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RESUMO

A fitorremediacdo € uma tecnologia que utiliza a capacidade de algumas
plantas para absorver, acumular, metabolizar, volatilizar ou estabilizar
contaminantes presentes no meio ambiente, dentre estes os metais. O cobre
(Cu) é um micronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, contudo altas concentracbes deste metal podem ser extremamente
toxicas para a vegetagdo. A aplicagdo de fungicidas cupricos para o manejo
das doencas em diversos tipos de culturas aumenta os teores de Cu nos solos.
Assim, a pesquisa teve como objetivo avaliar a tolerancia, a absorgdo e o
acumulo de Cu pela planta nativa da flora brasileira, Lantana fucata, em solo
com altos teores do metal. Sendo assim foram conduzidos experimentos em
casa de vegetacdo com ciclos de cultivo de 100 dias. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, correspondendo a adi¢gdes de Cu ao
solo nas concentragdes de 70, 140, 210, 280, 420, 630, 840 mg kg™ e controle
(sem adicdo). Os parametros avaliados pds-cultivo foram: fator de translocacéo
(FT), fator de bioconcentracédo (FBC), taxa de extracdo do metal (TEM), indice
de toleréancia (IT), altura e massa seca. Com os resultados pode-se concluir
que a Lantana fucata apresentou boa tolerancia (IT > 100 %), em todos
tratamentos, quando comparados com o tratamento 0 (IT=100 %). Também se
mostrou eficiente na retengcdo desse metal, principalmente, nas raizes,
obtendo-se FT <1 para ambos os experimentos e uma variagao de FBC 0,73 a
7,41 para o experimento 1 e 0,18 a 4,68 para o experimento 2. A TEM
apresentou variacdo média de 1,12 % e 3,88 % para o experimento 1 e 2,
respectivamente, sendo menos efetiva no tratamento com a maior dose de Cu.
Presumindo, assim, potenciais caracteristicas fitorremediativas, através de um
mecanismo de fitoestabilizacao, quando o solo apresentar contaminacéo de até
140 mg kg™".

Palavras-chave: Fitoestabilizagdo. Fitoextragdo. Planta nativa.



ABSTRACT

Phytoremediation is a technology that uses the ability of some plants to absorb,
accumulate, metabolize, volatilize or stabilize contaminants present in the
environment, where it is possible to mention metals. Copper (Cu) is an essential
micronutrient for plant growth and development, although high levels of this
metal can be extremely toxic to vegetation. The application of cupric fungicides
for the diseases management in different kind crops, increases the Cu content
in soils. Therefore, a study aimed to evaluate the tolerance, absorption and
accumulation of Cu, considering a native plant of the Brazilian flora, Lantana
fucata, in soil with high levels of metal. Experiments were conducted in a
greenhouse with cycles of cultivation of 100 days. The experimental design was
completely randomized, corresponding to Cu additions to the soil in the
operations of 70, 140, 210, 280, 420, 630, 840 mg kg™ of Cu and control
(without addition). The post-cultivation derived parameters were: translocation
factor (TF), bioconcentration factor (BC), metal extraction rate (MER), tolerance
index (T1), height and dry mass. With the results it can be concluded that the
Lantana fucata present good tolerance (IT> 100%), in all treatments, when
compared with treatment 0 (IT = 100%). It was also efficient in the retention of
this metal, mainly in the roots, obtaining FT <1 for both experiments and a
variation of FBC 0.73 to 7.41 for experiment 1 and 0.18 to 4.68 for the
experiment. experiment 2. TEM showed an average variation of 1.12% and
3.88% for experiment 1 and 2, respectively, being less effective in the treatment
with the highest dose of Cu. Assuming, therefore, potential phytoremediation
characteristics, through a phytostabilization mechanism, when the soil presents
contamination of up to 140 mg kg™".

Keywords: Phytostabilization. Phytoextraction. Native plant.
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1 INTRODUGAO

A poluicdo ambiental por metais oriunda de atividades antrépicas causa
desequilibrios na natureza. Produtos e residuos contendo cobre (Cu) estéo
presentes em varias atividades urbanas, industriais e agricolas, todas com grande
potencial para a contaminagédo do solo e da agua (ANDREAZZA et al., 2013). Em
solos de uso agricola, um dos principais fatores relacionados ao aumento do teor de
Cu em nivel de efeito toxico € a utilizagdo excessiva de fungicidas cupricos
(PIETRZAK; MCPHAIL, 2004).

Nesse sentido, buscando minimizar os efeitos prejudiciais de metais no solo,
quando estes estdo em excesso, a remediagcdo pode ser uma alternativa. As formas
tradicionais envolvem técnicas como escavacgdo, enterramento, lavagem com
quelantes e acidos fortes, substituicdo, diluicdo, adubagdo organica, uso de
adsorventes, dentre outros processos fisicos e quimicos, além disso, em alguns
casos eles podem ser ambientalmente destrutivos e degradar a biodiversidade local,
estrutura e fertilidade do solo (GHAZARYAN et al., 2019).

Assim, visando a diminuir o teor de Cu no solo contaminado, tem se utilizado
a fitorremediacdo, uma tecnologia efetiva, ndo destrutiva, ecologicamente correta
(verde) e sustentavel. A fitorremediagao € uma técnica que consiste na utilizagao de
plantas para remover contaminantes do ambiente pela absor¢do, acumulagdo ou
transformagdo do poluente em sua massa vegetal, bem como estabilizacédo e
degradacgao na rizosfera (ANDREAZZA et al., 2013; GHAZARYAN et al., 2019). Os
resultados da aplicagdo da fitorremediagao apresentam grande aceitagdo publica
devido ao baixo impacto ambiental e a relagdo custo/beneficio (MARQUES;
AGUIAR; DA SILVA, 2011).

Algumas espécies vegetais podem ter maior ou menor tolerdncia a metais,
interferindo na capacidade de extragdo dos mesmos (ANDREAZZA et al., 2013).
Espécies hiperacumuladoras sao identificadas com base em sua capacidade de
acumulacdo de metais nos seus tecidos, que especificamente no caso do Cu é de
até 1000 mg kg' de massa seca. Embora j4 se conhegam plantas com esta
caracteristica, elas ndo sado adequadas para todas as regides, pois precisam ser

adaptadas as condigbes climaticas locais e a varias propriedades do solo, portanto,
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faz-se necessario o0 uso de plantas nativas para fins de fitorremediagcao
(GHAZARYAN et al., 2019; YOON et al., 2006).
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2 OBJETIVOS

Avaliar a tolerancia, absor¢ao e acumulo de Cu pela Lantana fucata de forma a

mensurar seu potencial fitorremediador para esse metal em solos contaminados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 COBRE NO SOLO

O solo é uma matriz complexa em virtude da constituicdo quimica de seus
componentes organicos e inorganicos e possui uma tendéncia natural a interagao
com diversas espécies quimicas poluentes. Ainda, € composto por duas fases:
liquida e sodlida. A fase liquida, também denominada solugdo do solo, € a que
contém os nutrientes que podem ser absorvidos pelas plantas (BISSANI et al.,
2008).

O Cu é um elemento que ocorre de forma natural no solo e é essencial para
varias fungoes fisioldgicas nos seres vivos. Contudo, o problema ocorre quando esta
em concentragdes elevadas no solo ou nos sedimentos, no ar, nas aguas
superficiais e subterraneas (BONFIM, 2018).

Assim como a maioria dos metais, o Cu também nao sofre degradagao
microbiana ou quimica da mesma forma que os contaminantes organicos. Sendo
assim, metais possuem a caracteristica de acumulacao no solo, podendo infiltrarem-
se em aguas subterrdneas ou mesmo na cadeia alimentar por meio de culturas que
crescem em areas contaminadas, e consequentemente afetar a saude humana
(GUO; ZHOU; MA, 2006).

Nesse sentido, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) visando a
necessidade de criagdo de legislagcbes e parametros para o monitoramento e
avaliacido dos teores de metais adicionados aos diversos ambientes e em areas
exploradas pela agricultura, estipulou valores referenciais baseados na
concentragéo total de Cu no solo, sendo de 60 mg kg' de solo para o valor de
prevencao (VP) e de 200 mg kg™’ para valor de investigagéo (VI) (CONAMA, 2009).

Os teores de Cu naturalmente presente em solos sdo modificaveis devido a
fatores e processos de formacgao do solo e principalmente, associados a composi¢cao
quimica do material de origem (ARENA; HARTMANN; BAGGIO, 2014), sendo as
maiores taxas observadas na maioria das vezes a partir de rochas igneas basicas e
sedimentares e em minerais secundarios na forma de silicatos, carbonatos e éxidos
em teores de 10 a 100 mg kg™' e nos solos de 2 a 100 mg kg™' (SCHMITT, 2018).

Em geral, as plantas absorvem prontamente o Cu na forma i6bnica (KABATA-
PENDIAS; PENDIAS, 2001; PRINTZ et al.,, 2016). A absorcédo de metais pelas
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plantas ¢é influenciada por fatores, como por exemplo, espécie de planta e
caracteristicas do solo, que incluem o teor de matéria organica (MO), de argila e o
pH. A disponibilidade e a mobilidade de metais no solo dependem da constituicao
quimica do mesmo, estando relacionada principalmente ao pH e MO. Quanto mais
acido estiver o solo, e mais baixo for seu teor de argila e matéria organica maior a
disponibilidade e a mobilidade do metal, facilitando a absorg¢éao pela planta (YOON et
al., 2006).

Além disso, Ghazaryan et al. (2019), mostram que a quantidade de metal
disponivel no solo tem uma correlagao forte positiva com a quantidade total de metal
presente no solo. Porém, o impacto toxico de metais nos ecossistemas e na saude
humana, ocorre devido, principalmente, pela fragao disponivel e nao pelo conteudo
total do metal presente no meio. Este impacto é acarretado pelo fato de que as
plantas absorvem somente as formas disponiveis dos metais, o0s quais
consequentemente s&o inseridos na cadeia alimentar dos seres humanos
(GHAZARYAN et al., 2019).

3.2 COBRE NA PLANTA

A presencga de Cu em concentragdes elevadas no solo incide diretamente nas
plantas, podendo causar efeitos variados de acordo com a quantidade presente no
orgao da planta e com os mecanismos de tolerancia da espécie vegetal, podendo
acarretar mudangas nos parédmetros morfologicos, bioquimicos e fisioldégicos
(SCHMITT, 2018).

Este elemento € um micronutriente que age como constituinte de varias
enzimas e coenzimas, no processo da fotossintese, no metabolismo de nitrogénio e
carboidratos. Desta forma, o excesso deste metal pode levar a ocorréncia de danos
oxidativos e degeneracgdo nos tecidos vegetais, dificultando assim o crescimento das
plantas devido a interferéncia em processos celulares importantes, causando desde
danos na permeabilidade da membrana celular por meio da peroxidacao de lipidios,
ao comprometimento da atividade fotossintética e aos processos de absorcédo e
assimilacdo de nutrientes, estrutura da cromatina, sintese proteica, atividade
enzimatica e processos respiratérios (GIROTTO et al., 2013; ZANCHETA et al.,
2011).
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A absorgédo de metais pelas raizes pode ocorrer de duas formas: passiva (nao
metabdlica), onde ocorre a difusdo dos ions da solugao do solo para a endoderme
da raiz ou ativa (metabdlica), onde requer energia metabdlica e ocorre contra um
gradiente quimico. Contudo, quando as propriedades biolégicas e estruturais das
células da raiz sdo danificadas, todos os metais s&o absorvidos passivamente e um
exemplo disto € quando as concentragdes de elementos ultrapassam um valor limite
para uma barreira fisiolégica da planta (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001).

O Cu pode ser absorvido principalmente na forma de cation Cu?* ou cobre
quelado, entretanto € mais provavel que o metal entre nas células da raiz em formas
dissociadas, podendo ser translocado das folhas velhas para as folhas novas, mas
sua mobilidade no interior das plantas €& baixa. Na maioria das vezes, a
concentrag&o nas plantas é pequena, e ndo costuma exceder 20 mg kg' na matéria
seca (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001; SCHMITT, 2018; SCHMITT et al., 2020).

3.3 FITORREMEDIACAO

A fitorremediacao (do grego phyto = planta, do latim remedium = remover um
mal) (ALI; KHAN; SAJAD, 2013) pode ser definida como o processo natural de
remediagdo em que as plantas e os microrganismos da rizosfera sequestram,
degradam ou imobilizam poluentes do solo (PILON-SMITS, 2005). Podendo ser
usada em solos contaminados com substancias organicas e/ou inorganicas, como
elementos metalicos e ndo metalicos, hidrocarbonetos de petréleo, agrotéxicos,
explosivos, solventes clorados e subprodutos toxicos da industria (PIRES et al.,
2005).

A técnica de fitorremediacdo pode ser dividida em cinco diferentes
mecanismos (Figura 1), onde cada um possui caracteristicas especificas que limitam
ou potencializam seu uso, dependendo do tipo do contaminante, das condi¢cbes do
local e do nivel de remediacdo requerido. A fitoextracdo, a fitovolatilizagcdo e a
fitodegradagdo sdo mecanismos de fitorremediagdo que visam eliminar o
contaminante do meio, enquanto a fitoestabilizacdo e a fitoestimulagcdo atuam na
contengdo do mesmo. Cabe ressaltar que estes mecanismos podem ocorrer
simultaneamente, aumentando a eficiéncia da fitorremediacéo da area (ODJEGBA,;
FASIDI, 2007; PILON-SMITS, 2005).
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Figura 1 - Mecanismos de fitorremediacdo para compostos organicos (a) e
inorganicos (b). Fonte: Adaptado de Pilon-smits, 2005.

O mecanismo de fitoextragdo é altamente eficiente na remog&o de metais de
ambientes poluidos e, no solo, sua eficiéncia pode ser melhorada por meio de
modificacdo das propriedades, por exemplo, alteracbes de pH, que aumentam a
disponibilidade do metal (YADAV et al., 2018). Este mecanismo emprega plantas
acumuladoras para remover o poluente pela absor¢do e acumulo nas raizes e na
parte aérea das plantas, onde posteriormente poderdo passar pelo processo de
fitomineragcdo sendo recicladas mediante coleta e processo termoquimico, para a
recuperacdo do metal (TAVARES; OLIVEIRA; SALGADO, 2013; YADAV et al.,
2018), ou por compostagem e incineragédo, seguido da destinagdo adequada dos
residuos (ALI; KHAN; SAJAD, 2013). A fitoextragcdo pode ser repetida ilimitadamente
até que a concentracdo de metais no solo esteja dentro dos limites considerados
aceitaveis (KUMAR et al, 1995).

A fitovolatilizacdo ocorre na medida em que as plantas em crescimento
absorvem agua e junto os contaminantes (orgénicos e inorganicos), alguns destes
podem chegar as folhas e volatilizarem-se, ou seja, este mecanismo libera os
poluentes para a atmosfera na forma gasosa (PILON-SMITS, 2005). Cabe ressaltar
a ocorréncia da fitovolalizagdo por métodos diretos ou indiretos. Na fitovolatilizacao
direta, ocorre a absorgao do poluente pela planta seguida pela translocacéo para a
parte aérea e a liberacdo dessas substancias para a atmosfera através da superficie

do caule/tronco e da folha. Por outro lado, no método indireto as substancias volateis
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presentes no solo e subsuperficies de agua sao volatilizados devido as atividades
das raizes das plantas no meio (YADAV et al., 2018).

Outro mecanismo é a fitodegradagdo, este é limitado a remogédo de
compostos organicos, visto que o metais ndo sdo biodegradaveis. Neste, os
contaminantes sdo metabolizados nos tecidos vegetais, onde a planta produz
enzimas, como a oxigenase e dealogenase, que auxiliam na degradacao
(ODJEGBA; FASIDI, 2007; SINGH et al., 2016; YADAV et al., 2018).

Ja a fitoestimulacdo, ocorre sem a absor¢cdo do poluente pela planta. As
plantas liberam, na rizosfera, uma variedade de compostos organicos derivados da
fotossintese, que se estende aproximadamente 1 mm ao redor da raiz e esta sob
influéncia da planta. Esses compostos liberados podem servir como fontes de
carbono para microorganismos rizosféricos que posteriormente degradam os
contaminantes presentes (PILON-SMITS, 2005; YADAV et al., 2018).

No mecanismo de fitoestabilizagdo a planta usa a capacidade das raizes para
alterar as condigbes ambientais por meio dos exsudatos, imobilizando o poluente por
meio de absor¢do, acumulo e adsor¢ao nas raizes, precipitacdo, complexagao ou
mudancga da valéncia do metal na rizosfera. Ainda, transforma compostos téxicos em
formas de menor toxidez ou atéxicas fixadas no solo, isto porque, diferentes
espécies quimicas de metais tém variagao no estado de oxidagao, atribuindo assim
diferentes graus de toxicidade, um exemplo disto, € o cromo visto que o Crb* (tdxico)
que pode ser reduzido por algumas plantas ao Cr3* (YADAV et al.,, 2018). A
fitoestabilizagdo reduz a mobilidade do contaminante, a lixiviagdo para as aguas
subterraneas ou perdas por erosao e a disponibilidade do poluente para a entrada
na cadeia alimentar (MEJIA et al., 2014; YOON et al., 2006).

Na Tabela 1 pode ser observado um resumo dos mecanismos de
fitorremediacdo e sua aplicacdo em areas contaminadas por diferentes tipos de
poluentes.
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Tabela 1 - Relagao dos mecanismos de fitorremediagdo x contaminante

Mecanismos de Contaminante
Fitorremediacao

Tipo Exemplos
Fitodegradacao Orgéanicos Hidrocarbonetos, PCP, TCE e PCBs

Fitoestabilizagdo  Inorganicos Metais (As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb e Zn)

Fitoextragao Inorgéanicos Metais (Ag, CD, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni,
Pb e Zn) e Radionuclideos (Sr, Cs, Pu e
U)
Fitovolatilizagao Orgéanicos TCE
Inorgéanicos Metais (Se e Hg)
Fitoestimulagao Orgéanicos Hidrocarbonetos, nitroaroméaticos, PCP,
TCE, PCBs

Fonte: adaptado de MEJIA et al., 2014.

3.3.1 Fitorremediagcao de metais

A absorcdo de metais pelas plantas ocorre principalmente por meio do
sistema radicular, pois este fornece uma grande area superficial para absorgéo e
acumulo de agua e nutrientes essenciais para seu crescimento. Porém, junto aos
nutrientes, as plantas podem vir a absorver os contaminantes. Para uso de plantas
na fitorremediacdo de solos contaminados, estas precisam desenvolver maneiras
para tolerar niveis elevados de metais nas suas células (YADAV et al., 2018).

Segundo Avifo et al. (2007), os mecanismos de tolerancia variam de acordo
com as espécies de plantas e sdo determinados pelo tipo de metal, eficiéncia de
absorcao, translocacdo e retencdo. As fases do processo pelo qual as plantas
retiram e acumulam metais sao:

Fase I: Transporte do metal ao interior da planta e apds para dentro da célula.
A raiz é o principal 6rgao de entrada dos metais, os quais chegam por difusdo no
meio, mediante fluxo massivo ou por troca catibnica. A raiz possui cargas negativas

em suas células, devido a presenga de grupos carboxilicos, que interagem com as
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cargas positivas dos metais criando um equilibrio dindmico que facilita a entrada no
interior da célula, seja por via apoplastica ou simplastica.

Fase Il: Uma vez dentro da planta os metais sao retidos ou complexados por
ligantes especificos. Entre os quelantes produzidos pelas plantas encontram-se os
acidos organicos. Como, por exemplo, os acidos citrico, oxalico e malico, alguns
aminoacidos, como a histidina e cisteina, e também peptideos como as
fitoquelatinas e metaloteinas.

As fitoquelatinas sé&o peptideos constituidos, basicamente pelos aminoacidos,
acido glutamico, cisteina e glicina. Sado consideradas ligantes de alta afinidade,
sendo capazes de se ligar a varios metais, como Cd, Cu, Zn ou As por meio dos
grupos sulfidrila e carboxila (INOUHE, 2005). As metaloteinas sédo proteinas ricas
em cisteina, aminoacido capaz de se complexar com cations pelo grupo sulfidrila,
possuindo alta afinidade pelas formas i6nicas dos metais Zn, Cd, Hg e Cu.

Fase lll. Envolve compartimentalizagdo e desintoxicagao, processo pelo qual
o complexo metal-ligante é retido no vacuolo celular.

As plantas que acumulam metais podem concentrar até 1000 vezes mais do
que as nao acumuladoras (excludentes) e sédo consideradas hiperacumuladoras
quando armazenam mais que 1000 mg kg™' de Cu, Co, Cr, Ni ou Pb, ou mais de
10.000 mg kg ~' de Mn ou Zn (YADAV et al., 2018; YOON et al., 2006). Ja sdo
conhecidas mais de quatrocentas plantas hiperacumuladoras, estas espécies
incluem ervas daninhas, gramineas, hortalicas e arvores (HUNGRIA et al., 2019;
YADAV et al., 2018; YOON et al., 2006). Por outro lado, as plantas excludentes
limitam a absorgcdo e a quantidade de metais translocados das raizes a parte aérea,
e consequentemente mantem baixos niveis de concentracdo em sua fitomassa
(YADAV et al., 2018).

Para avaliar o potencial de fitorremediacdo da espécie, sdo calculados os
fatores de translocagcéo (FT) e de bioconcentragdo (FBC). O FBC é usado para
avaliar a capacidade de acumulagao de metal na raiz e também da parte aérea e, o
FT para avaliar a translocacdo do metal das raizes para a parte aérea
(GHAZARYAN et al., 2019; YADAV et al., 2018; YOON et al., 2006).

Mertens, Sebastian e Verheyen, (2005) propuseram o célculo da taxa de
extracao do metal (TEM), na qual relacionada percentualmente a aptiddo da planta
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em extrair metal do solo em fungao da fitomassa produzida e o volume que sera
descontaminado.

Além disso, também podem ser calculados outros indices, como: o indice de
tolerancia (IT), que mensura a capacidade das plantas de crescerem em ambientes
com altas concentragbes de metal; indice de translocacdo (ITRA) que
correspondente a porcentagem total de metal absorvido pelas raizes e transportado
para a parte aérea; o coeficiente de impacto sobre o conteudo relativo (CIRC) que
representa o impacto da contaminacido sobre os conteudos relativos do metal nas
raizes e parte aérea (SILVA et al., 2015).

E ainda o numero de planta efetivo (PEN), o qual é definido como o niumero
de plantas que é necessario para extrair 1 g de metal considerando a massa da

parte aérea e total da planta (SUN et al., 2008).

3.4 Lantana fucata

A espécie alvo deste estudo, Lantana fucata (Verbenaceae) (Figura 2), € um
arbusto ramificado com proporcdes de 0,7 a 1,5 m de altura, com ramos cilindricos,
inermes e tricomas simples, suas folhas tém propor¢cdes de 0,7 a 3,5 cm, sao
pecioladas, membranacea, eliptica, com apice agudo a atenuado e margem
serreada (Figura 2A). As inflorescéncias sao axilares (Figura 2D), bracteas verdes,
foliaceas, largo-ovais e tomentosas (Figura 2E), calice gamossépalo de 4 a 5 lobado
(recortes no calice), com tricomas simples (Figura 2F), e corola hipocrateriforme de
coloracao lilas a résea, fauce amarela (Figura 2G). O tubo é reto, onde os estames
estdo inseridos na metade do tubo da corola (Figura 2I). O fruto é globoso e o
mesocarpo é suculento (CRUZ; SALIMENA, 2017; SILVA; LIMA, 2012).
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Figura 2 — Representagao dos caracteres morfolégicos de Lantana fucata.

Fonte: adaptado de Silva, Lima, 2012.

A Lantana fucata (Figura 3) € uma planta perene e ruderal, popularmente
conhecida como cambara roxo, nativa da flora brasileira com registro de ocorréncia
nas regides Nordeste (Maranhdo, Piaui, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Bahia e
Alagoas), Centro-Oeste (Goias e Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais,
Espirito Santo, Sdo Paulo e Rio de Janeiro) e Sul (Santa Catarina e Rio Grande do
Sul) (LORENZI, 2008; SALIMENA et al. 2010).
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Figura 3 - Lantana fucata. Destaque para as flores (a) e para as ramificagdes (b).

Fonte: fotografia registrada pelo autor, 2019.

E considerada uma planta extremamente tolerante, sendo capaz de
sobreviver em solos pobres e com sombreamento. Pode ser encontrada
principalmente em pastagens, beira de cercas e terrenos baldios, formando grandes
ramificacbes na parte aérea (LORENZI, 2008). Além disso, como a espécie é
pertencente a familia Verbenaceae, ha uma expectativa sobre seu potencial
fitorremediador, devido a espécies desta familia apresentarem um histérico na
fitorremediacdo, como por exemplo, a Lantana camara que € indicada para
fitorremediacdo de metais em solo (ALARIBE; AGAMUTHU, 2019; LIU et al., 2019;
WAOO; KHARE; GANGULY, 2014).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS, REAGENTES E EQUIPAMENTOS

4.1.1 Implementacao e cultivo

e Balanga ELC -6/15/30, (Balmal);

e Betoneira (Horbach);

e Proveta 1000 mL;

e Béquer 1000 mL,;

e Mangueiras de gotejo;

e Arduino Uno;

e Sensor de temperatura e umidade do ar DHT22;
e Sensor de temperatura do solo DS18B20;
e Sensor de umidade do solo S12;

e Sensor de luminosidade;

e Peneira malha 4,0 mm;

¢ Bomba hidraulica;

e Caixa d’agua 500 L;

e Vasos (@ 16 cm x 12 cm);

e Vasos retangulares (60 x 21 cm);

e Sacos plasticos brancos (51 x 110cm);

e CuSO04-5H20 (Vetec);

o Oleo de Neem (1,2 g L") (Neemmax Jardim);
« Acido indolbutilico;

e Substrato comercial;

e Areia;

e Copos plasticos descartaveis 400 mL;

e Tubetes;

e KNO3(0,290 g L);

e KH2PO4 (0,450 g L);

e Ca(NOs3)2 (0,260 g Ly,

e MgSO4 (0,210 g L);
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Capsula de aluminio;
Tesoura de poda;
Regadores;

Pulverizador costal com pressao continua.

Laboratério

Espectrémetro de absorgédo atdbmica com chama, SavantAA (GBC);
Lampada de catodo oco de cobre, Atomax, 1.5” (PerkinElmer);
Balancga analitica, AUY220 (Shimadzu);

Balanga semi-analitica, AD2000-R (Marte);

Mesa agitadora para solo, SL-184 (SOLAB);

Bloco digestor, TE-007MP (Tecnal);

Mufla, FHMP (GP Cientifica);

Centrifuga, 3-16L (Sigma);

Estufa de secagem e esterilizacdo com circulagao e renovagao de ar AL-
102/480 (AmericanLab);

Banho ultrassonico (Biobase);

Moinho analitico A11 basic S32 Analytical (IKA);

pHgametro HI 2221 (HANNA Instruments);

Micropipeta de volume regulavel 10 — 100uL (Discovery Confort);
Micropipeta de volume regulavel 100 — 1000uL (Sartorius);
Macropipeta de volume regulavel 1- 5mL (Brand);

Tubo digestor (25 x 250 mm);

Funis analitico (50 mm);

Tubos cénicos tipo falcon de 15 e 50 mL;

Vidro reldgio;

Dessecador;

Pipeta graduada de 10 mL;

Pipeta volumétrica 25 mL;

Béqueres 25, 50, 500 e 1000 mL;

Baldes volumétricos de vidro 10, 25, 50, 100 e 200 mL;

Bastao de vidro;
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e Pipetador tipo pera;

¢ Peneira de malha 1,7 mm;

e (Cadinho de porcelana com tampa;

e HC!t 37 % (Merck);

¢ HNO3 65 % (Merck);

e HCEO4 70 % (Merck);

o H202 35 % (Exodo Cientifica);

e H2S04 95 % (Merck);

e Bandejas plasticas;

e Panos 100% algodéo;

e Lona preta;

e Sacos do tipo kraft;

» Solugéo padrao estoque de 1,00 g L' para Cu (Fluka Analitycal);

« Agua ultrapura produzida no ultrapurificador de agua Milli-q Integral 5 (Merck
Millipore);

e Frascos do tipo Snap Caps;

e Pincel;

» Etanol 70%.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo na area
experimental da Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Cerro Largo, RS
(28°08'31.8"S e 54°45'41.7"W), no periodo de fevereiro a junho de 2020
(Experimento 1) e janeiro a maio de 2020 (Experimento 2). Em delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC), foi utilizado com cinco repetigdes
(MENEGAES et al., 2017) e os tratamentos compostos por doses de Cu, conforme
demonstrado na Tabela 2, ambos com duracédo de 100 dias desde a implementacao

até a colheita.
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Tabela 2 - Quantidade de Cu adicionado no solo de cada tratamento.

Cu adicionado (mg kg™)

Tratamento Experimento 1 Experimento 2
T0 0 0
T1 70 210
T2 140 420
T3 210 630
T4 280 840

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

4.3 OBTENCAO DAS MUDAS

Esta parte do trabalho foi realizada em colaboragdo com pesquisadores da
area da botanica da UFFS, campus Cerro Largo, utilizando-se matrizes de Lantana
fucata coletadas manualmente, com tesoura de poda, de diversas plantas, na regiao
noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, na BR 392, em trés pontos diferentes
(28°07'54.4"S e 54°52'17.3"W; 28°07'08.9"S e 54°50'37.5"W; 28°07'09.0"S e
54°49'02.2"W), onde foi priorizada a coleta do apice de ramos jovens. As mudas
foram preparadas a partir de estacas contendo 3 a 4 nés, em corte bisel.

ApOds o corte, as bases das estacas foram submetidas ao tratamento com acido
indolbutilico (AIB) na forma de pd, e inseridas, com no inferior submerso, em tubetes
contendo somente areia, substrato, solo e a mistura dos trés (1:1:1). Também foi
desenvolvida a estaquia sem AIB.

Estes foram dispostos em bancada no interior do viveiro, com irrigagdes por
aspersao programada de 3 em 3 h com duragédo de 2 min, permanecendo sob estas
condi¢cbes por 30 dias, periodo necessario para o enraizamento completo das
mudas. Na sequéncia as mudas foram transplantadas para copos plasticos contendo
substrato e solo (1:1) e transferidas para a casa de vegetagéo, para crescimento e
aclimatacédo (Figura 4a). Neste estagio foram realizadas irrigacbes de forma manual
trés vezes ao dia, bem como o controle de pragas por aplicagado de 6leo de Neem
(principio ativo azadiractina) a cada duas semanas e adubacado pela mistura de
KNO3 (0,290 g L"), KH2PO4 (0,450 g L"), Ca(NOzs)2 (0,260 g L") e MgSQOs4 (0,210 g

L"), sendo fornecido aproximadamente 30 mL da solugdo para cada muda.
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Quando as mudas atingiram aproximadamente 15 cm (Figura 4b), elas foram
padronizadas, de forma a selecionar as saudaveis que continham de 3 a 4 nés, para
transplante em vasos plasticos, contendo os diferentes tratamentos, conforme

delineamento experimental.

Figura 4 - Mudas em fase de crescimento e aclimatagcdo (a) e muda padronizada

para a implementagéo o experimento (b). Fonte: fotografia registrada pelo autor, 2020.

4.4 CONTAMINACAO DO SOLO

O solo foi coletado na camada de 0-20 cm na area experimental da
Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Cerro Largo (28°08'26.3"S e
54°45'33.5"W), peneirado com malha de 4 mm e recolhido uma aliquota para analise
laboratorial externa. Posteriormente, foram pesados 50 kg de solo para cada
tratamento, e acrescidos 1 L de solucdo de cobre, conforme delineamento
experimental que pode ser observado na Tabela 2 item 4.2, por meio da dissolugao
de sulfato de cobre penta hidratado (CuSO4-5H20) (Tabela 3) e, misturado em
betoneira (Horbach) por 10 min para completa homogeneizagdo. A contaminagao
iniciou pelo revolvimento do solo com 1 L de agua em betoneira por 10 minutos e
apos pelas adigdes em ordem crescente de CuSO4-5H20 dissolvido em 1 L de agua,

correspondendo a cada um dos tratamentos.
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Tabela 3 — Solugao de CuS04-5H20 g L' (m/v) adicionados aos tratamentos.

Tratamentos Experimento 1 Experimento 2
T0 0 0
T1 13,713 41,416
T2 27,451 82,767
T3 41,097 123,842
T4 54,817 165,332

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Posteriormente, as cinco fracbes de solo, de cada experimento, foram
armazenadas em sacos plasticos onde permaneceram por 30 dias, tempo requerido
para a incubagdo do metal ao solo (MELO et al., 2008). Neste periodo foram
realizadas aspersdes periodicas de agua destilada (2 vezes por semana) para
manter a umidade do solo em 70-80% da capacidade de campo, que foi verificada
com o auxilio de sensor de umidade (Figura 5). Apds as aspersdes da agua o solo
foi revolvido para acelerar a decomposi¢cao da matéria organica e a facilitar a saida
dos gases. Neste periodo o solo foi mantido em laboratério a temperatura constante
de 25°C. Apds o periodo de incubacéo, foi determinado o pH (agua) e Cu disponivel
(Mehlich-1).

Figura 5 — Sensor de umidade. Fonte: fotografia registrada pelo autor, 2019.
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4.5 IMPLEMENTAGAO DOS EXPERIMENTOS

Apos a padronizagdo das mudas, deu-se o inicio a implementacdo dos
experimentos. Para tanto, 48 h antes do plantio, foi realizada a analise de umidade
gravimétrica do solo de acordo com o manual da Embrapa (2011), para determinar a
quantidade de solo umido a ser adicionado aos vasos plasticos para corresponder
ao equivalente solo seco pretendido nos experimentos.

Assim, uma aliquota de solo de cada tratamento foi inserida em uma capsula
de aluminio numerada e pesada. Apds, as amostras foram secas em estufa de
circulagao forcada de ar (AL-102/480, AmericanLab) a 105 °C por 48 h, deixadas
esfriar em dessecador e pesadas novamente (EMBRAPA, 2011).

A umidade gravimétrica (Ug) foi determinada de acordo com a Equagéao 1.

Ug = [(MU+MC) - ( MS+MC)] + MS (1)

Onde:
MU = massa do solo umido;
MS = massa do solo seco;

MC = massa da capsula de aluminio.

O resultado para Ug foi de 1,7 kg e 9,5 kg de solo umido para equivaler a 1,4
kg e 7 kg de solo seco nos experimentos 1 e 2, respectivamente.

Posteriormente, as mudas foram transplantadas de acordo com cada
experimento. Neste procedimento o vaso acrescido da muda foi disposto em balanga
(ELC -6/15/30, Balmal) e precedida a taragem, entéo foi adicionado o solo (Figura
6a) até o visor da balancga indicar a massa desejada (Figura 6b).

O Experimento 1 foi composto por um conjunto de trés vasos por tratamento,
totalizando de 75 vasos (d 16 cm x 12 cm), onde cada vaso acomodou 1,4 kg de
solo seco contendo o tratamento e uma planta. Foram feitas 5 repeticbes por
tratamento, totalizando 75 plantas.

Ja o Experimento 2 foi composto por um total de 25 vasos retangulares (60
cm x 21 cm), onde cada vaso acomodou 7 kg de solo seco contendo o tratamento e

cinco plantas. Foram feitas 5 repeticées por tratamento, totalizando 125 plantas.
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Figura 6 — Adigao de solo contendo o tratamento (a) e vaso com a massa desejada

(b). Fonte: fotografia registrada pelo autor, 2020.

Apds o plantio os vasos foram colocados na bancada da casa de vegetagéo

em distribuicao aleatéria (Apéndice A).

4.6 IRRIGAGAO AUTOMATIZADA

Para controlar a umidade do solo, foi instalado um sistema de irrigagéo, o qual
consistiu em mangueiras de gotejamento, caixa d’agua e uma bomba hidraulica. O
sistema foi automatizado e controlado por programagdo de um microcontrolador
Arduino Uno (Figura 7a), que a cada 30 min realizava a leitura dos sensores de
umidade do solo instalados nos vasos. O sistema de irrigagdo foi configurado para
acionamentos em intervalos que variaram em periodos de 3 a 5 h. Cada
acionamento ligava a bomba hidraulica, proporcionando irrigagdo por 1 min. O
monitoramento da umidade viabilizou o controle dos intervalos de irrigacao, feitos de
forma manual.

Além disso, o sistema de irrigagdo sO era ativado durante o dia, periodo
considerado com temperaturas mais elevadas, consequentemente com maior
evaporagao de agua do solo. Para isto, foi instalado um sensor de luminosidade,

permitindo assim, que o sistema Arduino Uno identificasse quando era dia ou noite.
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O gotejamento (Figura 7bc) aplicado de forma espagada e lenta ajudou o solo
absorver toda a agua da irrigacao, evitando vazamentos e uma possivel lixiviagao do
Cu. Contudo, mesmo com o sistema de irrigagao automatizado, o experimento foi
monitorado diariamente e, quando necessario, era complementado com irrigagao

manual.

Figura 7 — Instalagdo do microcontrolador Arduino Uno (a) e do gotejo no

experimento 1 (b) e experimento 2 (C). Fonte: fotografia registrada pelo autor, 2020.

4.7 MANUTENCAO DOS EXPERIMENTOS

As plantas foram monitoradas diariamente e, em dias de muito calor, quando
ocorria uma maior evaporagdo da agua dos vasos, recebiam agua com regadores
para complementar a irrigagao automatizada.

Semanalmente, as plantas receberam solugao nutritiva composta por KNO3
(0,290 g L"), KH2PO4 (0,450 g L"), Ca(NOzs)2 (0,260 g L) e MgSO4 (0,210 g L). As
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adubacbes eram semanais, onde o Experimento 1 recebeu 40 mL de solugao
nutritiva por vaso e o Experimento 2 recebeu 200 mL de solugao por vaso.

Para o controle de pragas foi aplicado, por meio da pulverizagdo, quando
necessario, o inseticida natural com principio ativo Azadiractina. Este foi escolhido
em detrimento de a calda bordalesa a qual é indicada para repelir pragas, como
pulgbes e cochonilhas (PEREIRA; PINHEIRO, 2012), em virtude de esta conter Cu
na sua composi¢cao, 0 seu uso iria causar interferéncia nos resultados experimentais.
As aplicacbes foram todas realizadas com o uso de equipamento de protecao
individual (EPI) e conforme recomendacao do rétulo do produto.

Também procurou-se controlar o calor dentro da casa de vegetacdo, para
tanto as cortinas plasticas das laterais da mesma foram fechadas para o
aprisionamento do calor em dias frios e mantidas abertas em dias quentes. Durante
a conducdo do experimento a temperatura e umidade médias do ar no interior da
casa de vegetacdo, a umidade e temperatura médias do solo foram registrados e
podem ser observados no Apéndice B.

A estrutura de cobertura da casa de vegetacéao fez a protegcado das plantas em
relagdo a precipitagdes pluviométricas. E, para que todos os tratamentos tivessem
igual probabilidade de incidéncia da luz solar para crescimento e desenvolvimento
das plantas, o posicionamento dos vasos foi modificado por meio de sorteio a cada
14 dias.

4.8 COLETA DA LANTANA FUCATA E DO SOLO DOS EXPERIMENTOS

Transcorridos os 100 dias do plantio, as plantas foram coletadas, em ordem
crescente de tratamento. Neste procedimento uma lona limpa foi estendida no chao
da casa de vegetacdo e os vasos foram, individualmente, dispostos sobre a lona de
forma a possibilitar a separagéo solo/planta (Figura 8). A altura das plantas foi

determinada e em seguida, separou-se em parte aérea e raiz.
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Figura 8 — Plantas dispostas sobre a lona para posterior separagcéo da planta/solo.

Fonte: fotografia registrada pelo autor, 2020.

A parte aérea foi lavada com agua destilada, enxugada com pano 100%
algodao e entdo pesada, dentro de bandeja plastica, em balanga semi-analitica
(AD2000-R, Marte) para verificagdo da massa fresca. Ja as raizes, foram lavadas
com agua corrente e posteriormente limpas em banho ultrassénico (BIOBASE) por 5
minutos, enxaguadas com agua corrente. O processo foi repetido trés vezes, sendo
a ultima lavagem com agua destilada (CUSKE; KARCZEWSKA; GALKA, 2014).
Apos a limpeza, as raizes foram enxugadas com panos 100% algodéao e pesadas
dentro de bandejas plasticas.

Apos a limpeza e pesagem, a parte aérea e as raizes foram acondicionadas,
separadamente, em sacos do tipo kraft e encaminhadas para a estufa de secagem
com circulagao e renovagao de ar a 60 °C, onde permaneceram por 72 h. Depois de
secas, as plantas foram pesadas, dentro de bandejas plasticas, para verificacédo da
massa seca.

O solo de cada vaso foi transferido para sacos plasticos separados e

etiquetados. Apds, foram remexidos duas vezes por dia, durante trés dias, para
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completa homogeneizacao. Posteriormente foram coletados 500 g de solo para a

realizacado da determinacgao de Cu disponivel (Mehlich-1) e pH (agua).

4.9 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

4.9.1 Controle de contaminagao

Todas as vidrarias utilizadas para analises do solo foram descontaminadas
com HCt 10% (v/v) em agua. As vidrarias e os materiais plasticos utilizados para
andlise da planta foram descontaminados em solucdo de HNOs 10% (v/v) em
mistura 1:1 de agua e etanol por 24 h. Antes da utilizagdo, o material foi enxaguado

de trés a cinco vezes com agua destilada.

4.9.2 Preparo de amostras

4.9.2.1 Extragéo do cobre disponivel por Mehlich-1

Para determinar o teor de cobre disponivel no solo, foi realizado o
procedimento de extragdo com solugéo extratora de Mehlich-1 (HCt 0,05 mol L +
H2S04 0,0125 mol L-') (EMBRAPA, 2011; SANTANA et al., 2018).

O solo foi seco em a estufa de circulagdo e renovacédo de ar (AL-102/480,
AmericanLab) a 105 ° C por 48 h e peneirado para granulometria de 1,7 mm. Apds 5
g de solo foi pesado em balanga analitica (AUY220, Shimadzu), esse foi transferido
para frasco do tipo Snap-cap com tampa de pressao e adicionados 25 mL da
solugédo extratora Mehlich-1. As amostras foram acomodadas na mesa agitadora
para solo (SL-184, SOLAB), onde foram agitadas a 120 rpm por 5 min (EMBRAPA,
2011). Apos, as amostras foram deixadas em repouso por cerca de 16 h para
ocorrer a decantacao. Aliquotas de 15 mL do sobrenadante foram transferidas para
frascos cbnicos de polipropileno (PP) de 50 mL, para posterior analise por
espectrometria de absorgcdo atébmica com chama (FAAS - do inglés Flame Atomic
Absorption Spectrometry). O branco foi constituido somente da solugdo extratora e

passou pelo mesmo processo que as amostras.
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4.9.2.2 Preparo do solo para determinagao do potencial de hidrogénio (pH)

Para determinar o pH do solo, 10 g de solo seco e 25 mL de agua destilada
foram adicionados em um béquer, a mistura foi agitada com um bastao de vidro por
60 s e deixada em repouso por 1 h (EMBRAPA, 2011). Apds, o pH da amostra foi

medido em potencidmetro de eletrodo de vidro combinado (HI 2221, Hanna).

4.9.2.3 Preparo das subamostras de Lantana fucata

A primeira parte do preparo das amostras consistiu na moagem das raizes,
caules e folhas da Lantana fucata, neste procedimento foi utilizado um moinho
analitico (A11 basic S32 Analytical, IKA), onde as amostras foram trituradas em
ordem crescente de tratamento. A limpeza do moinho foi executada entre as
amostras, com pincel e com etanol 70% para remover as sobras de material moido.

Para a abertura por via seca, foram realizados ensaios com subamostras da
planta trituradas e também utilizando as folhas inteiras, pedacos de raizes e caules
cortados em partes pequenas com tesoura de poda. Assim, as amostras foram
pesadas balanga analitica (AUY220, Shimadzu) por adicdo em cadinhos de
porcelana que, em seguida, foram aquecidos na mufla por tempos e temperaturas
variados, conforme descrito na Tabela 4. Apds o resfriamento, em dessecador,
foram acrescentados 6 mL de agua régia aos cadinhos para a solubilizagdo das
cinzas da amostra calcinada (DROZDOVA et al., 2019).

Tabela 4 — Condigdes submetidas aos ensaios de abertura de planta por via seca.

Condigao Massa Tempo de Temperatura

(9) aquecimento (h) (°C)
01 0,5 16 450
02 1,0 16 450
03 2,0 16 450
04 0,5 44 800
05 1,0 44 800
06 2,0 44 800

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.
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Os testes de preparo de amostras por decomposicdo via umida foram

conduzidos de acordo com os procedimentos descrito na Tabela 5.

Tabela 5 — Procedimentos de preparo de amostras de planta.

Procedimento

Autor (ano)

Transferir 0,5 g de amostra seca e triturada para um tubo
digestor acrescidos de 4 mL de HNOs (65%), deixar em
repouso por 12 h a temperatura ambiente. Apds, aquecer
gradativamente até o bloco atingir 120 °C. Permanecer nesta
temperatura até cessar totalmente vapores de NO2. Adicionar 2
mL de HCEOs4 (70%) e aquecer a 180 °C e manter nesta

temperatura até o extrato se apresentar incolor.

Transferir 0,4 g de amostra seca e triturada para um tubo
digestor, acrescidos de 7 mL de HNO3 e 2 mL de H20:.

Transferir 0,5 g de amostra seca e triturada para um tubo
digestor, acrescidos de 5 mL de HNOs e aquecer a 125 °C por
1h em bloco digestor. Fazer 3 ciclos de adicdo de 2 mL de
H20:2.

Aquecer 1 g de amostra com 15 mL de mistura tri-acido HNO3
(70%), H2SO4 (97%) e HCLO4 (60%) (1:1:1) a 80 °C até obter

uma solugao transparente.

Digerir as amostras com HNO3 e HC{O4 na proporgéo 4:1

Transferir 0,5 g de amostra seca e triturada para um tubo
digestor, acrescidos de 5 mL de HNO3z e 1 mL de HC{O4 e
deixar em repouso de um dia para o outro. Aquecer a amostra
por 1Th a 80 °C, 1h a 120 °C, 1h a 150 °C e 1h a 180 °C.

Carmo et al.
(2000)

Alaribe e
Agamuthu (2019)

Roohi et al.
(2020)

Singh et al.
(2016)

Liu et al. (2019)

Neto e Barretos
(2011)

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.
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Apos realizados os diferentes testes de preparo de amostra por via umida,
optou-se pelo procedimento de Neto e Barreto (2011) e de Liu et al. (2019) com
algumas modificagbes. Sendo assim, 0,5 g de amostra triturada foi pesada em
balanga analitica por adicdo em vidro relogio, foi transferida ao tubo digestor e
adicionada de 8 mL de HNO3 65% e 2 mL de HCtO4 70%, deixada em repouso por
30 min, em capela de exaustao, para digestao prévia. Apos, foram inseridos funis de
vidro aos tubos digestores e os mesmos foram acomodados no bloco digestor (TE-
007MP, Tecnal), com a temperatura a 80 °C, onde permaneceram por 1 h, seguido
de uma rampa de aquecimento, onde permaneceram por mais 1 h em cada
temperatura, sendo estas de 120 °C, 150 °C, 180 °C e 30 min a 190 °C (LIU et al.,
2019; NETO; BARRETO, 2011).

No término da digestdo, as amostras foram transferidas para frascos conicos
de PP e ajustadas com agua ultrapura até 10 mL. Na sequéncia, centrifugadas (3-
16L, Sigma) por 5 min a 5000 rpm e a fase sobrenadante transferida para outro
frasco cbnico de PP de 15 mL.

O branco foi constituido somente pelos reagentes e passou pelo mesmo

processo que as amostras.

4.10 DETERMINACAO DE COBRE POR FAAS

4.10.1 Condigoes instrumentais

As amostras foram analisadas em um espectrometro de absor¢ao atdmica com
chama (SavantAA-GBC). Utilizou-se uma lampada de catodo oco de Cu e
selecionou-se o comprimento de onda 324,7 nm, largura da fenda de 0,50 nm e
tempo de integragao de 3 s, em queimador de fluxo laminar de 10 cm. Para o solo, a
chama foi formada pela mistura de ar/acetileno nas vazées 15,0 L min'e 2,20 L
min', respectivamente. Ja para a planta, a chama foi formada pela mistura de
ar/acetileno nas vazdes 10,10 L min-'e 2,00 L min-', respectivamente e foi utilizado a
ldmpada de deutério como corretor de fundo. A altura do queimador foi ajustada

para a condigdo de maior absorvancia utilizando padrdo de Cu 6,00 mg L.
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4.10.2 Validagao

Os parametros analiticos avaliados foram: linearidade, limite de deteccéo
(LD), limite de quantificacdo (LQ), precisédo, exatiddo e concentracao caracteristica
(Co).

A linearidade foi avaliada por meio da construgao de trés curvas de calibragao
medidas em trés dias diferentes, as quais, continham seis concentragdes, tanto para
o solo quanto para a planta, observando-se a correlagao linear. Para o solo, a faixa
de trabalho foi de 1,00 - 10,00 mg L', por meio da diluigdo do padrio estoque de Cu
1000 mg L' (Fluka Analytical) em solugdo extratora Mehlich-1. Para a planta, a faixa
de trabalho foi de 0,25 — 6,00 mg L', por meio da diluigdo de padr&o estoque de Cu
1000 mg L' (Fluka Analytical) em agua ultrapura e 0,2 % de HNOs3 e 0,05 % de
HC{Oa.

O LD e LQ foram calculados pela Equagao 2 e 3, respectivamente.
LD=(3s)+a (2)
LQ=(10s)+a (3)
Onde:

s = Desvio padrao das medidas do branco;

a = Coeficiente angular da curva analitica.

Cabe ressaltar que o branco utilizado para o solo e planta foi o tratamento 0
(sem adig¢ao de cobre).

A concentragao caracteristica (Co) foi calculada de acordo com a Equacgao 4.

Co = 0,0044 +a (4)

Onde:

a = Coeficiente angular da curva analitica.

Para verificar a exatiddo foram realizados ensaios de recuperagdo, o qual
consistiram na fortificagdo de amostras, ou seja, na adi¢do do analito de interesse na

amostra original seguida do preparo da amostra fortificada e da determinacédo da
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concentracdo do analito adicionado. A precisdao foi avaliada pelo coeficiente de
variacao (INMETRO, 2020).

Para tanto, ao solo do tratamento 0, foram feitas fortificagdes nas amostras
com concentragbes de cobre 0,4; 2 e 6 mg L' em triplicata, antes da extragéo por
Mehlich-1. E para as subamostras da planta, do tratamento 0, foram adicionadas,
previamente a digest&o, as concentragdes de 1 e 3 mg L' de cobre em triplicata.
Posteriormente analisadas por FAAS.

A percentagem de recuperacgao (R%) foi calculada pela Equacéo 5.

R% = (Valor tedrico + Valor experimental) x100 (5)

Onde:
Valor tedrico = Concentragao de Cu determinado na amostra + concentragao de Cu
adicionado;

Valor experimental = Concentracdo de Cu determinada na amostra fortificada.

4.11 CALCULOS DOS iNDICES DE FITORREMEDIACAO

Quatro indices foram selecionados para avaliar o potencial de fitorremediagcéo
da Lantana fucata, o fator de bioconcentracdo da raiz (FBCraiz), o fator de
translocagao (FT),o indice de tolerancia (IT) e a taxa de extracdo do metal (TEM),
(ALARIBE; AGAMUTHU, 2019; GHAZARYAN et al., 2019; YOON et al., 2006;
MERTENS; SEBASTIAN; VERHEYEN, 2005; SILVA et al., 2005).

O FBCraiz pode ser usado para avaliar a capacidade de bioconcentragdo de

cobre nas raizes, sendo calculado pela Equacéo 6.

FBCraiz = Cu raizes + Cu solo (6)

Onde:
Cu raizes = Concentragao de Cu nas raizes;

Cu solo = Teor de Cu disponivel no solo apds o cultivo.
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A capacidade da planta de translocar metais das raizes para a parte aérea é

avaliada usando o FT, onde ¢ calculado seguindo a Equacgéo 7.

FT = Cu parte aérea + Cu raizes (7)

Cu parte aérea = Concentracédo de Cu na parte aérea,;

Cu raizes = Concentragédo de Cu nas raizes.

A taxa de extragdo do metal (TEM) foi calculada seguindo a Equacédo 8 e o

indice de tolerancia (IT) conforme Equacéo 9.

TEM = [(Cu planta x MS total) + (Cu solo x M raiz)] x 100 (8)

Onde:

Cu planta = Concentragao de cobre presente na massa seca da planta;
MS total = Massa seca total da planta;

Cu solo = Concentragao de cobre presente no solo apés o cultivo;

M raiz = Massa do volume do solo enraizada pela espécie.

IT = (Massa seca total da planta do Tn + Massa seca total da planta do To) x 100 (9)

Onde:
Tn = Tratamento de interesse;

To = Tratamento sem adigdo do metal (controle).

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os gréaficos e os dados foram organizados e calculados em planilhas no
programa Microsoft Excel 2016.

Para analise estatistica, foi realizado o teste de analise de variancia (ANOVA)
e quando este foi significativo, aplicou-se o teste de Tukey a 5 % de probabilidade. O
teste de correlagao linear de Pearson também foi aplicado. Os testes estatisticos

foram realizados no software R®.
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4.13 TRATAMENTO DE RESIDUOS

Os residuos gerados durante os testes de preparo de amostras foram
filtrados, visando a remocao do solo e/ou das partes das plantas ndo decompostas.
Apos foram adicionados de hidroxido de sédio comercial (soda caustica) objetivando
a neutralizagado quando se tratava de um residuo acido, ou mesmo a precipitagao de
metais como hidroxidos quando se tratava de residuos de metais, havendo
precipitacao o residuo era novamente filtrado e a solugdo remanescente adicionada
de acido cloridrico comercial (muriatico) para ajuste a pH neutro e entdo descartada
na pia do laboratério. Os papéis de filtro com o residuo precipitado foram secos,
dentro da capela de exaustdo, e depois armazenados em sacos plasticos
identificados e conduzidos ao almoxarifado de residuos para posterior coleta pela
empresa contratada pela UFFS.

Ja aliquotas das amostras digeridas, remanescentes das analises,
encontram-se armazenadas em geladeira, para o caso de haver a necessidade de
eventual repeticdo, porém pretende-se realizar o mesmo procedimento apds a
defesa da dissertacao.

Os solos, de todos os tratamentos, que sobraram dos experimentos tanto pré
como pos colheita foram misturados e tendo em vista que o Cu € um micronutriente
essencial para as plantas e atéxico em quantidades pequenas, este foi distribuido
em uma fina camada ao longo de uma propriedade particular. Apés o local foi arado
para revolver e descompactar o solo da propriedade e facilitar a mistura. As plantas
trituradas que restaram, encontram-se armazenadas como contraprova, mas
futuramente pretende-se utiliza-las como adubo em uma propriedade particular.

As mudas de Lantana fucata que nao foram utilizadas no experimento foram

destinadas para ornamentagéao paisagistica do campus Cerro Largo da UFFS.



47

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ADICOES DE COBRE AO SOLO (TRATAMENTOS)

O solo foi seco, peneirado em malha 4 mm e uma aliquota foi coletada e
enviada para analise fisico-quimica na Tabela 6 podem ser observados os
resultados da analise laboratorial externa. Posteriormente, o solo foi pesado para
corresponder a massa necessaria a cada tratamento.

Cada fracao de solo pesada foi transferida para uma betoneira e adicionada
com Cu, as concentragcdes usadas nos tratamentos, foram selecionados com base
na Resolugao N° 420, de dezembro de 2009, que especifica as concentragdes para
prevencgdo (VP) de 60 mg Cu kg™ de solo e de 200 mg Cu kg™ para investigagao (VI)
(CONAMA, 2009). Para tanto, o experimento 1 foi baseado no VP e o experimento 2
no VI, com um acréscimo de 10 mg Cu kg™ visto que nem todo Cu adicionado fica
na forma de Cu disponivel para a planta. Sendo assim pensou-se nas concentracoes
iniciais de cada tratamento seguindo o VP e VI e ap6s adigdes proporcionais 2, 3 e 4
vezes a concentragdo inicial. O artigo 11 da resolugdo prevé que os O6rgaos
ambientais competentes juntamente com o CONAMA, poderdo rever os valores
estabelecidos na resolugdo, bem como podem ser estabelecidos VPs e Vis
estaduais ou regionais (CONAMA, 2009).
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Tabela 6 — Analise fisico-quimica do solo previa a contaminagao por Cu.

Experimento 1 Experimento 2

Cu (mg dm3) 10,5 18,8
Argila (%) 63 58

pH 5,4 5,3

indice SMP 5,8 5,8

P mg dm™3 8,7 8,6

K mg dm=3 393 244

M. O. (%) 3,9 2,8

AL trocavel cmolc dm-3 0,1 0,1
Ca trocavel cmolc dm™ 7,2 6,4
Mg trocavel cmolc dm- 1,9 5,5
H + At cmolc dm-3 5,5 14

% SAT da CTC Bases 64,8 60,9
% SAT da CTC At 1,0 1,2

Argila determinada pelo método do densimetro;

pH em agua 1:1;

P e K determinados pelo método Mehlich - 1;

M.O. por digestdo umida;

Ca, Mg, Al, Mn, e Na trocaveis extraidos com KCt 1 mol L";

CTCapH7,0.

UNIDADES:

% = massa/volume; mg dm = ppm (peso/volume); cmolcdm™ = meq 100"'mL

5.2 PREPARAGAO DAS MUDAS

A propagacao e desenvolvimento das mudas foi satisfatorio utilizando a mistura
de solo, areia e substrato (1:1:1) com o uso de enraizador AlB.

Ao final do ciclo de 30 dias, periodo necessario para o0 enraizamento
completo, as mudas foram transferidas dos tubetes para copos plasticos contendo
substrato comercial e solo (1:1) onde permaneceram até atingir aproximadamente
15 cm.

As mudas padronizadas em 15 cm e saudaveis foram cultivadas em solo

contaminado conforme delineamento experimental descrito no item 4.2.
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5.3 ALTURA DAS PLANTAS

Durante a colheita dos experimentos foi medida a altura das plantas, os

resultados podem ser observados na Figura 9.
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Figura 9 — Altura das plantas para o experimento 1 (a) e experimento 2 (b).

Barras verticais representam desvio padrdo da média (n = 5). Letras minusculas diferentes indicam que os
valores médios sdo significativamente diferentes entre os tratamentos com p <0,05 de acordo com o teste de
Tukey. Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Kabata-Pendias e Pendias (2001) citam que o crescimento das plantas, sob o
estresse de altas concentracdes de Cu, é limitado. Contudo, como pode ser
observado na Figura 9, as plantas tiveram bom desenvolvimento. Sendo observado
no experimento 1 (Figura 9a) que a altura das plantas ndo diferiu significativamente
entre si (p>0,05). Entretanto, no experimento 2 (Figura 9b) o TO diferiu dos demais
tratamentos (p>0,05).

Chaves et al. (2010), em seus estudos, também nao obtiveram influéncia
significativa dos tratamentos de Cu em relagdo a altura Jatropha curcas (pinhao-
manso).

Por outro lado, diferindo do presente estudo, Menegaes et al. (2017)
observaram que a altura das plantas de Dendranthema grandiflora Tzevelev
(crisdntemo) diminuiu conforme as doses de Cu aumentaram no solo, em ambos 0s

ciclos de cultivo que foram realizados no estudo.
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5.4 PREPARO DAS AMOSTRAS

No periodo de 100 dias, enquanto o experimento estava instalado, iniciou-se
os testes de preparo de amostras, tanto para o solo quanto para a Lantana fucata
(utilizando mudas sobressalientes).

Optou-se pela determinagéo do Cu disponivel no solo em detrimento do Cu
total em virtude de esta ser a forma disponivel para a absor¢cao pelas plantas
(GHAZARYAN et al., 2019). Ainda, pela dificuldade da decomposigcédo da totalidade
da matriz do solo, no preparo de via umida por digestdo, que demandaria o uso de
acido fluoridrico (HF), que além de exigir grande cuidado de manuseio ao analista,
precisa ser retirado da solucdo da amostra, pois por ser um acido que destréi a
silica, poderia vir a danificar o espectrdmetro, como por exemplo o nebulizador e
partes da otica.

Diante disso, utilizou-se a solugao extratora Mehlich-1, a qual € recomendada
pela EMBRAPA (2011) para extragdo de micronutrientes na proporgdo 1:5 (solo-
solugédo). Tavares, Oliveira e Salgado (2013) determinaram os teores de Cu
disponiveis no solo por meio dos extratores DTPA (acido
dietilenotriaminopentaacético) e Mehlich-1 e, obtiveram maior eficiéncia na extracéao
utilizando o extrator de Mehlich-1.

Ja para Lantana fucata é de interesse obter o teor de Cu total metabolizado
pelas diferentes partes da planta, desta maneira optou-se por procedimentos de
preparo que objetivam a destruicdo completa dos tecidos e a liberagdo do Cu, desta
maneira foi testado tanto procedimentos por via seca quanto por via umida.
Ressalta-se que a primeira etapa de ambos foi a moagem das subamostras da
Lantana fucata (raizes, caules e folhas), conforme descrito subitem 4.9.2.3.

Os ensaios por via seca nao se mostraram eficientes, pois nao foi possivel
dissolver as cinzas. Outro ponto negativo deste preparo foi o espago disponivel na
mufla (6 cadinhos) e o tempo, considerando que os preparos exigiram no minimo 44
h por amostra, conforme observado na Tabela 4 no subtitem 4.9.2.3.

Desta forma, iniciou-se o preparo das amostras por via Uumida, onde foram
realizados ensaios em diferentes condi¢des, variando a temperatura, o tempo de
aquecimento, o acido (tipo e volume). Todos os preparos foram realizados em

capela de exaustao.
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Para tanto, 0,5 g de amostra e 4 mL de HNO3; 65%, foram deixados em
repouso por 12 h, para digestdo prévia em temperatura ambiente conforme descrito
por Carmo et al. (2000), tampados com um funil de vidro. Contudo, apds as 12 h o
acido evaporou. Assim, o processo foi refeito e o funil foi substituido por rolhas de
borracha. Apds as 12 h verificou-se que as rolhas projetaram, pois, a decomposigao
das amostras gerou gases que por sua vez geraram pressao. Entdo, o ensaio foi
repetido, sem deixar a amostra em repouso, e os tubos foram aquecidos, tampados
com funil, em bloco digestor até 120 °C, posteriormente adicionados 2 mL de HC{O4
70 % e aquecidos a 180 °C, onde permaneceram até o total desprendimento dos
fumos brancos e o digerido se apresentar incolor. Apesar das modificagdes
propostas, a amostra nao foi digerida completamente.

Na sequéncia testou-se o preparo de amostras descrito Alaribe e Agamuthu
(2019) para a Lantana camara. Assim, pesou-se 0,5 g, adicionou-se 7 mL HNO365%
e 2 mL de H202 35%. No entanto, ao adicionar o H202 as amostras borbulharam até
a borda do frasco, ocorrendo perdas. Entédo, foi testado o preparo proposto por
Roohi et al. (2020) que utilizavam estes mesmos reagentes, neste 0,5 g de amostra
com 5 mL de HNO3s foram aquecidos a 125 °C por 1 h em bloco digestor. Foram
feitos trés ciclos de adigdo de 2 mL H202 e aquecimento por 30 min. Desde modo,
as amostras nao efervesceram, porém também nao digeriram completamente.
Também foi testado o uso da mistura tri-acida HNO3, H2SO4 € HC{O4, na proporgao
5:1:1, conforme descrito por Singh et al. (2016), mas a digestdo também nao foi
completa.

Posteriormente, foram feitas adaptagcdes do preparo proposto por Liu et al.
(2019), onde foi utilizada a mistura nitro-perclorica (4:1, v/v) para a digestdo da
Lantana camara. O aquecimento das amostras foi feito conforme proposto pela Neto
e Barreto (2011), o preparo consistiu na pesagem de 0,5 g de amostra seca e
triturada, com a adigdo de 8 mL de HNO3 e 2 mL de HC{O4, repouso de 30 min e
apos submetidas a uma rampa de aquecimento com as temperaturas de 80, 120,
150, 180 e 190 °C. Este também n&o atingiu a digestdo completa, mas visualmente
apresentou a menor quantidade de sodlido branco remanescente e a maior
transparéncia do digerido para todas as partes da Lantana fucata. Sendo este o
procedimento de preparo de amostras escolhido para os ensaios de validagdo de

metodologia e para o preparo das amostras no decorrer do trabalho.
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Cabe ressaltar que em todos os ensaios as amostras foram transferidas para
tubo falcon cénicos de PP e aferidas com agua ultrapura até 10 mL. Posteriormente,
as amostras digeridas foram centrifugadas por 5 min a 5000 rpm e a fase
sobrenadante transferida para um segundo tubo. O branco foi constituido somente

pela mistura acida e tratado igualmente as amostras.

5.5 pHDO SOLO

Micronutrientes, como o Cu, estao presentes na fase liquida do solo na forma
de ions divalentes (Cu?*) e de complexos soliveis. Os ions de Cu?* podem ser
adsorvidos pela matéria organica, oxidos de Fe e Al, formando ligacbes muito
estaveis. Contudo, com a diminuicdo do pH a disponibilidade do metal aumenta na
fase liquida do solo (BISSANI et al., 2008). Desta maneira a determinagao do pH do
solo é de grande relevancia quando se estuda a disponibilidade de metais.

A Tabela 7 mostra os valores obtidos de pH do solo, antes e depois do

plantio, para o experimento 1 e 2.

Tabela 7 — Valores de pH do solo antes e depois do plantio.

Experimento 1 Experimento 2

pH antes do pH depois do pH antes do pH depois do

plantio plantio (n=5) plantio plantio (n=5)
TO 5,23 5,91 +0,10 5,32 5,78 £ 0,14
T1 5,48 5,86 + 0,07 5,11 5,56 + 0,09
T2 5,41 5,76 £ 0,05 5,05 5,38 £ 0,12
T3 5,37 5,77 £ 0,06 4,90 5,27 £ 0,05
T4 5,30 5,59 + 0,09 4,86 5,24 + 0,14

Os dados do pH depois do plantio sdo apresentados como as médias do tratamento + desvio padrdo (n = niUmero
de repeticbes do experimento). Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Conforme pode ser observado, tanto antes do plantio quanto depois, o solo é
acido, o que pode favorecer a disponibilidade de Cu. Esta diferenca também pode

ser proveniente da interacéo entre a planta e o solo.
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5.6 VALIDACAO

A Tabela 8 apresenta as figuras de mérito da metodologia estudada para

determinacao de Cu em planta e solo.

Tabela 8 - Faixa de concentracdo linear e parametros de validagdo para

determinagao de Cu em amostras de solo e de planta por FAAS.

Planta Solo
Faixa de trabalho
(mg L) 0,25-6 1-10
a* 0,0911 £ 7,51x10* 0,0685 + 5,86x10*
b* 0,0036 + 7,64x10* 0,0132 £ 1,01x103
R? 0,9998 + 1,53x10* 0,9987 + 1,51x103
LD (mg L") 0,0202 0,0237
LQ (mg L) 0,0674 0,0789
Co(mg L") 0,0481 0,0641

a = coeficiente angular da reta; b = coeficiente linear da reta; R? = coeficiente de determinagéo; * (n=3). Fonte:
elaborado pelo autor, 2020.

A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados
linearmente proporcionais a concentracdo do analito, dentro de uma faixa de
trabalho especifica. Esse parametro pode ser demonstrado pelo coeficiente de
determinagao (R?), que quanto mais proximo de 1, representa um verdadeiro ajuste
linear (HARRIS, 2013).

O LD representa a menor concentragdo do analito em estudo que pode ser
detectada e o LQ representa a menor concentragdo do analito que pode ser
quantificada em confiabilidade e precisdo aceitavel (INMETRO, 2020). Os valores
foram calculados utilizando a média das inclinagdes da curva.

A Co é uma expressao de sensibilidade do FAAS e, representa a
concentragdo do analito que gera sinal equivalente corresponde a absorvancia de
0,0044 (1% de absorgao).

Como pode der visto na Tabela 8 o R?, LD, LQ e a C, para o procedimento

desenvolvido foram adequados para determinagao de Cu em ambas as amostras.
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A preciséo representa a variabilidade dos resultados, entre si, e a exatidao
representa a proximidade dos resultados, ao valor aceito como verdadeiro, e pode
ser determinada por meio do ensaio de recuperagao (INMETRO, 2020). Os

resultados estdo ilustrados na Tabela 9.

Tabela 9 — Exatidao e Precisdo do método (n=3).

Concentracgao
Recuperacao (%) CV (%)
(mg L")
Planta
1,0 106 10,42
3,0 107 2,47
Solo
0,4 87 3,05
2,0 100 2,42
6,0 98 2,26

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Diante do exposto na Tabela 9, pode-se observar que os CV foram inferiores
11 %, assim pode-se afirmar que o método proposto para determinagcao de Cu, é
preciso. A recuperacado foi determinada pela fortificagdo das amostras de solo e
planta. Ambas as amostras apresentaram recuperacdes dentro da faixa aceitavel de
80-110 % (INMETRO, 2020).

5.7 DETERMINACAO DE COBRE

5.7.1 Cobre no solo antes do plantio

A correlagao linear entre as adi¢des de Cu na forma de CuSO4-5H20 e teores
de Cu disponiveis no solo antes do plantio, extraidos por Mehlich-1, foi avaliada pela
aplicacado do teste de correlagdo linear de Pearson (r). Ambos os experimentos
apresentaram uma correlacao linear significativa (r = 0,99, p<0,05) entre as doses de
Cu adicionadas ao solo em relacéo aos teores de Cu disponiveis, conforme pode ser

observado na Figura 10.
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Figura 10 — Correlacao linear entre concentragdo de cobre adicionado e disponivel

no solo antes do plantio para o experimento 1 (a) e para o experimento 2 (b). Fonte:

elaborado pelo autor, 2020.

Ghazaryan et al. (2019), também obtiveram resultados semelhantes quando
compararam a quantidade total com a quantidade disponivel de metal presente no
solo. Biassani et al. (2008) explicam que mesmo que a maior parte de Cu adicionado
ao solo seja adsorvido pela fase sélida do solo (MO, oxidos de Fe e At), o teor na
solugao do solo tende ser proporcional a quantidade adicionada, devido a atividade
microbiana presente no meio.

Cabe ressaltar, que o impacto toxico de metais nos ecossistemas € devido ao
metal presente na solugdo do solo (Cu?* e Cu-complexo sollvel), ou seja, ndo ao
que esta ligado a fase sdlida do solo. Este impacto é acarretado pelo fato de que as
plantas absorvem somente micronutrientes dissolvidos na fase liquida
(GHAZARYAN et al., 2019; BIASSANI et al., 2008).

O Cu forma complexos soluveis com anions organicos, como citratos, oxalato,
glucamato e malato e estes complexos constituem entre 98 a 99% do Cu existente
na solugcao do solo. Deste modo, a atividade microbiana presente no solo favorece a
disponibilidade do metal para a planta (BIASSANI et al., 2008).

Biassani et al. (2008) sugerem que como o Cu forma complexos e quelatos
com compostos organicos, também pode ser complexado com substancias
quelantes, como o acido etilenodiamino-tetraacético (EDTA) para avaliar a

disponibilidade do metal por meio da extracdo. Ainda, relatam que em solos acidos,
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os quelantes apresentam resultado semelhante a obtida com o uso de solugdes

acidas diluidas, como o extrator Mehlich-1.

5.7.2 Cobre no solo depois do plantio

Os teores de Cu disponiveis no solo tiveram uma reducdo apdés o plantio,
como pode ser observado na Tabela 10, para o experimento 1 e Tabela 11, para o
experimento 2.

A diferenca de Cu disponivel no solo antes e depois do plantio foi
apresentada como o valor tedrico absorvido pela planta. Contudo, estes valores,
para ambos os experimentos, foram inferiores ao total encontrado na planta
(experimental). Isto, pode ser explicado pelo fato de que os micronutrientes sao
encontrados em equilibrio entre a fase sdlida e a fase liquida do solo e, conforme a
planta absorve o Cu disponivel na fase liquida, o equilibrio é deslocado para
compensar a perda (BISSANI et al., 2008).

Tabela 10 — Teores de Cu (mg kg') disponiveis no solo (antes e depois do plantio) e

na planta para o experimento 1.

Solo Planta
Antes do Depois do plantio
Tedrico Experimental
plantio (n=3) (n=5)
T0 5,74 + 0,07 2,58 + 0,25 3,16 29,46
T1 41,51+ 1,68 27,07 £ 2,85 14,43 50,61
T2 88,94 + 4,16 43,57 £ 4,80 45,37 69,21
T3 149,93 £ 2,24 78,25 + 3,72 71,68 86,36
T4 172,12 £ 3,55 116,27 £ 12,89 55,83 95,65

Os dados do solo s&o apresentados como as médias do tratamento + desvio padrdo (n = niumero de repeticdes
do experimento). Fonte: elaborado pelo autor, 2020.
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Tabela 11 — Teores de Cu (mg kg™') disponiveis no solo (antes e depois do plantio) e

na planta para o experimento 2.

Solo Planta
Antes do Depois do plantio . ]
Tedrico Experimental
plantio (n=3) (n=5)
T0 10,81 £ 0,37 5,71+ 0,34 5,10 39,51
T1 145,16 £ 5,72 100,34 £ 5,82 44,82 98,61
T2 286,65 £ 5,89 243,75 £ 3,40 42,91 84,76
T3 430,15 + 6,68 386,88 + 6,89 43,27 95,07
T4 602,11 £ 3,85 546,95 + 7,49 55,16 114,31

Os dados do solo sédo apresentados como as médias do tratamento + desvio padrdo (n = numero de repeticdes
do experimento). Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

5.7.3 Acumulo de cobre na parte aérea e no sistema radicular das plantas

Para analisar a relacdo entre as concentracdes de Cu na planta e os

tratamentos, foram elaborados graficos de regresséo linear (Figura 11).
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Figura 11 — Concentragcdes de Cu presente na raiz e parte aérea no experimento 1

(a,c) e experimento 2 (b,d). Fonte: elaborado pelo autor, 2020.
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Como pode ser visto, somente a raiz do experimento 1 teve relacdo de
dependéncia com a quantidade de Cu adicionado no solo (Figura 11a). Para
confirmar a dependéncia, foi realizada a analise de correlagdo linear de Pearson
entre as concentragdes de Cu adicionadas no solo e as de Cu total na planta. As
quantidades presentes nas partes aéreas (folhas + caule) ndo apresentaram
correlagao significativa em relagdo a quantidade de Cu adicionada no solo, tanto
para o experimento 1 (r=0,53, p>0,05) (Figura 11c) quanto para o experimento 2
(r=0,60, p>0,05) (Figura 11d).

Ja as doses de Cu adicionadas ao solo exerceram influéncia sobre a
qguantidade de Cu absorvido pelas raizes no experimento 1 (Figura 11a), obtendo-se
correlagao forte e significativa (r=0,99, p<0,05). Contudo, o experimento 2, apesar de
ter correlagéo forte, ndo foi significativa (r=0,82, p>0,05) (Figura 11b).

Menegaes et al. (2017), avaliaram a concentracdo de Cu presente no
Dendranthema grandiflora Tzevelev (crisantemo) e observaram que a parte radicular
apresentou maior correlagao em relagao as doses de Cu adicionadas no solo (R? =
0,96) do que a relagdo entre a parte aérea e as doses de Cu adicionadas (R? =
0,81).

Atrelado a isso, a maior quantidade de Cu presente na planta estar localizada
na parte radicular, pode ser atribuido ao fato de que a planta desenvolveu um
mecanismo de adaptacdo em resposta a toxicidade do metal, como por exemplo, a
imobilizacdo do excesso de Cu na raiz e, portanto baixa translocacdo do metal para
a parte aérea (SILVA et al., 2015; YRUELA, 2009).

5.8 INDICES DE FITORREMEDIACAO

5.8.1 Fator de translocacao (FT) e bioconcentragcao (FBC)

A avaliagdo e a selecdo de plantas para fins de fitorremediacido depende
inteiramente dos valores de FT e FBC (WU et al., 2011). Os valores destes indices
estdo apresentados nas Tabelas 12 e 13, para o experimento 1 e 2,

respectivamente.



Tabela 12 — FT, FBC e acumulo de Cu para o experimento 1.

59

Cu
Cunaparte Cuna parte
Adicionado Cu no solo
aérea radicular FT FBC
ao solo 1 1 (mg kg™"*
p (mg kg™) (mg kg™)
(mg kg™)
TO 0 10,38 19,08 2,58 + 0,254 0,56 +0,0982 7,41 +1,351°
T1 70 13,37 37,22 27,07 + 2,849 0,36 + 0,018° 1,40 + 0,274°
T2 140 14,38 54,83 43,57 + 4,804 0,26 +0,012° 1,28 + 0,240
T3 210 14,43 71,93 78,25 + 3,276 0,20 + 0,010%¢ 0,92 + 0,083°
T4 280 12,67 82,97 116,27 + 12,886 0,15+0,024° 0,73 +0,168°

Os dados sdo apresentados como as médias + desvio padrdo (n = 5). Diferentes letras minusculas em cada
coluna indicam que os valores médios s&o significativamente diferentes entre os tratamentos a 5% de
significancia de acordo com o teste de Tukey. Valores de FT e FBC >1 estdo em negrito. * Cu disponivel no solo
apos o plantio. Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Tabela 13 - FT, FBC e acumulo de Cu para o experimento 2.

Cu
o Cunaparte Cu na parte
Adicionado ] Cu no solo
aérea radicular FT FBC
ao solo 1 1 (mg kg™"*
P (mg kg™) (mg kg™)
(mg kg™)
TO 0 13,00 26,51 5,71 £ 0,34 0,52 +0,148% 4,68 + 1,3012
T1 210 16,59 82,02 100,34 + 5,82 0,20 £ 0,025 0,82 + 0,055°
T2 420 13,75 71,01 243,75 + 3,40 0,19+0,013* 0,29 +0,028°
T3 630 15,80 79,27 386,88 + 6,89 0,20 £0,010° 0,21 +£0,035°
T4 840 16,57 97,74 546,95 + 7,49 0,17 £0,032° 0,18 + 0,030°

Os dados sdo apresentados como as médias + desvio padrdo (n = 5). Diferentes letras minusculas em cada
coluna indicam que os valores médios sdo significativamente diferentes entre os tratamentos a 5% de
significancia de acordo com o teste de Tukey. Valores de FT e FBC >1 estdo em negrito. * Cu disponivel no solo
apos o plantio. Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

A capacidade das plantas de translocar metais das raizes para parte aérea é
estimado pelo FT e a capacidade de acumular metais, retirados do solo, pode ser
estimada pelo FBC. O mecanismo de fitoextragdo requer a translocagdao de metais
para a parte aérea da planta, enquanto o mecanismo de fitoestabilizacdo requer a
capacidade de reduzir a translocagcdao de metal e manté-lo nas raizes. Assim, as
plantas com FT e FBC maiores que um (FT> 1, BCF> 1) tém potencial para uso em
fitoextragdo. Plantas com FT menor que um e FBC maior que um (TF< 1, BCF> 1)
tém potencial para fitoestabilizacdo. Uma planta hiperacumuladora deve ter BCF> 1

e TF> 1, bem como total acumulag&o de Cu maior 1000 mg kg =" (BINI et al., 2012).
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Os valores de FT, para ambos os experimentos, foram inferiores a um (FT< 1)
logo nao houve translocagao de Cu da parte radicular para a parte aérea da planta,
indicando que a Lantana fucata nao é adequada para fins de fitoextragao.

No entanto, ao avaliar os valores de FBC nas Tabelas 12 e 13 é possivel
verificar que a Lantana fucata apresenta valores de FBC superiores a um (FBC> 1)
para os tratamentos 1 (70 mg kg') e 2 (140 mg kg™') do experimento 1, além dos
tratamentos 0 (sem adigdo de Cu) para ambos os experimentos. Isto pode ser
explicado segundo Kabata-Pendias e Pendias (2001), que dizem que os tecidos
radiculares tem forte capacidade de reter o Cu, impedindo o transporte para a parte
aérea, tanto em condigdes de excesso quanto de deficiéncia deste metal.

Como pode ser visto, nas Tabelas 12 e 13, os valores FBC diminuem
conforme as doses de Cu aumentam, para ambos os experimentos. Verifica-se na
Equacao 6, do item 4.11, usada para o calculo do FBC, que o Cu presente no solo
se encontra no denominador enquanto o Cu absorvido pelas raizes esta no
numerador. Sabe-se que cada tratamento possui quantidades crescentes do metal e
observa-se nas Tabelas 12 e 13 que a quantidade do metal presente na parte
radicular da Lantana fucata, apresenta valores maximos de 82,97 e 97,74 mg kg™.
Sendo assim, infere-se que mesmo a planta acumulando metal em suas raizes a
alta concentragao de Cu remanescente no solo pds-plantio reflete o indice de FBC
menor que um (FBC> 1), mesmo a planta tendo acumulado metal em seus tecidos.

O mesmo pode ser observado para os valores de FT que diminuem conforme
doses de Cu aumentam, para ambos os experimentos. Isto porque, a proporcao da
concentragdo de metal presente nas raizes em relagdo a parte aérea € maior, em
todos os tratamentos, tanto para o experimento 1 quanto para o experimento 2.

Contudo, somente o FT do experimento 1 apresentou diferenga significativa
no teste de Tukey (p>0,05) entre tratamentos, ndo sendo significativo apenas nas
doses de 210 e 280 mg kg'. Os demais tratamentos, para ambos experimentos,
apresentaram diferencga significativa apenas em relagdao ao controle e ndo diferiram
entre si nos tratamentos, ou seja, o teor de Cu disponivel no solo nestes casos nao
influenciou a resposta encontrada nos fatores (FT e FBC).

Liu et al. (2019) investigaram o potencial fitorremediador da Lantana camara
para o Cd, em duas areas de mineragao e obtiveram valores superiores a um para

ambos os fatores (FT>1, BCF> 1), indicando que a espécie em estudo tem potencial
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para fins de fitoextragdo com solos contaminados com Cd. Os autores também
analisaram a quantidade de Cu, Pb e Zn presentes no solo e na planta e, para estes
metais, obtiveram valores inferiores a um para FT e FBC, o que sugere que a
Lantana camara pode néo ter potencial fitorremediador para o Cu.

A Lantana fucata, além de nao apresentar o mecanismo de fitoextragcéo
também n&o apresentou caracteristica de uma planta hiperacumuladora, visto que
teve um acumulo de Cu em seus tecidos inferior a 1000 mg kg ~!, acumulando na
faixa de 29,46 a 95,65 mg kg ' e 39,51 a 114,31 mg kg ', para o experimento 1 e 2,
respectivamente. Entretanto, destaca-se que a Lantana fucata absorveu valores
acima do considerado normal (20 mg kg ~') de acordo com Kabata-Pendias e
Pendias (2001).

5.8.2 Taxa de extragao do metal (TEM) e indice de tolerancia (IT)

A TEM relaciona percentualmente a capacidade da planta em extrair o metal
do solo em funcédo da sua massa seca e leva em consideragcédo no calculo o volume
do solo enraizado pela planta em estudo. Ou seja, um valor de TEM de 10% significa
que 10% do metal no solo podem ser removidos em uma colheita (MERTENS;
SEBASTIAAN; VERHEYEN, 2005).

Os resultados da TEM para a Lantana fucata podem ser observados na
Tabela 14.
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Tabela 14 — Valores da TEM para o experimento 1 e 2.

Experimento 1 Experimento 2
Cu Adicionado ao Cu Adicionado
TEM (%) TEM (%)
solo (mg kg™) ao solo (mg kg™)
TO 0 12,98 + 1,967° 0 4,36 £ 0,711°
T1 70 2,15 + 0,329 210 0,67 + 0,063
T2 140 1,95 + 0,370P 420 0,26 + 0,025
T3 210 1,34 £ 0,175 630 0,16 £ 0,027
T4 280 0,99 + 0,154° 840 0,14 £ 0,014°

Os dados s&o apresentados como as médias + desvio padrdo (n = 5). Diferentes letras minusculas em cada
coluna indicam que os valores médios s&o significativamente diferentes entre os tratamentos a 5% de
significancia de acordo com o teste de Tukey. Fonte: elaborado pelo autor, 2020.

Pode-se observar que a TEM diminuiu conforme a dose de Cu adicionada ao
solo aumentou, diferenciando significativamente em relacdo ao controle (p<0,05)
para ambos o0s experimentos.

Como a TEM leva em consideracdo o volume enraizado pela planta e a
massa seca total da planta, faz-se necessario ressaltar a diferenga entre os
experimentos, visto que no experimento 1 foi utilizado a massa seca de 3 plantas e o
volume dos 3 vasos e, para o experimento 2, a massa seca de 5 plantas e o volume
do vaso. Isto explica a diferenca de TEM para a dose adicionada ao solo de 210 mg
kg™, onde obteve-se 1,34 e 0,67 % de extragdo do metal para o experimento 1 e 2,
respectivamente.

A extragdo de Cu do solo foi mais efetiva no tratamento 0, onde as plantas
extrairam 12,98 e 4,36 % do metal, no experimento 1 e 2, respectivamente. Ja no
tratamento com a dose mais alta de Cu (840 mg kg™'), a planta teve capacidade para
extrair apenas 0,14 % do metal presente no solo durante o periodo experimental. Ou
seja, para remover 840 mg Cu kg ', presentes nos 7 kg de solo, seriam necessarios
no maximo 715 ciclos de cultivos, com igual duragéo, para remover 100% do metal
adicionado ao solo. Contudo, na dose mais alta de Cu do experimento 1 (280 mg
kg), a planta obteve extracdo de 0,99 %, sendo necessarios no maximo 101 ciclos
de cultivo para remover 100% do metal adicionado. Considerando o VP e o VI do
CONAMA a planta precisaria no maximo de 46 e 149 ciclos de cultivo para remover

100%, respectivamente.
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O IT mensura a capacidade das plantas de crescer em ambientes com altas
concentragcdes de Cu. O indice é calculado por meio da relagdo entre a massa seca
da planta do tratamento de interesse com a massa seca do controle (SILVA et al.,
2015).

A produgédo de massa seca esta relacionada com a tolerancia da planta ao
metal (MENEGAES et al., 2017), isto porque estas possuem adaptacoes
bioquimicas que controlam a absorg¢ao, acumulo e translocagado de metais em niveis
téxicos nos tecidos, permitindo que algumas plantas se tornem tolerantes (SILVA et
al., 2015).

A producdo de massa seca e o IT para os experimentos 1 e 2 podem ser
observados na figura 12. Em relacdo a quantidade de massa seca, ndo houve
diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos em ambos experimentos, e
variou entre 47,62 - 51,06 g para o experimento 1 e 44,21 - 51,78 g para o
experimento 2.
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Figura 12— Massa seca total e indice de Tolerancia (IT) no experimento 1 (a,c) e

experimento 2 (b,d). Médias (n=5) seguidas de diferentes letras minusculas em cada barra indicam que os

valores médios sao significativamente diferentes entre os tratamentos a 5% de significancia de acordo com o
teste de Tukey. Fonte: elaborado pelo do autor, 2020.
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Pode ser observado na Figura 12, que a concentragdao de Cu em que a
Lantana fucata apresentou maior IT (117,23 %) foi em 420 mg kg™, correspondente
ao T2 do experimento 2, tratamento este em que também apresentou a maior massa
seca (Figura 12b), o que corrobora com a relagao entre a massa seca e a tolerancia
citada anteriormente. Além disso, o IT, para o experimento 1 (Figura 12c) ndo teve
diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos, mas para o experimento 2
(Figura 12d) o IT somente para o T2 (420 mg kg™) diferiu significativamente do TO
(p>0,05).

Sendo assim, afirma-se que a Lantana fucata se mostrou tolerante ao Cu nas
doses estudadas, pois todos os tratamentos, quando comparados com o tratamento

0 (IT=100 %), apresentaram boa tolerancia ao metal (IT > 100 %).
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6 CONCLUSOES

Visando remediar o excesso de Cu no solo, o presente estudo avaliou a
capacidade fitorremediadora da Lantana fucata planta nativa no Brasil. A espécie
teve bom desenvolvimento vegetal, apresentou tolerancia de cultivo em solo
contaminado, bem como absorveu quantidades do metal superiores ao encontrado
normalmente na maioria das espécies vegetais, acumulando principalmente nas
raizes. Sendo assim, a Lantana fucata tem potencial para ser cultivada em areas
poluidas com residuo metalico de Cu.

Entretanto, apesar da planta ser tolerante ao metal, ela apresentou baixa
eficiéncia fitorremediativa, sendo fitoestabilizadora em solos apenas nas

concentragdes inferiores a 140 mg kg™' de Cu.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A redugao da contaminacdo de metais no solo pela técnica da fitorremediagao
€ uma alternativa viavel. Contudo, € necessario que mais pesquisas sejam
realizadas com o intuito de avaliar a capacidade de cada espécie vegetal.

A Lantana fucata ndo se mostrou eficiente para fitorremediacdo de Cu, nas
condigdes investigadas neste estudo, no entanto trabalhos futuros utilizando
amenizantes no solo podem vir a auxiliar no processo, aumentando a eficiéncia da
fitorremediacdo do Cu pela espécie em estudo, visto que ela apresentou alta
tolerancia, bem como foi de facil propagacéao e plantio. Considerando-se a beleza
ornamental da planta e a boa adaptacao em diversos em diversos locais, acredita-se
que a Lantana fucata apresenta caracteristicas vantajosas caso possa ser aplicada
como uma tecnologia para fitorremediacado de grandes areas.

Também, podem ser realizados estudos futuros utilizando outros metais, visto
que plantas do género Lantana tem perspectivas na tecnologia da fitorremediagao,

haja vista a Lantana camara que ja demonstrou ser hiperacumuladora de Cd.
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APENDICES

Apéndice A - Croqui dos experimentos dentro da casa de vegetagdo da area

experimental da UFFS — Campus Cerro Largo.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2020.
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Apendice B — Anadlise estatistica dos dados do sensor ao longo do periodo

experimental.

Temperatura Umidade Umidade do Temperatura do
do Ar (°C) relativa do ar solo (%) solo (°C)
(%)

Média 22.25 84.98 50.87 21.13
Desvio 7.03 19.02 12.79 6.62
Padrao

Minima 6.70 32.70 30.00 6.19
Maxima 37.30 99.90 76.00 34.56

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.



