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RESUMO

FERREIRA, Tatiane Cristovam. Andlise do potencial fitoextrator de macrofitas aquaticas

em solucdo de 6xido de arsénio 111 (AS203).37f.2016. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Engenharia Ambiental) - Departamento académico de ambiental, Universidade
Tecnologica Federal do Parana, Campo Mouréo, 2016.

Diante da necessidade de mais estudos que visem a descontaminacdo de mananciais subterraneos,
este trabalho teve como objetivo testar o potencial de trés espécies de macrofitas aquaticas na
remocao de arsénio Il em agua. O primeiro experimento foi montado utilizando trés espécies de
macrofitas aquéticas, Pontederia parviflora Alexander, Salvinia Auriculata Aublet. e Cyperus
sp. Todas as amostras de espécies selecionadas foram realizadas em triplicatas e com controle, o
periodo de contato com o arsénio (As) foi de 10 dias. Pontederia Parviflora que apresentou
melhor desempenho foi estudada anatomicamente para verificar alteracdes influenciadas pelo
contaminante. O experimento de fitoextracdo foi montado em laboratério em local arejado e
com luminosidade adequada, sendo preparado a solucéo de arsénio (As) na concentracdo de 14
ppm e colocados em 1,5L desta solucdo cerca de 125 individuos de Pontederia parviflora
distribuidos em 40 vasilnames de poliestileno. Nas primeiras 12 horas foram retirados
aleatoriamente aproximadamente 16 individuos, e assim sucessivamente até que completasse 96
horas. Para o teste de sobrevivéncia, Salvinia auriculata mostrou sinais de senescéncia que
foram progressivas e culminaram com sua morte no sexto dia. Pontederia parviflora ndo
apresentou alteracdes significativas durante o experimento, e nos primeiros sete dias ndo
houveram alteracdes morfoldgicas nem aparecimento de brotos. A partir do oitavo dia os brotos
surgiram e variaram em quantidade e capacidade de crescimento, conforme a concentracdo de
arsénio. Cyperus sp. ndo apresentou sinais visiveis de alteracGes durante os primeiros sete dias
de experimento, no entanto no final deste prazo os individuos secaram e morreram,
aparentemente em 24 horas. Pontederia Parviflora mesmo na maior concentragfes de arsénio
(As) ndo apresentou alteracdes morfoanatdmicas em suas folhas que evideciassem niveis de
respotas ao estresse na presenca do contaminante. No experimento de fitoextracdo na
concentracdo de 14 ppm, Pontederia parviflora, assim como no primeiro experimento, ndo
apresentou sinais de intolerancia ao arsénio, entretanto suas taxas de acumulagdo foram baixas,
variando de 0,0009ug/g a 0,029 pg/g na raiz, e de 0,095 pg/g a 0,037 pg/g na folha e na solugéo
de 0,123 ug/g a 0,063 ug/g., mesmo com baixos niveis de acumulacdo e translocacdo P.
parviflora mostrou sinais de maior tolerancia ao arsénio comparada com as outras espécies,
tendo em vista que a espécie conseguiu sobreviver nas diferentes concentragfes. Diante disto
indica-se mais estudos para verificar sua capacidade e caracteristicas fisioldgicas quanto ao
mecanismo de absor¢do da planta e detalhamento do seu comportamento em meio contaminado
por arsénio.

Palavras Chave: Macrofita aquatica.Arsénio.Acumulacdo.Fitorremediacéo



ABSTRACT

FERREIRA, Tatiane Cristovam. analysis of the potential fitoextrator of macrophytes in

arsenic 111 oxide solution (AS203) 37f.2016. Trabalho de Conclusio de Curso (Bacharelado
em Engenharia Ambiental) - Departamento académico de ambiental, Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana, Campo Mouréo, 2016.

In view of the need for further studies aimed at the decontamination of underground springs,
this work aimed to test the potential of three species of aquatic macrophytes in the removal of
arsenic Il in water. The first experiment was set up using three species of aquatic macrophytes,
Pontederia parviflora Alexander, Salvinia Auriculata Aublet. And Cyperus sp. All samples of
selected species were performed in triplicates and with control, the contact period with arsenic
(As) was 10 days. Pontederia Parviflora that presented better performance was studied
anatomically to verify changes influenced by the contaminant. The phytoextraction experiment
was set up in a laboratory in an airy place with adequate luminosity. The arsenic solution (As)
was prepared in the concentration of 14 ppm and placed in 1.5 liters of this solution about 125
individuals of Pontederia parviflora distributed in 40 containers of Polyethylene. In the first 12
hours approximately 16 subjects were randomly withdrawn, and so on until 96 hours were
completed. For the survival test, Salvinia auriculata showed signs of senescence that were
progressive and culminated with his death on the sixth day. Pontederia parviflora did not present
significant alterations during the experiment, and in the first seven days there were no
morphological changes or appearance of shoots. From the eighth day the shoots appeared and
varied in quantity and capacity of growth, according to the concentration of arsenic. Cyperus sp.
Showed no visible signs of changes during the first seven days of the experiment, however at
the end of this period the individuals dried and died, apparently within 24 hours. Pontederia
Parviflora even at the highest concentrations of arsenic (As) did not present morphoanatomic
changes in its leaves that evoked levels of stress responses in the presence of the contaminant. In
the experiment of phytoextraction at the concentration of 14 ppm, Pontederia parviflora, as well
as in the first experiment, showed no signs of intolerance to arsenic, however its accumulation
rates were low, varying from 0.0009ug / g to 0.029ug / g in the root, and 0.035 ng / g 0.037 pg/
g in the leaf and 0.163 pg / g 0.063 pg / g solution, even with low levels of accumulation and
translocation P. parviflora showed signs of a higher tolerance to arsenic compared to the other
species, In view that the species managed to survive in the different concentrations. Further
studies are needed to verify its capacity and physiological characteristics regarding the
mechanism of absorption of the plant and the detail of its behavior in arsenic-contaminated
medium.

Keywords:Macrophyte.Arsenio.Accumulation.Phytoremediation
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1 INTRODUCAO

A preocupacdo com a contaminacdo e a escassez das aguas superficiais tem
despertado o interesse nos estudos para o melhor aproveitamento das &guas subterraneas.
Devido ao processo de filtracdo, as aguas subterrdneas apresentam melhor qualidade em
relacdo a contaminacdo sanitaria, que pode ocorrer pela percolacdo vertical dos liquidos
superficiais (FILHO et al., 2011).

Em funcdo da expansdo urbana juntamente com a influéncia antropica a qualidade
dos mananciais superficiais vem diminuindo exponencialmente, em decorréncia do aumento
na quantidade de poluentes gerados atraves dos efluentes domésticos, e em virtude das
atividades industriais que liberam em excesso metais pesados (NASCIMENTO; NAIME,
2011). Além de ser mais passivel de contaminacdo, por meio das impurezas geradas pelo
escoamento superficial das chuvas, uso de agrotdxicos e sedimentos de eroséo.

Embora as aguas subterraneas ndo estejam suscetiveis a este tipo de contaminacgéo, o
uso destas aguas requer uma gestdo adequada embasada por conhecimento sobre
disponibilidade e caracteristicas. Entre os fatores que podem limitar o uso desta fonte, esta: o
processo de contaminagdo natural, acdo antrépica e a falta de conhecimento sobre estes
mananciais (OSORIO, 2004).

O arsénio é um elemento presente em varias rochas vulcanicas e solo, o processo de
contaminacdo pode ocorrer de maneira natural do contato permanente entre agua e rocha/solo.
A concentracdo de arsénio (As) em aguas superficiais e subterraneas geralmente variam entre
1-10 p/L, para até concentracGes mais elevadas podendo chegar a valores superiores a 1.000
W/L e tem sido encontrada de maneira natural em aguas subterraneas em diversos locais como,
Taiwan, india, Bangladesh, Portugal e em varios paises da américa latina e Europa (SILVA;
FIUZA, 2011).

O consumo de aguas de reservatorios subterrdneos com elevados teores de arsénio
tem sido apontado como a principal causa de diversas infec¢cbes humanas. A ingestdo dessas
aguas por um longo periodo, mesmo com a presenga de concentracfes minimas de arsénio
(As), pode acarretar diferentes tipos de cancer, que pode ser diagnosticado apds longos
periodos de exposicao ao arsénio (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1981).

Em vista do potencial das aguas subterrdneas como alternativa de consumo,

diferentes técnicas vém sendo utilizadas para a retirada deste elemento visando o0 uso
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adequado destas &guas. Entretanto, muitas técnicas possuem custo elevado e dificuldade de
implementacédo, assim, a fitorremediagdo mostra-se como uma alternativa atrativa pelo baixo
custo, facil implementacdo e ampla eficiéncia (LELIE et al., 2001).

Muitos estudos ja foram realizados com diversas espécies de plantas
fitorremediadoras para aplicagdo com diferentes tipos de metais (WUANA; OKIEIMEN,
2011). No entanto, pouco foi desenvolvido com rela¢do ao arsénio. As macrofitas aquaticas
sdo mais indicadas para o tratamento de &guas que as plantas terrestres por causa do rapido
crescimento, da maior producdo de biomassa e capacidade de absorcdo de poluente, além de
muitas possuirem capacidade hiperacumuladora de metais (SOOD et al., 2011).

Diante da necessidade de mais estudos que visem a descontaminacgdo de mananciais
subterraneos, além da importancia de desenvolvimento de espécies adaptadas as condicdes
climaticas locais, este trabalho visa testar o potencial de trés espécies de macrofitas aquaticas

na remocdo de arsénio (As) em agua.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se as espécies Pontederia parviflora Alexander, Salvinia auricullata Aubl.

e Cyperus sp. apresentam potencial fitoextrator de arsénio (As).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcance do objetivo geral sdo propostos 0s seguintes objetivos especificos:

Avaliar a capacidade de sobrevivéncia de Pontederia parviflora Alexander,

Salvinia auricullata Aubl. e Cyperus L. em diferentes concentracGes de arsénio (As);

Avaliar alteracbes anatdmicas e morfoldgicas em Pontederia parviflora

Alexander, Salvinia auricullata Aubl. e Cyperus L. apds a exposic¢do ao arsénio (As);

Determinar o potencial fitoextrator da espécie que apresentou o melhor

Desempenho de absorcéo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As aguas subterraneas sdo essenciais para 0 consumo humano, e podem ser utilizadas
para abastecimento publico e privado (industrial, agricola, irrigacdo, lazer) e embora seja
amplo os meios de utilizacdo, sua disponibilidade ndo € representada de maneira correta na
matriz hidrica do Brasil, tornando seu uso ineficiente (HIRATA; ZOBI; OLIVEIRA, 2010).

Mesmo com distribuicdo muito variavel, o manancial subterraneo também depende
de condigdes climatoldgicas e da dindmica do ciclo hidroldgico, igualmente como o0s
mananciais superficiais. Os mananciais chegam a ser aproximadamente 100 vezes mais
abundantes que as aguas superficiais dos rios e lagos (92.168 Km?2), com uma area
representada em torno de 10.360.230 Km3. Entretanto a falta de conhecimento de sua
disponibilidade e a gestdo ineficaz destes recursos ndo reflete sua importancia atualmente
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE AGUAS SUBTERRANEAS, 2016).

Muitos paises utilizam como fonte de abastecimento publico, &gua dos mananciais
subterraneas (México, Paris, Londres Buenos Aires, Pequim, Manila, Daca) esta pratica vem
se tornando importante por apresentar um custo menor de captacdo e por ser mais acessivel,
principalmente em regides pobres e de areas agricolas (HERRAIZ, 2009).

Desta forma o uso de aguas subterraneas pode vir a ser uma alternativa para o
abastecimento publico, em vista da sua qualidade muitas vezes superior a aguas superficiais
que sofrem mais com a contaminacdo de esgotos domésticos e industriais, e por serem mais
resistentes as mudancas climaticas, ndo sofrendo com precipitacdo (BORDA; FIGUEREDO;
CAVALCANTI, 2004).

O manancial subterraneo possui caracteristicas distintas, pois depende da sua
localizagdo, da estrutura geoldgica e das suas caracteristicas hidraulicas (livre ou confinado).
No manancial livre o tempo de recarga da dgua é mais rapido, a &gua infiltra no solo atravessa
a zona saturada e recarrega diretamente o aquifero por estar mais proximo a superficie,
enquanto que para o confinado que ndo possui uma zona, ndo saturada torna a infiltracdo da
agua limitada por conta de sua base de camadas de rochas de baixa permeabilidade, tornando
0 periodo de recarga mais lento (FILHO et al., 2011).

Por conta destas caracteristicas 0 tempo de recarga pode variar muito, 1m?3 /dia ou
1m3/ano. Desta forma pode levar semanas, meses, anos e até séculos para que esta agua

retorne a superficie do terreno, em forma de nascente ou como escoamento basico,
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alimentando o0s corregos, rios e lagos, portanto € importante que estd agua seja bem
administrada (IRATANI; EZAKI, 2012).

Os mananciais subterraneos analisados em varios paises retém grandes concentragdes
de arsénio (As), gerando um alto volume de intoxicacdo. Em paises como Argentina, Canada,
Taiwan, Japdo, China, EUA, México e Vietnd, o teor de arsénio encontrado é muitas vezes
maior que o limite recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude, 10u/L (NEGREA et al.,
2009). No Brasil, o CONAMA através da resolucdo 357/2005 e o Ministério da salde,
portaria 2914 de 2011 definiu uma concentracdo maxima igualmente de 10 /L de arsénio
total para &gua potdvel (CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2005;
MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A preocupacdo por meio do arsénio (As) ganhou maior importancia apos a
descoberta do incidente em Bangladesh. Que segundo pesquisas, cerca de 20 milhdes de
pessoas estdo consumindo agua com concentracdo de arsénio superior a 50 p/L
(ZAN; EMETT, 2002).

No ano de 1993 a Argentina registrou casos de envenenamento por arsénio na
provincia de Cordoba, inicialmente foi considerando um caso acidental, mas com o aumento
dos casos da doenca concluiu-se mais tarde que a etimologia da doenca era devido a ingestéo
de &gua contaminada. A doenca se tornou conhecida como hidroarsenicismo crénico regional
endémico (HACRE), os niveis de arsénio (As) detectados na agua dessa regido foram de 1000
mg/L (ANTOLINI et al., 2011).

Em estudo realizado de amostragem da qualidade da agua no Texas em diversos
municipios no periodo entre 1998 em 2004, 15.000 amostras de mais de 10.000 poc¢os
utilizados para abastecimento publico, irrigacdo e uso industrial foram analisadas. Em 69%
destas amostras foram detectados niveis muito alto de arsénio (As), para 4.652 amostras o
nivel de arsénio era superior a 5 p/L e 27% das amostras continha um excesso de 10 p/L
(TEXAS COOPERATIVE EXTENSION, 2005).

Para fontes de aguas subterraneas estudadas em Pindoretama e Aquiraz municipios
do estado do Ceara foram encontrados niveis elevados de arsénio (As), variando em média de
0,025 mg/L a 0,035 mg/L (PARENTE; ALBANO; HONORIO ,2014).

Nos municipios de Ouro Preto e Mariana em Minas Gerais 0s niveis de arsénio (As)
detectados em minas subterraneas, pogos artesianos e nascentes variaram de 2 p/L a 2.980
W/L, sendo em grande maioria, superiores aos valores permitidos para consumo humano
(BORDA,; FIGUEIREDO; CAVALCANTI, 2004).
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O arsénio (As) é um metal6ide que ocorre e se mobiliza em pH tipico de aguas
subterraneas (6,5 a 8,5) pode ser encontrado na forma organica e inorganica, arsenito (As Il1I)
ou arsenato (As V). O arsenito € considerado a forma mais toxica do arsénio, sua
concentracdo depende do nivel do manancial, rio, lagos e mares que caracteristicamente
possuem concentracdo de arsénio (As) mais baixa, ja em aguas subterraneas tende a ser mais
alta (GOMES, 2011).

Em condicGes semelhantes as de aguas subterraneas e superficiais hd o predominio
de As (I11) com pH entre 5 — 8 que passa As (V) a medida que o meio fica oxidante, sendo
mais comum em mananciais superficiais, com pH entre 4 - 5 (BARRA et al., 2000;
COCIONE, 2009). O arsénio trivalente (arsenito) é 60 vezes mais toxico do que sua forma
oxidada pentavalente (arseniato), estas sdo as espécies de arsénio tidas como as mais toxicas
(BARRA; ABRAO; GUARDIA, 1999).

Arsénio (As) predominante em aguas subterrdneas e rios sdo de composi¢do
inorganica, enquanto que, na forma orgéanica é mais corriqueiro em locais contaminados com
herbicidas e com elevada atividade bioldgica (BORDA et al., 2009). O arsénio em sua forma
inorganica apresenta maior toxicidade que na sua composi¢ao organica.

Entretanto, o arsénio pode ser encontrado ao mesmo tempo de maneira natural no
ambiente, sendo liberado através de atividades vulcanicas. Tendo como principais fontes a
erosdo e as cinzas provenientes das rochas vulcanicas, rochas sedimentares, marinhas,
deposito de minerais e combustiveis fosseis como o carvéo e petréleo (GOMES, 2011).

O Arsénio (As) € considerado extremamente tdxico, sendo sua exposicédo, inalacéo,
ingestdo pela 4gua ou solo em quantidades consideradas nocivas pode gerar diversos efeitos
toxicos para salde humana. As patologias mais frequentes identificadas pela intoxicacdo
aguda ou cronica do metal em sua composi¢do inorganica sdo problemas no pulmao,
metabolismo, tumores cutaneos, Ulceras, gastrites, diarreias, laringites e conjuntivites (WORD
HEALTH ORGANIZATION, 2001; AMERICAN CANCER SOCYETY, 2014).

No momento em que o arsénio (As) é absorvido ¢ distribuido rapidamente por todo o
corpo através do sangue, e em poucas horas concentra-se no figado e rins. A concentragdo
ocorre rapidamente em todo o organismo; cérebro, unhas, Utero, pulmao, pele, 0ssos e
musculos (GALVAO; COREY, 1987). Devido a possibilidade do arsénio (As) permanecer
retido no organismo, a quantidade permitida pela Agencia de protecdo ambiental (EPA) para
consumo pode ser tornar cada vez mais restritiva. Ja que mesmo em pequenas quantidades
pode eventualmente provocar canceres (CARABANTE; FENICOLA, 2003).
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Muitos s&o os estudos realizados na busca de alternativas para remogéo ou reducao
de arsénio (As) nas aguas subterraneas. Desde técnicas convencionais de adsor¢do quimica,
coagulacao com sais de ferro e aluminio seguida de filtragdo e utilizacdo de membranas como
tecnologias alternativas, oxidacdo avancada e imobilizacdo do arsénio in situ (CUNHA,;
DUARTE, 2008). Muitas destas tecnologias sdo adaptadas de acordo com as condi¢Ges socio
econdmicas da populacdo e apresentam alto grau de eficiéncia. No entanto em alguns casos 0s
altos custos destas tecnologias dificultam seu emprego, e por isso devem ser considerados
para a escolha mais economicamente viavel (GOMES,2011).

Dentro deste panorama, Santos (2008), retrata que além dos custos elevados destas
tecnologias, estas também podem causar danos ambientais pelo risco de contaminagdo
secundaria. Diante desta situacdo faz-se necessario buscar alternativas que alterem menos o
ambiente e que sejam mais econdmicas.

A fitorremediacdo vem sendo uma alternativa emergente principalmente na Europa e
nos Estados Unidos, sendo utilizada na remogdo ou neutralizacdo de contaminantes do solo ou
de &guas subterraneas. Além de ter baixo custo, ela diminui a dispersdo de poeiras
contaminadas por meio do vento e da chuva, que pode ocorrer na aplicacdo de outras
tecnologias. No entanto o processo inclui o tempo de remediacdo e os niveis tolerados pela
planta na absor¢do dos contaminantes. Uma tecnologia considerada inovadora com uma
vantagem econémica e ambiental, pela possibilidade de utilizar diversas plantas para extrair,
conter, degradar ou imobilizar diferentes contaminantes do solo e dguas (PRASAD, 2004).

Na fitorremediacdo, os mecanismos de tratamento podem ser empregados de forma
direta pela mineralizagdo podendo ser absorvidos, acumulados ou metabolizados nos tecidos
das plantas. Os mecanismos diretos sdo subdivididos em fitoextracdo, fitotransformacéao,
fitovolatizacdo, fitoestabilizacdo e fitoestimulacdo. No procedimento indireto, as plantas
absorvem os contaminantes ou auxiliam no aumento da atividade microbiana de degradacéo
no ambiente (TAVARES, 2009).

Na fitoextracdo as plantas realizam a absorcdo de contaminantes pela raiz (metais e
componentes inorganicos), a fitoestabilizagdo, utiliza plantas tolerantes a componentes
organicos e inorganicos para reduzir a mobilidade destes, e assim serem estabilizados no
substrato ou na lignina da parede vegetal (LORESTANI; CHERAGHI; YOUSEFI,2001;
FAVAS et al., 2014).

Na escolha de espécies fitorremediadoras é importante considerar o crescimento

répido, elevada producgdo de biomassa, competitividade, vigor e tolerdncia a polui¢do. Muitos
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estudos estdo surgindo apontando o potencial de varias espécies utilizadas na
descontaminacdo de areas poluidas (LAMEGO; VIDAL, 2007).

Os metais desempenham papel essencial na nutricdo das plantas, entre 0s
considerados micronutrientes estdo o Fe, Mn, Zn, Cu, Co e Mo, enquanto outros como Cd,
As, Hg, Se E Th ndo possuem funcéo fisioldgica conhecida e podem ser considerados toxicos
em qualquer quantidade (ALLOWAY, 1995).

Nesta perspectiva, as pesquisas de utilizacdo de macrdfitas aquaticas na remocéo de
contaminantes encontram-se em desenvolvimento progressivo. Algumas das macrofitas
aquaticas estudadas em processo de descontaminacdo demonstraram capacidade habil de
absorcdo de contaminantes, dentre elas estdo diferentes espécies do género Salvinia, que se
destacam por apresentar alta capacidade de absorver metais pesados e pela elevada producéo
de biomassa (SCHENEIDER, 1995).

Salvinia auricullata dispde de ampla plasticidade anatbmica, 0 que aumenta seu grau
de tolerancia a contaminagcdo (ALMEIDA, 2009). Ainda apresenta sensibilidade alta
tornando-a potencialmente importante na indicacdo de sistemas aquaticos com metais pesados
(OLIVEIRA,2001). Em estudo realizado na presenca de cromo, a planta foi capaz de absorver
de 27% para biomassa in natura a 88% para biomassa tratada quimicamente (OLIVEIRA et
al., 2015).

Para a familia Cyperaceae existem 24 espécies consideradas hiperacumuladoras de
metais, em especial do Cu (ROBINSON et al., 1998).

Pontederia parviflora em estudos realizados para analisar sua capacidade como
fitorremediadora, se mostrou eficiente na remocéo de Cu, e foi classificada hiperacumuladora,
por apresentar caracteristicas de absorcdo, acimulo de metais nas raizes e em suas partes
aéreas (BALASSA; SOUZA; LIMA, 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

Seguindo a sequéncia dos objetivos propostos, o estudo foi desenvolvido em duas
fases, um teste para verificar a capacidade de sobrevivéncias das espécies em trés diferentes
concentrages, e posteriormente o potencial de acumulagdo da espécie que apresentou melhor
desempenho e adaptacgéo a solucao.

O primeiro experimento foi montado utilizando trés espécies de macrofitas aquaticas,
Pontederia parviflora Alexander, Salvinia Auriculata Aublet. e Cyperus sp., coletadas na
regido do municipio de Campo Mourdo (PR). Estas foram dispostas em recipientes de
polietileno contendo 1,5 L de solucdo de oxido de arsénio IlI (AS203) diluido em agua
destilada nas concentracGes de 7 ppm, 14 ppm e 28 ppm. Todas as amostras foram realizadas
em triplicatas e com controle, o periodo de contato com o arsénio (As) foi de 10 dias (Figura
1).

Figura 1- Disposicao do experimento, intercalando espécies e concentracao de 7 ppm, 14ppm,

28 ppm e controle

Para acompanhar o efeito do arsénio (As) sobre o metabolismo das plantas,
avaliagdes qualitativas foram realizadas: através da observacdo de surgimento de brotos,

mudancas na coloracdo das folhas, sinais de necrose e a ocorréncia de senescéncia dos
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individuos. Os brotos foram medidos diariamente para estabelecer a capacidade de
crescimento das plantas.

Buscando estabelecer relacdo entre as varidveis ambientais e o desempenho das
espeécies, o pH foi determinado utilizando potencidmetros de campo, e a temperatura ambiente
do local do experimento foi acompanhada com termdmetro de mé&xima e minima para as
variacBes climéticas, medidos a cada vinte e quatro horas.

Apos os 10 dias de experimento a espécie que apresentou melhor desempenho foi
estudada anatomicamente. Neste estudo utilizou-se por¢des vegetativas de folhas, brotos e
raizes. Possiveis alteragbes histoldgicas foram observadas através de cortes anatdmicos
transversais seriados (SOUZA, 2009). As porcOes vegetais foram seccionadas com lamina,
descoradas em hipoclorito de sédio 20% e coradas em azul de toluidina 0,5% aquecido
(corante metacromatico, que reage com paredes lignificadas corando-as de azul esverdeado e
com paredes celulésicas corando-as em roxo). Apds coradas foram fixadas em laminas
semipermanentes de Gelatina-glicerinada de Haupt.

Ao todo montou-se 100 Iaminas com variados cortes seriados. Todos os cortes foram
analisados em microscopio Optico Taimin e fotografados com méaquina digital Sony DSC
HSO sempre em aumento de 40x e 100x. Com a constatacdo de possiveis alteracdes nas
substancias ergéasticas (conjunto de réafides) estas foram quantificadas pelo método de grade
de interseccdo, com 4 quadrantes, area ocular de 19,6pum e na ampliacéo de 40x.

Para calcular a densidade das substancias ergasticas utilizou-se a equacdo (1):

Dse=nr/A Q)

Em que: Dse é a densidade de substancias ergasticas, nr € o niUmero de substancias ergasticas
observadas na lamina e A é a area ocular.

Apds a quantificacdo das substancias ergasticas estas foram testadas pela Anélise
Kruskal-Walis considerando (p=0,01) ndo significativo, e analise de médias de Dun, quanto a
possibilidade de haver diferenca na formacdo destas, tanto por efeito de concentracdo
(controle, 7, 14 e, 28ppm) como entre a folhas adultas e jovens.

O experimento de fitoextracdo foi montado no interior do laboratério C101, bloco C
da UTFPR Campus Campo Mourdo em local arejado e com luminosidade adequada as plantas
(Figura 2). Com base no experimento anterior foi estabelecida a espécie com melhor
adaptacdo a solucéo de arsénio (As) e a concentracdo em que melhor se desenvolveu. Assim

preparou-se a solucdo de arsénio (As) na concentragdo de 14ppm e, foram colocados em 1,5L
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desta solugdo 125 individuos de Pontederia parviflora distribuidos em 40 vasilhames de
poliestileno. Apds 12h foram retirados aleatoriamente em torno de 16 individuos e oito
vasilhames. Com 24 horas de experimento fez-se a segunda retirada, de acordo com a
primeira, e assim sucessivamente a cada 24 horas até que se completasse 96 horas de
experimento.

Todos os individuos retirados foram separados em amostras de raiz, folha e solucéo e
enviados ao laboratorio para determinacdo da concentracdo de arsénio (As), através do
método de Espectrometria de Emissdo Optica em Plasma (EATON et al., 2012). Como no
experimento anterior a temperatura ambiente e o pH da solugdo foram monitoradas

diariamente.

Figura 2 - Disposi¢do do experimento de fitoextracdo de Pontederia parviflora na concentracéo de 14ppm

no laboratério de ecologia .

Com os resultados das amostras enviadas ao laboratorio calculou-se a taxa de
acumulacdo de arsénio (As) nos tecidos da raiz e das folhas de P. parviflora, para cada
intervalo do experimento, (Equagdo 2). Em seguida, por meio do acumulado, calculou-se o
indice de Translocacio do Arsénio (Equacdo 3), também para cada intervalo
(ARBICHEQUER; BOHNEN, 1998).

_ ([metal]folhax(massa seca folha)+[metal]raizx (massa seca raiz))

periodo do experimento

Nivel de acumulacio (2)



IT (%) =

Quantidade de Az acumulado na parte asrea (folha)

Quantidade de As acumulado na plantaifolha+raiz)

x100

@)

20
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5 RESULTADOS DISCUSSAO

Durante os dois experimentos a temperatura manteve-se em torno de 24° C,
temperatura adequada ao desenvolvimento das espécies. Para espécies de macrofitas aquéticas
tropicais a temperatura ideal de crescimento varia de 23°C a 32 ° C (LEE et al., 2007).

Entre os experimentos 0 pH apresentou diferentes variacbes. No experimento de
sobrevivéncia ficou &cido nas primeiras 12 horas em torno de 5,5, e atingiu a faixa aceitavel a
partir do segundo dia entre 6,3 a 7,9 (Figura 3), faixa esta que permite a melhor absorcao
pelas plantas (OLGUIN; SANCHEZ —~GALVAN, 2010).

O pH durante o primeiro experimento nao apresentou variacfes acentuadas, oS
tratamentos que apresentaram maiores valores de pH foram os de Cyperus sp. e S. auricullata
na concentracdo de 7 ppm, em que, no periodo entre 24 e 72 horas o pH se apresentava neutro
na faixa de 7,0 e 7,05 (Figura 3a-b).

Para o experimento de fitoextracdo, o pH se manteve béasico durante as primeiras 12
horas na faixa de 8,4, atingindo a faixa ideal de absorcéao a partir de 24horas, ficando entre 6,2
e 6,6.

Pontederia Parviflora manteve um pH estdvel praticamente durante todo
experimento, com somente uma varia¢do acentuada no periodo de 48h, mas nao se alterando

durante todo o periodo de experimento (Figura 3c ).
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Figura - Gréficos dos valores de pH medido durante 10 dias do experimento de sobrevivéncia , a cada 24h.
(a) S.auriculata, (b) Cyperus L. e (c) P. parviflora L.
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O pH é um fator importante para controlar a solubilidade dos metais e a fixacdo de
alguns nutrientes pelas plantas.A alteracdo do pH pode indicar a variagdo da absorcdo dos
metais pelas plantas. O pH ideal, pode prevenir a precipitacdo e adsor¢cdo do metal,
permitindo que o metal possa ser absorvido pela planta (ALVARENGA; ARAUJO; SILVA,
1998).Para o arsénio (As) o pH também influencia na sua especiacdo, a maior taxa de
adsorcdo para arsenito ocorre em pH 7,0, enquanto que para o arsenato a adsor¢cdo maxima
acontece na faixa de pH 4,0 (PIERCE; MOORE,1982) fator que pode ter influenciado na taxa
de absorcao do arsénio nas amostras de S.auriculata e Cyperus sp.Em estudos realizados com
S. auriculata na absorcgéo de Cr foi constado que pH superior a 4,0 pode incidir a precipitagdo
do metal, sendo indicado um pH na faixa de 3,0 para uma melhor absor¢do (OLIVEIRA,
2015).

A partir do terceiro dia as plantas apresentaram sinais diferentes de desenvolvimento:
Salvinia auricullata mostrou sinais de senescéncia que foram progressivas e culminaram com
a morte de todos os individuos na concentragdo de 28 ppm no quarto dia, 14 ppm no quinto
dia e 7 ppm no sexto dia (Figura 4). Alguns trabalhos mostram a baixa resisténcia desta
espécie ao arsénio em concentracdes menores que as submetidas neste experimento, entre 5
ppm e 2 ppm aonde foram detectado alteragdes foliares (mudanga de cor), reducdo de
biomassa e senescéncia (OLIVEIRA, 2012) ressaltando a sensibilidade da espécie ao arsénio
(As).

A sensibilidade e interferéncia negativa do arsénio (As) no crescimento pode ter sido
em decorréncia da competicdo do elemento com o fésforo (P), uma vez que estes concorrem
pelo mesmo sitio ativo de absorcdo e por possuirem similaridades estruturais
(IMPELLITTER, 2005). O arsénio (As) pode substituir o fosforo em processos essenciais da
planta, considerando que a espécie possa ter absorvido o contaminante, o crescimento de S.
auricullata pode ter sido afetado. A falta de fosforo pode estimular a reducao no crescimento,
e até a morte da planta (OLIVEIRA et al., 2013).

Figura 3 - Aspecto de S. auriculata no terceiro dia, concentracéo de (a) 7
oom. (b) 14 oom (c) 28 nom e (d) controle.
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Cyperus sp. ndo apresentou sinais visiveis de altera¢cBes durante os primeiros sete
dias de experimento, no entanto no final deste prazo os individuos secaram e morreram, em
aproximadamente 24 horas, que pode ocorrer porque algumas plantas tendem a acumular os
metais nas raizes (PRASAD; FREITAS, 2003), com isso pouco se observa de alteracdo nas
folhas, mas com a saturagdo os nutrientes deixam de ser transportados podendo levar a
senescéncia da planta. Esta caracteristica € um importante fator a ser considerado por
trabalhos de fitotratamento (GRATAO et al., 2005). Algumas espécies mantém 0s metais nas
raizes e outras transportam para as porc¢oes foliares.

Pontederia parviflora ndo apresentou alteragbes significativas durante o
experimento, e nos primeiros sete dias ndo houve alteragdes morfoldgicas nem aparecimento
de brotos. A partir do oitavo dia, os brotos surgem nas amostras, portanto manteve-se o0
experimento até o 19° dia, apenas para esta espécie, para controlar o desenvolvimento dos
brotos, que variaram em quantidade e capacidade (Tabela 1).

A média de crescimento dos brotos foi de 0,31cm/dia na concentracdo de 7 ppm, de
0,63 cm/dia na concentracdao de 14ppm, de 0,75 cm/dia na concentracdo de 28 ppm e de 0,41
cm/ dia no controle.

Quanto a folha observou-se que a perda foliar foi proxima em todas as
concentragdes, sendo em 7 ppm foi verificado reducdo de 58,54%, de 60% na concentragéo de

14 ppm, e de 61,54% na concentracdo de 28 ppm.

Tabela 1: Comprimento dos brotos (cm) de Pontederia parviflora em funcéo da concentracéo, medidos
com intervalo de 48 horas.

Dia Broto Broto Broto  Broto Broto Broto Broto Broto Broto Controle Controle
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Broto 1 Broto 2
7ppm 7ppm  7ppm 7ppm 14 ppm 14 ppm 14 ppm 28 ppm 28 ppm

8 0* 0*

90 0* 0* 0*
10° 05 0,6 0*

11° 0* 0* 1,2 0* 0,9

11° 1,09 0* 1,3
120 0,5 0,5 0* 1,6 1,2 13 1 1,2

13° 1,73 0,5 0,5

19° 4,01 2,03 1,05 0,8 2,4 2 1,6 2,5 29 15 19

0* indica 0 momento em que se percebe que a gémula comeca a brotar.

A capacidade de P. parviflora em tolerar ambientes contaminados por metais
pesados pode ser atribuido a habilidade de transportar estes metais para a regido foliar
(SOUZA et al.,, 2015). Isto se d& por um complexo mecanismo que utiliza proteinas
especificas como as fitoquelatinas ou pela capacidade de sequestrar as substancias nos

vacuolos (NEDELKOSKA, 2000). Os vaculos podem acumular substéncias e produtos
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secundarios que podem ser descartados pela célula ou ainda acumular sais sob a forma de
cristais, como oxalato de célcio, que se apresentam no formato de cristais prismaticos, drusas
ou rafideos. Em ambientes que apresentem uma carga elevada de poluente, as plantas como
estratégia de defesa para manter seu equilibrio i6nico, encapsulam o excesso de célcio no
interior da célula, formando estes cristais (CORREA, 2007; CALABONI, MARTINS,
ROSSI, 2013). A formacéo destes cristais pode ser considerado como um forma utilizada por
espeécies vegetais na desintoxicacao de diversas substancias, inclusive metais pesados (SILVA
etal., 2001).

Conforme observado no estudo anatdbmico diversos rafideos, estes foram
quantificados e avaliados sobre a possibilidade de significancia em relagcdo a concentracao de
arsénio (As) e folhas jovens e adultas pelo teste Kruskal —Wallis, o que apontou haver
diferenca entre as amostras (folhas jovens e adultas) (P=0,039), porém o teste de média de
Dun mostrou que ndo houve diferenca significativa em relacdo a quantidade de cristais nas
diferentes concentragdes e no controle, tanto na amostras de folhas jovens quanto em adultas.

Diante disto é possivel observar que mesmo na maior concentracdes de arsénio (As) a
espécie ndo apresentou alteracdes morfoanatdmicas em suas folhas que evideciassem niveis
de respotas ao estresse na presenca do contaminante, por ndo ter apresentado medias
expressivas na formacao de cristais em seus tecidos nas diferentes concentragdes. Com uma
média de 7 rafideos por seccdo de amostra de folhas jovens e 16 para folhas adultas na
concentracdo 7 ppm, na concentracdo de 14 ppm a média foi de 10 para folhas jovens e de
15 para folhas adultas. E concentracdo 28 ppm a média entre folhas adultas e jovens foi de 18
para folhas adultas e 7 para folhas jovem , para o controle a média foi 12 tanto nas jovens
como adultas.

No experimento de fitoextracdo na concentracdo de 14ppm, Pontederia parviflora
assim como no primeiro experimento ndo apresentou sinais de intolerancia ao arsénio.
Entretanto suas taxas de acumulacgéo foram baixas, variando de 0,0009 pg/L a 0,029 pg/L na
raiz, e de 0,095u/g a 0,037u/g na folha e restante na solucéo foi de 0,123p/L a 0,063/L na
solugéo.

A taxa de acumulagcdo mostrou-se crescente na raiz nas primeiras horas de
experimento, e estavel nas Gltimas 24 horas quando a taxa ficou proxima de 1000mg/kg.
(Tabela 3). A taxa de absorcdo da porcdo aérea mostrou-se instavel entre os horarios que se
deu o experimento, o que indica que a capacidade de translocacédo foi pequena (Tabela 3) e as
diferengas observadas estdo diretamente relacionadas com os processos fisiologicos

individuais de cada individuo. E possivel considerar que esta variacdo entre a raiz e a folha
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representa uma tentativa da planta de inibir o efeito toxico do As, limitando a concentracdo no
sistema radicular (CARBONELL- BARRACHINA et. Al.,1997).

Tabela 2: Media de acimulo de arsénio (As) na matéria seca (mg/Kg) e indice de translocacao para as
folhas (IT)

Tempo (h) Aérea (mg/Kg)  Raiz (mg/Kg) IT (%)
12 69,225 701,15 8,79
24 61,75 779,925 7,33
48 74,25 829,325 8,22
2 88,375 1107 743
96 53,425 993,1668 5,38

O acumulo de arsénio (As) no sistema radicular pode indicar a baixa capacidade de
controle na absorcdo do contaminante, ou maior eficiéncia no controle de translocacéo,
evitando gue este chegue ao tecido mais ativo da parte aérea. Esta capacidade esta associada a
caracteristica da planta de sintetizar a fitoquelatina no interior da célula, que além de auxiliar
no transporte ou no acumulo dos metais, é essencial para desintoxicagdo da planta (MELLO,
2006). Como P. parviflora tem se mostrado em outros experimentos como hiperacumuladora
de metais nos tecidos foliares (BALASSA; SOUZA; LIMA, 2010) tudo leva a crer que possui
esta enzima ativa e que possa utiliza-la para impedir a competicdo do arsénio (As) pelos sitios
de fosforo (GOYER,1996). Ao sintetizar a fitoquelatina ocorre a inibicdo do processo de
imobilizacdo de metais na raiz e na parede celular (GARBIS; ALKORTA, 2001). Isto pode
explicar porque apds 72h as taxas de acimulo de arsénio (As) nas raizes cai (Tabela 3). Outro
fator a se considerar é a elevada afinidade do As com o grupo de sulfidricos e aminoacidos
como a cisteina. Assim, o arsenito inativa uma variedade de enzimas no metabolismo
(FERDOF et al.,1997) se tornando altamente toxico para planta, inibindo os mecanismos de
defesa existentes que mantem as funcées celulares mesmo na presenca de altas concentracdes
de metais, dificultando assim tanto a translocacdo quanto o acimulo.

No entanto as caracteristicas da espécie em sequestrar o arsénio (As) nos vacuolos,
determina uma tolerancia diferencial de acumulagdo entre as plantas hiperacumuladoras e
acumuladoras (MELLO, 2006). Indicando que mesmo ndo apresentando um eficiente
acumulo e/ ou elevado potencial na translocacédo, P. parviflora se mostrou altamente tolerante
a altas concentracGes e pode ser utilizado em tratamento por curtos periodos. Para tanto,
estudos que considerem mais tempo de exposicdo e estudos fisiologicos se mostram

necessarios.
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6 CONCLUSAO

Para as espécies Salvinia auricullata e Cyperus sp. as concentracdes de 7,14 e 28
ppm de arsénio (As) se mostraram excessivas, ndo sendo estas capazes de imobilizar o As .
Em S. auriculata foram visiveis principalmente nas folhas os sinais de toxicidade, fator que
pode ter decorrido principalmente pela similaridade entre o0 As e o P, que leva ao
escurecimento da folhas ,e senescéncia precoce o que foi observado na espécie no decorrer
dos dias de experimento.

Em Cyperus sp. ndo foi possivel verificar alteragBes visiveis que pode ser
consequéncia das caracteristicas que algumas plantas tém de acumular o metal na raiz, ndo
conseguindo translocar para a parte aérea, sendo que senescéncia ocorreu apos a saturacdo da
raiz.

Pontederia. parviflora mostrou sinais de maior tolerancia ao arsénio comparada com
as outras espécies, e mesmo com baixos niveis de acumulacdo e translocacdo a espécie
conseguiu sobreviver nas diferentes concentracfes, podendo ser utilizada em concentracfes
mais baixas que a deste experimento ou em tratamentos de curto periodo. Sendo assim,
necessarios mais estudos para verificar sua capacidade e caracteristicas fisiologicas quanto ao
mecanismo de absorcdo da planta e detalhando seu comportamento em meio contaminado por

arsénio (As) para verificar sua eficiéncia em meio ao contaminante.
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