acumula-se principalmente nos rins e é eliminado através da urina; doencas de pulmédo em
cdes e ratos e no estdbmago, sangue, figado, rins e no sistema imune de ratos e camundongos,
bem como em sua reproducéo e desenvolvimento tém sido relatadas como alguns dos efeitos
a alta exposicdo de niquel através da ingestdo de alimentos e dgua (ATSDR, 2011). Outros
estudos demonstraram que ocorreram reducdes significativas no peso corporal e do peso do
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figado de ratos expostos a 75 mg kg™ dia™ de sulfato de niquel em suas dietas; observou-se
também reducéo do peso corporal, aumento do peso do figado, e efeitos renais e pulmonares
adversos em cdes para doses de 62,5 mg Ni kg' dia® (ATSDR, 2005a). Diminuicdo da
mobilidade e do nimero de espermatozoides de ratos e anormalidades foram observadas em
1,9 mg Ni kg dia® (PANDEY; SRIVASTAVA, 2000; PANDEY et al., 1999) e diminuic&o
da fertilidade foi observada em estudos em que machos e fémeas de ratos foram expostos a
3,6 mg kg™dia™ de cloreto de niquel (KAKELA; KAKELA; HYVARINEN, 1999). No Brasil
a concentracdo maxima permitida de niquel em efluentes de esta¢des de tratamento de esgoto
é 2 mg L™ de acordo com a resolugio CONAMA 430/11 (BRASIL, 2011).

1.3.4 Zinco

O zinco € um dos elementos mais comuns na crosta da Terra; é encontrado no ar, solo e
agua e esté presente em todos os alimentos. O zinco metélico € utilizado em galvanizacGes e
quando misturado com outros metais formam ligas, como o latdo e o bronze. Este metal entra
no ambiente como resultado de processos naturais e principalmente atraves de atividades
humanas; niveis altos de zinco no ambiente sdo resultado de atividades como a mineracao,
purificacdo de zinco, chumbo, cadmio, producdo de aco, combustdo do carvdo e queima de
residuos (ATSDR, 2005b).

Utilizando a técnica de remocéao quimica por sulfeto o zinco € o que apresenta menor
eficiéncia de remocdo (ECKENFELDER, 2000). No ranking das substancias tdxicas de maior
risco a salde humana, elaborado pela ATSDR, o zinco ocupa a 742 colocacdo (ATSDR,
2011).

Os efluentes de indastrias quimicas que utilizam zinco e outros metais, esgotos
domeésticos, e a lixiviagdo de solos contendo zinco podem contaminar os rios. O uso de lodo
de esgotos e fertilizantes contribui para aumento dos niveis de zinco no solo (ATSDR,
2005b). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA) recomenda que 0s
niveis de 4gua potavel para o zinco ndo sejam superiores a 0,7 mg L™ (EPA, 2012). No Brasil
a concentracéo de zinco em efluentes de esgotos néo deve ser superior a 5 mg L™ (BRASIL,
2011).
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Em ratos, apés a exposicdo em longo prazo de doses baixas de compostos de zinco
(0,5-2,0 mg kg™ dia® Zn) observou-se diminuicdo na capacidade de absorcéo de cobre da
dieta; o sintoma mais evidente decorrente da diminuicao dos niveis de cobre no organismo ¢ a
anemia, manifestando-se pela diminuicdo do ndmero de eritrocitos; altas doses de
administragdo de zinco também resultam em reducGes no nimero e na atividade dos
leucocitos de diversas espécies (BROUN et al., 1990; GYORFFY; CHAN, 1992;
PATTERSON; WINKELMANN; PERRY, 1985; PRASAD, 1984; RAMADURAI et al.,
1993; SUMMERFIELD; STEINBERG; GONZALEZ, 1992).
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1.4 Objetivos

Considerando os efeitos toxicos dos metais, a dificuldade no tratamento quimico de
aguas residuais e as concentracdes maximas permitidas pela legislacdo brasileira para o
langcamento de efluentes de estagcGes de tratamento de esgotos, nesse estudo, avaliou-se
alternativas biolégicas para o tratamento de 4gua contaminada com metais, pressupondo-se,
como hipotese principal, que o cultivo de S.minima e L.valdiviana em efluentes
contaminados diminuem as emissdes de Cd, Pb, Ni e Zn através dos processos de

bioacumulagéo e fitorremediag&o. Nesse contexto este estudo visou:

i) determinar o crescimento de duas espécies de macrofitas aquaticas frente a diferentes
concentragdes de metais (Cd, Pb, Ni e Zn) em condi¢des experimentais controladas de
radiacdo luminosa, temperatura e disponibilidade de nutrientes;

ii) selecionar e relacionar um modelo matematico de crescimento de macrdéfitas com as
eficiéncias na remocdo de metais em diversas fases de crescimento e a partir destes,
estabelecer diretrizes que auxiliem gestores de estacfes de tratamento de esgoto a identificar
qual a melhor espécie e quando estas devem ser utilizadas como ferramenta para a reducdo da

concentracdo de metais de efluentes liquidos;

iii) avaliar se os estresses causados pela presenca dos elementos Cd, Pb, Ni e Zn e pelos
aumentos das sua concentracdes geram alteragcdes nas taxas de exsudados (i.e. metabolitos
excretados) das macrofitas aquéticas e nas eficiéncias de remocdo dos elementos;

iv) avaliar o cultivo de S. minima como ferramenta adicional para remover metais de

efluentes industriais.
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2. Desenvolvimento

2.1  MATERIAIS E METODOS

2.1.1 Selecao e coleta das macrodfitas
Para o desenvolvimento dos experimentos de crescimento, foram selecionadas duas
espécies de macrofitas (Salvinia minima e Lemna valdiviana) baseadas nas suas capacidades
de acumular metais e na adequacdo de suas estruturas a avaliacdo das areas foliares e ao

tamanho do tanque de cultivo.

Lemna valdiviana Phil. € uma monocotileddnea aquética, flutuante e de porte pequeno.
Possui crescimento rapido e é amplamente distribuida em diversas regides por se adaptar
facilmente as condic¢bes aquaticas, mesmo que adversas e desempenham um importante papel
na bioacumulacdo de metais (GALIULIN et al., 2001; HU et al., 2010; INGH, 2005; ZAYED;
GOWTHAMAN; TERRY, 1998). Neste estudo foram identificadas utilizando a chave
taxonémica de PROCTOR (2005) e POTT; CERVI (1999).

Salvinia minima Baker (1886) é uma pteridofita aquatica flutuante. Os ramos consistem
de duas folhas flutuantes opostas, unidas por um caule central (rizoma); a terceira folha
submersa é modificada, formando um sistema semelhante a uma raiz; os individuos podem se
conectar por rizomas apicais; possui crescimento rapido e é encontrada em diversas partes do
mundo (TRYON; TRYON, 1982). E uma planta que apresenta grande potencial para ser
utilizada na remocdo de metais de areas contaminadas e alta capacidade para absorver cadmio
e chumbo (ESPINOZA-QUINONES et al., 2005, ESTRELLA-GOMEZ et al., 2009;
NICHOLS; COUCH; AL-HAMDANI, 2000; OLGUIN; HERNANDEZ; RAMOS, 2002;
OLGUIN et al., 2005; SANTOS, 2009, 2006). As plantas utilizadas neste estudo foram
identificadas de acordo com POTT; POTT (2000).

No total, foram selecionados 720 individuos de S. minima e 9.600 de L. valdiviana de
tamanho e estagios de desenvolvimento similares, coletados no Departamento de Boténica da
UFSCar (21°59'17" S e 47°532" O; datum WGS84). Apos coletados, os individuos foram
lavados em solucéo de hipoclorito de sodio (NaCIO 0,5%) por 5 min. Para os estudos com
S. minima 15 individuos (c. 33 cm?) foram colocados em cada recipiente de cultivo no dia
inicial e para os estudos com L. valdiviana (c. 43 cm?2) foram colocados 100 individuos. Doze
tratamentos controles (sem adicdo de metal) foram conduzidos com S. minima (180
individuos) e 9 com L. valdiviana (900 individuos) durante o periodo experimental.
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2.1.2 Avaliacao do crescimento
Para determinar o crescimento dos individuos de S. minima e L. valdiviana as &reas
foliares foram determinadas utilizando imagens fotograficas e o software Spring® (Anexo -
5.1). As relacGes entre as areas foliares (cm?) e as massas secas (g) sdo descritas pelas
seguintes equacdes:
Salvinia minima: massa seca = 0,001888 X area foliar

Lemna valdiviana: massa seca = 0,001704 x area foliar

2.1.3 Meio de cultivo
Foram realizados estudos preliminares para identificar a concentracdo do meio de
cultivo Hoagland-Arnon (HOAGLAND; ARNON, 1950) que permitia um crescimento
adequado das macroéfitas (Anexo - 5.2). Com base nesses testes, utilizaram-se 15% da
concentracdo de nutrientes do meio de cultivo, com pH ajustado para 6,5 utilizando solucdes
de hidroxido de sédio (NaOH 50%) ou &cido cloridrico (HCI 18%). As concentracGes dos
elementos da solucdo utilizada sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentragdes de elementos em 15% de solu¢do Hoagland-Arnon.

Elemento | mg L™
Ca 30,040
Cl 0,039
Cu 0,003
Fe 0,021
H 10,596
K 35,155
Mg 7,078
Mn 0,076
Mo 0,001
N 31,491
Na 0,001
o] 218,597
P 4,805
S 9,651
Zn 0,008
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2.1.4 Concentracdes de metais
Para avaliar os efeitos nos crescimentos e nos potenciais de bioacumulacdo e
fitorremediacdo das macrofitas foram selecionados quatro metais: cadmio (Cd), niquel (Ni),
chumbo (Pb) e zinco (Zn). As diferentes concentracdes de metais foram adicionadas ao meio
de cultivo e os testes foram realizados com cada metal separadamente. Para cada
concentracdo foram preparados 30 L de solucdo e acondicionados em tanques de polietileno

de alta densidade.

Para preparar o0 meio com Cd foi utilizado o cloreto de cadmio pentahidratado
(CdCl,.5H,0) e os meios de cultivo possuiam as seguintes concentragdes de Cd: 0,003; 0,030;
0,300 e 0,600 mg L. Os meios de cultivo com Ni foram preparados utilizando NiCl,.6H,0 e
as concentracdes de Ni no meio de cultivo foram: 0,020; 0,200 e 0,400 mg L™. O cloreto de
chumbo (PbCl,) foi utilizado para preparar os meios com Pb nas seguintes concentracdes:
0,01; 0,10 e 1,00 mg L™. O ultimo metal foi 0 Zn, as preparacdes utilizaram o sulfato de zinco
heptahidratado (ZnS0O,.7H,0) e as concentracdes de Zn no meio foram: 0,01; 0,10; 1,00;
10,00; 100,0 e 1.000,0 mg L™

As selecOes das concentragdes mais baixas basearam-se na toxidade do metal para
humanos e nas concentragdes maximas permitidas para agua potavel (WHO, 2008); as
concentracdes mais altas foram escolhidas baseando-se nos valores maximos permitidos pela
legislacdo brasileira (resolugdo CONAMA n. 430/2011) para o lancamento de efluentes de
estacOes tratamento de esgoto (BRASIL, 2011).

Para que a quantidade de Zn, presente normalmente na solucdo nutritiva Hoagland-
Arnon, ndo interferisse nos experimentos que avaliaram o crescimento da macrdfita cultivada
com esse metal, apenas para os experimentos com Zn, o meio de cultivo Hoagland-Arnon foi

preparado sem adi¢do ZnSQO,4.7H,0.

2.1.5 Fatores abioticos dos cultivos
Todos os tratamentos foram realizados em triplicata e 0 meio de cultivo foi bombeado
do tanque principal para os recipientes de cultivo através de uma bomba peristaltica
(MasterFlex, 07524-40, 12 canais) que permitiu que o abastecimento continuo dos 12
recipientes de cultivo alocados no interior das cdmaras de germinagdo (COLDLAB).

As plantas foram cultivadas em média por 55 dias em recipientes de polietileno (217 x
145 x 70 mm, A= 314,65 cm?2), em condi¢des controladas (20 °C, fotoperiodo: 12h e
intensidade de radiagdo: 4,31x10 umol seg™ cm™). A luz se distribufa uniformemente dentro
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da incubadora. O sistema de cultivo foi mantido sob fluxo continuo (volume: 1,0L; vazéo:

0,35 mL min™; tempo de residéncia: 2 dias) através de bomba peristaltica (MasterFlex,

07524-40, 12 canais).

O diagrama esquematico apresentado na Figura 2 ilustra a disposi¢do dos recipientes e

dos tratamentos no interior da camara de germinagdo. Os recipientes denominados por

numeros (1 a 4) representam o numero do tratamento e as letras (A, B e C) representam as

repeticdes. Na Figura 3 é possivel observar os recipientes no interior da camara de

germinacdo, a bomba peristéltica instalada em cima da incubadora, 0s tanques com estoques

dos meios de cultivos localizados a esquerda da incubadora, os tanques que recebem 0s

efluentes dos recipientes instalados na regido inferior e a disposicdo das 4 lampadas

fluorescentes (Ziron®, 20W, 6500K) instaladas na porta.

1A

1.B

1.C

2.A

2.B

2.C

3.A

3.B

3.C

4.A

4.B

4.C

Figura 2 — Diagrama esquematico da disposi¢do dos recipientes de cultivo dentro da incubadora.

Tratamento 1
Tratamento 2
Tratamento 3

Tratamento 4

Figura 3 - Disposicao dos recipientes de cultivos (dentro da incubadora), da bomba peristaltica (acima), dos

tanques com meio de cultivo (a esquerda) e dos tanques com efluentes (dentro e a baixo da incubadora).
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2.1.6 Modelagem matematica
Os parametros das equacdes utilizadas neste estudo (crescimento logistico; funcdo de
decréscimo do coeficiente de crescimento em funcdo da concentracdo de metais e teor de
metal no tecido da planta em funcdo da concentracdo de metal no meio) foram obtidos por
regressdes ndo lineares, calculados com o algoritmo iterativo de Levenberg—Marquardt
(PRESS et al., 1993), utilizando o software Origin.

2.1.6.1 Avalia¢ao do crescimento

Para avaliar as diferencas entre os valores médios das areas foliares em funcdo do tempo
foi utilizado o Teste-t com nivel de significancia de 5% (ZAR, 2010). Para as determinacdes
dos coeficientes de crescimento (rm), os valores das areas foliares versus o tempo foram
utilizados para ajustar as curvas de crescimento sigmdide (Eq. 1, Figura 4). Para avaliar as
diferencas entre os coeficientes de crescimento foi empregado o Teste-t especifico para
comparacao de coeficientes angulares (ZAR, 2010).

. K

T 14e(i-rmt) Ea. L,

em que: N = area foliar (cm?); t = tempo (dia); K = area maxima de ocupacdo (cm?);

i = constante de integracdo e rm = coeficiente de crescimento (dia™).

100% - 5,00%
. /
90% /
80% / 4,00%
o
70% / ‘g
S 60% / 3,00% E
O
3 40% / 2,00% 2 Sigmdide
30% // % Derivada
|
20% / 1,00%
10%
O% T T T T T 0,00%
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Tempo

Figura 4 - Representacdo da curva da fungdo sigmdide e sua derivada.
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Na Figura 4, além da curva sigmdide, apresenta-se a sua derivada (taxas diérias de
crescimento), a analise desta curva indica que o0s crescimentos das macrofitas sdo
influenciados pela area maxima de ocupacdo. Observa-se que maior taxa de crescimento é
atingida quando ha ocupacdo de 50% da area disponivel. Espera-se que quanto mais
macrofitas maior a assimilagdo de metais em seus tecidos e, portanto, quanto maior a taxa de
crescimento diaria maior a capacidade de assimilacdo de metais pelas plantas e remocdo de

metais da solucdo.

Considera-se portanto que, visando a remocdo de metais do sistema, a ocupagdo do
tanque proxima a 50% proporciona maiores taxas diarias de crescimento e maiores taxas de
assimilacdo ou remocdo de metais. A derivada da curva sigméide em funcédo da area total
coberta em  porcentagem, adaptado de GUTIERREZ et al. (2001) e
MAHUJCHARIYAWONG; IKEDA (2001), é expressa pela seguinte equac&o:

Crd = (rma —rma?) Eq. 2,
em gue, Crd = taxa de crescimento diario relativo a area total do tanque (%); rm= coeficiente

de crescimento (dia™); a= porcentagem da 4rea do tanque ocupada.

2.1.6.2 Efeito da concentracao de metal no crescimento

Para avaliar o efeito das concentragdes de metais nos valores dos coeficientes de
crescimento (rm) a curva de decaimento exponencial foi selecionada para ser ajustada aos

dados, essa curva € expressa pela seguinte equacéo:
— -DXC
rm = IMcontrole X € Eq. 3,

em que: rm = coeficiente de crescimento (dia™); C= concentracéo do metal no meio de cultivo
(mg L™); rmeontrole = coeficiente de crescimento da macréfita (dia™) quando cultivada em meio

sem metal (C= 0); D= coeficiente de decréscimo de rm (C™).

Os graficos correspondentes a Eq. 3 foram apresentados quando a probabilidade

estatistica dos dados estarem correlacionados ao acaso foi menor que 5% (p<0,05, teste-F).
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2.1.6.3 Remocdo e assimilacao de metais (fitorremediac¢ao)

Os célculos das taxas de remocdo de metais podem ser utilizados para determinar as
eficiéncias fitorremediadoras de S. minima e de L. valdiviana em diversas fases de seus
crescimentos em fungdo das areas dos tanques de cultivo, das densidades populacionais e das
concentragdes de metais na solugdo. E possivel também estabelecer o melhor tamanho do
tanque de cultivo e determinar a porcentagem da area coberta para remover determinada
quantidade de metal do efluente liquido. A partir desses calculos podem ser sugeridas
diretrizes para identificar quando essas plantas podem ser utilizadas como ferramenta para
reduzir as concentracdes de metais em efluentes. A taxa de remocdo de metais (mg dia™) é
dada pela Eq. 4, adaptada da Eq. 2 de acordo com GUTIERREZ et al. (2001) e
MAHUJCHARIYAWONG; IKEDA (2001):

Txa = g X (rma — rma®) X A Eq. 4,

em que, Txa = taxa de remoc&o de metais (mg dia™); R= concentracio de metal presente na
planta (mg g™); S = 4rea (cm?) ocupada por 1 g de macréfita (S. minima= 529,7 cm? e L.
valdiviana= 586,92 cm?); rm= coeficiente de crescimento (dia™); a= porcentagem da area do

tanque coberta por S. minima (%); A = area maxima que pode ser ocupada (cm2).
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2.1.6.4 Teor de metais nas plantas

Ao final do periodo de cultivo as plantas foram retiradas das solucdes, lavadas com
agua deionizada e secas em estufa (45 °C), até massa constante. Os materiais secos foram
digeridos e posteriormente as analises dos teores de metais nas plantas foram realizadas.
Considera-se 0s metais assimilados pela macrdéfita o adsorvido e o acumulado (que encontra-
se na regido intracelular ou intersticial). O metodo utilizado foi o0 de espectrometria de
emissdo oOptica com plasma acoplado indutivamente, utilizando o equipamento ICP-OES,
modelo Optima 8000 da marca Perkin Elmer® (ref. SMEWW 21 3030 E - ABNT, 1997). As
concentracdes de metais nos efluentes dos recipientes de cultivo também foram determinadas
através do mesmo método e equipamento. As coletas para as determinagdes das concentraces
metais nos efluentes foram realizadas aproximadamente a cada 10 dias durante o periodo

experimental.
Para avaliar a bioacumulacdo de metais no tecido da planta o fator de bioconcentracdo

(BCF) foi calculado de acordo com a Eq. 5 (ZAYED; GOWTHAMAN; TERRY, 1998).

concentragio do tecido da planta (mg kg™1)

BCF =

Eq. 5,

concentracio inicial do elemento no meio de cultivo (mg L™1)

Para estimar a quantidade de metal presente na planta de acordo com a concentracéo de
metal no meio foi utilizada a Eq. 6 (MONOD, 1949).

C
R—RKm Eq 6,

em que, R = concentracbes de metais presentes nas plantas (mg g™); C= concentragdes de
metais nas solugbes de cultivo (mgL™); Rk = concentraces méximas de metais nas

plantas (mg g™*); C1= concentracdes de metais para 50% de R.

Os graficos correspondentes a Eq. 6 foram apresentados quando a probabilidade

estatistica dos dados estarem correlacionados ao acaso foi menor que 5% (p<0,05, teste-F).

2.1.6.5 Concentracao de carbono

Os efluentes dos recipientes de cultivo foram coletados por periodos de 7 dias e
armazenados em tanques de 10 L de polietileno. Amostras destes tanques foram coletadas e as
concentragdes de carbono total (TC) e suas fragOes organicas (TOC) e inorganicas (IC) foram
determinadas por combustdo controlada e deteccdo no infravermelho. O equipamento
utilizado foi o TOC-L (Shimadzu®).
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2.1.7 Cultivo de S. minima visando a remoc¢ido de metais de efluente de
galvanoplastia

Coletou-se o efluente da industria de galvanizagdo “Zincagem e Cromagao Sao Carlos”
(Séo Carlos, SP). A amostra coletada foi utilizada para lavar pegas de metal que passaram
pelo processo de galvanizacdo. Apesar da industria possuir um sistema de tratamento da agua
residual, foi coletada amostra ndo tratada, ou seja, o efluente bruto. As caracteristicas
quimicas do efluente (Tabela 2) foram avaliadas por espectrometria de emissdo Optica com
plasma acoplado indutivamente, utilizando o equipamento ICP-OES, modelo Optima 8000 da
marca Perkin Elmer® (ref. SMEWW 21 3030 E - ABNT, 1997).

Foram preparadas 4 solucBes para o cultivo das macrdfitas, as concentragdes de metais

de cada solucdo sdo apresentadas na Tabela 2 e foram preparados da seguinte forma:

1. Controle: 15% de solugéo Hoagland-Arnon.

2. Efluente Diluido: 20 mL do efluente bruto foram diluidos em 20 L de solucédo
Hoagland 15%.

3. Efluente Tratado NaOH: Antes de utiliza-lo no cultivo o efluente bruto foi: 1°)
misturado com carvao mineral e filtrado em papel filtro qualitativo; 2°) alcalinizado
com NaOH (50%; m:v) (ponto final pH 9,0) e filtrado em papel filtro qualitativo; 3°)
alcalinizado com NaOH (50%; m:v) (ponto final pH 11,0) e filtrado em papel filtro
qualitativo; 4°) acidificado com &cido cloridrico até o pH 7,5 e filtrado em papel
filtro qualitativo.

4. Efluente Tratado CaOH: Antes de utiliza-lo no cultivo o efluente bruto foi: 1°)
misturado com carvao mineral e filtrado em papel filtro qualitativo; 2°) alcalinizado
com CaOH (ponto final pH 9,0) e filtrado em papel filtro qualitativo; 3°) alcalinizado
com CaOH (ponto final pH 11,0) e filtrado em papel filtro qualitativo; 4°) acidificado

com gas carbonico até o pH 7,5 e filtrado em papel filtro qualitativo.

Selecionaram-se 60 individuos de S. minima de tamanho e estagio de desenvolvimentos
parecidos. Estes individuos foram lavados em solucdo de hipoclorito de sédio (0,5% por
5min.) e separados em 4 grupos de 15 individuos (grupos 1, 2, 3 e 4). Cada grupo foi
dividido em 3 recipientes com 5 individuos. O grupo 1 ndo foi exposto a metais (controle). O
grupo 2 foi exposto ao efluente diluido, o grupo 3 a solucéo tratada com NaOH e o grupo 4 a

solucédo tratada CaOH.



Tabela 2 — Concentracdo de metais, condutividade e pH das solucdes utilizadas.

A . Efluente Tratado Tratado .
Parametro Unidade bruto NaOH CaOH Diluido | Controle

Aluminio mg.L™ 2,220 0,011 0,0022

Antidnio mg.L'1 0,378 <0,005 0,0004

Arsénio mg.L™ 0,040 <0,008 0,0000

Bario mg.L'1 0,130 0,088 0,0001

Berilio mg.L™ <0,025

Bismuto mg.L'1 0,099 <0,025 0,0001

Boro mg.L*! 7,140 5,420 0,0071

Cadmio mg.L'1 0,006 <0,005 0,00001

Célcio mg.L*! 23,370 26,710 30,0629 30,0395
Chumbo mg.L'1 5,880 <0,008 0,0059

Cobalto mg.L*! 0,066 <0,008 0,0001

Cobre mg.L'1 11,900 7,290 0,0153 0,0034
Cromo mg.L™* 22,220 <0,010 0,0222

Estanho mg.L'1 15,010 <0,025 0,0150

Estroncio mg.L™* 0,142 0,163 0,0001

Ferro mg.L'1 224,700 0,098 0,2452 0,0205
Litio mg.L™ <0,05

Magnésio mg.L'1 3,350 2,389 7,2808 17,2775
Manganés mg.L*! 1,610 <0,011 0,0772 0,0756
Mercdrio mg.L? <0,0001

Molibdénio mg.L™ 0,042 <0,025 0,0012 0,0012
Niquel mg.L* 20,240 1,527 0,0202

Prata mg.L™ 0,125 0,048 0,0001

Selénio mg.L? <0,005

Sédio mg.L™ 246,100 740,000 0,2461

Uranio mg.L? <0,008

Vanadio mg.L™ <0,05

Zinco mg.L'1 136,800 0,074 0,1443 0,0075
Condutividade uS cm™ 6450 3190 372 300
pH 7,50 7,60 7,50 7,50
Carbono Total mg.L™* 111,500 11,330 9,970 <1,000 <1,000
Carbono Inorganico | mg.L™ 0,265 5,830 6,769 | <1,000 <1,000
Carbono Organico mg.L™* 111,300 5,501 3,201 | <1,000 <1,000
Nitrogénio Total mg.L*! 14,470 9,260 10,400 | <1,000 31,491

22
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As plantas foram cultivadas por 40 dias em recipientes de polietileno com volume de
1,0 L. As incubagfes foram mantidas em camara de germinagdo (20°C, fotoperiodo: 12h e
intensidade de radiacdo: 4,31x10° pmol seg™? cm™). O sistema de cultivo foi mantido em

fluxo continuo (vazdo: 0,35 mL min™; tempo de residéncia: 2 dias).

Os crescimentos das macrofitas foram determinados através das medidas das areas
foliares por imagens fotograficas e do software Spring®. Para a determinacdo do coeficiente
de crescimento (rm) os valores das areas foliares versus o tempo foram utilizados para ajustar

a curva de crescimento sigmdide (Eq. 1).

Apbs 40 dias as plantas foram retiradas da solucdo, lavadas com agua deionizada e
secas em estufa (45°C), até massa constante. O material seco foi digerido e realizadas as
andlises dos teores de metais por espectrometria de emissdo dptica com plasma acoplado
indutivamente, utilizando o equipamento ICP-OES, modelo Optima 8000 da marca Perkin

Elmer®.

Também foram realizadas analises de metais dos efluentes do grupo controle e do grupo
cultivado no efluente diluido apds o periodo de 40 dias. Estas analises foram realizadas por
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente utilizando o

equipamento ICP-OES, modelo Optima 8000 da marca Perkin Elmer®.

2.1.8 Disposicao final dos residuos
Nenhuma substancia ou material potencialmente toxico ao ambiente ou que ameacasse a
salde humana foram dispostos de forma irregular. Foram gerados aproximadamente 5.000L
de residuos com metais durante o experimento. Estes residuos foram tratados de acordo com
os procedimentos exigidos pela Unidade de Gestdo de Residuos (UGR) da UFSCar. Os metais
foram concentrados atraves da precipitacdo com hidréxidos de célcio e sodio e metassilicato
de sodio.

Todas as metodologias e atividades desenvolvidas neste estudo foram aprovados
previamente pela Comissdo de Etica Ambiental da Universidade Federal de S&o Carlos —
CEA/UFSCar (Parecer 001/2011 de 28 de marco de 2011).
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2.2 Resultados e Discussao

2.2.1 Tratamento Controle
Para cada metal selecionado foram conduzidos (em triplicata) cultivos sem adicdo de
metais (controle). No total, 12 cultivos para S. minima e 9 para L. valdiviana foram realizados

durante o periodo experimental e os resultados sdo apresentados na Figura 5.

Em relacdo aos cultivos com S. minima, observou-se no grupo controle que a area média
ocupada pelas plantas apos 54 dias de cultivos foi 183 + 23 cm2. Ajustando o modelo de
crescimento sigmoidal (Eq. 1, Figura 5) aos dados do tratamento controle, obteve-se o valor
médio do coeficiente de crescimento rm= 0,0567 +0,0100 dia™ (distribuicdo normal) e o valor
médio da area maxima de ocupacéo (K) foi 225,50 +61,20 cm? (72% da éarea total do tanque;
0,426 +0,116 g MS). Os valores maximo e minimo do rm de S. minima foram,
respectivamente, 0,0998 e 0,0371 dia™. Para ajustar 0 modelo de crescimento sigmoidal aos
valores das areas foliares dos cultivos com adi¢do de metais a &rea de ocupagdo maxima (K)
do modelo foi fixada em 225,5 cm?, ja que este foi o valor de ocupacdo maximo tedrico

observado para o tratamento controle de S. minima.

Em relacdo aos cultivos com L. valdiviana, observou-se que a area foliar média ocupada
pelas macréfitas no ultimo dia amostral (46° dia) foi 259,50 +13,07 cm2 O ajuste do
crescimento sigmoidal (Eq. 1) resultou em um valor médio de rm= 0,1145 +0,0059
(distribuicdo normal) e o valor médio de ocupagdo maxima tedrica (K) foi 286,14+5,23 cm?
(91% da érea total do tanque; 0,488 +0,009 g MS). Os valores maximo e minimo do rm de L.
valdiviana foram, respectivamente, 0,1303 e 0,0984 dia™. Para os ajustes da Eq. 1 aos dados
das areas foliares de L. valdiviana quando cultivada com metais o valor de K do modelo foi
fixado em 286 cm?, ja que este foi o valor médio maximo tedrico da area ocupada pelos

individuos de L. valdiviana.

Quando comparados os coeficientes de crescimento com outras espécies de macrofitas
(e.g. Azolla filiculoides, Salvinia herzoggi e Salvinia molesta), observa-se que as duas
espécies selecionadas estdo entre as que apresentam o crescimento mais rapido (BIANCHINI
JR. et al., 2010). Os valores dos coeficientes de crescimento calculados para as espécies
selecionadas justificam a selecéo destas espécies para a execucdo deste experimento, uma vez
que, o crescimento rapido permite que o tempo experimental seja abreviado. Este fato também
propicia incrementos de metais nos tecidos das macrofitas em periodos mais curtos,

corroborando com o uso destas espécies para o tratamento de efluentes contaminados com
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metais, pois espera-se uma taxa de remogdo de metais maior. Além disso, por serem
macrofitas aquaticas flutuantes tanto o manejo em laboratério quanto em estacBes de

tratamento de esgotos pode ser realizado de maneira mais facil e eficiente.
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Figura 5 — Médias das areas foliares (xDP) e ajustes das curvas de crescimento de S. minima e L. valdiviana
cultivadas em 15% de solucdo Hoagland-Arnon sem adi¢do de metais (tratamentos controle).
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Na Tabela 3 sdo apresentados os teores de metais nos tecidos de S. minima e L.
valdiviana apds os periodos experimentais dos tratamentos controle. Em outro estudo os
teores de Ni, Pb e Zn em S. minima coletadas no reservatorio de Salto Grande no municipio
de Americana-SP foram respectivamente 0,101; 0,00 e 0,250 mg g™* (MARTINS et al., 2003).
Os valores de Ni e Zn observados neste estudo estdo abaixo dos observados em amostras de
S. minima do reservatorio de Salto Grande, enquanto que o teor de Pb estd acima. Estas
diferencas provavelmente estdo associadas a diferencas nos locais de coleta e a0 meio de que
foram originalmente retiradas. Ndo foram encontrados estudos que avaliaram concentracGes
de metais em L. valdiviana. Entretanto, outros estudos avaliaram concentragfes de Ni e Zn
para Lemna aequinoctialis quando estas macréfitas foram capazes de assimilar 0,203 mg g™
Ni e 0,010 mgg’zn (PIO; SOUZA; SANTANA, 2013). No geral, as diferencas nas
concentracdes sao associadas a diferencas especificas entre as espécies e aos locais onde as

plantas foram coletadas.

Tabela 3 — Teores de metais nos tecidos de S. minima e L. valdiviana cultivadas em solu¢éo Hoagland-Arnon
15% sem adi¢des de metais.

Teor de metais do tratamento controle (mg g~)

Espécie Cd Ni Pb Zn
Salvinia minima 0,0000 0,0021 0,0028 0,1574
Lemna valdiviana 0,0001 0,0290 *ND 0,3200

*ND - N&o determinado
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2.2.2 Tratamento com Cadmio

O excesso de Cd interfere na sintese de compostos ricos em grupos tiol que complexam
e impedem a sua acdo toxica; esse elemento provoca o decréscimo da fotossintese, reducao na
absorcdo e no transporte de nutrientes, danos as membranas, distlrbios hormonais e alteracéo
na atividade de vérias enzimas resultando em eventual morte das plantas (BARCELO;
POSCHENRIEDER, 1990; OLIVEIRA et al., 2001). Na maioria dos casos, as inibi¢oes
exercidas por Cd e Pb resultam da interacdo entre os metais e enzimas do grupos sulfidricos
(-SH), os bloqueios destas enzimas inibem as atividades de mais de 100 enzimas; essas
interagOes afetam negativamente a funcgdo dessas enzimas, pois alteram a estabilidade de sua
estrutura terciaria, além de afetar a absorcdo de nutrientes essenciais como N, K, entre outros
(SEREGIN; IVANOV, 2001).

Em experimentos com Lemna gibba foram observadas degradacgdes rapidas de clorofilas
e aumento de prolina (o aminoacido prolina tem sua concentracdo aumentada no tecido da
planta quando esta é submetida a estresses), quando cultivadas em concentraces de 0,001 a
0,10 mg L de Cd (MEGATELI; SEMSARI; COUDERCHET, 2009).

2.2.2.1 Salvinia minima

Na Figura 6 sdo apresentadas as variacOes temporais das areas foliares de S. minima
cultivadas em meio com diferentes concentracdes de Cd e as curvas de crescimento ajustadas
em funcdo do tempo (Eq. 1). Nao foi observado crescimento da macrofita na concentracao de
0,300 mg L de Cd indicando que essa concentracdo afetou as atividades bioldgicas
responsaveis pelo crescimento e reproducdo desta macréfita. Como ndo ocorreu crescimento
da macréfita em 0,300 mg L™ o tratamento com 0,600 mg L™ néo foi realizado. Apés 15 dias
de cultivo, ndo foi observado crescimento significativo no cultivo em 0,030 mg Lde Cd. A
maior 4rea ocupada pelas macréfitas cultivadas em 0,003 mg L™ de Cd foi no ultimo dia de
cultivo (60), quando ocuparam 143,29 cm? (46%) do tanque.

Em outro estudo também foram encontrados efeitos negativos quando macrofitas foram
expostas ao Cd (WOLFF et al., 2012). Apo6s 5 dias de cultivo, individuos de Salvinia
auriculata expostos & 0,562 e 1,124 mg L™ de Cd apresentaram danos nas folhas, como
necrose e clorose, além de estdmatos deformados e tricomas danificados; tambem foi
observado menor numero de rametes e diminuicdo da biomassa seca com 0 aumento da
concentracdo de Cd na solugdo. Em nivel ultraestrutural, as folhas expostas ao Cd

apresentaram méa formacdo dos cloroplastos e deterioracdo da parede celular. Todos 0s
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sintomas de toxidade foram diretamente proporcionais a concentracdo de Cd na solucao
(WOLFF et al., 2012).

Os crescimentos de S. minima cultivadas em 0,030 e 0,003 mg L™ foram mais réapidos
nos primeiros dias de cultivo em relagdo ao controle. Entretanto, esses crescimentos néo
foram observados nos dias subsequentes. Apesar do crescimento inicial menor, ao final dos
60 dias de cultivo, as macrdéfitas do grupo controle ocuparam uma area maior do tanque em
relacdo as areas ocupadas pelos grupos cultivados com Cd.
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Figura 6 - Crescimentos de S. minima (xDP) cultivada em diferentes concentracdes de Cd.

Na Figura 7 sdo apresentados os valores do coeficiente de crescimento (rm) de S.
minima cultivadas em meio com Cd. Verifica-se que nos cultivos nos quais se adicionou Cd
os rm foram menores em relagdo ao grupo controle. Além disso, ocorreu decréscimo dos
valores de rm conforme aumentaram as concentracdes de Cd. Quando cultivadas em 0,003 e

0,030 mgL® de Cd, os valores de rm foram respectivamente 0,0257+0,0027 e
0,0067+0,0031dia™.
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Figura 7 - Coeficientes médios de crescimento (+DP) de S. minima cultivadas em diferentes concentracGes de
Cd.

Na Figura 8 é apresentado o ajuste do decaimento do coeficiente de crescimento (rm)
em funcdo do incremento da concentracdo de Cd no meio de cultivo. Os parametros da Eq. 3
ajustados aos resultados deste trabalho foram: D= 172,55+53,54; R2=0,98 (rMgontrole= 0,0567;
N= 12). Estes valores indicam que o0 modelo exponencial explicou os resultados observados e
que existiu uma forte correlacdo (Preste-r=0,01) entre os dados e a curva da Eg. 3. Ndo foram
encontrados trabalhos que utilizaram as mesmas equacdes de crescimento da area foliar e de

decaimento exponencial do rm.

Na Figura 9 apresentam-se as taxas de crescimento por dia de S. minima quando
cultivada em meio com Cd (Eq. 2). A taxa maxima de crescimento (Crd) de S. minima quando
cultivada em 0,003 mg L™ foi 0,65% da érea total do tanque e a maior Crd quando cultivada
em 0,030 mg L™ foi 0,18%.
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Figura 8 — Ajuste da curva exponencial as variacdes dos coeficientes de crescimento (+DP) de S. minima em
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Na Figura 10, observa-se que houve aumentos no teores de Cd nos tecidos das plantas
com 0 aumento da concentracdo deste metal na solucdo de cultivo. Apesar de ndo observado
crescimento dos individuos cultivados em 0,300 mg L™ de Cd, estes, foram os que
apresentaram maiores teores desse metal (0,803 mg g™*). Resultados parecidos em relaco ao
aumento do teor de Cd nos tecidos de outras plantas como Hordeum vulgare foram
observados por outros autores (SRIDHAR et al., 2007).
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Figura 10 - Teores de Cd em S. minima (xDP) em funcgdo da concentracdo desse metal no cultivo.

As macréfitas cultivadas nas concentracdes de 0,003 e 0,030 mg L™ de Cd foram
capazes de assimilar respectivamente 0,0071 + 0,0014 mg (7,88% do total de Cd que passou
pelo recipiente em fluxo continuo) e 0,0049 + 0,0002 mg (0,54% do total de Cd). OLGUIN;
HERNANDEZ; RAMOS (2002) avaliando bioconcentracdes em macrofitas observaram que
S. minima cultivada por 5 dias em solugdo com 4,00 mg L™ de Cd acumulou nos tecidos
10,930 mg g™ e obtiveram um BCF = 2718. O valor encontrado pelos autores é proximo ao
calculado neste trabalho (BCFo300mgL.ca=2676 € BCFoozomgL.ca=2876). A maior taxa de
remocgdo de Cd (5,52 pg m? dia™) ocorreu quando a S. minima foi cultivada na menor
concentragdo (0,003 mg L™).

Com o aumento da concentracdo de Cd no meio de cultivo também ocorreu 0 aumento
da concentracdo deste metal no tecido da planta. A curva da Eq. 6 (Figura 11) ajustada aos
dados indica que o teor tedrico méaximo de Cd em S. minima (Rk) foi 7,052 mgg*
(C1=2,3353; R2=0,9973; N=12; p=0,01). Entretanto, sdo necessarios outros estudos para

avaliar se a concentragdo maxima tedrica corresponde & esperada, de acordo com o ajuste dos
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dados. De acordo com o ajuste, para que o teor maximo de metal seja encontrado nos tecidos,
S. minima deveria estar em uma solugéo com concentracdo maior que 0,300 mg L™, o que néo
ocorreu neste estudo. Entretanto, para concentracGes até 0,300 mg LYo ajuste apresentou um

valor alto de R?, indicando que esta curva apresenta alta correlacdo com os dados.

Teor de Cd no tecido (mg g*)

"

10° 10 10™ 10°

Cd (mg L™

Figura 11 - Teores de Cd nos tecidos de S. minima (+DP) em fun¢do das concentra¢des do metal na solucdo (eixo
das abscissas em escala logaritmica).

Conforme a planta cresce ela é capaz de adsorver e acumular metais, portanto a taxa de
crescimento das plantas esté relacionada a quantidade de metais que pode ser removido do
meio. De acordo com os resultados, em uma concentracdo de 0,003 mg L™ de Cd o teor de
metal na planta foi 0,0371 mgg™ e o rm = 0,0257 dia™. Supondo que esse cultivo fosse
realizado em uma area de 0,667 m? e que a S. minima esteja ocupando 50% da area do tanque,

utilizando a formula da Eq. 4 tem-se:

0,0371
529,7

Txa = x (0,0257 x 0,5 — 0,0257 % 0,5%) X 6670

Txa = 0,003 mg.dia™?
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Analisando a resolugdo da Eq. 4 foi possivel observar que para S. minima remover
0,003 mg de Cd por dia de uma solugdo, cultivada em concentragdo de 0,003 mg L™, ela
precisaria crescer 42,88 cm? dia. Para que esse crescimento ocorresse ela precisaria ser

cultivada em tanque com, no minimo, 0,667 m2 e estar ocupando 50% da sua area.

O exemplo mencionado pode ser utilizado para definir o tamanho necessario do tanque
para o tratamento de efluentes que contenham concentracdes de metais até 0,030 mg L™
(concentragdo maxima onde foi observado crescimento de S. minima). E importante salientar
que fatores abidticos interferem nas diversas variaveis biolégicas como a taxa de crescimento
e possivelmente a taxa de assimilacdo de metais, portanto 0 modelo deve ser utilizado como
norteador de futuros estudos para avaliar o real potencial da utilizacdo destas macréfitas no

tratamento de efluentes contaminados.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados das andlises de carbono orgéanico total
(TOC), carbono total (TC) e carbono inorganico (IC) avaliados no efluente dos tanques de
cultivo em diferentes periodos. O objetivo inicial foi avaliar o carbono exsudado pela
macrofita cultivada em Cd; entretanto, varios tanques foram contaminados por algas. A
contaminacdo interferiu na determinacdo do carbono exsudado pela planta e do carbono
assimilado pelas algas. Esse fator ndo foi considerado no delineamento experimental e,
portanto, as analises ndo corresponderam com o esperado. Apesar da contaminacdo, foi
realizado o Teste-t (ZAR, 2010) para amostras de mesmo tamanho e variancias iguais (teste-F
com p<0,05) com o objetivo de avaliar se a média de TOC no efluente do tratamento controle
(2,11+0,52) foi diferente da média dos tratamentos com metais. O resultado do teste, permite

afirmar que as médias ndo foram significativamente diferentes (p<0,05).

Os resultados das concentragbes de Cd nos efluentes dos tanques de cultivos também
sdo apresentados na Tabela 4. A analise estatistica indicou que as concentracdes de Cd nos
efluentes dos cultivos com 0,030 e 0,300 mg L™ no apresentaram diferencas significativas
em relacdo a concentracéo inicial do metal. O limite de quantificacdo da técnica utilizada para
avaliar as concentracdes de Cd no efluente foi 0,005 mg L™. Este limite, maior que o utilizado
no tratamento com 0,003 mg L™, impediu a avaliacéo das variagdes de Cd neste tratamento.
Apesar disso, pode-se afirmar que ndo foram observadas concentragdes maiores que 0,005

mg L™ no tratamento controle e no tratamento com 0,003 mg L™ de Cd.
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Tabela 4 — Concentragdes de carbono orgénico total (TOC), carbono total (TC), carbono inorganico (IC) e
concentragdo de Cd no efluente do tanque de cultivo (mg L™).

Dia inicial Dia final TOC TC IC Cd
Controle
9 12 1,68 2,01 0,34  <0,005
20 27 2,19 2,61 0,42  <0,005
28 33 2,69 3,11 0,42  <0,005
35 39 2,51 2,83 0,32  <0,005
42 47 1,49 2,53 1,03  <0,005
Cadmio - 0,003 mg L™
9 12 1,53 2,31 0,78  <0,005
20 27 2,36 2,56 0,20  <0,005
28 33 1,77 2,43 0,67  <0,005
35 39 2,01 2,20 0,19  <0,005
42 47 2,63 2,65 0,02  <0,005
Cadmio - 0,030 mg L™
9 12 1,16 1,40 0,25 0,027
20 27 1,26 1,76 0,50 0,033
28 33 4,26 5,02 0,77 0,035
35 39 2,23 2,53 0,30 0,022
42 47 1,52 2,42 0,90 0,031
Cadmio - 0,300 mg L™
9 12 1,32 1,58 0,26 0,250
20 27 0,89 1,26 0,36 0,367
28 33 2,34 3,06 0,72 0,256
35 39 1,63 1,97 0,34 0,367
42 47 1,49 1,76 0,27 0,257

2.2.2.2 Lemna valdiviana

Na Figura 12 sdo apresentadas as medidas das areas foliares de L. valdiviana quando
cultivadas em 0,003, 0,030, 0,300 e 0,600 mg L™ de Cd. Quando cultivada em 0,600 mg L™ de
Cd observou-se reducdes das areas foliares (i.e. morte das plantas). Nao foi observado
crescimento significativo no cultivo com 0,300 mg L™. Nos cultivos com concentracdes de
0,030 mg L™, observaram-se crescimentos significativos (p=0,02) apenas no ultimo dia
amostral (46° dia) . Quando cultivadas em 0,003 mg L™ os individuos cresceram 114,14 cm?
(0,195g MS).

As areas foliares de L. valdiviana cultivadas em qualquer concentracdo de Cd foram
menores que as do grupo controle, sugerindo que mesmo em baixas concentracfes (0,003

mg L) este metal j& seja toxico para L. valdiviana.
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Figura 12- Areas foliares de L. valdiviana (+DP) cultivadas em diferentes concentragdes de Cd.

Na Figura 13 apresentam-se os coeficientes de crescimento para L. valdiviana de acordo
com a concentracdo de cadmio em que foram cultivadas. Os coeficientes de crescimento
diminuiram quando aumentadas as concentracdes do metal, sugerindo que os aumentos das
concentracdes tornaram os meios mais toxicos para estes individuos. Quando cultivadas em
concentracdes de 0,003 mg L™ de Cd o rm foi 0,0397 + 0,0051 dia™.

Na Figura 14 é apresentado o ajuste da curva de decaimento (Eq. 3) do rm de L.
valdiviana em funcdo da concentragdo de Cd na solucdo. Obtiveram-se 0s seguintes valores:
D=104,60 C" R2= 0,971; Prester<0,001 (FMcontrote= 0,1145 dia™; N= 15) indicando que o
modelo selecionado explica razoavelmente bem os dados experimentais e que houve uma
relagdo exponencial negativa entre os coeficientes de crescimento de L. valdiviana e as
concentragdes de Cd no meio. Outros estudos indicam que cultivos de Lemna gibba em
concentracdes de 0,001 mg L™ de Cd, apés 2 dias afetaram negativamente o crescimento
(MEGATELI; SEMSARI; COUDERCHET, 2009). Estes autores ndo observaram
crescimento de L. gibba apés 2 dias quando cultivadas em 0,01 mg L™ e apés 10 dias quando
cultivadas em 0,001 mg L™,
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37

Na Figura 15 s&o apresentados os teores de Cd nos tecidos de L. valdiviana. O maior
teor (1,30 mg g™) foi obtido no cultivo com 0,300 mg L. Observou-se também que o teor de
metal aumentou até a concentracdo de 0,300 mg L™ e que diminuiu quando cultivada em
0,600 mg L. Os maiores teores foram obtidos em concentracdes mais altas apesar dos baixos
crescimentos. Outros autores também observaram aumentos nos teores de Cd nos tecidos de
Lemna trisulca (max. 50 mg g™) quando cultivadas em concentraces de 0,0112 a 1,124
mg L, durante dois dias (PRASAD et al., 2001).
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Figura 15 — Teores de Cd nos tecidos de L. valdiviana de acordo com a concentracdo de metal em que foi
cultivada.

Na Figura 16 apresenta-se a curva da Eg. 6 ajustada aos dados (Rx= 1,56; C;=0,128;
N=15; R?=0,93). Esta curva ajustada aos teores de Cd nos tecidos em funcéo da concentracéo
deste metal no meio de cultivo apresentou uma probabilidade de correlacdo ao acaso maior
que 5,0% (Probabilidade de F = 0,052). Por estar muito préximo do limiar de aceitagdo optou-
se por apresenta-la. Provavelmente o ajuste ndo foi adequado devido ao menor teor de metal
encontrado nos tecidos quando cultivado em 0,600 mg L™. Este valor menor pode estar
relacionado a liberacdo do metal que foi assimilado pelo tecido em funcdo da morte das
macrofitas (como observado na Figura 12). Em funcdo da toxidade deste metal na
concentracdo maxima selecionada (0,600 mg L™), pode ser que os individuos de L. valdiviana

nem mesmo tenham assimilado o Cd em seus tecidos em teores maiores que 0s observados.
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Figura 16 - Teores de metal no tecido de L. valdiviana em fung&o das concentracdes de metal na solucéo.

Como verificado no cultivo de S. minima também houve contaminacdo por algas nos
meios com L. valdiviana que impediu a andlise acurada do carbono orgénico exsudado. Na
Tabela 5 sdo apresentados os resultados das analises de carbono e metais no efluente dos
recipientes de cultivo. Apesar da contaminacdo, foi realizado o Teste-t (ZAR, 2010) para
amostras de tamanhos diferentes tendo em vista avaliar se as médias de TOC no efluente do
tratamento controle (3,78+1,67) foram diferentes das médias dos tratamentos com metais. A
variacdo amostral do tratamento controle foi diferente das variacbes dos tratamentos com
0,003 € 0,030 mg L™ de Cd (Teste-F com p<0,05). O resultado do Teste-t permite afirmar que
os valores médios de carbono orgéanico entre o tratamento controle e os tratamentos com
0,003 e 0,030 mg L™ de Cd ndo foram significativamente diferentes (p<0,05). As variacdes
amostrais do tratamento controle e do tratamento com 0,300 mg L™ de Cd foram iguais
(Teste-F com p<0,05). O resultado do Teste-t para variagdes iguais, permite afirmar que as
médias entre o tratamento controle e o tratamento com 0,300 mg L™ de Cd ndo foram

significativamente diferentes (p<0,05).
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As concentracdes de Cd dos efluentes dos cultivos do grupo controle mantiveram-se
abaixo do limite de quantificacdo (0,005 mg L™). As concentracdes de Cd nos efluentes dos
cultivos com 0,003 mg L™ apresentaram alguns valores maiores que os esperados. Entretanto,
por se tratar de valores baixos e proximos ao limite de quantificacdo a contaminacdo pode ter
ocorrido no momento da leitura entre uma amostra mais concentrada e outra com menor
concentracdo. Outra possibilidade é a bioacumulacéo de metais por algas que contaminaram o

cultivo e que podem ter influenciado o resultado.

N&o houve diferencas significativas (a<0,05) entre as médias dos valores observados e
os esperados. Os resultados da analise de Cd nos cultivos com 0,300 mg L™ também ndo

apresentaram diferencas significativas entre a média dos valores observados e esperados.

A permanéncia das concentracGes iniciais era esperada, uma vez a estratégia
experimental foi justamente avaliar os crescimentos da macrofita em concentracdes de metais
que ndo variassem; esse também foi o propdsito do tempo de residéncia ser mantido em dois

dias.

Tabela 5 - Concentragdes de carbono orgénico total (TOC), carbono total (TC), carbono inorgénico (IC) e
concentracdo de Cd no efluente dos tanques de cultivo com L. valdiviana (mg L™).

Dia inicial Dia final TOC TC IC  Metal
Controle
11 20 3,30 493 1,63 <0,005
20 29 1,99 2,81 0,82 <0,005
36 41 6,01 7,88 1,87 <0,005
43 49 3,82 6,02 2,20
Cédmio - 0,003 mg L™
0 11 1,89 2,83 0,93 <0,005
11 20 1,44 2,07 0,63 <0,005
20 29 2,10 2,9 0,86 0,005
36 41 2,63 3,52 0,89 0,005
43 49 354,70* 379,00 24,25
Cédmio - 0,030 mg L™
0 11 1,77 2,64 0,88 0,024
11 20 1,52 2,20 0,67 0,031
20 29 1,95 2,81 0,86 0,020
36 41 1,35 1,73 0,38 0,027
43 49 1193,00* 1194,00 0,93
Cadmio - 0,300 mg L™
0 11 2,09 2,90 0,80 0,250
11 20 2,08 3,00 0,92 0,272
20 29 1,96 3,07 1,11 0,367
36 41 2,19 2,73 054 0,287
43 49 3,50 4,10 0,60

*Valor ndo incluido na analise estatistica devido a contaminacdo por algas
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Como mencionado, na remocgado de metais de efluentes liquidos é comum o emprego de
procedimentos quimicos que utilizam sais de sulfeto. Utilizando essa técnica, a remogao de
Cd ¢é a terceira em menor eficiéncia, sendo possivel reduzir a concentracdo deste metal a
10°mg L? (ECKENFELDER, 2000). A partir dos resultados encontrados nesse estudo,
propde-se uma alternativa para 0 método quimico ou o uso concomitante dos dois métodos.
Propde-se que sejam utilizados procedimentos quimicos para a remocdo de Cd a
concentragdes proximas a 0,030 mg L™ e posteriormente o uso destas macréfitas no

tratamento de efluentes.
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2.2.3 Tratamento com Chumbo
O excesso de Pb pode causar morte das plantas, pois inibe rapidamente o crescimento
radicular, causa atrofia e clorose; no interior das células, leva a inibicdo da atividade
enzimaética, perturbacdo da nutricdo, mudancas nos teores de agua, alteragdes hormonais e na
permeabilidade da membrana; outros efeitos tdxicos do Pb sdo: a inibicdo da germinacdo de
sementes e o retardamento do crescimento das mudas (SHARMA; DUBEY, 2005).

2.2.3.1 Salvinia minima

Apresentam-se na Figura 17 as variacGes temporais das areas foliares de S. minima
cultivadas em diferentes concentracfes de Pb e as respectivas curvas de crescimento ajustadas
aos dados (Eq. 1) em funcdo do tempo. A maior ocupacdo foi observada no ultimo dia de
cultivo (53), quando as macréfitas cultivadas em 0,01 mg L™ ocuparam 128,82 cm? (41%) da
area total do tanque. A menor ocupacdo no ultimo dia de cultivo foi observada quando as
macréfitas foram cultivadas em 1,00 mg L™ de Pb e ocuparam apenas 53,27 cm? (17% do
recipiente).

Em todos os tratamentos com Pb ocorreram crescimentos das plantas. O crescimento do
cultivo em solucdo com 0,01 mg L™ assemelhou-se ao do controle até o 25° dia e, ap6s, houve
maior crescimento do grupo controle. Os demais tratamentos apresentaram baixos
crescimentos quando comparadas ao tratamento controle. Apés o 30° dia ndo houve diferenca

estatistica nos crescimentos dos cultivos em 0,100 e 1,00 mg L™.

Na Figura 18 sdo apresentados os valores de rm para S. minima em funcdo das
concentracdes selecionadas. Quando cultivadas em 0,010 mg L™ de chumbo o rm foi
0,0356 +0,0023 dia™. Quando cultivadas com 0,100 e 1,00 mg L™ os valores de rm foram
respectivamente: 0,0198 + 0,0019 e 0,00169+ 0,0035 dia™. Observou-se que as plantas
cultivadas em concentragdes acima de 0,100 mg L™ apresentaram valores de rm baixos
qguando comparados ao tratamento controle, além disso, o fato de ndo crescerem apo6s o 30°
dia de cultivo indica que estas concentragdes foram tdxicas para essa macrofita. Outros
estudos apontam que 0,020 mg L™ de Pb sdo t6xicos para S. minima e prejudicaram o
crescimento desta macréfita quando cultivadas por 11 dias (HOFFMANN; KUTTER,;
SANTAMARIA, 2004).
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Figura 17 — Crescimentos de S. minima (xDP) cultivada em diferentes concentracdes de Pb.
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Pb.

Coeficiente de crescimento (dia™)

O coeficiente de determinacdo do ajuste da Eq. 3 (eq. de decaimento) para 0s
tratamentos com Pb apresentou valores baixos (R?= 0,57; N=12), indicando que este modelo
ndo se mostrou adequado para explicar os decréscimos de rm em fungdo do incremento das
concentragdes de Pb observados nos cultivos com S. minima nas concentragdes escolhidas e,

portanto, o ajuste da curva nédo foi apresentado.
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Os teores de Pb nos tecidos das macrofitas cultivadas em diferentes concentracfes séo
apresentados na Figura 19. Observou-se que houve aumento nos teores de Pb nos tecidos das
plantas com o aumento da sua concentracdo na solucéo. Os individuos cultivados em solucdo

de 0,1 e 1,0 mg L™ de Pb, foram os que apresentaram maiores teores.

Na Figura 20 é apresentada a curva da Eq. 6 ajustada com os teores de Pb nos tecidos de
S. minima em fun¢do do incremento das concentracdes deste metal nos meios de cultivo. A
andlise deste ajuste indica que o teor tedrico méximo de Pb em S. minima (Rg) foi 1,888
mg g* (Ci=0,052; R?=0,968; N=12; p<0,01). Outro estudo demonstrou que S. minima é
capaz de adsorver aproximadamente 40 mg g de Pb quando expostas a concentragdes de
28,40 mg L™ e a capacidade de adsorcdo é maxima nas primeiras 10h de cultivo (SANCHEZ-
GALVAN et al., 2008). Esses autores também concluiram que o teor de chumbo no tecido de
S. minima aumenta de acordo com a concentragdo desse elemento no meio. A divergéncia nos
teores maximos que S. minima pode bioacumular pode estar relacionada as concentracdes
usada nos dois trabalhos, uma vez que que a concentracdo maxima de Pb utilizada neste

estudo foi 1,0 mg L™.

Durante o periodo experimental as macrofitas cultivadas nas concentracGes de 0,010 e
0,100 mg L™ de Pb foram capazes de crescer respectivamente 99,63 e 34,21 cm? e assimilar
respectivamente 0,0046 + 0,0019 e 0,0812 + 0,0080 mg de Pb. Outros autores relataram
grande potencial para o uso de S. minima no tratamento de efluentes contaminados por
chumbo. Isto porgue, individuos de S. minima sdo capazes de produzir nanoparticulas que se
ligam ao Pb e bioacumulam essas particulas nas paredes e membranas de suas células
impedindo, parcialmente, a acdo toxica deste elemento (CASTRO-LONGORIA et al., 2014).
O estudo destes autores indica também que a celulose, lignina e pectina sdo 0os componentes
principais que podem atuar como agentes redutores de ions de Pb. Outro trabalho demonstrou
que a presenca do Pb no meio de cultivo aumenta a producdo de fitoquelatinas e que elas
estdo relacionadas aos mecanismos de bioacumulacéo deste metal nos tecidos das raizes de S.
minima (ESTRELLA-GOMEZ et al., 2009).
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Na Figura 21 apresenta-se a curva da Eq. 2 relativa as variagdes da taxa de crescimento
(Crd) em funcéo da &rea de ocupagdo méaxima de S. minima (%). O célculo da Txa (Eq. 4)
para cultivos em 0,010 mg L™ de Pb, supondo que a ocupacéo do tanque seja de 50% de uma

area total de 2,443 mz, € o seguinte:

o 00244
X¢= 5297

x (0,0356 x 0,5 — 0,0356 x 0,5%) x 24430

Txa = 0,010 mg Pb dia!

Para que o cultivo de S. minima consiga remover 0,010 mg dia™* de Pb da solucdo seria
necessario um tangque com uma area minima de 2,443 m2. Estes célculos pressupdem que as
mesmas condigdes experimentais selecionadas nesse estudo sejam adotadas (e.g. temperatura
e intensidade luminosa). Outro estudo aponta que as eficiéncias nos tratamentos de efluentes
contaminados com Ni e Cd aumentaram para 65% quando cultivos foram realizados em
associacfes com palha de trigo e palha de arroz (DHIR; KUMAR, 2010). Outro, mostrou que
S. minima assimilou aproximadamente 40 mg g™* de Pb quando cultivadas em 33,15 mg L™ e
que a assimilacdo ocorreu nas primeiras 48 horas de cultivo (HOFFMANN; KUTTER,;
SANTAMARIA, 2004).
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Figura 21 - Taxa diaria de crescimento de S. minima em funcéo da area do tanque coberta pela macrdfita de
acordo com a concentracéo de Pb na solugéo.
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Como ocorrido no cultivo de S. minima com Cd, também houve contaminacéo por algas
nos meios com Pb, o que impediu a analise acurada do carbono exsudado. Na Tabela 6 séo
apresentados os resultados das analises de carbono e metais no efluente dos tanques de
cultivo. Foi aplicado o Teste-t (ZAR, 2010) para amostras de tamanhos diferentes e variacdes
iguais (teste-F com p<0,05) com objetivo de avaliar se a média de TOC no efluente do
tratamento controle (2,11+0,52) foi diferente das médias dos tratamentos com Pb. O resultado
do Teste-t, permite afirmar que as médias entre o tratamento controle e os tratamento com
0,010 e 0,100 mg L™ de Pb ndo foram significativamente diferentes (p<0,05). Entretanto,
houve diferenca significativa entre a média de TOC no tratamento com 1,00 mg L™ de Pb
(1,08+0,27) e do tratamento controle. Os valores médios do tratamento com maior
concentracdo de Pb provavelmente impediram a producdo de exsudados e de outros
compostos organicos (em adicdo, visualmente houve menor quantidade de algas neste

tratamento) em funcédo da sua toxidade.

Tabela 6 - Concentracdes de carbono organico total (TOC), carbono total (TC), carbono inorganico (IC) e
concentracdo de Pb no efluente dos tanques de cultivo com S. minima (mg L™).

Diainicial Dia final TOC TC IC Metal
Controle
9 12 1,68 2,01 0,34 <0,025
20 27 2,19 2,61 0,42 <0,025
28 33 2,69 3,11 0,42 <0,025
35 39 2,51 2,83 0,32
42 47 1,49 2,53 1,03
Chumbo - 0,010 mg L™
0 6 1,39 1,66 0,28 <0,025
7 13 1,51 1,80 0,29 <0,025
32 36 2,73 3,97 1,24 <0,025
Chumbo - 0,100 mg L™
0 6 1,63 2,37 0,74 0,099
7 13 1,55 1,73 0,18 0,105
32 36 2,03 2,84 0,81 0,101
Chumbo - 1,000 mg L™
0 6 1,27 1,57 0,30 0,958
7 13 1,20 1,36 0,16 0,896
32 36 0,78 0,94 0,16 1,021
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Tendo em vista remover metais de efluentes liquidos, usualmente os procedimentos
metodologicos utilizam sais de hidroxido ou sulfeto. Utilizando-se hidréxido, a remogdo de
Pb é a de menor eficiéncia, sendo possivel reduzir a concentragéo deste metal a 10 mg L™
Utilizando-se sais de sulfeto é possivel reduzir a concentracdo a 10® mg L™ de Pb
(ECKENFELDER, 2000). A partir dos resultados encontrados nesse estudo, propde-se uma
alternativa para 0 método quimico ou o uso concomitante dos dois métodos. Propde-se que
sejam utilizados procedimentos quimicos para a remoc¢éo de Pb a concentracBes proximas a

0,010 mg L™ e posteriormente o uso destas macréfitas no tratamento de efluentes.

Apbs o cultivo de S. minima em efluentes contaminados, o Pb pode ser extraido de seus
tecidos por diversos métodos em que a eficiéncia de extracdo chega a 99% utilizando EDTA e
posteriormente 0 metal extraido pode ser reutilizado ou acondicionado em volumes menores
até sua destinacéo final (NUNEZ-LOPEZ et al., 2008).
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2.2.3.2 Lemna valdiviana

O crescimento de fungos contaminou o experimento com 0,010 mg L™ de Pb, esse
evento prejudicou a analise do crescimento de L. valdiviana e também impediu as avaliacdes
precisas de Pb nos tecidos e nos efluentes dos recipientes de cultivo. Os resultados das
andlises de TOC também foram alterados. Apesar das 3 repeti¢fes, a contaminagdo por
fungos persistiu. Por ndo ter sido prevista contaminacGes por fungos, alteracbes no
delineamento experimental ndo puderam ser feitas, ja que essa contaminagdo ocorreu apenas
na fase final do experimento com L. valdiviana e prejudicariam a comparac¢ao dos resultados
iniciais com os finais. Talvez a presenca do Pb no meio de cultivo tenha prejudicado
mecanismos de defesa das macrofitas contra o crescimento excessivo de fungos (GARCION;
LAMOTTE; METRAUX, 2007; STANGARLIN et al., 2011).

Nas concentraces de 0,10 e 1,00 mg L™ de Pb ndo houve crescimento de L. valdiviana
e portanto os coeficientes de crescimento para essas duas concentragcdes (rm) foram nulos.
Para esses tratamentos ndo houve a mensuracao do teor de chumbo nos tecidos em virtude de
insuficiéncia de massa para esta analise. Ndo ocorrendo o crescimento, optou-se por ndo

avaliar as concentracdes de carbono e de Pb nos efluentes dos tanques de cultivo.
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2.2.4 Tratamento com Niquel

Entre as consequéncias da presenca do Ni na solucdo de cultivo estdo as redugbes das
clorofilas “a”, “b”, da feofitina e as reducBes de proteinas e aminoacidos (APPENROTH et
al., 2010; SEN; BHATTACHARYYA, 1994). O declinio na fotossintese pode ser o resultado
da inativacdo de enzimas de grupos sulfidricos que sdo necessarias para a biossintese de
acidos graxos que fazem parte do o processo fotossintético (JANA; CHOUDHURI, 1982;
MALHOTRA, 1977). Outros estudo sugere que o Ni forma complexo proteico com o
grupo -SH e se liga fortemente as raizes, prevenindo a passagem do metal para dentro da
planta (SIGEL, 1983).

2.2.4.1 Salvinia minima

Apresentam-se na Figura 22 os valores das areas foliares de S. minima acumuladas no
tempo, esses resultados foram utilizados para ajustar a Eq. 1 do crescimento sigmdide. Foram
observados crescimentos em todos os tratamentos com Ni; entretanto, menores em relagdo ao
controle. Nos cultivos com 0,400 mg L™ de Ni n&o foi observado crescimento (p<0,05) a
partir do dia 37 (52,37 cm?) e em 0,200 mg L™ ndo foi observado crescimento (p<0,05) a
partir do dia 42 (76,47 cm?). Em relacdo ao tratamento em 0,020 mg L™ observou-se
crescimento até o ultimo dia de cultivo (60° dia) quando ocupou uma éarea de 102,32 cm?
(35% do recipiente).

Na Figura 23 sdo apresentados os valores de rm para S. minima em funcdo das
concentragOes de Ni selecionadas. Quando cultivadas em concentragdes de 0,020, 0,200 e
0,400 mg L de Ni os valores de rm foram, respectivamente, 0,0263 + 0,0015, 0,0205 +
0,0033 e 0,0120+ 0,0026 dia™. Observaram-se decréscimos dos valores de rm conforme as

concentragdes de Ni aumentaram.

O coeficiente de determinacdo do ajuste da Eq. 3 (eq. de decaimento) para o0s
tratamentos com Pb apresentou valores baixos (R?= 0,70; N=12), indicando que este modelo
matematico ndo foi sensivel para explicar os decréscimos dos coeficientes de crescimento

observados nos cultivos com S. minima com Ni.
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Os teores de Ni nos tecidos de S. minima cultivadas em diferentes concentragdes desse
elemento séo apresentados na Figura 24. O maior teor de Ni nos tecidos foi verificado quando
as plantas foram cultivadas em solugdo com 0,200 mg L™ e os menores quando cultivadas em
solucBes com 0,020 e 0,400 mg L™ de Ni. Durante o periodo experimental, as macrofitas
cultivadas nas concentracdes de 0,020 e 0,200 mg L™ de Ni foram capazes de crescer
respectivamente 71,08 e 48,19 cm? e assimilar respectivamente 0,0174 + 0,0004 e 0,0616 +
0,0075 mg de Ni.

Os resultados deste estudo assemelham-se aos de SEN; BHATTACHARY YA (1994).
Esses autores concluiram que os teores de Ni nos tecidos de Salvinia natans aumentaram de
acordo com o incremento da concentracdo de metal no meio. Apesar de o0 experimento
desenvolvido ser conduzido em concentragfes 50 vezes menores que os deste estudo, o teor
méximo de Ni (3,33 mg g*) ocorreu quando as macréfitas foram cultivadas em 0,040 pg L™
de Ni.
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Figura 24- Teores de Ni em S. minima (£DP) em funcdo das concentracfes desse metal no cultivo.

Na Figura 25 apresentam-se as variagdes das taxas diarias de crescimento em funcéo da
area do tanque coberta pela macrofita. Utilizaram-se os dados dos experimentos para ajustar
uma curva polinomial. Através desta curva é possivel estabelecer o melhor tamanho do tanque
de cultivo e qual deve ser a porcentagem da area coberta por S. minima para que seja possivel
remover determinada quantidade de metal do efluente liquido, admitindo-se que sejam
mantidas as mesmas condicOes que as dotadas no experimento. Observou-se 0 Crd maximo

quando S. minima foi cultivada em concentracdes de 0,020 mg L™ de Ni.
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Figura 25 - Taxa didria de crescimento de S. minima em fun¢&o da &rea do tanque coberta pela macrofita de
acordo com as concentragdes de Ni na solugéo.

Na Tabela 7 sdo apresentadas as concentracdes das formas de carbono nos efluentes dos
cultivos com Ni. Mais uma vez, o crescimento de algas prejudicou a analise do carbono
exsudado pelas macrofitas. Contudo, foi realizado o Teste-t (ZAR, 2010) para amostras de
tamanhos diferentes e variagOes iguais (teste-F com p<0,05) com objetivo de avaliar
diferencas na concentracdo de TOC entre o tratamento controle e os tratamentos com Ni. O
Teste-t, permitiu afirmar que as médias entre o tratamento controle e os tratamentos com

diferentes concentragdes de Ni ndo foram significativamente diferentes (p<0,05).

As analises da concentracdo de Ni no efluente do tratamento controle apresentaram
valores de Ni abaixo do limite de quantificagdo do método (0,005 mg L™). Foi realizado o
Teste-t (ZAR, 2010) para avaliar diferencas entre os valores observados e esperados para as
concentragdes medias de metais no efluente dos cultivos. Apos a analise estatistica, pode-se
afirmar que as concentracfes de Ni determinadas nos efluentes dos tratamentos néo

apresentaram diferencas significativas com os valores esperados (p<0,05).
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Tabela 7 - Concentragdes de carbono orgénico total (TOC), carbono total (TC), carbono inorgénico (IC) e
concentragéo de Ni no efluente dos tanques de cultivo com S. minima (mg L™).

Diainicial Diafinal TOC TC IC Metal
Controle
9 12 1,68 201 0,34 <0,005
20 27 219 261 0,42 <0,005
28 33 269 311 042
35 39 251 283 0,32
42 47 1,49 253 1,03 <0,005
Niquel - 0,020 mg L™
0 6 1,32 205 0,73 0,014
7 13 1,73 197 023 0,014
32 36 087 104 017 0,015
Niquel - 0,200 mg L™
0 6 1,70 259 089 0,213
7 13 1,82 207 025 0,198
32 36 094 111 0118 0,204
Niquel - 0,400 mg L™
0 6 221 320 099 0,367
7 13 1,93 205 0,13 0,368
32 36 097 119 022 0,255

Tradicionalmente para remover Ni de efluentes, as técnicas quimicas utilizam sais de
sulfeto. Por esses procedimentos a remocao de Ni é a penultima em eficiéncia sendo possivel
reduzir a concentragio deste metal a 10°mgL™" (ECKENFELDER, 2000). CERIBASI;
YETIS (2004) estudaram a absorcao de Ni por um fungo (Phanerochaete chrysosporium) que
pode estar associado as raizes de macrofitas e encontraram valores altos de remocéo de Ni por

esta espécie (77.96 mg g, em cultivos com 50 mg L™).

O emprego de S. minima visando a remocdo de Ni de efluentes industriais deve ser
estudado melhor e preferivelmente utilizado em consércio com outras espécies de macrofitas
ou microrganismos que consigam remover este metal. Uma alternativa seria 0 consércio com
Brassica juncea ou Brassica carinata (PANWAR; AHMED; MITTAL, 2002); quando se

verificou a absorcao de 28.410 mg g™ de Ni.

A partir dos resultados encontrados nesse estudo, propde-se uma alternativa para o
método quimico ou o uso concomitante dos dois métodos. Propde-se que sejam utilizados
procedimentos quimicos para a remocdo de Ni até concentracdes préximas a 0,020 mg L™ e
posteriormente o uso destas macrofitas no tratamento de efluentes que podem estar associados
com outros microrganismos que podem aumentar a eficiéncia no tratamento de efluentes

contaminados por Ni.
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2.2.4.2 Lemna valdiviana

Os lotes cultivados nas concentragdes de 0,020 e 0,200 mg L™ de Ni apresentaram
crescimento lento (Figura 26). Quando cultivada em concentracdo de 0,020 mg L™ os
individuos cresceram apenas 32,6 cm? (0,056 g) e em 0,200 mg L™ observou-se o crescimento
de 20,4 cm? (0,035g). Devido aos crescimentos baixos observados na concentracdo de
0,200 mg L™ o tratamento com 0,400 mg L™ n&o foi realizado.
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Figura 26- Areas foliares de L. valdiviana (+DP) cultivadas em diferentes concentracdes de Ni.

Na Figura 27 séo apresentadas as variagbes de rm de L. valdiviana de acordo com a
concentragcdo de niquel na solucdo. Quando cultivadas em concentraces de 0,020 e 0,200
mg L™*de Ni os valores de rm foram, respectivamente, 0,0130 e 0,0100 dia™. Apesar do ajuste
do modelo apresentar valores positivos de rm observa-se na Figura 26 que 0s crescimentos
foram muito baixos quando comparados ao tratamento controle indicando que essas
concentragdes sao toxicas para essas macrofitas. De acordo com os resultados deste trabalho e
de outros autores (APPENROTH et al., 2010; SEN; BHATTACHARY YA, 1994) evidencia-

se que Ni é toxico para L. valdiviana mesmo na concentracdo mais baixa selecionada
(0,020 mg L™).
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Figura 27 - Coeficientes médios de crescimento (+DP) de L. valdiviana, quando cultivadas em diferentes
concentragdes de Ni.

Na Figura 28 séo apresentados os teores de Ni nos tecidos de L. valdiviana em funcao
da concentracdo deste metal na solucéo de cultivo. Comparando com o tratamento controle, os
teores aumentaram quando cultivados em concentracdes de 0,020 e 0,200 mg L™, apesar do
baixo crescimento. Outros autores tém utilizado individuos mortos e secos de Lemna minor
gue adsorvem Cd e Ni em seus tecidos e tém encontrado bons resultados, onde, apds
tratamentos quimicos a adsorcdo de metais nos tecidos destas macréfitas chegou a 83 mg g™
de Cd e 59 mg g™ de Ni (SAYGIDEGER et al., 2005). O ajuste da curva para estimar o teor
de metal (Eq. 6) resultou em valor baixo do coeficiente de determinacdo (R2= 0,80; N=18) e,

portanto, ndo foi apresentada.

Avaliando a influencia do pH no acumulo de Ni por Lemna minor observou-se que
quando cultivadas em pH 6,0 e 10 mg L™ de Ni por 28 dias essas macrofitas conseguiram
assimilar cerca de 0,395 mg Ni g™ em seus tecidos (KAUR; GADGIL; SHARMA, 2012). Os
resultados encontrados neste trabalho e pelos autores citados evidenciam a possibilidade de se
utilizar individuos de L. valdiviana e outras macrofitas aquaticas para remover de Ni de meios

contaminados.
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Figura 28 — Teores de Ni nos tecidos de L. valdiviana em fungéo das concentracdes de metal no meio de cultivo.

Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados das analises de carbono e Ni no efluente dos
tanques de cultivo. Mais uma vez ocorreu contaminagdo por algas nos recipientes
prejudicando a analise do carbono exsudado por L. valdiviana. Apesar da disso, foi realizado
0 Teste-t (ZAR, 2010) para amostras de tamanhos e variacdes iguais (Teste-F com p<0,05)
visando avaliar diferencas entre nas concentracdes médias de TOC presentes no efluente do
tratamento controle e no efluente do tratamento com metais. Apos essa analise foi possivel
afirmar que ndo houve diferenca significativa entre as concentragdes de TOC no efluente do

tratamento controle e as concentragdes dos tratamentos com Ni. (p<0,05).

A andlise estatistica (Teste-t) utilizada para avaliar divergéncias entre as concentracoes
observadas e esperadas de metais no efluente dos recipientes de cultivo também néo
apresentou diferencas significativas (p<0,05). Entretanto, diferente do sistema utilizado neste
trabalho (fluxo continuo), outros autores utilizando o sistema de batelada encontraram
remogdes de 87% de Ni quando L. minor foi cultivada em concentrages de 5,0 mg L™ de Ni
por 72 horas (AXTELL; STERNBERG; CLAUSSEN, 2003).



Tabela 8 - Concentragdes de carbono orgénico total (TOC), carbono total (TC), carbono inorgénico (IC) e
concentragdo de Ni no efluente dos tanques de cultivo com L. valdiviana (mg L™).

D2 hfinal | TOC  TC IC Metal
inicial
Controle
0 5 220 249 0,29 <0,005
6 13 1,73 226 053
29 34 285 4,09 1,24 <0,005
36 42 369 589 220
Niquel - 0,020 mg L™
0 5 1,77 261 084 0,014
6 13 250 296 045 0,023
29 34 215 318 1,03 0,015
36 42 259 396 137 0,014
Niquel - 0,200 mg L™
0 5 1,17 184 067 0,204
6 13 1,70 207 038 0,203
29 34 239 359 120 0,206
36 42 231 363 132 0,201
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2.2.5 Tratamento com Zinco
Os sintomas de toxicidade do Zn em plantas sdo caracterizados por reducdo no
crescimento e clorose de folhas; a clorose tem relacdo com a deficiéncia de varios elementos
responsaveis pela formacdo de cloroplastos e sintese de clorofila (BRECKLE; KAHLE,
1992). A deficiéncia desses elementos pode ser resultado da presenga do zinco, que pode
inibir, por competicdo, a absorcdo de outros ions como o ferro, devido a semelhanca nos raios
ibnicos desses elementos (MALAVOLTA, 1994).

2.2.5.1 Salvinia minima

Em relacdo aos experimentos conduzidos com Zn, a maior &rea ocupada durante o
periodo de 54 dias foi 211 cm? no cultivo com 1,00 mg L™ de Zn e a area média das plantas
cultivadas nesta concentracdo foi 202 + 13 cm2. Apresentam-se na Figura 29 as areas foliares
acumuladas no tempo, estes resultados foram utilizados para estimar os coeficientes de
crescimento. Observa-se que o cultivo em 1,00 mg L™ foi o que apresentou maiores areas
foliares em relacdo aos demais tratamentos. O cultivo com 0,10 mg L™ também apresentou
rapido crescimento e o cultivo sem zinco apresentou crescimento até o 30° dia e apds néo

houve diferenca significativa nos valores das areas foliares.

O cultivo com 10 mg L™ de Zn ndo apresentou diferenca significativa entre as areas
foliares (Teste-t) ndo ocorrendo crescimento, sugerindo que esta concentracdo seja toxica para
S. minima. Em outros estudos, cultivando Salvinia auriculata em concentracdes de 7,5 e 10
mg L™ também foi observado a morte das macréfitas apds 10 dias de cultivo (WOLFF et al.,
2009). Por esta raz&o, ndo foram realizados os tratamentos com 100 e 1.000 mg L™,

E importante lembrar que para os experimentos com Zn néo foi adicionada qualquer
concentracdo deste metal a solucdo controle (0 meio de cultivo com 15% de solucéo

Hoagland-Arnon possuia para os outros experimentos 0,008 mg L™ de Zn).
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Figura 29 - Crescimentos de S. minima (+DP) em diferentes concentragdes de zinco.

Na Figura 30 sdo apresentados os valores de rm dos cultivos com S. minima em funcao
das concentragdes selecionadas de zinco. O rm de S. minima cultivada sem Zn (controle) foi
0,0162 dia®. Quando cultivadas em concentragdes de 0,1 e 1,0 mgL™ os rm foram,
respectivamente, 0,0541 e 0,0609 dia™. As macrofitas cultivadas em concentragéo de 1,0 mg
L™ apresentaram rm 2,5 vezes maior que o verificado no tratamento controle. Esse resultado
pode estar relacionado ao fato do Zn ser um elemento essencial (micronutriente) para o
crescimento de diversas espécies vegetais e tem um importante papel na ativacdo de enzimas

especificas como peptidases, desidrogenases, proteinases e fosfohidrolases (MEHRA,;
FARAGO, 2008).

Né&o foram observados incrementos das &reas foliares no cultivo com concentracdo de
10,0 mg L™ de Zn. Dhir et al., (2008) avaliaram mudancas nas atividades fotoquimicas de
Salvinia natans quando expostas & concentragdes de 50 mg L™ de Zn e observaram mudancas
no potencial de assimilacéo de carbono pela atividade da ribulose-1,5 carboxylase/oxygenase,
evidenciando que 0 Zn em concentragdes proximas a essas podem ser toxicas para individuos
do mesmo género. Ha relato de danos morfolégicos, com o desenvolvimento de lesdes e
necroses marginais nas folhas de S. auriculata quando cultivada por 10 dias em concentragdes
de 7,5e 10 mg L™ de Zn (WOLFF et al., 2009).
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Figura 30 — Coeficientes médios de crescimento (+DP) de S. minima, quando cultivadas em diferentes
concentragdes de Zn

Os teores de Zn no tecido de S. minima cultivadas em diferentes concentragdes de Zn
sdo apresentados na Figura 31. Observa-se que houve um aumento nos teores dos tecidos
vegetais provenientes das concentra¢es mais elevadas. Os individuos cultivados em solucéo
de 10,0 mg L™ de Zn, apesar de ndo crescerem, foram 0s que apresentaram maior

concentragdo deste metal em seus tecidos.

Na Figura 32 é apresentada a curva da Eq. 6 ajustada com os teores de Zn nos tecidos de
S. minima em fungdo do incremento das concentracdes deste metal nos meios de cultivo. A
analise deste ajuste indica que o teor tedrico maximo de Zn em S. minima (Rk) foi
19,837 mg g’ (C.=8,958; R2=0,998; N=12; p<0,01). Resultados semelhantes foram
encontrados quando Salvinia auriculata foi cultivada em concentracbes de 2,5 5,0 7,5 e
10 mg L™ durante 10 dias, quando também foi observado aumento no teor de metais no tecido
das macrdfitas (WOLFF et al., 2009). Outros autores também observaram o aumento no teor
de metais (As, Cd e Zn) no tecido quando aumentadas as concentragdes de metais nos meios
de cultivo (GUIMARAES et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2001; SRIDHAR et al., 2007).
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Figura 31 - Teores de Zn em S. minima (+DP) em funcdo das concentra¢es de Zn na solugéo de cultivo.
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Figura 32 — Teores de Zn em S. minima (+DP) em fun¢&o das concentra¢Bes deste metal no meio de cultivo (eixo
das abscissas em escala logaritmica).
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Durante 0 experimento as plantas cultivadas na concentracdo de 1,0 mg L™ de Zn
cresceram 155,51 cm? o que corresponde ao incremento de 0,294 g de massa seca.
Considerando o incremento de massa seca e a quantidade de metal assimilado pelas plantas
cultivadas nessa concentragdo, pode-se concluir que essas macrofitas assimilaram 0,583 +
0,128 mg de Zn durante o periodo experimental e que estas plantas foram capazes de
assimilar 0,0037 + 0,0008 mg de Zn por cm? de area foliar. Durante o periodo experimental
30L de solugdo com 1,0 mg L™ de Zn passaram em cada recipiente, ou seja, passaram em cada
unidade experimental 30 mg de Zn, nessas condic¢des a eficiéncia de remogédo de Zn por S.
minima durante o periodo experimental foi de 2%. Para assimilar 1 mg de Zn S. minima
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precisa crescer 266,77 cm? nas mesmas condi¢des experimentais e estar ocupando50% da area

total do tanque e nesse caso, seria necessario um tanque com no minimo 247 m2.

Na Figura 33 apresentam-se as varia¢des das taxas diarias de crescimento em funcdo da
area do tanque coberta pela macrdfita. Utilizaram-se os dados dos experimentos para ajustar
uma curva polinomial. Através dessa curva foi possivel estabelecer o melhor tamanho do
tanque de cultivo e qual deve ser a porcentagem da area coberta por S. minima para que seja
possivel remover determinada quantidade de metal do efluente liquido, admitindo-se que
sejam mantidas as mesmas condicdes que as dotadas no experimento. Por exemplo, se a
concentracdo de Zn no tanque for 1 mg L™ e pretende-se remover 1 mg de Zn por dia é
necessario que a taxa de crescimento seja maior que 266,77 cm? dia™, portanto, o valor de “y”
da equacdo polinomial (Figura 33) para concentracdes de 1 mg L™, deve ser maior que
266,77cm2 dividido pela area total do tanque em cmz?, se o tanque possuir uma area de 30.000

cm? essa taxa vai ser atingida quando o tanque tiver entre 30 e 70% da sua area coberta.

Tendo em vista remover metais de efluentes liquidos, usualmente as remogdes utilizam
sais de sulfeto. No uso desse procedimento, a remocdo do Zn é a que apresenta menor
eficiéncia, sendo possivel reduzir a concentracdo de Zn a 0,001 pg L™ (ECKENFELDER,
2000). A partir dos resultados encontrados nesse estudo, propde-se uma alternativa para o
método quimico ou 0 uso concomitante dos dois métodos. Dessa forma pode-se economizar
com a compra de sais de sulfeto e aumentar a eficiéncia no tratamento de efluentes
contaminados com Zn. PropBe-se que sejam utilizados procedimentos quimicos para a
remocdo de Zn a concentracdes proximas a 1,0 mg L™ e posteriormente 0 uso destas
macrofitas no tratamento de efluentes. Contudo, estudos complementares sdo necessarios para
se encontrar a melhor concentragdo de Zn entre 1,0 e 10,0 mg L™ para o crescimento de S.

minima.
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Figura 33 — Taxa diria de crescimento de S. minima em fung¢éo da rea do tanque coberta pela macroéfita de
acordo com as concentragdes de Zn na solugéo.

Na Tabela 9 sdo apresentadas as concentracdes de TOC, TC, IC e Zn no efluente do
recipiente de cultivo. Nao foi observada diferenca entre as concentracbes de TOC do

tratamento controle e dos demais tratamentos com Zn (p<0,05).

Diferente do observado para os demais elementos, as concentraces de Zn nos efluentes
dos cultivos foram menores (p<0,05). As concentracfes médias de Zn nos efluentes dos
tratamentos com 0,10 1,00 e 10,0 mg L™* de Zn foram respectivamente 0,017+0,004;
0,661+0,277 e 9,668+0,091 mg L™ Estes valores indicam que a macréfita reduziu a
concentracdo de Zn no meio de cultivo apesar do baixo tempo de residéncia (2 dias) e que esta
remocdo deve estar ligada aos processos de crescimento da macrofita e consequentemente a
assimilacdo deste metal. Salvinia natans tem demostrado eficiéncia alta (84,6%) na remocéo
de Zn de efluentes contaminados por misturas diversos metais como Cd, Ni, Pb e Zn (DHIR;
SRIVASTAVA, 2011).
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Tabela 9 - Concentrag6es de carbono orgénico total (TOC), carbono total (TC), carbono inorgénico (IC) e
concentragéo de Zn no efluente dos tanques de cultivo com S. minima (mg L™).

Diainicial Diafinal TOC TC IC  Metal
Controle
9 12 1,68 2,01 0,34
20 27 2,19 2,61 0,42
28 33 2,69 3,11 0,42
35 39 251 283 032
42 47 1,49 2,53 1,03
Zinco - 0,10 mg L™
0 4 151 1,73 0,22 0,016
4 7 323 352 028 0,015
7 12 1,60 1,94 0,34 0,023
12 18 1,90 236 046 0,015
Zinco - 1,00 mg L™
0 4 1,73 2,11 0,39 0,999
4 7 1,84 222 039 0,665
7 12 151 186 0,35 0,661
12 18 0,77 1,09 0,33 0,320
Zinco - 10,00 mg L*
0 4 122 145 0,22 9,690
4 7 2,61 2,93 0,32 9,770
7 12 165 2,06 040 9,660
12 18 208 246 0,38 9,550

2.2.5.2 Lemna valdiviana

Observa-se na Figura 34 que L. valdiviana cultivada em concentracGes de 100,00 e
1.000,0 mg L 'de Zn apresentaram reducdes de suas areas foliares. As plantas cultivadas em
concentracdo de 0,10 e 1,00 mg L™ de Zn cresceram, respectivamente, 201,0 cm? (0,343g) e
138,12 cm? (0,235Q).

Na Figura 35 apresentam-se os valores de rm para L. valdiviana de acordo com a
concentragdo de zinco na solucdo. Observou-se aumento do rm quando cultivadas em
0,1 mg L™ de Zn, esse fato deve estar associado ao fato do Zn ser um micronutriente essencial
para o0 crescimento dessas macroéfitas. Os coeficientes de crescimento foram menores nas
outras concentra¢fes de Zn sugerindo que essas concentracfes elevadas sejam toxicas para
esta espécie. N&o foram observados crescimentos nas concentragbes de 100,0 e
1.000,0 mg L™ de zn.

Outros autores ndo observaram efeitos negativos na taxa de crescimento de Lemna
gibba quando cultivadas em concentrages de 0,01 mg L™ e 0,10 mgL™ e observaram
reducdes quando cultivadas em concentracdes de 4; 30 e 50 mg L™ por 10 dias em sistema de
batelada (MEGATELI; SEMSARI; COUDERCHET, 2009).
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Figura 34 - Crescimentos de L. valdiviana (xDP) cultivadas em diferentes concentrag¢6es de zinco.
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Figura 35 - Coeficientes médios de crescimento (xDP) de L. valdiviana em fungdo de diferentes concentracGes

de Zn.
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O coeficiente de determinacdo do ajuste da Eq. 3 (eq. de decaimento) para o0s
tratamentos com Zn apresentou valores relativamente baixos (R?= 0,83; N=15), indicando que
este modelo matematico néo foi adequado para explicar os dados observados nos cultivos com
S. minima nas concentracfes escolhidas para Zn e, portanto, o ajuste da curva ndo foi
apresentado. O fato do rm ter aumentado na concentracdo de 0,1 mg L™ de Zn desfavoreceu o
ajuste da curva de decaimento, uma vez que 0 modelo ndo prevé aumento nos valores de rm

quando a concentracéo de metal na solucdo aumenta.

Na Figura 36 observa-se a Crd de L. valdiviana cultivada em diferentes concentragdes
de Zn em funcdo da area ocupada. Observa-se a maior Crd (1,7%) quando cultivada em 0,10

mg L™ de Zn e ocupando 50% da area total.
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Figura 36 — Taxa diaria de crescimento de L. valdiviana cultivada em diferentes concentra¢6es de Zn em funcéo
da area ocupada (%).

Na Figura 37 apresentam-se os teores de Zn (mg g™) em L. valdiviana de acordo com a
concentracdo de Zn em que foi cultivada (mg L™). Como observado para os demais elementos
selecionados, os teores de Zn nos tecidos das plantas também aumentaram conforme o
incremento de Zn no meio. Entretanto, observou-se que na concentracdo mais alta (1,00 g L™)
0 teor de Zn diminuiu. O ajuste da curva para estimar o teor de metal (Eg. 6) resultou em
valor baixo do coeficiente de determinacdo (R?= 0,80; N=18) e, portanto, a curva ndo foi
apresentada. O resultado menor no teor de Zn encontrado quando o cultivo foi realizado em
1,00 g L prejudicou o ajuste da Eq. 6 (decréscimo de rm), pois esta ndo prevé reducdes no

valor conforme aumenta-se a concentracdo de metal no meio.
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Em outro trabalho de fitoacumulacdo de Zn por Lemna gibba, ha relato que essas
macréfitas foram capazes de assimilar 4,23 15,62 23,88 e 25,81 mg g™ quando expostas por
10 dias, respectivamente, as seguintes concentracdes: 6,30 9,92 14,23 e 17,57 mg L™ de zn,
em que os percentuais de remocao variaram de 61 a 71% (KHELLAF; ZERDAOQOUI, 2009).

Lemna. minor foi capaz de remover Zn de meios contaminados com 1, 2, 4 e 8 mg L™
de Zn apds 14 dias e sua capacidade em acumular este metal em seus tecidos foram
respectivamente 0,717; 1,284; 2,227 e 3,698 mg g™ (JAIN; VASUDEVAN; JHA, 1989)
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Figura 37 — Teores de Zn nos tecidos de L. valdiviana em funcdo das concentragdes de metal na solugéo de
cultivo.
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Na Tabela 10 s&o apresentadas as concentragdes de TOC, TC, IC e Zn no efluente do
recipiente de cultivo. Ndo foi observada diferenca entre as concentracbes de TOC do

tratamento controle e dos demais tratamentos com Zn (p<0,05).

Em relacdo as concentracbes de metais nos efluentes dos recipientes de cultivo
observaram-se reducdes nos valores (p<0,05) quando o cultivo foi realizado na concentracédo
de 0,1 mg L™ de Zn. Ndo foram observadas diferencas significativas entre as concentracdes
de metal esperada e observada no tratamento com 1,00 mg L™ de Zn. Em outros trabalhos
L. gibba mostrou um excelente desempenho em remover respectivamente 100%, 90% e 77%
de Zn, Cd e Cu do meio ap6s 10 dias de cultivo em concentracées de 0,1 mg L™ de Zn; 1,0
Hg L de Cde 0,1 pg L™ de Cu (MEGATELI; SEMSARI; COUDERCHET, 2009).

Tabela 10 - Concentrac6es de carbono orgénico total (TOC), carbono total (TC), carbono inorgénico (IC) e
concentracéo de Zn no efluente dos tanques de cultivo com L. valdiviana (mg L™).

Dia inicial Diafinal | TOC TC IC Metal
Controle
0 5 2,20 2,49 0,29
6 13 1,73 2,26 0,53
29 34 2,85 4,09 1,24
36 42 3,69 5,89 2,20
Zinco - 0,10 mg L™
0 11 2,00 3,28 1,28 0,02
11 20 1,94 2,51 0,57 0,01
20 29 1,74 2,71 0,97 <0,005
36 41 3,32 4,35 1,04 <0,005
43 49 140 236 0,96
Zinco - 1,00 mg L™
0 11 2,11 4,32 2,20 0,99
11 20 2,59 2,98 0,39 0,67
20 29 1,85 2,13 0,28
36 41 324 430 1,06
43 49 203 316 113
Zinco - 10,00 mg L™*
0 11 354,70* 379,00 24,25
11 20 1,84 2,62 0,78
20 29 1,67 2,13 0,46
36 41 363 454 0,90
43 49 263 355 092

*Valor ndo incluido na andlise estatistica devido a contaminagao por algas.
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2.2.6 Comparacoes entre as toxidades dos metais
2.2.6.1 Salvinia minima

Na Figura 38 sdo apresentados os valores relativos dos coeficientes de crescimento de S.
minima em fungéo da concentragdo dos quatro metais selecionados; nesse caso, 1 refere-se ao
valor de rm do controle (0,0567 dia™). Observa-se que houve reducio de 44%, 86% e 100%
quando cultivadas respectivamente com 0,003; 0,030 e 0,300 e mg L™ de Cd. Quando
cultivadas com 0,020; 0,200 e 0,400 mg L™ de Ni houve reducdo de 54%, 64% e 79%,
respectivamente. Observaram-se diminui¢fes nos valores rm de 27%, 63% e 69% quando
cultivadas respectivamente com 0,010; 0,100 e 1,00 mg L™ de Pb. Quando cultivadas sem
zinco a diminuicdo do rm foi de 71% e quando cultivadas com 0,100 e 1,00 mg L™ de Zn o
crescimento ndo foi significativamente diferente (p<0,05) do crescimento observado no

tratamento controle (0,008 mg L™ de Zn).
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Figura 38 — Coeficientes de crescimento relativo (+DP) de S. minima em fun¢do das concentracdes de metais no
meio.
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Na Tabela 11 sdo apresentados os valores do coeficiente de crescimento (rm), teor de
metal no tecido (R), taxa maxima de remocdo de metais (Txa) considerando a area total
disponivel de 1m2, a &rea minima necessaria (A) para remover a concentragdo de metal em
que o cultivo esta sendo realizado (i.e. se S. minima for cultivada em 0,003 mg L™ de Cd é
necessaria uma area minima de 0,54 m2 para remover 0,003 mg de Cd por dia da solugéo) e o
fator de bioacumulacdo (BCF) da S. minima de acordo com as concentracOes de metais na

solucéo.

Entre todos 0s metais, o maior valor do rm (0,061 dia™) e a maior taxa de remocéo
(Txa= 571 pg m2 dia™) foram observados quando S. minima foi cultivada em 1,00 mg L™ de
Zn. A menor area teorica necessaria (0,54 m?) para remover Cd do meio de cultivo foi

observada quando S. minima foi cultivada em 0,003 mg L™

O maior fator de bioacumulacao (12.571) foi observado quando o cultivo foi realizado
em 0,100 mg L™ de Pb. De acordo com ZAYED; GOWTHAMAN: TERRY (1998) as plantas
sdo consideradas boas acumuladoras de metais quando o BCF é maior que 1.000. Nos
resultados observados neste trabalho para S. minima, o unico valor do BCF inferior a 1.000
foi observado no cultivo com 0,400 mg L™ de Ni, indicando que, de maneira geral, S. minima

é boa bioacumuladora de Cd, Pb e Zn e, dependendo da concentragdo, de Ni.

Tabela 11 — Valores do coeficiente de crescimento (rm), teor (R), taxa maxima de remocao de metais (Txa), area
min. necesséria (A) e fator de bioacumulacdo (BCF) da S. minima de acordo com as concentra¢des de metais na

solugdo.
Tratamento rm R Txa max. A min BCF
(mgl™ (dia™) (mgg™ (mgm>dia™) (m?)

Controle 0,057

0,003 Cd 0,032 0,037 5,52 0,54 12.353
0,030 Cd 0,007 0,086 3,01 9,98 2.876
0,300 Cd 0,000 0,803 n.d. nd. 2.676
0,020 Ni 0,026 0,130 16,08 1,24 6.480
0,200 Ni 0,021 0,677 65,52 3,06 3.386
0,400 Ni 0,012 0,360 20,46 19,55 900
0,010 Pb 0,041 0,024 4,75 2,11  2.439
0,100 Pb 0,021 1,257 124,72 0,80 12571
1,000 Pb 0,018 1,786 150,26 6,66 1.786
0,000 Zn 0,016 0,481 n.d. n.d. n.d.
0,100 Zn 0,054 0,625 159,50 0,63 6.249
1,000 Zn 0,061 1,986 571,00 1,75 1.986
10,00 Zn 0,000 10,464 n.d. nd. 1.046

n.d. - Nao determinado
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OLGUIN; HERNANDEZ; RAMOS (2002) avaliando bioconcentracdes em macrofitas
observaram que S. minima cultivada por 5 dias em solugdo com 4,00 mg L™ de Cd acumulou
nos tecidos 10,930 mg g™ e obtiveram um BCF = 2718. O valor encontrado pelos autores é

proximo ao calculado neste trabalho (BCFo zo0mg L.ca= 2.676 € BCFo 030mg L.ca=2.876).

Quando cultivada em 10 mg L™ de Zn e 0,300 mg L™ de Cd ndo foram observados
crescimentos de S. minima. Comparando o efeito tdxico entre os metais ha mesma ordem de
grandeza das concentracdes, observou-se maior toxidez de Cd (0,300 mg L™) em relacéo aos
outros metais (0,400 mg L™ Ni: 0,100 mg L™ Pb e 0,100 mg L™ Zn). Analisando os dados
apresentados na Figura 38, pode-se afirmar que mesmo baixas concentracfes de Cd sdo
toxicas para S. minima e que, apesar das concentracfes do metal em seus tecidos ter
aumentado quando aumentou-se a concentracdo deste metal no meio, a planta é tdo sensivel
que a Txa ndo aumentou (Tabela 11). Reducdes nos pigmentos fotossintéticos quando
expostos a metais ja foram reportados por diversos autores para outras espécies de Salvinia
(AL-HAMDANI; BLAIR, 2004; HADAD et al, 2007; NICHOLS; COUCH; AL-
HAMDANI, 2000).

OLGUIN; HERNANDEZ; RAMOS (2002) avaliando bioconcentracdo de S. minima
cultivada por 5 dias em solucdo com 3,00 mg L™ de Pb, observaram actimulo de 9,780 mg g*
nos tecidos e obtiveram um BCF = 3.304. Esses valores sdao bem maiores que 0s observados
neste estudo, quando a mesma espécie foi cultivada em 1,00 mg L™ Pb (R = 1,786 mgg™;
BCF = 1786), outros testes sdo necessarios para encontrar o fator maximo de bioacumulacédo
de Pb por essa macrofita. Talvez a divergéncia entre os valores encontrados pelos dois
trabalhos resida na concentracdo do metal na solugéo de cultivo e no tempo de contato da
macrofita com o meio, j& que neste experimento as plantas foram cultivadas por 55 dias e ndo
foi observado o crescimento da planta e no trabalho de Olguin et al. (2002) a planta

permaneceu em contato com a solugéo por 5 dias e o sistema ndo era de fluxo continuo.

Em um trabalho mais recente, OLGUIN et al. (2005) cultivaram S. minima em solucdes
com 12,9 mg L™ de Pb e encontraram 27,473 mg g deste metal acumulados e adsorvidos nos
tecidos (BCF = 2.129). Estes autores encontraram Pb aderido aos tecidos externos da planta
(adsorvidos) e na regido intracelular e intersticial (acumulados) e concluiram que S. minima
pode remover Pb do meio de cultivo através desses dois processos. A adsor¢do de metais por
macrofitas também foi descrito por SCHNEIDER; RUBIO (1999); os autores sugeriram que a
adsorcdo de metais no tecido externo da planta esteja relacionada a mecanismos de troca

ibnica e poderiam estar relacionados aos grupos carboxilicos presentes na parede celular. Esse
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mecanismo torna S. minima ainda mais propicia ao uso tendo em vista a remogdo de metais,
pois as ligacOes sdo feitas no tecido externo da planta, evitando que o metal torne-se toxico

atraves da interferéncia nos processos fisioldgicos.

Apesar de ndo ocorrer crescimento da planta quando cultivada em 10 mg L™ de Zn,
nesta concentracdo foi observada a maior assimilacdo deste elemento (10,464 mgg™).
Quando cultivada em 1,00 mg L™ por 54 dias a assimilacdo total foi 0,7581 mg de Zn quando

ocupou uma &rea de 202,22 cm? (0,3818g).

2.2.6.2 Lemna valdiviana

Na Figura 39 séo apresentados os valores relativos dos coeficientes de crescimento de
L. valdiviana em fungdo da concentracdo dos quatro metais selecionados (rMcontrole=0,1145
dia™®). Observa-se que houve uma reducio de 65%, 93%, 96% e 100% quando cultivadas
respectivamente com 0,003; 0,030; 0,300 e 0,600 mg L™ de Cd. Quando cultivadas com 0,020
e 0,200 mg L™ de Ni houve uma reducdo de 89% e 91%, respectivamente. Quando cultivadas
sem zinco o crescimento ndo foi significativamente diferente (p<0,05) do crescimento
observado no tratamento controle (0,008 mg L™ de Zn). Houve diminuicéo de 40%, 58% e
92% quando cultivada em 0,10; 1,00 e 10,0 mg L™ de Zn, respectivamente, e reducdes de
100% quando cultivadas em 100,0 e 1.000,0 mg L™ de Zn.
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Figura 39 — Coeficientes de crescimento relativo (+DP) de L. valdiviana em funcéo das concentracfes de metais
no meio.

Observou-se que nas concentracdes de 0,100 mg L™, o Pb diminuiu 100% o coeficiente
de crescimento e 0 Zn ndo causou efeitos tdxicos, o Cd afetou negativamente o crescimento
de L. valdiviana a partir de 0,003 mg L™, evidenciando a toxidade de Cd e Pb para essa

macrofita.

Na Tabela 12 observam-se os valores do coeficiente de crescimento, dos teores de
metais, das taxas méximas de remocdo de metais, das &reas minimas necessarias para remover
a concentracdo de metal em que a planta estd sendo cultivada (i.e. se a concentracdo da
solucdo for 0,003 mg L™ de Cd para remover 0,003 mg L™ de Cd por dia seria necessaria uma
area minima de 0,72 m?) e fator de bioacumulacdo da L. valdiviana de acordo com as

concentracdes de metais na solucao.

Apesar de ndo observado o crescimento na concentracdo de 100,0 mg L™ de Zn, foi
nesta concentracdo em que houve a maior assimilacdo (R= 62,465 mg g) entre todos os
metais. A maior taxa de remogdo de metais por m? foi observado quando L. valdiviana foi
cultivada em 10 mg L™ de Zn apesar do baixo crescimento (rm = 0,010; 8% em relacéo ao
controle). A menor area tedrica necessaria para remover 0,100 mg Zn por dia € 0,47 m2. O

maior fator de bioacumulacdo (BCF=8.000) foi observado quando L. valdiviana foi cultivada
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em 0,003 mg L™ de Cd. Valores de BCF maiores que 1.000 foram observados quando L.
valdiviana foi cultivada em 0,003; 0,300 e 0,600 mg L™ de Cd; em 0,020 mg L™ de Ni e em
0,100 mg L™ de zn.

Tabela 12 - Valores do coeficiente de crescimento (rm), teor (R), taxa maxima de remocao de metais (Txa), area
min. necessaria (A) e fator de bioacumulacao (BCF) da L. valdiviana de acordo com as concentrages de metais

na solucdo.
Tratamento rm R Txamax. A min. BCF
mg L™ dia™ mg g™ pg m2 dia™ m?

Controle 0,114

0,003 Cd 0,041 0,024 4,15 0,72  8.000
0,030 Cd 0,009 0,150 5,48 5,48 500
0,300 Cd 0,004 1,300 2226 13,48 4.333
0,600 Cd 0,000 1,150 n.d. nd. 1.917
0,020 Ni 0,013 0,044 2,46 8,14  2.200
0,200 Ni 0,010 0,045 1,93 103,82 225
0,000 Zn 0,098 0,320 n.d. n.d. n.d.
0,100 Zn 0,069 0,440 214,50 0,47 4.400
1,000 Zn 0,048 0,750 153,02 6,53 750
10,00 Zn 0,010 5,739 236,37 42,31 574
100,0 Zn 0 62,465 n.d. n.d. 625
1.000 Zn 0 41,826 n.d. n.d. 42

n.d. - ndo determinado

Em outro estudo os BCFs apresentados por L. gibba para Ni foram 100; 33,3 e 40
quando cultivadas respectivamente em 0,1; 0,3 e 0,5 mg L™ por 4 dias (KHELLAF;
ZERDAOUI, 2010). Comparando com os resultados observa-se que os BCFs encontrados
neste trabalho sdo 2 vezes maiores que 0s encontrados pelos outros autores. Esta diferenca
pode estar relacionada ao maior tempo de retencdo, as diferencas nos fatores abioticos e nas
concentragdes do metal dos dois trabalhos. Em outro estudo o BCF apresentado por L. minor
foi 600 quando cultivada por 14 dias na concentracdo de 1,0 mg L™ de Ni e reduziu para
aproximadamente 200 quando cultivada em concentragdes maiores que 5 mg L™ (KAUR;
GADGIL; SHARMA, 2008).

O BCF para L. minor foi de 1275+32 quando cultivada por 72h em 0,0015 mg L™ de Cd
(BIANCONI et al., 2013). Valor menor que o encontrado neste trabalho (BCF=8.000) quando
cultivada em 0,003 mg L™ de Cd.
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2.2.6.3 Comparagdes entre as macrofitas

A legislacéo brasileira vigente (BRASIL, 2011) permite o lancamento de efluentes com
concentracdes de 0,200 mg L™ de cadmio. S. minima cultivadas em concentracdes préximas a
esta (0,300 mg L™) apresentou inibicdo de 100% do seu crescimento (rm= 0 dia™) e L.
valdiviana apresentou 96% de inibicdo (rm= 0,004 dia™). Portanto, a hip6tese de que estas

macrofitas permitem a fitorremediacdo de efluentes com essa concentracédo de Cd é falsa.

Em relacdo ao Pb, a concentracdo méxima permitida para o lancamento de efluentes é
0,5 mg L™ (BRASIL, 2011). Os coeficientes de crescimento de S. minima cultivadas em 0,10
e 1,00 mg L™ deste metal foram respectivamente 0,0210 e 0,0179 dia™ (63 e 69% de inibicdo
do crescimento). Em relacdo a L. valdiviana, quando cultivadas em concentracdes maiores
que 0,10 mg L™ de Pb néo foi observado o crescimento desta macréfita (rm= 0 dia™). Logo, a
hipotese do uso de L. valdiviana para a fitorremediacdo de efluentes contaminados com

0,5 mg L™ de Pb é falsa, e verdadeira para S. minima.

A concentracdo de Ni maxima permitida pela legislacdo para o lancamento de efluentes
é 2 mg L™ (BRASIL, 2011). Quando S. minima foi cultivada em concentragdes de 0,400
mg L™ deste elemento o rm foi 0,0120 dia™, a inibicdo do crescimento foi de 79%, e
evidenciou-se uma tendéncia ao aumento da inibicdo com o aumento das concentragdes.
Quando L. valdiviana foi cultivada em 0,200 mg L™ de Ni foi observada inibi¢cdo de 91% do
crescimento. A hipotese do uso de S. minima para fitorremediacdo do Ni ndo pbde ser
avaliada com certeza, pois seriam necessarios experimentos em concentragdes mais proximas
as permitidas pela legislagcdo. Entretanto, o uso de S. minima e de L. valdiviana para o
tratamento de efluentes contaminados com Ni deve ser evitado, pois foram observados valores

altos de inibicdo do crescimento e baixas taxas de remocdo (Tabelas 11 e 12).

Em relacdo ao Zn a concentragdo maxima permitida pela legislacdo (BRASIL, 2011) é 5
mg L™. A variacdo do coeficiente de crescimento de S. minima quando cultivadas em 1,0 e
10,0 mg L™ foi alta. Quando S. minima foi cultivada em concentragdes de 1,0 mg L™
observaram-se crescimentos prOximos aos crescimentos do tratamento controle e quando
cultivadas em 10 mg L™ de Zn néo foi observado crescimento (Figura 38). Os coeficientes de
crescimento de L. valdiviana quando cultivadas em concentragdes de 1,0 e 10 mg L™ de Zn
foram respectivamente 0,0479 e 0,0097 (58 e 92% de inibigé&o do crescimento). Sugere-se que
estudos em concentracGes intermediarias devam ser feitos para avaliar o uso potencial desta

macréfita em concentragdes de 5 mg L™
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Concentracdes de 0,003 mg L™ de Cd diminuem o crescimento de S. minima (56%) e L.
valdiviana (35%) e quando cultivadas nesta concentragdo S. minima é capaz de bioacumular
mais Cd (BCF=12.353) que L. valdiviana (BCF=8.000). Entretanto, quando cultivadas em
0,300 mg L™ L. valdiviana conseguiu assimilar mais Cd (R=1,300 mg g*) que S. minima
(R=0,803 mg g*). O uso de L. valdiviana (Txams= 22,26 ug m dia™) é mais eficiente no
tratamento de efluentes contaminados com Cd que S. minima (Txamas= 5,52 pug m™ dia™).

Concentracdes de 0,020 mg L™* de Ni sdo mais téxicas para L. valdiviana
(rMrelativo= 0,11) que para S. minima (rMeaivo= 0,46) e nesta concentracdo o fator de
bioacumulacdo e o teor de metal nos tecidos de S. minima (BCF=6.480; R=0,130) foram
maiores que 0s observados para L. valdiviana (BCF=2.200; R=0,044 mg g). O uso de S.
minima (Txams= 65,52 ug m™ dia™) é mais eficiente no tratamento de efluentes contaminados
com Ni que L. valdiviana (Txams= 2,46 ug m™ dia™).

Concentracdes de 0,100 mg L™ de Pb afetaram negativamente o crescimento de S.

minima (37%) e foram extremamente toxicas para L. valdiviana (rm=0).

Concentracdes de 1,00 mg L™ de Zn ndo prejudicaram o crescimento de S. minima
(FMietativo= 1,07) e L. valdiviana (rMyeaive= 0,91) e em concentraces de 10,0 mg L™ sdo
toxicos para as duas macrofitas (rm= 0 para S. minima e rMeativo= 0,08 para L. valdiviana).
Quando cultivadas em 0,100 mg L™ S. minima bioacumulou mais Zn (BCF=6.249) que o de
L. valdiviana (BCF=4.400) e quando cultivadas em 10,0 mg L™ S. minima conseguiu
assimilar 10,464 mg g™ em seus tecidos enquanto L. valdiviana assimilou 5,739 mg g*. A
eficiéncia da L. valdiviana (Txams= 236,37 pg m? dia™) em tratar efluentes contaminados

com Zn é menor que a de S. minima (TXama= 571,00 pg m™ dia™).
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2.2.7 Cultivo de S. minima visando a remocio de metais de efluente de
galvanoplastia

O tratamento do efluente bruto com o CaOH buscava uma alternativa quimica que
permitisse o0 crescimento de S. minima no efluente tratado, uma vez que ndo houve
crescimento das plantas no efluente tratado com NaOH. Entretanto, mesmo utilizando esta
alternativa ndo houve crescimento da macrofita e, portanto, a determinacdo da concentracdo
de metais no efluente tratado utilizando CaOH né&o foi realizado e por isso ndo apresentado na
Tabela 2.

Apresenta-se na Figura 40 o crescimento de S. minima, representado pela sua area
foliar, durante o periodo experimental. As plantas cultivadas na solugdo controle cresceram
normalmente (rm= 0,0451 + 0,0035 dia™, N= 3), o valor do rm encontrado assemelhou-se
com os valores encontrados para o crescimento de S. minima, conduzido outras vezes neste
trabalho (rm= 0,0567 + 0,0100 dia™*, N= 12).
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Figura 40 — Crescimento de Salvinia minima cultivadas em efluente de galvanoplastia.

As plantas cultivadas na solucédo diluida cresceram muito pouco no periodo de 40 dias
(rm = 0,00231 + 0,00121 dia™). Este resultado indica que mesmo o efluente diluido 1000
vezes impediu o crescimento normal de S. minima. Além dos elementos considerados nos
testes anteriores, a solucdo diluida continha concentrac@es de aluminio, estanho, ferro, cromo,
cobre e boro cuja toxidade ndo foi avaliada neste trabalho. As concentragcdes dos outros
metais foram muito baixas para serem avaliadas ou estavam abaixo das concentragdes toxicas

para S. minima (cadmio, chumbo, niquel, zinco, magnésio, manganés e molibdénio).
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Analisando os resultados apresentados na Tabela 13 evidencia-se que, mesmo nao
ocorrendo crescimento significativo das plantas cultivadas em solucdo diluida, houve
aumentos nos teores de metais nos tecidos de S. minima apos o cultivo com efluente diluido
(23,35 vezes de niquel; 14,64 vezes de prata; 7,74 vezes de cromo e; 6,38 vezes de aluminio).
Observou-se também que houve aumento na concentracdo de diversos outros metais com
excecdo do boro e estanho. Estes resultados indicam que o uso destas macrdfitas para
remocdo de metais pode ser uma alternativa para o tratamento de efluentes, mesmo néo

ocorrendo o crescimento dos individuos.

Né&o foram observados aumentos nos teores de manganés, magnésio e sédio. Entretanto,
observa-se que estes elementos sdo importantes para o desenvolvimento destes organismos,
uma vez que grandes quantidades destes elementos foram verificadas nos tecidos de
S. minima quando cultivadas na solucéo controle e na solucdo diluida. Esse fato sugere que

estes elementos podem ser removidos da agua atraves do crescimento destes individuos.

Tabela 13 — Teor de metais nos tecidos de S. minima apds 40 dias de cultivo em solugdo controle (tecido-
controle) e com efluente diluido (tecido-diluido).

Par@metro | Unidade | Tecido- Controle | Tecido-Diluido % Eje metal em
relacéo ao controle

Aluminio | mg.kg™ 29,19 63,63 218%
Antidnio mg.kg™ <0,50 <0,50

Arsénio mg.kg™ <0,60 <0,60

Bério mg.kg™ 2,56 16,33 638%
Bismuto mg.kg™ <1,50 <1,50

Boro mg.kg™ 15,95 12,67 79%
Cadmio mg.kg™ <0,50 <0,50

Célcio mg.kg™ 9.306,57 10.994,65 118%
Chumbo mg.kg™ 2,78 8,44 304%
Cobalto mg.kg™’ 1,66 3,66 220%
Cobre mg.kg™’ 106,53 306,02 287%
Cromo mg.kg™ <0,80 6,19 774%
Estanho mg.kg™ 1,73 <1,50 87%
Estroncio | mg.kg™ 16,85 23,65 140%
Ferro mg.kg™ 130,98 310,81 237%
Magnésio mg.kg™ 3.237,96 3.107,83 96%
Manganés | mg.kg™ 1.069,51 1.064,72 100%
Molibdénio | mg.kg™ 1,96 <1,50 131%
Niguel mg.kg™ 2,11 49,27 2335%
Prata mg.kg™ <0,50 7,32 1464%
Sédio mg.kg™ 5.889,49 3.920,61 67%
Zinco mg.kg™’ 157,39 359,23 228%
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Analisando os resultados apresentados na Tabela 14, observa-se que houve reducéo de
55% na concentracdo de cromo, 96% na de ferro, 60% de niquel e 81% de zinco. Esperava-se
que a planta removesse metais da solucdo através da assimilacdo desses durante o seu
crescimento, entretanto observou-se que mesmo nao ocorrendo o crescimento das macrofitas

houve reducgéo na concentracdo de metais.

Tabela 14 — ConcentracGes de metais nos efluentes dos experimentos e porcentagens de remocdo dos metais em
relacdo as concentracgdes iniciais de metais.

Pardmetro | Unidade | Controle - pds | % de remocéo | Diluido - p6s | % de remocao
Aluminio mg.L™? <0,010 <0,010
Antionio mg.L™? <0,005 <0,005
Arsénio mg.L™? <0,008 <0,008
Bério mg.L™? <0,025 <0,025
Bismuto mg.L™? <0,025 <0,025
Boro mg.L™? <0,050 <0,050
Cadmio mg.L? <0,005 <0,005
Célcio mg.L? 20,32 32% 15,82 47%
Chumbo mg.L™? <0,008 <0,008
Cobalto mg.L™? <0,008 <0,008
Cobre mg.L™? <0,018 <0,018
Cromo mg.L™? <0,010 <0,010 55%
Estanho mg.L? <0,025 <0,025
Estroncio mg.L? <0,025 <0,025
Ferro mg.L? <0,008 61% <0,008 97%
Magnésio mg.L? 3,998 45% 3,525 52%
Manganés mg.L? <0,011 85% <0,011 86%
Molibdénio mg.L? <0,025 <0,025
Niquel mg.L? <0,008 <0,008 60%
Prata mg.L? <0,005 <0,005
Sédio mg.L? 0,898 0,317
Zinco mg.L? 0,082 0,026 82%

As plantas cultivadas no efluente tratado com sodio ou calcio morreram apds 10 dias de

cultivo, diante desse resultado foi possivel inferir 3 causas para as mortes:

1. Os aumentos das concentracdes de sodio ou de calcio (devido a utilizacdo destes
elementos no processo de alcalinizagdo no processo de tratamento quimico do
efluente bruto) e dos valores de condutividade elétrica nas solucdes (i.e., aumento
das concentragdes de sais) tornaram o meio toxico ou hipersalino.

2. Apesar das concentragbes de cadmio, chumbo e zinco estarem abaixo da
concentragdo toxica para S. minima a concentracdo de niquel (1,527 mg L™) pode ser
toxica para esses individuos, uma vez que 0s experimentos conduzidos neste projeto
com concentracdes méaximas de 0,04 mg.L™ apresentou reducéo nos valores do rm

para S. minima (item 2.2.4.1), além disso, as concentrac6es de aluminio, bario, boro,
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cobre, estroncio, ferro e prata, remanescentes na solucédo tratada podem ter tornado o
meio toxico.

3. As concentragbes de magnésio, manganés, molibdénio e outros elementos
indispensaveis para a sobrevivéncia da S. minima ndo encontravam-se em

concentracgdes suficientes.

Apesar de testadas duas formas de tratamento do efluente, utilizando hidréxido de sédio
e hidroxido de calcio, nenhuma destas técnicas permitiu que a solucéo tratada propiciasse o
crescimento da S. minima e consequentemente a remoc¢do de metais do efluente. Este fato
indica que os métodos utilizados para o tratamento (precipitacdes por hidroxido de sodio ou
de célcio) ndo foram eficientes para a remocdo dos metais a ponto de torna-los ndo tdxicos
para as macrofitas. E possivel, ainda, que os tratamentos tenham gerado subprodutos que
sejam tdxicos. Os valores elevados de condutividade elétrica (Tabela 2) podem sugerir que
houve estresse osmotico sem que houvesse necessariamente elemento téxico na solucéo de

cultivo.

Analisando os resultados, observa-se ainda que o emprego de macrofitas como
ferramenta fitorremediadora para diminuir as concentracbes de metais em efluentes é
complexo e que tratamentos quimicos prévios podem interferir direta e indiretamente no
crescimento das plantas. Pelo exposto, sdo necessarios testes adicionais com outras técnicas
de tratamento de efluentes contaminados com metais ou com outras plantas que toleram a
presenca dos metais restantes e consiga remové-los da solucdo de cultivo através do seu

crescimento.
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2.3 Consideracgoes finais

Como mencionado, observou-se que todos os coeficientes de crescimento aumentaram
quando as concentracdes de Cd, Ni e Pb no meio foram menores. Esses resultados corroboram
a indicacdo do uso dessas macrofitas para o tratamento de efluentes contaminados por estes
metais uma vez que se a macrofita for capaz de reduzir as concentragGes de metais do meio

em que estiver sendo cultivada ela também terd aumentado sua capacidade de crescer.

De acordo com a previsdo do modelo matemaético, ajustado com os dados do
experimento, quando a concentracao de metal no meio de cultivo diminui muito a capacidade
das macrofitas crescerem, sugere-se que para tratar efluentes contaminados por Cd, Ni e Pb as
plantas sejam cultivadas primeiramente em um tanque ndo contaminado, dessa forma, as
plantas poderiam crescer no primeiro tanque, em um segundo momento, serem introduzidas
no segundo tanque (contaminado) e retiradas quando atingirem a concentragdo méaxima de
acumulacdo ou adsorcdo em seus tecidos (Rk). OLGUIN et al. (2005) sugerem que a
capacidade maxima de acumulacdo de metais pela S. minima ocorre em um periodo de 24
horas. Outros estudos tém apontado que a circulagdo da solugdo aumenta a eficiéncia (62%)
na remocdao de metais como o Pb, Ni e Cu do meio de cultivo (YILMAZ; AKBULUT, 2011).

Em uma situacdo hipotética, em um meio onde a concentracdo de Zn for proxima a 10
mg L™ onde ndo ocorreré o crescimento de S. minima, o sistema possuira maior eficiéncia na
remocao de Zn se os individuos forem introduzidos cobrindo toda a extensdo do tanque e
retirados quando os teores de Zn nos tecidos estiverem préximos a 10 mg g™*. Nesse caso, a
cobertura de 100% do tanque é melhor do que colocar uma quantidade menor de plantas para
gue o Zn seja removido durante o crescimento da planta. Portanto, cada estacdo de tratamento
de esgoto deve considerar as condi¢cdes ambientais, area disponivel, vazdo e concentragdo de
nutrientes e metais que dispde para avaliar se a eficiéncia de remog¢éo de metais por S. minima

¢ viavel economicamente e ecologicamente.

Mais testes s@o necessarios para avaliar o crescimento dessas macrofitas quando mais de
um metal estiver presente na solucdo de cultivo, pois as interagcdes entre os metais podem
alterar a capacidade dessas plantas atuarem como fitorremediadoras e crescerem. Ndo devem
ser descartadas opgOes quimicas de tratamento de esgoto e 0 uso concomitante de processos
quimicos com biologicos (fitorremedicdo) podem melhorar a capacidade de remocédo de

metais.
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Em estudos de toxicologia aguda o objetivo € demonstrar o efeito negativo (geralmente
morte) em um periodo curto (24h) e devem ser observados diversos procedimento
protocolares; os efeitos toxicos cronicos sao realizados em periodos que correspondem a toda
a vida do organismo e a exposi¢do ao agente toxico geralmente dura mais de 3 meses; 0S
estudos que analisam efeitos adversos em periodos que ndo excedam 10% da vida do
organismo s&o considerados subagudos e os que excedem esse periodo mas ndo sdo avaliados
durante todo o ciclo de vida séo considerados subcrénicos (CHASIN; AZEVEDO, 2004).

Neste estudo a primeira analise do crescimento ou senescéncia foi realizada entre 0 4° e
0 5° dia amostral e ndo foram observadas diferencas significativas quando comparada ao
inicio do experimento (dia 0). Através das imagens fotograficas foram avaliadas as areas
verdes das macrdéfitas e ndo é possivel afirmar através da técnica utilizada se a planta estava
viva ou morta no 5° dia e, portanto, ndo foram realizadas as anélises para determinar o efeito
toxico agudo e a CL50 para os metais selecionados. Além disso, a andlise do efeito toxico
agudo deve avaliar a primeira concentracdo que ndo causa efeitos toxicos e a menor
concentracdo que causa 100% de mortalidade com no minimo mais duas concentracdes
intermediarias para a determinacdo da CL50 (USEPA, 2002), o que ndo ocorreu neste

experimento.

Os efeitos tdxicos observados neste estudo podem ser considerados subagudos ou
subcrénicos uma vez que as inibicdes dos crescimentos foram determinadas em periodos
inferiores a 3 meses e superiores a 24h e o periodo de vida de S. minima e L. valdiviana
variam em funcdo da mudancas ambientais (e.g. temperatura, pH, disponibilidade de

nutrientes).
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3. Conclusoes

Com base nos procedimentos experimentais adotados nesse estudo conclui-se que:

Salvinia minima é mais eficiente no tratamento de efluentes contaminados com Ni, Pb e

Zn e que Lemna valdiviana é mais eficiente no tratamento de efluentes contaminados com Cd.

A hipétese do uso de L. valdiviana para o tratamento de efluentes contaminados com
Cd, Pb e Ni nas concentracdes permitidas pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2011) é falsa,

pois os valores do coeficiente de crescimento foram baixos ou nulos.

Apenas as concentracdes de Pb permitidas pela legislacdo brasileira para o lancamento
de efluentes (BRASIL, 2011) possibilitaram o crescimento S. minima. Portanto, apenas para
esse elemento a hipdtese do uso desta macréfita como fitorremediadora de efluentes
contaminados com chumbo na concentracdo permitida pela lei é vélida. Quando cultivada
com Cd e Ni nas concentracdes permitidas pela legislacdo, observaram-se inibicdes do

crescimento de S. minima.

Né&o foi possivel determinar se houve ou ndo crescimentos de S. minima e L. valdiviana
em concentracdes de 5,0 mg L™ de Zn (concentracdo permitida pela legislacdo brasileira) e
portanto, ndo foi possivel determinar se a hipdtese do uso destas macrofitas para tratar Zn foi

verdadeira ou nao.

Para todos os metais testados (Cd, Pb, Ni e Zn) em concentracdes mais altas e ainda
permitidas pela legislacdo brasileira para o lancamento de efluentes foram observados efeitos
toxicos ou diminuicdo no crescimento das macréfitas. Entretanto, observa-se que houve
bioacumulacdo de metais e crescimento das macréfitas em concentragcBes mais baixas que a
permitida pela legislacéo brasileira e, portanto, o uso de S. minima e L. valdiviana para tratar
efluentes contaminados por metais pode ser indicado dependendo da concentracdo de metal
no efluente. Nao devem ser descartadas opc¢des quimicas de tratamento de esgoto. O uso
concomitante de processos quimicos e biologicos (fitorremediagdo) pode ajudar na remogéo

de metais com diminuicdo dos custos com reagentes.

O uso de macrofitas aquaticas para o tratamento de efluentes é complexo e
procedimentos quimicos anteriores para tratar efluentes e a interagdo com outros elementos

podem interferir na bioacumulacdo de metais e no crescimento das macrofitas.
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5. Anexos

5.1 Avaliacdo do crescimento por imagens fotograficas

As folhas de Salvinia minima e Lemna valdiviana s&o as estruturas morfologicas que
melhor representam o tamanho destes organismos e, portanto, podem ser utilizadas para
avaliar de forma direta 0 crescimento destas plantas. Métodos de quantificacdo de areas
foliares que utilizam paquimetro e outros dispositivos mecanicos podem ser invasivos,
danificar as folhas e assim prejudicar o crescimento das plantas. O uso de imagens
fotograficas para avaliar areas foliares tem se tornado uma técnica comum, pois se trata de
uma determinacdo ndo invasiva e ndo destrutiva dos organismos em analise. Varios estudos
tém utilizado esta técnica para avaliar de forma precisa a area foliar de diversas plantas
(BRADSHAW; RICE; HILL, 2007; JONCKHEERE et al., 2004, O’NEAL; LANDIS;
ISAACS, 2002).

Muitos softwares de analises de imagens fotogréaficas possuem ferramentas que
auxiliam encontrar areas especificas em uma determinada imagem. O Spring é um software
desenvolvido pelo INPE (Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais) e sua principal aplicacédo
é a avaliacdo do uso e ocupacdo do solo utilizando imagens fotograficas. Nesse estudo
utilizou-se este software para determinar a area foliar das macréfitas aquaticas. Mediante a
correlacdo entre area foliar e massa seca pdde-se verificar se esta técnica é eficiente para

estimar a massa seca e 0 crescimento destas plantas.

Para confecgdo das fotos foi construida uma “plataforma fotografica” (Figura 41), esta
plataforma possui uma base (50x50x1,5cm) branca de madeira que pode ser nivelada. Em
cada um dos quatro cantos desta base foram fixados, de forma perpendicular, 4 hastes de
metal. Nestas hastes de metal foram presas 4 lampadas fluorescentes (altura= 25cm) de
mesma intensidade e frequéncia luminosa (15W). Estas lampadas podem ser colocadas em
diferentes posicOes e permitem que a base possa receber a mesma condi¢do luminosa.
Proximo as lampadas h&d um dispositivo que permite a fixacdo de cameras fotograficas
(altura = 40cm). Este dispositivo permite ainda que a camera seja nivelada e fixada na mesma

posicao em relacdo a base.
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Figura 41 - Plataforma fotografica

A camera fotografica utilizada foi a DSC-WX10 (Sony®), esta camera possui
regulagens para ajustes de branco, ISO, exposicdo, abertura e zoom. Estas caracteristicas
permitem que cada foto seja feita sob as mesmas condi¢bes e, portanto, permitem que as

imagens possam ser comparadas em relacdo a cor e tamanho.

Seis lotes de S. minima e oito de L. valdiviana foram separados e colocados em
recipientes de PVC (233x163x77 mm) que continham 1,0 L de agua destilada. Cada
recipiente foi alocado na plataforma e fotografado trés vezes. Proximo ao recipiente foi
colocado uma folha de papel milimetrado, esta folha auxiliou a mensuragdo das areas das

macrofitas.

O software selecionado permite que sejam quantificadas as emissfes da cor verde em
cada pixel da imagem, dessa forma foi possivel identificar quais pixels possuem a cor
correspondente a area da folha da macroéfita (Figura 42). Com o auxilio do papel milimetrado,
presente na imagem, obteve-se a quantidade de pixels presentes em 1,0 cm2. Dessa forma foi
possivel relacionar a quantidade pixels verdes com a area de 1,0 cm?2 e, portanto, determinar a
area foliar. Todos os passos relativos a realizagdo destas técnicas podem ser obtidos no
manual do software (http://www.dpi.inpe.br/spring/).
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Figura 42 — Determinacdo da area foliar de S. mi
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nima com papel milimetrado em baixo do recipiente.

As plantas foram colocadas para escorrer em uma peneira por 5 minutos e
posteriormente em um papel absorvente por mais 5 minutos para retirar 0 excesso de agua. A
massa seca foi obtida através da secagem das plantas em estufa a 40°C, até massa constante.
Apos estes procedimentos as macrofitas foram pesadas em uma balanca eletrdnica com
precisdo de 4 casas decimais. As determinacdes dos coeficientes de correlacdo entre os
valores das areas foliares versus a massa seca foi feita com o auxilio do software Excel-2010
da Microsoft®.

Na Figura 43 e 44 apresentam-se as correlacGes entre as areas foliares e as massas secas
determinadas através da técnica proposta. Observou-se que houve uma correlacdo elevada
entre a area foliar e a massa seca de S. minima (R2= 0,972) e L. valdiviana (R2= 0,969). Estas
correlagOes altas indicam que a mensuragdo da area foliar atraves dessa técnica pode ser
utilizada para estimar a massa seca de S. minima e L. valdiviana e que, portanto, pode ser

utilizada para avaliar os crescimentos destas macrofitas.
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Figura 44 - Correlagdo entre area foliar e massa seca de L. valdiviana.
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5.2 Melhor concentracao do meio de cultivo

Antes de cultivar as macrofitas com metais foi avaliada qual concentracdo de nutrientes
no meio de cultivo permitia 0 melhor crescimento de S. minima. Foram testados cultivos com
1%, 5%, 20% e 40% de solucdo Hoagland-Arnon (HOAGLAND; ARNON, 1950), o pH foi
ajustado para 6,5 com solucdo de hidréxido de sodio (NaOH 50%) ou solugdo de &cido
cloridrico (HCI 18%).

Os valores de rm para o crescimento de S. minima foram 0,0276; 0,0390; 0,0403 e
0,0392 dia™, respectivamente para as concentracdes de 1%, 5%, 20% e 40%. A area tedrica de
ocupacdao maxima (K) do grupo controle foi 225,50 + 61,20 cm? (72% da area total do
recipiente), este valor foi utilizado na parametrizacdo dos ajustes das curvas sigmoides (Eq.
1). Ajustando a curva de Michaelis-Mentem aos dados encontrados, obtém-se a seguinte

expressao matematica:
Rm = 0,0410 X d
0,4582 +d
em que: rm = coeficiente de crescimento; d = diluicdo do meio Hoagland (%); 0,0410 =
coeficiente de crescimento maximo; 0,4582 = constante de meia saturacdo (dilui¢do na qual
rm= 0,5 rm mé&ximo).

Analisando a curva desta equacdo (Figura 45), observa-se que a partir da concentracdo
de 9,3% da solucdo o crescimento de S. minima néo apresenta mudancas significativas em seu
coeficiente de crescimento. Portanto, nas condi¢fes experimentais adotadas, utilizando 15%
de concentracdo do meio Hoagland-Arnon obteve-se o coeficiente maximo de crescimento de
S. minima. Para os experimentos com adicdo de metais a concentracdo de 15% do meio de
cultivo (tanto para S. minima quanto para L. valdiviana) foi escolhida com o objetivo de evitar
que a falta de nutrientes, ao invés da toxidade dos metais, prejudicasse o crescimento das

plantas.
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Figura 45 - Coeficientes de crescimento de S. minima (rm) em funcg&o das dilui¢bes do meio Hoagland-Arnon.



