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Resumo

LIMA, M. V. Avaliacdo do potencial de bioacumulacdo de cromo por Pistia
stratiotes. 2010. Monografia, Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de S&o
Paulo, S&o Carlos, 2010.

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a bioacumulacdo em Pistia stratiotes do metal
cromo, visando avaliar seu potencial como organismo-teste em bioensaios e a
recomendacdo de sua utilizagdo em sistemas de biorremediacdo perante aos sérios
problemas ambientais que estes podem causar, a0 perigo que representam a sadde
humana e os custos elevados dos processos fisico-quimicos de remogdo de metais
pesados. Em decorréncia desses fatores e por apresentarem crescimento rapido,
exigéncias simples de crescimento e boa habilidade na absor¢do e incorporacdo de
materiais dissolvidos na agua em seus proprios tecidos, foi utilizada a macrofita Pistia
stratiotes. As plantas foram submetidas ao tratamento com 1,0; 1,7; 3,5; 5,3 e 6,0 mg Cr
L™, com tempos de exposicdo de 5, 7, 15, 18 e 21 dias, sendo colocados 2 individuos
em recipientes de 2 litros contendo 1 litro de solugcdo nutritiva. Foram avaliados os
efeitos causados pelo cromo no crescimento, na concentragéo de clorofila a, b e total e a
bioacumulagdo do cromo nas raizes e folhas de P. stratiotes. Verificou-se que houve
diminuicdo do crescimento das plantas em relacdo ao controle, podendo afirmar que o
cromo interfere de forma significativa no crescimento das plantas. Foi observado que
nas concentragdes de 1,7 a 6,0 mg Cr L™ na soluco nutritiva diminufram os contetido
de clorofila a, b e total em P. stratiotes. A variacdo do teor de pigmentos clorofilianos
mostrou-se bom indicador da contaminagdo por cromo, podendo ser utilizado com
parametro em bioensaios. Houve bioacumulacdo de cromo por P. stratiotes, as raizes
apresentaram maior potencial de acumulacdo do metal, em geral, observou-se que
bioacumulacdo de cromo foi maior nas plantas expostas a maiores concentracdes de
cromo, os resultados demonstram que a P. stratiotes tem um grande potencial para ser

utilizada como organismo bioacumulador de cromo em sistemas de biorremediacao.

Palavras-chave: alface d"agua, metal, fitorremediacéo, organismo-teste, toxicidade.
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1. INTRODUCAO

O aumento nas atividades industriais tem intensificado a poluicdo ambiental e
a deterioracdo de alguns ecossistemas com acumulo de poluentes tais como metais
pesados, compostos sintéticos, etc. (VEGLIO; BEOLCHINI, 1997). Com isso
consideravel atencdo tem sido dada aos métodos de remocdo de metais dos ambientes
aquaticos face aos sérios problemas ambientais que estes podem causar e aos perigos
gue representam a salde humana.

Os metais ocorrem naturalmente e muitos deles sdo componentes essenciais
dos ecossistemas (DE VOS et al.,, 1991; ODJEGBA; FASIDI, 2004; PINTO et al.,
2003; RAVEN et al., 1999). Sao introduzidos no ambiente por meio do intemperismo
das rochas, acGes antropicas, descarga de efluentes industriais e domésticos, mineracao,
entre outros (MIRETZKY et al., 2006; RAI et al., 2002).

Dentre os metais pesados, 0 magnésio, ferro, zinco, manganés, cobre, cobalto,
molibdénio e boro sdo essenciais aos seres vivos, ainda que em concentracdes muito
pequenas, e atuam em diversos processos fisiologicos. Contudo, em altas concentragdes,
sdo potencialmente toxicos. Outros metais, como mercurio, chumbo, cadmio, cromo e
niquel ndo tém funcdo bioldgica conhecida e comumente apresentam toxicidade aos
organismos (ESTEVES, 1988; FREEDMAN, 1995; OCHIAI, 1995; ODJEGBA,
FASIDI, 2004).

Tem sido dada grande importancia aos métodos fisico-quimicos de remocéo de
metais dos ambientes aquéticos face aos sérios problemas ambientais que estes podem
causar e aos perigos que representam a satude humana. Embora o emprego de técnicas

de precipitacdo quimica, troca idnica, processos eletroquimicos e de osmose reversa
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sejam eficientes, 0s custos sdo elevados e por isso, tem utilizacbes reduzidas. Desta
maneira, a remocdo de metais por processo bioldgicos é vidvel e de grande interesse
ecotecnoldgico. Os organismos mais eficientes sdo as bactérias, fungos, algas e plantas
aquéticas (HO et al., 2002; KAEWSARN, 2002; VASUDEVAN et al., 2001).

A fitorremediacdo ¢ uma tecnologia de depuracdo que envolve o uso de
plantas com o objetivo de eliminar riscos ambientais resultantes do acumulo de
toxicantes quimicos ou outros residuos perigosos. A escolha da espécie ideal para
remediar um local contaminado depende de sua capacidade em bioacumular e tolerar
altas concentracdes de metais (ODJEGBA,; FASIDI, 2004).

Macrofitas aquaticas sdo taxonomicamente proximas das plantas terrestres,
porém sdo faner6gamas aquaticas, residindo em ambientes completamente diferentes
(VARDANYAN; INGOLE, 2006). As plantas aquéticas sdo encontradas geralmente em
lagos, rios e alagados e apresentam potencial de crescimento rapido, exigéncias simples
de crescimento e boa habilidade na absor¢éo e incorporagdo de materiais dissolvidos na
agua em seus proprios tecidos, sendo, portanto, filtros eficientes. Essa habilidade de
acumulacdo de varios poluentes pode ser amplamente explorada em ecotecnologia
(NIGAM et al., 1998; VARDANYAN; INGOLE, 2006).

A maioria dos estudos de bioacumulacdo em macrdfitas € centrada na
avaliacdo de eficiéncia de remocdo de poluentes ou dos efeitos toxicos destes nos
organismos. Ressalta-se que 0s conhecimentos neste campo séo importantes tanto para a
compreensdo do comportamento das macrofitas, como para a otimizacdo dos processos
de depuracdo de efluentes, realizado através de wetlands artificiais. Contudo, estes
conhecimentos ainda sdo escassos. Alem disso, a maioria das pesquisas é desenvolvida

com o emprego de plantas que crescem em sistemas hidropdnicos, sendo por isso,
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pouco conhecidos os processos de absorcdo de metais pelas macrofitas (NIGAM et al.,
1998; SUNE et al., 2007).

Os mecanismos de bioacumulacdo de metais por macrdfitas ndo séo
necessariamente 0s mesmos para todas as espécies. Ha variacbes em fungdo das
diferentes espécies e dos diferentes metais. Dentre os processos utilizados podemos
mencionar: sor¢do pelas raizes (uma combinacdo de processos fisicos e quimicos, tais
como: quelacdo, troca ibnica e precipitacdo quimica), e 0s processos biologicos
incluindo translocacdo para a parte-aérea e a precipitacdo induzida por exudatos das
raizes ou por microrganismos (SUNE et al., 2007).

Segundo Suiie et al. (2007) e Maine et al. (2004), a precipitacdo mediada pela
raiz e os processos bioldgicos de absorcéo intracelular sdo provavelmente responsaveis
pela componente lenta da remocdo do metal da solugdo. Esta componente apresenta
diferencas entre ambas as espécies de macrdfitas mais usadas para testes de
bioacumulacdo de metais em ecossistemas aquaticos, Pistia stratiotes e Salvinia
herzogii.

Masutti et al. (2006) estudaram a sensibilidade da P. stratiotes a Cobre e
Cromo, calculando-se CE50 e CL50, avaliando-se o numero de folhas e raizes e
concluiram que a P stratiotes apresenta as caracteristicas necessarias para a sua
utilizacdo em testes de toxicidade.

No presente estudo foi analisado o potencial da P. stratiotes ser utilizada como
organismos teste através da analise de parametros de crescimento e também dos teores
clorofilianos. Outro ponto importante estudado foi a possibilidade da utilizacdo da P.
stratiotes com organismo biorremediador, verificando-se o acumulo de cromo nas raizes

e folhas das plantas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Macrdéfitas

A definicdo de macrdfitas aquaticas difere de acordo com cada autor. Para o
Programa Internacional de Biologia (IBP), as macrofitas aquéaticas sdo vegetais que
habitam desde brejos até ambientes verdadeiramente aquaticos. Esta definicdo € a mais
aceita segundo Esteves (1988), que as classifica de acordo com seu biotipo:

=  Anfibia: plantas que podem viver tanto em areas alagadas como fora da agua;

= Emergente: plantas enraizadas no sedimento, porem com folhas fora da agua;

» Flutuante fixa: plantas enraizadas no sedimento, porem com caules e folhas
flutuantes;

»  Flutuante livre: macrofitas ndo enraizadas flutuando livremente e podendo ser
arrastada pelo vento, correnteza e animais;

= Submersa fixa: planta enraizada no sedimento, crescendo totalmente abaixo
da &gua, podendo as flores sairem da agua;

= Submersa livre: macrofitas ndo enraizadas, totalmente submersas, podendo

apenas ser as flores emergidas;

Epifita: macrdfitas que se instalam sobre outras plantas aquaticas.
Por serem vegetais que retornaram do ambiente terrestre para 0 aquatico, as
macrofitas apresentam ainda varias caracteristicas de vegetais terrestres, como cuticula
e estdbmatos, ndo funcionais na maioria das espécies, além de grande capacidade de
adaptacdo e amplitude ecoldgica, possibilitando que a mesma espécie colonize os mais
diferentes tipos de ambientes: fitotelmos, fontes termais, cachoeiras, lagos, lagoas,

represa, brejos, rios, riachos, corredeiras, ambientes salobros (estuarios, lagunas e lagos
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de regibes aridas) e salinos (baias, recife de corais, praias arenosas e rochosas)
(ESTEVES, 1988).

Macrofitas sdo beneficas para os sistemas aquaticos, pois fornecem alimento e
abrigo para peixes e invertebrados, liberando também oxigénio, que ajuda no
funcionamento de todo sistema aquatico (VARDANYAN; INGOLE, 2006). Segundo
Esteves (1988) as macrdfitas também tem grande importancia em outros aspectos tais
como na formacdo de detritos organicos, na estocagem e ciclagem de nutrientes, no
controle da poluicdo e eutrofizacdo artificial, entre outros. Assim, as macrofitas
aquaticas tém importancia nos ambientes aquaticos, pois servem de base na cadeia
alimentar desses ecossistemas.

Estes organismos também representam verdadeiros filtros biologicos,
contribuindo para manutencdo dos ecossistemas aquaticos, razdo que conduz o0s
pesquisadores a compreensdo de suas funcbes no ambiente aquatico, como 0S seus
mecanismos de tolerancia em presenca dos metais (NIGAM et al., 1998; SANITA DI
TOPPI et al., 2007).

Aspectos fisioldgicos e de biorremediacdo tém sido estudados na macrofita
aquatica Pistia stratiotes L. (TARLYN, 1998). Os trabalhos realizados com P. stratiotes
referem-se a sua distribuicdo, composicdo quimica e sua utilizacdo em reservatorios
construidos para tratamento de efluentes. A utilizacdo dessas plantas como
biorremediadoras no tratamento de aguas residudrias e como indicadores de
contaminacdo ambiental s&o mais comuns que seu uso em testes de toxicidade, onde a
bioacumulacdo é o fator mais rotineiramente investigado (KLUMPP et al., 2002;
MAINE et al., 2004).

Odjeba e Fasidi (2004) estudaram a toxicidade de oito metais pesados (Zn, Cr,

Cu, Pb, Ag, Cd, Hg e Ni) e o seu potencial de acumulagédo na P. stratiotes. Os estudos
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mostraram que a espécie tem grande capacidade de acumular Zn, Cr, Cu, Pb, Ag e Cd, e
capacidade moderada e pequena de acumular Hg e Ni, respectivamente. Também foram
identificados diferentes niveis de alteracbes no crescimento radicular das plantas
dependendo do metal e de sua concentragdo na solugéo.

Maine et al. (2004), estudaram a bioacumulacdo de Cr** em S. herzogii e em P.
stratiotes, sendo que ambas se mostraram eficientes bioacumuladoras de Cr**, em
especial a P. stratiotes que demonstrou maior capacidade de acumular o Cr** na raiz,
com a maior parte do metal encontrada na parte superior das plantas foi devido ao

contato das folhas com a solucéo de cultivo.

2.2.Metais pesados

O termo metal pesado é aplicado a um grupo heterogéneo de elementos,
incluindo metais, semi-metais e ndo metais (MELO et al., 1997) que possuem numero
atémico maior que 20 ou peso especifico maior que 5 g cm™ (MALAVOLTA, 1994).
Estes também s@o conhecidos como elementos tragos, por serem naturalmente
encontrados em concentragcfes de poucas partes por milhdo (MATTIAZZO-
PREZOTTO, 1994). Alguns metais, como aluminio e berilio, ndo se enquadram na
definicdo acima, mas mesmo assim s&o comumente referidos como metais pesados
(GRATAO, 2003).

Os metais sdo introduzidos no meio ambiente de varias maneiras: (1) por meio
do intemperismo das rochas, sendo, portanto de ocorréncia natural e componentes
essenciais do ecossistema (DE VOS et al., 1991; ODJEGBA,; FASIDI, 2004; PINTO et
al., 2003; RAVEN et al., 1999); (2) por acbes antropicas, tais como: descarga de
efluentes industriais e domésticos, e mineracdo; (3) ou ainda pelo uso de fertilizantes e

pesticidas, os quais também sdo fontes e sua entrada no sistema, e se da pelo



Revisdo bibliografica 7

escoamento superficial da agricultura e, parcialmente pela deposicdo particulada
(MIRETZKY et al., 2006; RAI et al., 2002). Destes, o magnésio, ferro, zinco,
manganés, cobre, cobalto, molibdénio e boro sdo essenciais aos seres vivos, ainda que
em concentragdes muito pequenas, e atuam em diversos processos fisiologicos, porem,
em altas concentracbes, sdo geralmente toxicos. Outros metais, como mercurio,
chumbo, cadmio, cromo e niquel ndo tém funcdo bioldgica conhecida e comumente
apresentam toxicidade aos organismos (ESTEVES, 1988; FREEDMAN, 1995;
OCHIALI, 1995; ODJEGBA; FASIDI, 2004).

Os metais tém contribuido de forma significativa para a poluicdo do ar, da
agua e do solo, interferindo temporaria ou permanentemente na manutencdo da biota
terrestre e aquatica (SINHA et al., 2005). Assim, tem-se verificado, no decorrer da
historia das civilizagdes, os reflexos da expansdo acelerada dos nucleos urbanos, do
desenvolvimento industrial e agricola, os quais, apesar dos inumeros beneficios ao
homem, impdem também restri¢es ao uso dos recursos naturais (DORNFELD, 2002).

Schutzendubel et al., (2001) apud Gratdo (2003), relatam que sdo bem
conhecidos que os metais pesados podem gerar estresse oxidativo. No entanto, o papel
do sistema antioxidante no estresse por metais é controverso, com resultados bastante
varidveis. Segundo Gratdo et al. (2003), as principais razdes podem ser pelo fato:

» que 0s metais apresentam diferentes mecanismos de inducdo de estresse
oxidativo;
» que o sistema antioxidante de célula apresenta uma grande diversidade de

componentes e é compartimentabilizado, diferindo entre os compartimentos e

organelas da célula e entre células e tecidos;
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» que o sistema de desintoxicacdo/complexacdo dos metais pode reduzir os
efeitos dos metais em diferentes intensidades, sendo que o estresse oxidativo
pode ser problematico apenas depois que este sistema esta sobrecarregado.
Além disto, a glutationa, um componente bastante importante do sistema

antioxidante da celula, tambem é precursora para a sintese de fitoquelatinas, que sédo
agentes complexantes de metais pesados em vegetais, de maneira que o sistema
antioxidante e o sistema de desintoxicacdo de metais da célula podem ser competitivos
entre si.

Os metais pesados oferecem riscos as macrofitas por causarem danos na
membrana plasmatica, alteracbes ultra-estruturais nas organelas, comprometem
processos fisiologicos e retarda o crescimento (SINHA et al., 2005).

O teor de pigmentos nas plantas € considerado como um dos pardmetros
sensiveis a condicdes de estresse de toxicidade particularmente de metais pesados. A
inibicdo de biosintese de clorofila é relatada quando a planta esta sob esstresse metalico
(SINHA et al., 2002) o que pode estar relacionado com a reducdo da atividade do 6-
aminolevulinico desidratase. (PADMAJA et al., 1990). Os caratendides sdo uma parte
do pigmento fotosintético, executando um papel importante na protecdo do pigmento da
clorofila sob condicGes de estresse. Os caratendides sdo reconhecidos por mitigar as
reacOes fotodindmicas que levam a perda de clorofilas, restituir a peroxidacdo e o
colapso da membrana no cloroplasto (KNOX; DODGE, 1985).

Quanto aos ecossistemas aquaticos, tem sido verificado um aumento
significativo nos estoques de metais, relacionados principalmente a origem antropica e,
uma vez inserido no sistema aquatico, os metais se distribuem no material em suspenséo
(bidtico e abidtico), no sedimento, na &gua superficial e na agua intersticial

(DORNFELD, 2002).
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2.3.Cromo

O cromo é um elemento quimico de namero atbmico 24 e peso igual a 51,996.
S&o encontrados trés isétopos estaveis na natureza *2Cr, **Cr e **Cr. O mais abundante é
0 °2Cr (83,789%). Tem-se caracterizado 19 radiois6topos, sendo o mais estavel o *°Cr,
com uma meia vida de mais de 1,8 x 10*’ anos, seguido do *'Cr com uma meia vida de
27,7025 dias. Os demais tém uma meia-vida de menos de 24 horas, sendo a maioria de
menos de um minuto. Possui dois estados de oxidacdo mais estaveis e comuns Cr®*
Cr®*. Os dois estados de oxidacdo definem propriedades diferenciadas ao cromo em
termos de mobilidade no ambiente, comportamento quimico e bioguimico,
biodisponibilidade e toxidade. O Cr** é considerado um elemento trago essencial para o
funcionamento apropriado de organismos vivos, enquanto o Cr®* pode exercer efeitos
toxicos em sistemas bioldgicos (MARCOLAN, 2009).

As principais emissfes de cromo em aguas superficiais sdo provindas de
processos de finalizacdo metélica, como por exemplo, a cromagem e galvanoplastia.
Emissdes descontroladas tém grande potencial para contaminacéo de ambientes de agua
doce com o cromo Cr®*, a forma mais toxica do cromo. Outras descargas menores de
Cr®* sdo provenientes de recirculacdo de aguas de resfriamento e produtos quimicos de
lavanderia. Fontes de cromo (111) incluem descargas liquidas de curtimento de couro e

tingimento téxtil

2.4.Fitorremediacao

A fitorremediacéo é a técnica que utiliza plantas com capacidade de remover,
estabilizar ou degradar os contaminantes por meio da acdo das raizes e dos

microorganismos associados (SCHRODER, 2003).
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A necessidade de métodos econémicos e eficientes para a remog¢do dos metais
tem resultado no desenvolvimento de novas tecnologias de separacdo (KEFALA et al.,
1999). A fitorremediacdo apresenta grande potencial em relagdo a métodos fisico-
quimicos, oferecendo menor impacto ambiental e custo de implementacdo (SALT et al.,
1998, SINGH et al., 2003)

O principio da fitorremediacdo se baseia nos mecanismos de tolerancia a
acumulacdo de metais existente nas plantas, de forma a manter as funcdes celulares
mesmo na presenca de altas concentracfes de metais. Estes mecanismos incluem a
compartimentalizacdo dos metais em estruturas sub-celulares; excluséo e/ou diminuicéo
do transporte através da membrana; e a formacdo de peptideos quelantes, ricos em
cisteina, como as fitoquelatina e metaloioneinas, que auxiliam direta ou indiretamente,
na acumulacdo de metais pelas plantas (COBBETT; GOLDSBRUGH, 2002).

Dentre as técnicas de fitorremediacdo pode-se citar a fitoextracdo e a
fitoestabilizacdo. A  fitoextracdo utiliza plantas hiperacumuladoras ou néo
hiperacumuladoras, com a capacidade de armazenar altas concentracdes de metais. Nas
plantas hiperacumuladoras, os contaminantes sao absorvidos pelas suas raizes e nelas
armazenados, ou transportados e acumulados nas partes aéreas, em um processo de
extracdo natural e continuo. Na fitoestabilizacdo os contaminantes sdo imobilizados no
proprio solo por meio de absorcao e acimulo nas raizes (TERRELL, 2007).

Pistia stratiotes € usada para fitorremediacdo de aguas residuarias ou de corpos
d"agua poluidos com metais pesados. A espécie exibe diferentes padrdes de resposta a
prata, cadmium, cromo, cobre, mercurio, niquel, chumbo e zinco. A concentraco de 5
mM de cada um destes metais, foram observados: inibicdo do crescimento e producao
de biomassa em P. stratiotes, com quase todos os elementos sendo acumulados a altas

concentragdes no sistema radicular (SHAH; NONGKYNRIH, 2007).
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2.5.Ecotoxicologia

Segundo NOGUEIRA NETO (2009), o termo Ecotoxicologia foi criado pelo
pesquisador francés René Truhaut em 1969, englobando duas ciéncias, a Ecologia e a
Toxicologia. A Ecologia estuda a diversidade e a representatividade dos organismos e
seu significado nos ecossistemas, e a Toxicologia estudam os efeitos adversos dos
poluentes sobre 0 organismo, sendo 0 agente toxico a substancia capaz de causar danos
ao sistema biologico.

A Ecotoxicologia é um ramo da toxicologia que estuda a relacdo dos efeitos
toxicos das substancias quimicas presentes no ambiente, sobre 0s organismos vivos do
ecossistema, especialmente em populagdes e comunidades de um ecossistema, incluindo
0os caminhos da transferéncia desses agentes e sua interagdo com 0 ambiente
(AZEVEDO; CHASIN, 2003).

Segundo GUSMAO (2004), com o aumento da contaminagio por metais
pesados e outros contaminantes e seus efeitos sobre 0 homem e o ambiente, a
Ecotoxicologia se tornou cada vez mais necessaria para que se pudesse avaliar,
quantificar e definir limites para a emissdo destes e de outros contaminantes, para dessa
forma identificar e controlar o lancamento de efluentes no ambiente aquético. E de
grande importéncia a realizacdo de testes de toxicidade, cuja interpretacdo e
extrapolacéo das informagOes obtidas em laboratdrio possibilitam avaliar os niveis de
contaminantes que estejam dentro de limites seguros e aceitaveis para a manutengédo da

satide dos ecossistemas.
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2.6.Ensaios Ecotoxicologicos

Os ensaios ecotoxicologicos sdo caracterizados pela exposicdo de organismos
aquaticos a varias concentraces de um efluente ou de uma substancia quimica em um
determinado periodo de seu ciclo de vida (LAMEIRA, 2008). No ensaio de toxicidade
determina-se o efeito das substancias em funcdo do tempo e em condigdes controladas
sobre um organismo-teste. Os efeitos podem ser agudos ou cronicos e resultam em
morte ou em mudancas morfologicas, fisiologicas e histoldgicas, manifestando-se em
alteracdes no crescimento, em deformacdes e no comportamento dos organismos-testes
(KNIE; LOPES, 2004; ZAGATTO; BERTOLETT]I, 2006).

Ensaios de ecotoxicidade aguda s@o caracterizados por abrangerem um curto
periodo do ciclo de vida dos organismos testes, sendo entdo um periodo varidvel para
cada espécie. Estes testes avaliam os efeitos quantitativos, ndo evidenciando efeitos que
poderiam ocorrer em tempos mais prolongados de exposigcdo, tais como o de
bioacumulacéo, efeitos sobre a reproducao e o crescimento.

Os ensaios de toxicidade aguda sdo importantes para fornecer informacoes
fundamentais e répidas para o desenvolvimento e adocdo de critérios para a melhoria da
qualidade ambiental (FONSECA 1991 apud LAMEIRA, 2008).

Ensaios de ecotoxicidade crénica geralmente compreendem um maior periodo
de realizacdo, que varia de acordo com o ciclo de vida do organismo-teste. Os ensaios
de ecotoxicidade crénicos possuem a finalidade de estudar os efeitos subletais, como
por exemplo, efeitos no crescimento e na reproducdo de diferentes concentragdes de

substancias toxicas (LAMEIRA, 2008).
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3. OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICO

3.1.0bjetivos Geral

A presente pesquisa teve por objetivo avaliar o potencial de uso da espécie P.
stratiotes como organismo-teste de toxicidade e sua capacidade de bioacumulagéo

visando a aplicacdo em processos de biorremediagéo.

3.2.0bjetivos especificos

e Avaliar como a toxicidade causada pelo cromo afeta o crescimento de
P. stratiotes atraves da analise de parametros de crescimento;

e Avaliar a bioacumulacao de cromo em raizes e folhas de P. stratiotes;

e Avaliar o efeito da toxicidade de cromo na concentragédo das clorofilas

a e bem P. stratiotes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Cultivo e Manutencao de P. stratiotes

Os exemplares de P. stratiotes provenientes da Bacia Hidrografica do Itanhém,
foram doadas pelo Prof. Dr. Antonio Fernando Monteiro Camargo, da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) de Rio Claro, sendo cultivadas nas dependéncias do Centro
de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada (CRHEA), da Universidade de Sdo Paulo em
Sdo Carlos.

O cultivo foi estabelecido em caixas de agua com capacidade de 1.000 L, as
quais foram adicionados 45 L de terra vegetal e 400 g de adubo (N:P:K na proporcéo de
14:4:8) diluidos em aproximadamente 800 L de agua. O pH foi mantido em torno de 7,0

sendo ajustados com o uso de NaOH 1N.

Figura 4.1. Cultivo de P stratiotes
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4.2.Testes de Toxicidade

As solugdes de cromo foram preparadas com concentragdes iguais a 1,0; 1,7;
3,5;5,3e6,0mg L™, para a preparacdo das solugdes com as concentracdes desejadas foi
utilizada uma solugdo de dicromato de potassio 1 N. Os tempos de exposi¢do foram de
5,7, 15, 18 e 21 dias de exposicao.

Nos testes de toxicidade com P. stratiotes foram utilizados individuos que
apresentaram massa entre 8 e 10g. Os testes em triplicata foram montados em
recipientes plasticos com 2 litros de capacidade e em cada recipiente foram colocados 2
individuos em 1 litro de solucdo nutritiva, cuja composi¢édo é apresentada na Tabela 4.1.
A solucdo nutritiva dos recipientes foi completada diariamente para compensar as

perdas por transpiracdo, amostragem e evaporacdo (ODJEGBA; FASIDI, 2004).

Tabela 4.1. Composicao da solucdo nutritiva utilizada nos testes de toxicidade com P.

stratiotes (ODJEGBA; FASIDI, 2004).

Micronutrientes Concentragdo Macronutrientes Concentragao

(mM) (mM)
H3BOs 0,05 KNO; 1,50
MnCl,.4H, 0,01 Ca(N 1,25
ZnS04.7H, 0,70 KH,P 0,50
CuSO4.5H; 0,30 MgSO 0,50
Na,MoOy;. 0,20

NaFeEDTA 0,50
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4.3.Bioacumulacao de metais

No final do ensaio, em cada tempo de exposic¢éo, as plantas foram lavadas com
agua destilada e secas, separadas em raiz e parte aérea e pesadas para obtencdo da massa
fresca e mantidas a 70 °C por dois dias ou até peso constante, para determinacdo da
massa seca. Posteriormente as amostras secas de raiz e folha de P. stratiotes foram
digeridas na com HNO3 8M em béqueres tampados com vidro de relégio. Apds a
digestdo, as amostras foram ressuspendidas e diluidas em HNO3 diluido (APHA, 1995).
A digestdo foi acompanhada dos brancos e a perda de metal foi avaliada através de
ensaios de recuperagdo do metal, nas mesmas condi¢Oes utilizadas para 0s
experimentos. As andlises do Cr foram realizadas em espectrometria de absorcao
atdbmica (AAS) em chama ou com atomizagdo eletrotérmica em forno de grafite
(GFAAS), e espectrometria de massa, no laboratério de limnologia do Nucleo de

Estudos e Ecossistemas Aquaticos — (NEEA).

4.4.Teor de pigmentos

Foram retiradas duas amostras com cerca de 10 g de cada individuo, que foram
usadas para a estimativa da clorofila a e b. O contetdo de clorofila nas folhas (10 mg)
da macrofita, controle e tratadas, foi extraido com acetona e estimado pela metodologia
proposta por Porra et al. (1989) através de andlise espectrofotométrica. As analises

foram realizadas em todos os tempos de exposicao ao tratamento.

4.5.Parametros de crescimento

Foram avaliados o diametro da planta, a massa fresca e a massa seca e 0

numero de folhas apo6s cada tempo de exposicdo. Os dados da massa seca (P,) e massa
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fresca (P,) foram utilizados para célculo da taxa de crescimento relativo (TCR) entre o
periodo inicial (t;) e final (t2), segundo Causton (1994), conforme abaixo:

InP,xInP,
-1

TCR =

Onde :

TRC = Taxa de crescimento relativo;
P, = Peso fresco da planta no tempo ty;
P, = Peso fresco da planta no tempo ty;

t; e t; = Tempo de experimento.
4.6.Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e analise de
variancia multivariada (MANOVA). Primeiramente foi verificada a homogeneidade das
variancias, posteriormente os dados foram transformados e os residuos foram analisados

quanto a normalidade. As anélises foram feitas no STATISTICA 7.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.Diametro

Durante experimento foram medidos os diametros das plantas com 5, 7, 15, 18
e 21 dias de experimento, para que fossem verificados efeitos toxicos do cromo no
crescimento das plantas. Na Tabela 5.1 sdo apresentados os valores medios do diametro

nas diferentes concentracdes testadas.

Tabela 5.1 Diametro médio das plantas de P. stratiotes apos 21 dias de exposi¢éo a
diferentes concentracdes de cromo.

Concentracao Diametro médio (cm)
de Cromo
Inicio 5 dias 7 dias 15 dias 18 dias 21 dias

(mg L)

Controle 4.8 4,4 4,5 5,0 5,1 5,2
1,0 5,2 4,6 4,6 4,7 4,9 5,0
1,7 4,9 4,5 4.3 5,0 4.8 4,5
3,5 5,2 4,4 4.3 4,6 4,3 4,4
5,3 5,3 4,4 4.3 4,1 4,0 4,0
6,0 5,2 4,2 4,0 4,4 4,6 4,4

Foi observado que houve diminuicdo do didmetro medio nos cinco primeiros
dias em todos os experimentos, inclusive no controle, o que pode ser explicado pela

mudanca do local e da solugdo onde eram cultivadas as plantas. Apos o quinto dia
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percebe-se uma recuperacdo das plantas, porem essa recuperacdo nao foi igual para
todas as concentracGes. As plantas que foram submetidas as concentragdes mais
elevadas de Cr (5,3 e 6,0 mg L™) ainda apresentaram diminuicdo do didmetro no sétimo
dia, enquanto as que tinham concentragdes menores mantiveram o diametro ou
aumentaram. Apos o sétimo dia todos os valores de didmetro médios aumentaram com
excecdo dos experimentos com concentracdo de 5,3 mg de Cr L™. Apés 21 dias de
experimentos todos os diametros médios foram menores do que no inicio do
experimento, com excecdo do controle, evidenciando os efeitos do cromo sobre o
crescimento das plantas. De acordo com os dados apresentados pode-se sugerir que ha
uma influéncia da concentracdo de metal no didmetro médio das plantas.

Contrariamente aos nossos resultados, Masutti (2004) realizou testes com P.
stratiotes submetidas a 1,0 e 10,0 mg Cr L™, e nos testes com as concentracdes mais
altas, observou-se aumento no diametro médio das plantas em todas as concentracGes de
Cr testadas.

Masutti et al. (2006) trabalhando com P. stratiotes submetidas a 10,0; 50,0 e
100,0 mg Cr L, avaliou o desenvolvimento de folhas e raizes, os quais foram os
melhores indicadores de efeito para os contaminantes estudados. Os valores médios de
CEsp de Cr variaram entre 30,5 e 36,5 mg/L, valores esses, que Sd0 maiores gque 0S
valores tdxicos para P. stratiotes reportados por Orme e Kegley (2004), variando de 1 a

20 mg/L, com base em efeitos bioquimicos, histolégicos e mortalidade.

5.2.Numero de folhas

Durante o experimento foi contado o numero de folhas de cada planta com 5,
7, 15, 18 e 21 dias de experimento e com os dados obtidos foram calculados o nimero

médio de folhas para cada experimento.
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Figura 5.1 Variacdo temporal no nimero de folhas em P. stratiotes apos 21 dias de
exposicdo a diferentes concentragdes de cromo.

No presente estudo, assim como nos estudos realizados por Masutti (2004) o
namero médio de folhas aumentou, porém nédo apresentou diferencas significativas entre
as diferentes concentragcbes de cromo como pode ser observado na Figura 5.1. O
numero de folhas parece ndo ser um bom pardmetro para demonstrar os efeitos do
cromo sobre P. stratiotes, assim como havia sugerido Masutti et al. (2006), isso pode
ser devido ao numero de folhas de cada planta variar muito pouco durante o

experimento.

5.3.Taxa de Crescimento Relativo

Durante o experimento foram obtidas as massas fresca com 5, 7, 15, 18 e 21
dias de exposicdo as diferentes concentragdes do metal e a massa seca ao final do
experimento, os quais subsidiaram os célculos da taxa de crescimento relativo (Figura

5.2).
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Figura 5.2. Taxa de crescimento relativo de P. stratiotes ap6s 21 dias de exposi¢édo a
diferentes concentragdes de cromo.

Assim como o relatado por Odjegba e Fasidi (2004), a taxa de crescimento
relativo foi afetada pela presenca do metal, havendo uma relagédo inversa entre a taxa de
crescimento relativo da planta e as concentragdes de cromo do tratamento aos quais as
plantas foram submetidas. Pode-se observar na Figura 5.2 que a taxa de crescimento
relativo foi em geral menor para as concentracbes maiores e que a partir da
concentracdo 3,5 mg L™ essa diminuicdo é mais evidente. Isso ocorreu provavelmente
devido a um acumulo maior de metal nessas plantas, inibindo o seu crescimento em
relacdo as plantas que estavam sendo cultivadas em solu¢Ges com menor concentracao

de metal.

5.4.Teor de pigmentos

Apbs os 21 dias de experimento foram retiradas amostras das folhas das

plantas que foram utilizadas para estimar o teor de clorofila a, clorofila b e clorofila
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total. Os resultados s@o apresentados na Figura 5.3 e as equacOes referentes a analise de

regressdo dos dados sdo apresentadas na Tabela 5.2.

1,24
1,0 -

0,8 - .
0.6 - \

0,4 -]

Chl total (mg gMF™)

Chl b (mg gMF™h

Chl a (mg gMF")

I . | ' | . I . | ' I . |
0 1 2 3 4 3 6

Concentragio de Cromo (mg L)

Figura 5.3. Estimativa do teor de clorofila (Chl) a, b e total em P. stratiotes, apos 21
dias de exposicéo a diferentes concentragdes de cromo.

Os dados do contetdo de clorofila foram transformados em In (logaritmo
neperiano) e analisados por MANOVA (Analise de variancia multivariada) em nivel de
1% de probabilidade. Os dados analisados revelaram que houve diferenca significativa

entre os valores com intervalo de confianca de 99%.
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Tabela 5.2. Equacdes das analises de regressao da estimativa do teor de clorofila em P.
stratiotes, apos 21 dias de exposicéo a diferentes concentraces de cromo.

Pigmento Equacdo de Regressao Coeficiente de regressao
Clorofila a y =0,388x - 0,041 R*=0,968
Clorofilab y = 0,806x — 0,088 R*=0,976
Clorofila total y=1,193x - 0,129 R?=0,969

Pode-se observar que nas concentracdes de 1,7 a 6,0 mgCr L™ verifica-se
diminuicdo do conteudo de clorofila a, b e total em P. stratiotes. Somente na
concentracdo de 1,0 mgCr L™ de cromo ndo foi possivel observar variagdes no teor de
clorofilas, mostrando que nesta concentragdo, o cromo ndo afetou o teor dos pigmentos
clorofilianos.

Houve diferenca significativa em pelo menos dois tratamentos em nivel de
99% de probabilidade, e para identificar entre quais tratamentos estava a diferenca
significativa, o teste exato de Fisher foi realizado. Este teste demonstrou que houve
diferenga estatistica significativa entre: (1) o controle e os tratamentos de 5,3 e 6,0
mgCr L (2) o tratamento de 1,7 com os tratamentos de 5,3 e 6,0 mgCr L™ (3) o
tratamento de 3,5 mgCr L™ com o tratamento de 6,0 mgCr L™; (4) o tratamento de 5,3
com o controle, e com os tratamentos de 1,0; 1,7; 6,0 (oo = 1%) e com o tratamento de
3,5 a nivel de 5% de probabilidade; (5) o tratamento de 6,0 mgCr L™ com todos os
outros tratamentos e inclusive o controle; e por Gltimo (6) o tratamento de 1,0 mgCr L™
com os tratamentos de 5,3 e 6,0 mgCr Lt

Vajpayee et al. (2000), estudaram os efeitos das concentragdes de 1, 10, 20, 40,
100 e 200 mg de Cr (VI) sob 4, 6 e 12 dias de exposicdo ao metal sobre o teor de
clorofila nas folhas de Nymphaea alba L. Os autores relataram que houve uma

diminuicdo do teor de clorofila em todas as concentracOes testadas em relacdo ao



Resultados 24

controle. A referida diminuicéo foi maior nos teores de clorofila a do que nos teores de
clorofila b, chegando a 81,25 % de reducdo da clorofila a, e 61,43 % para a clorofila b.
No presente estudo, assim como nos estudos realizados por Vajpayee et al
(2000) foram observadas diminuicGes significativas dos teores de clorofila em relacao
ao controle, porém ndo foram observadas diferencas significantes entre a diminuigéo

relativa de clorofila a e de clorofila b.

5.5.Aspectos relacionados a biorremediagao

Ap0s os 21 dias de experimento foram medidas as concentra¢fes de cromo nas
raizes e nas partes aéreas das plantas. Os valores obtidos em cada uma das partes sao
apresentadas na Figura 5.4.

No presente trabalho, em geral, observou-se que a concentragdo de cromo foi
maior nas plantas expostas a maiores concentragdes de cromo, porém, assim como o
observado por Ganesh et al. (2008), esse aumento nao foi linear. As raizes apresentaram
concentracdo significativamente maior que as encontradas nas partes aéreas. Enquanto
na parte aérea os maiores valores encontrados estdo na faixa de 0,05 mg g MS™, nas
raizes foram encontrados valores superiores a 0,25 mg g MS™. Esses resultados estdo de

acordo com o que foi relatado por Ganesh et al (2008).
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Figura 5.4 — Concentracdo de cromo nas raizes e partes aéreas de P. stratiotes, apos 21
dias de exposicao a diferentes concentracdes de cromo.

Ganesh et al (2008) realizaram experimentos com P. stratiotes que foram
submetidas a concentragdes de 5, 10, 25, 50, 100 e 200 mg L™ de cromo durante 7 dias.
Os autores observaram que a concentracdo de cromo foi significativamente maior nas
plantas expostas a concentragdes maiores de cromo, observando-se que 0 aumento néo
foi linear ao aumento da disponibilidade de cromo. Outro aspecto importante observado
foi que a concentragcdo de cromo nas raizes foi maior que a concentragdo nas partes
aereas.

Paiva et al. (2009) utilizando Eichornia crassipes e Sinha et al. (2009) com P.
stratiotes demonstraram uma maior concentracdo de cromo nas raizes do que na parte
aérea. Diferentes mecanismos sdo propostos para explicar o gradiente de concentracéo
de metal entre raiz e parte aérea nas plantas expostas ao cromo, principalmente em

plantas hiperacumuladoras.
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Dentro da perspectiva da fitorremediacdo, uma planta com boa capacidade de
bioacumulacdo deveria apresentar os seguintes critérios: (1) ser capaz de acumular
elevados niveis de metais nos tecidos ou partes coletaveis; (2) ser espécies vegetais de
crescimento rapido; (3) possuir um sistema radicular bem desenvolvido (QUIAN et al.,
1999). Baseado nestes critéerios, P. stratiotes poderia ser considerada um bom
acumulador da maioria dos metais em concentragdes traco por se tratar de uma planta
aquatica flutuante, que poderia ser completamente colhida, apresentar um bom sistema
radicular e por possuir uma taxa de crescimento rapido (ODJEGBA,; FASIDI, 2004).

Além dos critérios apresentados, a quantidade de cromo presente nas plantas
(raizes e partes aéreas) chegou a 0,633 mg g MS™, resultados que denotam a capacidade
de P. stratiotes bioacumular este metal, conferindo potencial para ser utilizada como

organismo fitorremediador em aguas contaminadas por cromo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos da analise de crescimento realizado com P. stratiotes submetidas a
diferentes concentragdes de cromo em Varios tempos de exposicao revelaram reducoes
no didmetro médio das plantas, principalmente nas exposi¢cdes a concentragdes mais
altas (5,3 e 6,0 mg Cr L%). Também foram observadas reducées nas taxas de
crescimento relativo, sendo que a concentracdo de 5,3 mg Cr L™ afetou o crescimento
de forma mais intensa do que a concentrac&o mais elevada (6,0 mg Cr L™).

De uma maneira geral, os parametros de crescimento ndo apresentaram
diferencas significativas. O numero médio de folhas aumentou, corroborando com
outros estudos realizados em condicdes semelhantes, mas ndo representou parametros
desejaveis (ou endpoints) para avaliacbes nos testes de toxicidade, ja a taxa de
crescimento relativo apresentou resultados que podem ser utilizados como parametros
indicadores da contaminacao de por cromo.

Por outro lado, as redugdes no teor de pigmentos clorofilianos (clorofila a e b)
foram significativas, sendo a clorofila a mais afetada do que a clorofila b, resultados que
corroboram com dados recentes da literatura.

A bioacumulacéao foi diferencial, ou seja, houve maior acimulo de cromo na
raiz do que na parte aérea, e as diferencas foram significativas.

A especie P. stratiotes e os parametros avaliados nos testes de toxicidade (teor
de pigmentos e bioacumulacdo de metais) associados as caracteristicas desta planta
aquatica, permitem recomendar seu usO COMO Organismo teste e como organismo

acumulador de cromo e sistemas de fitorremediacao.
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APENDICEA PARAMETROS DE CRESCIMENTO

Tabela A.1. Didmetros das plantas obtidos durante o experimento e utilizados para o
calculo dos didmetros médios.

: Diametro (cm)
Experimento

0 dias 5 dias 7 dias 15dias 18dias 21 dias

Controle R"1 P11 3,6 3,6 4,2 5,2 4.6 4.4
Controle R"1 P72 5,0 4,9 5,1 5,5 5,9 6,1
Controle R2P™1 5,3 3,7 4,0 45 4.6 3,9
Controle R2 P72 4.6 3,9 4,1 4,0 5.4 5,3
Controle R'3P™1 41 4.8 4,7 5,2 5,0 5,5
Controle R'3P72 6,3 5,6 4,9 5,8 5,3 6,1
1,0R1P71 4.8 4,2 4.4 4.6 45 4,5
10R1P™2 5,4 5,2 5,3 5,2 4,6 5,0
1,0R2P71 3,6 3,8 3,7 4,2 3,9 4,0
1,0R2P™2 6,9 5,3 5,3 5,2 5,6 5,8
1,0R3P71 6,2 5,5 4,2 4,7 4,9 4.8
1,0R3P™2 4,5 3,4 4,7 4,5 5,7 5,6
1,7R1P71 4,7 41 43 4.6 4.4 4.3
1,7R1P™2 5,9 4.6 4,5 6,2 4,9 4,6
1,7R2P71 3,7 3,9 34 4.6 41 4,0
1,7R2P™2 6,9 5,2 4,5 4.6 4.6 4,3
1,7R3P71 4.4 5,0 4,0 45 43 4,0
1,7R3P72 4,0 4,2 4,9 5,5 6,3 5,6
35R1P71 4,2 3,9 35 4,3 4,2 4,6
35R1P72 54 5,2 5,5 5,6 5,2 4,9
35R2P71 5,7 4,2 4,3 4,5 4,1 4,3
35R2P 72 5,1 4.6 43 4,0 3,9 4,0
35R3P1 5,3 3,9 3,7 42 3,8 4,1
35R3P2 5,6 4.8 43 4.8 4,7 4,6
53R1P71 4,2 2,9 3,0 33 3,7 3,8
53R 1P 72 5,5 5,0 4.8 45 3,3 4,2
53R2P71 4,2 3,4 2,9
53R 2P 72 5,7 4,9 4.4 4,0 3,6 4,0
53R3P1 5,0 3,8 3,7 4,0 3,9 3,6
53R3P 72 5,9 5,3 5,5 4,9 5,3 4,5
6,0R1P71 51 38 33 38 4,2 4,1
60R1P 2 5,0 43 43 4.6 45 4,2
6,0R2P71 5,6 4,4 4,1 4,2 4,1 4,3
60R2P 72 5,2 41 3,8 43 4,2 3,8
6,0R3P"1 51 4,1 3,8 4,7 5,0 4,38
6,0R3P 2 4,9 4,2 4.6 4.8 5,6 5,3

* recipiente; **planta
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Tabela A.2. Namero de folhas em cada planta obtido durante o experimento e utilizado
para o célculo dos numero médio de folhas das plantas.

) NuUmero de folhas
Experimento

Odias b5dias 7dias 15dias 18dias 21 dias

Controle R'1P™1
Controle R"1 P72
Controle R2 P71
Controle R2 P2
Controle R3P™1
Controle R3 P72
1,0R1P™1
1,0R1P™2
1,0R2P™1
1,0R2P72
1,0R3P"1
1,0R3P72
1,7R1P™1
1,7R1P72
1,7R2P71
1,7R2P72
1,7R3P"1
1,7R3P72
35R1P71
35R1P 2
35R2P71
35R2P 2
35R3P71
35R3P 2
53R1P71
53R1P 2
53R2P71
53R2P 2
53R3P71
53R3P 2
6,0R1P"1
60R1P 72
6,0R2P"1
6,0R2P72
60R3P"1
6,0R3P72

ArArpPpoOoPrbrowoupbrPrpbpoOoPrrPoobrbroopbrbroOorbrooooprrproOoprProoooPrrPrPrOPOPOCLOPPOLO®
ArArpPpowobrbrovoobr,pbpoOoPrrowobrbroOopPbpPoOoPrPoooOoPrrPrproOPrPOCLOPRPPROOOCLOPRPROOPRPLOLOPDDOLOW
Ao~ OPPOOPPOVCTOOPRPOLOPPOPREARERPPOPPOCOWODRDRLODOWORWOWD®W
oo bhbbbowobr~rbhboOoOobr~,owonwowolh~oobh,bh,bh,pbdpobooo oo ol
oo p,,oociooNMMNOOIOIOOTOOTORO IO oTOTOOPOOPRO PO
OO 0T UITRAROOONOUIOOUINUOITNOOOOUOITNOOODUITOO NO OO NOTN OO O

* recipiente; **planta
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Tabela A.3. Valores das massas das plantas obtidos durante o experimento e utilizados
para o calculo das massas médias das plantas.

Massa
Experimento ©

Odias b5dias 7dias 15dias 18dias 21 dias

Controle R"1P™1

0,72 0,80 0,84 1,12 1,23 1,33

ControleR'1P™2 1,85 1,85 1,93 2,63 2,84 3,12
Controle R2P71 1,29 1,24 0,88 1,12 1,14 1,08
ControleR2P72 0,78 0,85 1,28 1,69 1,82 1,75
Controle R'3P71 1,14 1,38 1,47 1,89 1,95 1,81
Controle R'3P™2 2,47 2,52 2,61 3,16 3,48 3,24
1,0R1P™1 0,80 0,91 0,91 1,11 1,19 1,11
1,0R1P72 2,25 2,18 2,27 2,52 2,62 2,42
1,0R2P™1 0,76 0,82 0,91 0,94 1,02 0,97
1,0R2P72 2,35 2,57 2,60 2,99 3,37 3,09
1,0R3P"1 1,90 1,85 1,01 1,13 1,17 1,05
1,0R3P™2 0,95 0,92 2,00 2,3 2,34 2,21
1,7R1P"1 0,82 0,83 0,84 1,13 1,17 1,16
1,7R1P72 1,60 1,59 1,67 1,91 2,04 2,11
1,7R2P71 0,59 0,61 0,62 0,74 0,76 0,8
1,7R2P72 1,90 1,82 1,82 2,18 2,33 2,38
1,7R3P"1 2,47 2,55 1,12 1,34 1,44 1,44
1,7R3P72 0,98 1,06 2,72 2,96 3,11 3,15
35R1P71 0,91 0,92 0,88 0,97 1 0,99
35R1P ™2 2,51 2,42 2,47 2,81 2,87 2,83
35R2P71 1,25 1,18 1,17 1,32 1,3 1,2
35R2P 2 1,87 1,72 1,80 1,88 1,88 1,81
35R3P1 0,94 1,00 1,03 1,16 1,13 1,13
35R3P 2 2,05 2,03 2,10 2,28 2,35 2,27
53R1P71 1,00 1,05 1,08 1,13 1,13 1,09
53R1P 2 1,36 1,22 1,27 1,33 1,28 1,16
53R2P1 0,90 0,98 0,84 0,56 0,51
53R2P 2 1,41 1,43 1,42 1,52 1,43 1,39
53R3P71 1,11 1,09 1,13 1,14 1,2 1,13
53R3P72 2,52 2,27 2,31 2,38 2,39 2,24
60R1P71 1,01 1,03 1,10 1,13 1,08 1,03
6,0R1P72 1,67 1,60 1,74 1,81 1,59 1,52
6,0R2P"1 1,19 1,15 1,21 1,26 1,26 0,84
6,0R2P72 1,06 1,01 1,03 0,95 0,9 1,18
6,0R3P"1 1,09 1,06 1,05 1,13 1,1 0,94
6,0R3P 2 3,20 3,06 3,38 3,33 3,29 3,03

* recipiente; **planta
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Tabela A.4. Taxa de crescimento relativo

Taxa de crescimento relativo
Experimento
5 dias 7 dias 15 dias 18 dias 21 dias

Controle 0,05 0,12 0,03 0,18 0,29
1,0 0,06 0,13 0,04 0,16 0,24
1,7 0,06 0,09 0,03 0,14 0,23
3,5 0,06 0,14 0,03 0,13 0,19
5,3 0,04 0,09 0,01 0,02 0,08

6,0 0,04 0,12 0,02 0,10 0,11
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APENDICE B TEOR DE PIGMENTOS

Tabela B.1. Teor de pigmentos

Experimento Clorofila a Clorofila b Clorofila at+b
(mg/g MF) (mg/g MF) (mg/g MF)
controle R*1P**1 A 0,4146 0,948 1,363
controle R*1P**1 B 0,3338 0,707 1,041
controle R*1P**2 A 0,3102 0,604 0,915
controle R*1P**2 B 0,3089 0,647 0,956
controle R*2P**1 A 0,4142 0,844 1,259
controle R*2P**1 B 0,4632 0,880 1,343
controle R*2P**2 A 0,3738 0,745 1,119
controle R*2P**2 B 0,3916 0,824 1,216
controle R*3P**1 A 0,3310 0,749 1,081
controle R*3P**1 B 0,3511 0,680 1,032
controle R*3P**2 A 0,2842 0,653 0,937
controle R*3P**2 B 0,2957 0,690 0,986
1,0 R*1P**1 A 0,2426 0,619 0,862
1,0 R*1P**1 B 0,4271 0,859 1,286
1,0 R*1P**2 A 0,4205 0,842 1,262
1,0 R*1P**2 B 0,4359 0,927 1,363
1,0 R*2P**1 A 0,3303 0,625 0,955
1,0 R*2P**1 B 0,3627 0,769 1,132
1,0 R*2P**2 A 0,3308 0,757 1,088
1,0 R*2P**2 B 0,3910 0,797 1,188
1,0 R*3P**1 A 0,2556 0,562 0,818
1,0 R*3P**1 B 0,3744 0,911 1,285
1,0 R*3P**2 A 0,3533 0,778 1,131
1,0 R*3P**2 B 0,3640 0,712 1,076
1,7 R*1P**1 A 0,2509 0,535 0,785
1,7 R*1P**1 B 0,2393 0,520 0,759
1,7 R*1P**2 A 0,4510 0,972 1,423
1,7 R*1P**2 B 0,3740 0,714 1,088
1,7 R*2P**1 A 0,2574 0,506 0,764
1,7 R*2P**1 B 0,2971 0,629 0,927
1,7 R*2P**2 A 0,1831 0,369 0,552
1,7 R*2P**2 B 0,3705 0,756 1,126
1,7 R*3P**1 A 0,3232 0,633 0,956
1,7 R*3P**1 B 0,3776 0,863 1,241
1,7 R*3P**2 A 0,3806 0,724 1,105
1,7 R*3P**2 B 0,3369 0,637 0,974
3,5 R*1P**1 A 0,2512 0,461 0,712
3,5 R*1P**1 B 0,3819 0,736 1,118
3,5 R*1P**2 A 0,2902 0,600 0,890
3,5 R*1P**2 B 0,4337 0,873 1,306
3,5 R*2P**1 A 0,2900 0,557 0,847
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3,5 R*2P**1
3,5 R*2p**2
3,5 R*2P**2
3,5 R*3p**1
3,5 R*3P**1
3,5 R*3p**2
3,5 R*3P**2
5,3 R*1P**1
5,3 R*1P**1
5,3 R*1p**2
5,3 R*1P**2
5,3 R*2p**2
5,3 R*2P**2
5,3 R*3Pp**1
5,3 R*3P**1
5,3 R*3p**2
5,3 R*3P**2
6,0 R*1P**1
6,0 R*1P**1
6,0 R*1P**2
6,0 R*1P**2
6,0 R*2P**1
6,0 R*2P**2
6,0 R*2P**2
6,0 R*3P**1
6,0 R*3P**1
6,0 R*3P**2
6,0 R*3P**2

Wr>WP>W>P>O>PWO>PW>EO>PE>PEO>PEO>DEO>EO>EODI>E

0,3265
0,2179
0,3420
0,2278
0,2265
0,2030
0,2194
0,2848
0,2353
0,1576
0,3288
0,1256
0,1673
0,2033
0,0423
0,1747
0,0680
0,1189
0,0148
0,1521
0,0204
0,1325
0,1585
0,0114
0,2225
0,0276
0,1427
0,1923

0,655
0,414
0,679
0,423
0,458
0,370
0,403
0,536
0,481
0,357
0,610
0,274
0,425
0,405
0,088
0,335
0,126
0,227
0,029
0,335
0,039
0,265
0,303
0,025
0,491
0,057
0,263
0,352

0,982
0,632
1,021
0,651
0,684
0,573
0,622
0,821
0,716
0,515
0,939
0,400
0,593
0,608
0,130
0,510
0,194
0,346
0,044
0,487
0,059
0,397
0,461
0,036
0,714
0,085
0,405
0,544

* recipiente; **planta
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APENDICEC CONCENTRACAO DE CROMO

Tabela C.1. Concentragéo de cromo nas folhas das plantas obtidas no final do

experimento.

Experimento  Massaseca (g.L-1)  Cromo (ug.L™) mg Cr. g MS™
Controle R'1P™1 0,695 0,09 0,000
Controle R"1 P™2 1,623 0,24 0,000
Controle R2 P71 0,725 0,00 0,000
Controle R2 P2 0,86 0,43 0,001
Controle R3P™1 0,991 0,21 0,000
Controle R'3 P2 1,833 0,31 0,000

10R1P™1 0,63 5,38 0,009

1,0R1P72 1,641 10,32 0,006

10R2P71 0,723 9,56 0,013

1,0R2P 72 1,941 5,48 0,003

1,0R3P71 0,673 5,02 0,007

1,0R3P72 1,581 8,11 0,005

1,7R1P™1 0,76 7,22 0,010

1,7R1P72 1,446 13,00 0,009

1,7R2P71 0,485 5,25 0,011

1,7R2P72 1,479 13,76 0,009

1,7R3P71 0,95 8,09 0,009

1,7R3P72 2,069 174,55 0,009

35R1P71 0,641 9,46 0,015

35R1P72 2,155 29,35 0,014

35R2P71 0,829 18,09 0,022

35R2P 72 1,287 19,24 0,015

35R3P71 0,842 67,11 0,015

35R3P72 1,768 15,19 0,009

53R1P71 0,923 16,31 0,044

53R 1P 72 0,742 36,42 0,049

53R2P71 0,418 41,72 0,045

53R2P 72 0,882 47,36 0,054

53R3P1 0,867 32,24 0,037

53R3P 72 1,734 58,08 0,033

60R1P1 0,686 36,81 0,054

60R1P 2 0,955 41,84 0,044

6,0R2P71 0,401 46,16 0,049

60R2P 72 0,757 41,03 0,054

60R3P1 0,597 33,58 0,056

6,0R3P 2 2,037 76,62 0,038

* recipiente; **planta
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Tabela C.2. Concentracdo de cromo nas raizes das plantas obtidas no final do

experimento.

Experimento

CoNCentracao  \1assa seca (g.LY  Cromo (ug.L™ mg Cr. g MS™
(mg Cr. L™
Controle R'1 P™1 0,207 0,00 0,00
Controle R"1 P™2 0,413 0,00 0,00
Controle R2P™1 0,159 0,00 0,00
Controle R2 P72 0,303 0,00 0,00
Controle R'3P™1 0,354 0,00 0,00
Controle R'3 P2 0,573 0,00 0,00
10R1P™1 0,152 35,50 0,234
1,0R1P72 0,387 105,39 0,272
1,0R2P™1 0,134 74,16%** 0,252
1,0R2P72 0,512 96,98 0,189
1,0R3P71 0,149 46,75 0,314
1,0R3P72 0,332 86,18 0,260
1,7R1P™1 0,147 76,58 0,521
1,7R1P72 0,255 29,98 0,118
1,7R2P71 0,097 49,57 0,511
1,7R2P72 0,29 58,71 0,202
1,7R3P71 0,18 93,07 0,517
1,7R3P72 0,416 61,58%** 0,148
35R1P71 0,155 51,13 0,330
35R1P72 0,366 69,19 0,189
35R2P71 0,174 38,30 0,220
35R2P72 0,298 92,54 0,311
35R3P1 0,136 121,95 0,262
35R3P2 0,336 74,62%%* 0,222
53R1P71 0,11 100,95 0,574
53R1P 72 0,229 161,41 0,705
53R2P"1 0,058 86,63 0,631
53R2P 72 0,188 100,54 0,535
53R3P1 0,153 56,05 0,366
53R3P 72 0,357 225,18 0,631
6,0R1P71 0,13 109,60 0,843
60R1P 2 0,284 106,74 0,376
6,0R2P71 0,107 71,28 0,666
60R2P 72 0,142 96,20 0,677
60R3P1 0,109 283,56 0,641
6,0R3P 2 0,441 133,48 0,303

* recipiente; **planta; *** valor médio
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