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Agromineracdo no Brasil: busca por hiperacumuladoras tropicais, estratégias de manejo
e riscos ecossistémicos por exposicao a solos ultramaficos

RESUMO GERAL

Solos ultraméaficos sdo ambientes andmalos quanto a teores de metais pesados
(principalmente, Ni, Co e Cr) e podem gerar retorno econémico por extracdo de minérios.
Porém, técnicas extrativistas convencionais sdo responsaveis por fortes impactos ambientais.
Nesse cenario, plantas hiperacumuladoras podem remover altas quantidades de metais de
substratos enriquecidos, de forma econdmica, ecol6gica e lucrativa, por meio da
agromineracdo. Embora promissora, essa abordagem requer prospeccao de espécies, estratégias
de manejo do solo e avaliagdo de riscos para garantir a sustentabilidade ambiental. Dessa forma,
este trabalho objetivou desenvolver método de monitoramento dos teores de Ni em plantas por
fluorescéncia de raios X portatil (FRXp) e avaliar a acumulacdo natural e induzida do metal em
hiperacumuladoras tropicais e seus respectivos potenciais para a agromineracdo no Brasil.
Também foram investigados os riscos ambientais, ecoldgicos e a saude humana por exposicédo
a particulas de solo e consumo de vegetais cultivados nesse cenario. Para isso, 14 espécies de
plantas com diferentes padrdes de acumulo de Ni foram utilizadas na calibracdo do uso do
FRXp. Espécies brasileiras (Pfaffia sarcophylla, Lippia lupulina e Justicia lanstyakii),
mexicana (Blepharidium guatemalense) e africana (Berkheya coddii) cultivadas em solos
ultramaficos foram avaliadas quanto aos teores de Ni e a distribuicdo espacial de metais nas
folhas por microfluorescéncia de raios-X baseada em luz sincrotron (UFRX-SR). Anélises
petrograficas foram realizadas nos materiais de origem e os solos ultraméficos foram
caracterizados quimica, fisica e mineralogicamente. Os teores disponiveis, ambientalmente
disponiveis, totais, sequenciais e bioacessiveis de Ni, Co e Cr foram determinados. Os riscos
carcinogénicos e ndo carcinogénico a sallde humana, a comunidade bacteriana dos solos e o
efeito de doses de &cido citrico na disponibilidade de metais também foram avaliados. Nossos
resultados mostraram que o modelo de calibrag&o para o FRXp foi eficiente na predi¢do de Ni
em plantas (R2 = 0,94). As hiperacumuladoras brasileiras apresentaram baixo potencial para a
agromineracdo comercial. O alto acumulo de Ni de B. guatemalense e B. coddii (> 1,0 %) torna
essas espécies candidatas a agromineracdo tropical. Além disso, a aplicacdo de acido citrico
(40,0 mmol kg™?) no solo ultraméfico aumentou em 25,0 % o actimulo foliar de Ni por B.
guatemalense e em 60,0 % o teor do metal no bio-minério. As espécies avaliadas apresentaram
padrdo similar de distribuicdo espacial dos metais, e acimulo preferencial de Ni no floema e
epiderme, sugerindo mecanismos de defesa contra herbivoria. No solo, os teores totais dos
metais (mg kg™) para os municipios de Niquelandia e Buenos Aires, respectivamente, foram
Co (373,5 € 349,2), Cr (1844,5 e 2485,5) e Ni (9597,5 e 1428,5). Riscos ambientais e a salde
humana foram estimados e considerados aceitaveis devido a maior retencdo dos metais em
Oxidos de Fe e na fracdo residual. Entretanto, foram descritos riscos ecoldgicos elevados para
os dois solos e risco de cancer inaceitavel por consumo de vegetais cultivados nesses ambientes.
A maior tolerancia a metais foi observada nos filos Proteobacteria, Bacteroidota e Firmicutes.
Portanto, nossos resultados indicam monitoramento eficiente de Ni por FRXp e alto potencial
de agromineracdo natural e induzida de Ni por B. guatemalense no Brasil. Além disso, manejos
que intensifiqguem a erosao e mobilidade dos metais e cultivos alimenticios nestes solos devem
ser evitados para garantia da seguranca alimentar e sustentabilidade ambiental.

Palavras-chave: Fitomineracdo. Hiperacumulacdo. Metal pesado. Niquel. Solos metaliferos.



Agromining in Brazil: search for tropical hyperaccumulators, management strategies,
and ecosystem risks from exposure to ultramafic soil

GENERAL ABSTRACT

Ultramafic soils are anomalous environments in terms of heavy metal content (mainly
Ni, Co, and Cr) and can generate economic returns through mineral extraction. However,
conventional extraction techniques are responsible for strong environmental impacts. In this
scenario, hyperaccumulator plants can remove high amounts of metals from enriched substrates
in an economical, ecological, and profitable way through agromining. Although promising, this
approach requires species prospecting, soil management strategies, and risk assessment to
ensure environmental sustainability. Thus, this work aimed to develop a method to monitor Ni
levels in plants by portable X-ray fluorescence (XRFp) and to evaluate the natural and induced
accumulation of the metal in tropical hyperaccumulators and their respective potentials for
agromining in Brazil. Additionally, to investigate the environmental, ecological, and human
health risks by exposure to soil particles and consumption of vegetables grown in this setting.
To this end, 14 species with different Ni accumulation patterns were used for calibration using
FRXp. Brazilian (Pfaffia sarcophylla, Lippia lupulina and Justicia lanstyakii), Mexican
(Blepharidium guatemalense) and African (Berkheya coddii) species grown on ultramafic soils
were evaluated for Ni contents and spatial distribution of metals in leaves by synchrotron light-
based X-ray microfluorescence (UFRX-SR). Petrographic analyses were performed on the
source materials and the ultramafic soils were characterized chemically, physically and
mineralogically. The available, pseudo-total, total, sequential and bioaccessible Ni, Co and Cr
contents were determined. The carcinogenic and non-carcinogenic risks to human health, the
bacterial community of the soils, and the effect of citric acid doses on metal availability were
also evaluated. Our results showed that calibration model for FRXp was efficient in predicting
Ni in plants (R2 = 0.94). Brazilian hyperaccumulators showed low potential for commercial
agromining However, the high Ni accumulation of B. guatemalense and B. coddii (> 1.0 %)
makes these species candidates for tropical agromining. Furthermore, the application of citric
acid (40.0 mmol kg?) to ultramafic soil increased by 25.0 % the foliar Ni accumulation by B.
guatemalense and by 60.0 % the metal content in the bio-ore. The species evaluated showed a
similar pattern of spatial distribution of metals, and preferential accumulation of Ni in the
phloem and epidermis, suggesting defense mechanisms against herbivory. In the soil, the total
metal contents (mg kg™) for the districts of Niquelandia and Buenos Aires, respectively, were
Co (373.5 and 349.2), Cr (1844.5 and 2485.5) and Ni (9597.5 and 1428.5). Environmental and
human health risks were estimated and considered acceptable due to higher retention of metals
in Fe oxides and in the residual fraction. However, high ecological risks were described for
both soils and unacceptable cancer risk from consumption of vegetables grown in these
environments. The highest metal tolerance was observed in the phyla Proteobacteria,
Bacteroidota and Firmicutes. Therefore, our results indicate efficient Ni monitoring by FRXp
and high potential for natural and induced Ni agromining in Brazil. Furthermore, management
that intensifies erosion and mobility of metals and food crops on these soils should be avoided
to ensure food security and environmental sustainability.

Keywords: Heavy metal. Hyperaccumulation. Metalliferous soils. Nickel. Phytomining.
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1 INTRODUCAO GERAL

Solos ultramaficos possuem baixa ocorréncia no planeta, mas apresentam alta
importancia ambiental, geoquimica e industrial. S&o0 ambientes hostis para a maioria das plantas
devido aos altos teores de metais pesados e a baixa fertilidade natural. Plantas
hiperacumuladoras sdo espécies raras que se desenvolvem nesses ambientes sem apresentar
sinais de toxidez, devido a capacidade de acumularem concentracfes elevadas de metais. O
fendmeno da hiperacumulacdo depende da alta tolerancia das plantas aos metais, que pode ser
obtida pela desintoxicagdo do metal e pela compartimentalizacdo intracelular. Nesse sentido,
estas espécies sdo potencialmente Uteis para agromineracdo de metais em solos ultraméaficos e
0 uso de técnicas ndo destrutivas para determinacdo de metais in situ e ex situ otimizam o
monitoramento dessas plantas sem geragéo de passivos ambientais.

A agromineracdo € uma fitotecnologia que consiste no uso de hiperacumuladoras para
extrair metais de substratos enriquecidos e transforméa-los em bio-minérios com uso industrial.
A incineracao da biomassa permite uma recuperacao elevada do minério que pode ser refinado
e aproveitado, principalmente, na metalurgia. O niquel (Ni) é o metal com teores mais anémalos
em solos ultramaficos e atualmente o mais promissor para agromineracéo pelo seu alto valor
comercial, alta diversidade de plantas hiperacumuladoras e relativamente baixo custo de
processamento. Entretanto, a disponibilidade de Ni nos solos ultraméficos e a reducéo dos seus
teores mais labeis com os cultivos sucessivos podem limitar a eficiéncia fitoextratora das
espécies.

O uso de agentes quelantes pode aumentar a solubilidade e disponibilidade do Ni nos
solos e, consequentemente, sua acumulacdo pelas plantas. Estudos anteriores de nosso Grupo
de Pesquisa (Quimica Ambiental de Solos — UFRPE) utilizando &cido citrico demonstraram o
potencial desse agente quelante em aumentar a acumulacao de Ni em espécie hiperacumuladora
de clima temperado. Entre as principais vantagens do acido citrico, podemos destacar além do
efeito na acumulacdo de metais na parte aérea, a alta degradabilidade desse quelante natural
organico e o relativo baixo custo para sua aplicacdo. Porém, a dindmica do uso de agentes
quelantes em solos ultramaficos e os riscos ambientais e a salde humana associados ainda
precisam ser mais entendidos. Além disso, a compreensdo da microbiota em ambientes
extremos apresenta potencial promissor para biotecnologia e biorremediagéo.

Dessa forma, o entendimento do acumulo e distribuicdo dos metais nos tecidos vegetais
e de manejos em solos ultramaficos sdo importantes para potencializacdo da agromineracéo.

Por isso, diversas tecnicas de mapeamento elementar em macro e microescala tém sido
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utilizadas para auxiliar na elucidacdo dos mecanismos de acumulagéo e tolerancia de metais em
plantas. Dentre essas, podemos destacar a micro-fluorescéncia de raios-X baseada em luz
sincrotron (WFRX-SR). A pFRX-SR se estende no espectro eletromagnético desde o
infravermelho, passando pela radiacdo ultravioleta e chegando aos raios-X, permitindo a
producdo de imagens de &reas relativamente grandes (como folhas, por exemplo), com uma alta
resolugdo espacial. Portanto, o uso de pFRX-SR para observacdo de 6rgdos vegetais, como
folhas, e estruturas celulares, possibilita a avaliacdo da distribuicdo elementar em macro e
microescala, contribuindo para uma compreensao mais abrangente da fisiologia vegetal.

No presente trabalho, riscos ecossistémicos e ecologia de solos ultraméaficos foram
estudados. Adicionalmente, técnicas baseadas em luz sincrotron e testes histoquimicos foram
utilizados para entender a distribuicéo foliar e celular de metais em hiperacumuladoras tropicais
e avaliar seus potenciais de hiperacimulo natural e induzido por &cido citrico. Com isso, é
possivel auxiliar a elucidagdo dos mecanismos envolvidos na acumulacao e tolerancia de metais
nessas espécies e, consequentemente, impulsionar a agromineracao segura de Ni e a mitigacdo
da poluicdo de solos por metais pelo uso de hiperacumuladoras adaptadas as condicdes

tropicais.

1.1 HipOteses

a. O uso de fluorescéncia de raio-x portatil (FRXp) para determinacdo de Ni em plantas é
eficiente apds calibracbes baseadas em método destrutivo (ICP-OES);

b. Espécies hiperacumuladoras tropicais sao economicamente viaveis para implementacéo
de projetos de agromineracdo de Ni nas condi¢Oes brasileiras;

c. A aplicagdo de &cido citrico ao solo ultraméafico aumenta a solubilidade de Ni e outros
metais, elevando a concentracdo desses elementos na parte aérea de Blepharidium
guatemalense;

d. As hiperacumuladoras tropicais apresentam padrdo de distribuicdo de Ni nas folhas
similar, com acumulo preferencial do metal nas margens e nervuras;

e. O Ni é conduzido pelo floema e se acumula preferencialmente em células epidérmicas,
0 que permite a tolerancia do elemento sem danos sérios ao metabolismo e indica defesa
contra herbivoria;

f.  Os solos estudados apresentam riscos aceitaveis ao ambiente e a saude humana;

g. O consumo de hortalicas cultivadas em solos ultramaficos representa riscos
carcinogénicos inaceitaveis a satde humana;

h. Existe alta diversidade relativa de bactérias nos solos ultraméficos;
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A aplicagdo de acido citrico no solo reduz a abundancia e riqueza da comunidade
bacteriana que € restruturada apés a degradagédo do quelante.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de agromineracdo de Ni e fitoextracdo de metais por meio de plantas

hiperacumuladoras tropicais cultivadas em solos ultraméaficos sem e com aplicacdo de acido

citrico e mapear a distribuicdo espacial dos metais em folhas inteiras e células foliares usando

luz sincrotron. Adicionalmente, estabelecer método ex situ de determinacéo de Ni em plantas

com FRXp, compreender a comunidade bacteriana de solos ultraméficos e investigar riscos

ecologicos, ambientais e a saude humana por exposicdo a particulas de solo e consumo de

vegetais cultivados nesses ambientes.

1.2.2 Objetivos Especificos

a.

Desenvolver e validar método ex situ de determinacéo de teores totais de Ni em plantas
por microfluorescéncia de raio-x portatil;

Avaliar o potencial de Pfaffia sarcophylla, Lippia lupulina, Justicia lanstyakii,
Blepharidium guatemalense e Berkheya coddii na agromineracgdo de Ni;

Avaliar os efeitos da adicdo de acido citrico sobre a acumulacdo de Ni na espécie
hiperacumuladora considerada mais promissora;

Mapear a distribuicdo espacial de metais nas folhas das espécies estudadas utilizando
microfluorescéncia de raios — X baseada em luz sincrotron;

Observar a distribuicdo celular de Ni nas folhas da espécie definida como mais
promissora por meio de avaliacGes anatdmicas e testes histoquimicos;

Investigar a mobilidade de Ni, Cr e Co nos solos ultramaficos;

Avaliar as bioacessibilidades gastrica, pulmonar e dermal de Ni, Cr e Co e estimar 0s
riscos carcinogénicos e ndo-carcinogénicos por exposic¢do aos solos ultramaficos;
Investigar os riscos a satide humana por consumo de Lactuca sativa e Brassica oleracea
cultivadas em solos ultramaficos brasileiros;

Compreender a comunidade bacteriana (filos) dos solos estudados e o efeito da

aplicagdo de acido citrico sobre suas caracteristicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Solos ultramaficos: origem e distribuicdo global

O termo ultramafico deriva do latim “ultra” (excesso) e “mafico” (rico em magnésio e
ferro). Solos ultramaficos s&o resultantes de processos de intemperismo de rochas ultrabasicas
(< 45,0 % SiOy), especificamente peridotitos, piroxenitos, ou por metamorfismos dessas rochas
(serpentinitos). Estes materiais de origem sdo formados sob condicbes de arrefecimento de
magmas primitivos basélticos ou envolvendo processos de serpentinizacdo, apresentando uma
assembleia mineraldgica enriquecida por metais como olivina, piroxénios, hornblenda, biotita,
espinélio, lizardita, antigorita, crisotilo, cromita e magnetita (VITHANAGE et al., 2014;
GALEY etal., 2017; KIERCZAK; PIETRANIK; PEDZIWIATR, 2021; NASCIMENTO et al.,
2022). Por isso, a principal caracteristica dos solos ultramaficos é a elevada concentracéo
relativa de Fe, Mg, Mn, e da triade Co, Cr e Ni, que podem superar os valores de background
dos solos do planeta em milhares de vezes (Tabela 1) (VITHANAGE et al., 2019).

A maior parte das rochas ultrabasicas esta localizada no manto e corresponde a 84,0 %
do volume da Terra. A porcdo trazida para a crosta por forcas tectonicas origina solos que
cobrem aproximadamente 3,0 % da superficie do planeta (SIEBECKER et al., 2017;
KIERKZAC et al., 2021). Apesar da baixa proporcdo superficial, os solos ultramaficos
apresentam ampla distribuicdo geogréfica, com presenca em regides temperadas e tropicais
(Africa do Sul, Albania, Angola, Australia, Austria, Bsnia e Herzegovina, Brasil, Bulgaria,
Camardes, Canada, Coldmbia, Costa Rica, Cuba, EscOcia, Espanha, Estados Unidos da
América, Filipinas, Finlandia, Franca, Grécia, Guatemala, Guiana, India, Indonésia, Ir3,
Irlanda, Italia, Jamaica, Japdo, Maceddnia, Madagascar, Malésia, Marrocos, México,
Nicaragua, Noruega, Nova Caleddnia, Nova Zelandia, Pais de Gales, Poldnia, Porto Rico,
Portugal, Republica Dominicana, Republica Tcheca, Sérvia, Sri Lanka, Suécia, Suica, Taiwan,
Turquia, Venezuela, Zambia e Zimbabue) (TOMOVIC et al., 2013; VITHANAGE et al., 2019;
GWENZI, 2020; GARNICA-DIAZ et al., 2022) (Figura 1).

Normalmente, os ambientes ultraméaficos localizam-se em limites de encontro de placas
tectonicas, principalmente na zona do circulo de fogo do Pacifico (também conhecida por anel
de fogo do Pacifico), regido com aproximadamente 40.000 km de extensdo e que contém a
maior quantidade e intensidade de atividades sismicas do planeta (GWENZI, 2020). Isto ocorre
devido algumas rochas ultraméaficas como peridotitos, sofrerem alteracdes hidrotérmicas
(processo de serpentinizacdo) no fundo do oceano e emergirem por subduccdo de placas
tectbnicas (GARNICA-DIAZ et al., 2022). O termo serpentina é originado do latim
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“serpentinus” (serpente) devido a aparéncia esverdeada e escamosa do material. Durante a
serpentinizacéo, as rochas séo expandidas em até 45,0 % se tornando muito fraturadas e mais
susceptiveis ao intemperismo quimico. Este processo altera a mineralogia original, gerando
minerais hidratados como serpentina, brucita, anfibolio e talco (STRIEDER, 1992). A
serpentinizacdo também é sugerida como uma das possiveis promotoras da origem da vida na
Terra e em Marte, devido a liberacdo de gases como hidrogénio e metano formando habitats
favoraveis para organismos quimiossintéticos. Adicionalmente, sondagens do programa
espacial da NASA “Mars Reconnaissance Orbiter” identificaram veios de serpentina no
meteorito marciano Nakhla e em crateras do planeta (GUILLOT; HATTORI, 2013;
MCCOLLOM; SEEWALD, 2013).

Figura 1 - Distribuicdo global de ambientes geoldgicos ultramaficos serpentiniticos (adaptado
de Gwenzi, 2020).
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Solos ultramaficos ocorrem em quase todas as ordens de solo, mas no geral, sdo
classificados como Cambissolo, Vertissolo ou Latossolo e possuem alto interesse cientifico por
se tratar de ambientes com atributos quimicos favoraveis apenas para organismos extremofilos
(ECHEVARRIA etal., 2018; MARESCOTTI et al., 2019). Porém, a ocorréncia de fauna e flora
especificas € um atrativo pouco estudado principalmente em regibes tropicais (GARNICA-
DIAZ et al., 2022). Altas temperaturas (22 — 31 °C), precipitacdes elevadas (> 1000,0 mm ano’

1) e boa drenagem em alguns paises como Filipinas, Nova Caleddnia e Brasil favorecem a
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hidrélise ocasionando maiores taxas de intemperismo e consequentemente, a formacao de solos
ultramaficos profundos (= 20,0 m), conhecidos por lateritas niqueliferas (solos vermelhos
contendo camadas de goethita e saprélito rico em Mg e Si) (THORNE et al., 2012; VAN DER
ENT et al., 2018). A elevada presenca de metais e os baixos teores de P, K e Ca nos solos
ultraméficos sdo fatores limitantes para utilizacdo agricola. Dessa forma, a principal
importancia econémica destes ambientes é a contribuicdo para extracdo mineral global de Ni,
Cr, Co, Cu, Ti e elementos do grupo da platina (PECK; HUMINICKI, 2016).

Tabela 1 - Teores médios totais de Ni, Cr e Co em solos ultramaficos no mundo.

Localizagdo Prof (cm) Ni(mgkg?) Cr(mgkg?) Co(mgkg?)
Média mundial (solos “normais”)*  0-10 29,0 60,0 11,0
Galicia (Espanha)® 0-20 373,0 4309,0 7132,0
Ranau (Malasia)° 0-20 6332,0 4873,0 1005,0
Eubeia (Grécia)¢ 0-25 334,0 234,0 31,0
Serra da Nogueira (Portugal)® 10-30 2342,0 6822,0 175,0
Szklary (Pol6nia)’ 4-25 1329,0 2671,0 119,0
Parma (Italia)? 0-20 2466,0 2231,0 106,0
Pogradec (Albania)" 0-15 2442,0 635,0 259,0
Adelschlag (Australia)’ 0-20 2580,0 1910,0 172,0
Yudhaganawa (Sri Lanka)! 0-15 6567,0 14880,0 555,0
Niquelandia (Brasil)* 15-30 25767,0 8066,0 115,0
Soroako (Indonésia)’ 0-15 7051,0 17216,0 57,0
Oregon (Estados Unidos)™ 0-12 2718,0 1247,0 173,0
Anatolia (Turquia)" 0-15 2680,0 631,0 166,0
Beni Boufrah (Marrocos)® 0-10 1821,0 311,0 88,0
Ilhas Andaméo (india)® 10-15 4316,0 4437,0 533,0
Kazak (Bulgaria)® 0-20 2333,0 3872,0 203,0
Dawros (Irlanda)’ 0-20 784,0 2000,0 160,0
Vosgos (Franca)® 0-20 842,0 4810,0 202,0
Monte Ouenarou (Nova Caledonia)t 4 — 10 7750,0 NA 720,0
Nové Dvory (Republica Tcheca)" 0-20 3054,0 2682,0 103,0
Goonhilly (Reino Unido)¥ 0-30 2500,0 2300,0 110,0
Zlatibor (Sérvia)” 0-20 1552,0 2440 133,0
Kromdraai (Africa do Sul)* 0-10 300,0 900,0 NA
Santa Elena (Costa Rica)¥ 0-10 3610,0 2860,0 173,0
Hyogo (Japao)* 3-10 1812,0 2920,0 NA
Altenburg (Austria)? 0-12 1069,0 798,0 NA
Hualien (Taiwan)? 0-15 979,0 4210 NA

NA no analisado; 2Kabata-pendias, 2011; "Arenas-lago et al., 2016; °Aziz et al., 2015; “Megremi, 2010;
®Freitas et al., 2004; Kierczak et al., 2008; SLombini et al., 1998; "Shallari et al., 1998; 'Wenzel et al., 2003;
lvithanage et al., 2014; *Garnier et al., 2009; 'van der Ent et al., 2013; ™Alexander, 2014; "Unver et al.,
2013; °Ater et al., 2000; PPal et al., 2005; 9Bani et al., 2010; "Brearley, 2018; *Chardot et al., 2007; ‘Quantin
et al., 2001; “Quantin et al., 2008; VSlingsby; Brown, 1977; “Tomovic et al., 2013; *Balkwill et al., 2011;
YReeves; Baker; Romero, 2007; ?22%Hseu et al., 2018.
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2.2 Plantas hiperacumuladoras de metais

A primeira observagéo de hiperacumulacédo de um metal ocorreu em meados do século
18, por Georg Everhard Rumphius. A espécie foi chamada de Arbor aluminosa devido ao seu
porte arboreo e acumulo de aluminio (RUMPHIUS, 1743; JANSEN et al., 2002). O termo
hiperacumuladora foi criado por Reeves em 1976 apds observar a alta acumulagdo natural de
Ni (257.400 mg kg™ no latex e 11.700 mg kg em folhas) pela espécie Pycnandra acuminata
na Nova Caleddnia (JAFFRE et al., 1976; VAN DER ENT et al., 2012). Porém, a primeira
observacdo de hiperacumulo de Ni ocorreu 28 anos antes na Italia em Alyssum bertolonii
(MINGUZZI; VERGNANO, 1948). A concentragdo limite (threshold) que identifica o
fendmeno da hiperacumulagéo varia com o metal considerado. Plantas que possuem mais de
1000 mg kg* de Ni na matéria seca das folhas sdo consideradas hiperacumuladoras do
elemento. Para Co, Cr, Cu, o teor minimo é de 300,0 mg kg™*; os limiares para Zn e Mn s&o de
3.000 e 10.000 mg kg, respectivamente (REEVES et al., 2017) (Tabela 2).

As hiperacumuladoras podem ser obrigatérias, se forem endémicas desses solos
metaliferos e sempre apresentarem teores elevados do elemento; ou facultativas, quando nao
séo endémicas e podem ou ndo apresentar alto acimulo de metais. Sdo divididas em oito grupos:
(1) plantas de solos ultramaficos apresentando hiperacumulacdo de Ni; (2) plantas de solos
enriquecidos por elementos calcofilos apresentando hiperacumulagéo por Cd, Pb, Tl ou Zn; (3)
hiperacumuladoras de Cu e Co; (4) hiperacumuladoras de Mn; (5) hiperacumuladoras em solos
com teores anémalos de Se; (6) hiperacumuladoras de varios elementos em solos poluidos por
industrias; (7) hiperacumuladoras de terras raras como Ce e La; e (8) hiperacumuladoras de
elementos maiores como Fe e Al (VAN DER ENT et al., 2012; VANDER ENT et al., 2013).
Atualmente, sdo conhecidas 746 espécies de plantas hiperacumuladoras, sendo a maioria (532)
acumuladoras de Ni (CORZO REMIGIO et al., 2020).

O alto nimero de hiperacumuladoras de Ni deve-se, principalmente, a facilidade de o
acumulo ser provado e pela extenséo de afloramentos ultraméaficos enriquecidos pelo elemento
(VAN DER ENT et al., 2013; GEI et al., 2018; NAVARRETE-GUTIERREZ et al., 2021).
Estas plantas sdo consideradas raras, correspondendo apenas a 0,2 % das espécies vegetais
descritas. A principal hipdtese sobre a evolugdo da hiperacumulagdo consiste em mecanimos
de defesa da planta contra herbivoria e vantagem competitiva no ambiente. O Ni acumulado ¢
toxico para um grande nimero de insetos e fungos e capaz de reduzir o crescimento de outras
plantas competidoras (MARTENS & BOYD, 2002; JAFFRE et al., 2018). A maioria dos
estudos sobre ecologia vegetal em ambientes ultramaficos € de clima temperado. Entretanto,

inimeras hiperacumuladoras foram descritas em paises tropicais, sendo Cuba e Brasil
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detentores de 30,0 % de todas as espécies hiperacumuladoras de Ni conhecidas até 0 momento
(Figura 2) (NAVARRETE-GUTIERREZ et al., 2021; GARNICA-DIAZ et al., 2022).

Tabela 2 - Importantes espécies hiperacumuladoras de metais e metaloides estudadas no mundo (adapatado de
Sheoran et al., 2009; van der Ent et al., 2012; Reeves et al., 2017; Bernardino et al., 2018; Navarrete-gutiérrez

etal., 2021).
Elemento Espécie Concentracdo (mg kg*)  Threshold (mg kg)
Ag Potamogeton oxyphyllus 13,5 -

As Pteris vittata™ 3750 - 23000%¢ (0,1) > 1000
Au Brassica juncea* 57 (0,001) -
Noccaea caerulescens™ 3000 (0,05)
Cd Arabidopsis halleri 3600%C (0,05) > 100
Co Haumaniastrum robertii* 10000R€ (0,2) > 300
cu Haumaniastrum katangense* 8356 (10) > 300
Aeolanthus biformifolius 14000R€ (10)
Pb Noccaea rotondifolia subsp. cepaeifolia* 8000RC (1) > 1000
Mn Virotia neurophylla* 55000R¢ (200) > 10000
Alyssum bertoloni* 13400 (1,5)
Berkheya coddii 17000 - 760007C (1,5)
Alyssum spp. 10000-25000 (1,5)
Leptoplax spp. 10000-35000 (1,5)
Bornmuellera spp. 10000-30000 (1,5)
Ni Buxus spp. 10000-25000 (1,5) > 1000
Leucocroton spp. 10000-27000 (1,5)
Phyllanthus spp. 20000-60000 (1,5)
Rinorea bengalensis 10000-27000 (1,5)
Pearsonia metallifera 14000 (1,5)
Pycnandra acuminata 11700 (1,5)
Blepharidium guatemalense 43000 (1,5)
Se Astragalus pattersoni* 6000 - 15000%¢ (0,02) > 100
Iberis intermedia* 3070 (1)
T Biscutella laevigata 4055 - 1900076 (1) > 100
] Atriplex confertifolia* 100 (0,5) -
Zn Noccaea caerulescens™ 10000 - 540007 (100) > 3000
ETRs Pronephrium simplex 3000 > 1000

Dicranopteris linearis

7000R¢

*Primeiras espécies relatadas como hiperacumuladoras; R¢ recorde global de concentragdo reportada; os
valores entre parénteses sdo concentra¢des médias normalmente encontradas em plantas ndo acumuladoras.

Dentre as de clima tropical, a Berkheya coddii é a maior hiperacumuladora de Ni
conhecida, com recorde global registrado de aproximadamente 8,0 % do elemento nas folhas
(MESJASZ-PRZYBYLOWICZ et al., 2004). Trata-se de uma planta nativa da Africa do Sul,
perene, pertencente a familia Asteraceae e pode atingir 1,5 m de altura. Esta espécie é uma
hiperacumuladora obrigatoria de Ni, e apresenta vantagens em relacdo a outras espécies como:
producéo de biomassa relativamente alta (> 300,0 g por planta), facil propagacédo a partir de

sementes e teores de Ni na rebrota superiores aos do ciclo inicial (ROBINSON et al., 1997,
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CHANEY etal., 2014). Outra planta com potencial para estudos com agromineragao € a espécie
lenhosa mexicana Blepharidium guatemalense que pode chegar a 18 metros de altura e
apresentou 4,3 % de Ni nas folhas (NAVARRETE-GUTIERREZ et al., 2021). Apesar do alto
numéro de espécies descritas, as hiperacumuladoras brasileiras, até o momento, ndo sdo
atrativas comercialmente devido as relativas baixas producdo de biomassa e acumulacdo de
niquel (NASCIMENTO et al., 2022).

Figura 2 - Areas tropicais com presenca de solos ultraméficos e espécies hiperacumuladoras
(adaptado de Garnica-diaz et al., 2022).
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A identificacdo de espécies hiperacumuladoras ao redor do mundo € importante para a
prospeccdo geoquimica e tecnologias focadas em descontaminacdo ambiental. Adicionalmente,
0 estudo de mecanismos de acimulo de metais também auxilia no entendimento de regulacéo
fisioldgica de elementos essenciais, potencialmente toxicos e ndo essenciais (VAN DER ENT
et al.,, 2019). Porém, estas espécies estdo ameacadas por processos de urbanizacdo e
desmatamento que destroem seu habitat natural (JAFFRE et al., 2018). Dessa forma, a
identificagcdo de hiperacumuladoras em herbarios e levantamentos floristicos em ambientes
ultraméficos séo ferramentas importantes para o desenvolvimento de fitotecnologias (REEVES;
BAKER; ROMERO, 2007; TOMOVIC et al., 2013; VAN DER ENT et al., 2019).
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2.3 Niquel e agromineracéo

Os primeiros relatos do uso do niquel sdo datados por volta de 4000 a.c para a producao
de ferramentas simples. Apds alguns milénios, seu uso foi estendido para a cunhagem de armas
e moedas (WEBER; BANERJEE, 2016). O inicio do uso do Ni na histéria moderna ocorreu em
meados do século XV1I1 apds o isolamento do elemento pelo mineralogista sueco Axel Fredrik
Cronstedt que atribuiu 0 nome niquel em referéncia ao termo aleméo para o minério de cobre e
niquel (kupfernickel), que signfica “diabo do cobre”, onde grandes quantidades do elemento
foram encontradas (COLELLA; GUALTIERI, 2007; WEBER; BANERJEE, 2019).

O niquel é um metal pesado pertencente ao grupo 10 da tabela periddica juntamente
com ferro e cobalto. Possui peso atdmico e densidade de 58,69 g e 8,9 g cm, respectivamente
(KABATA-PENDIAS, 2011). Na crosta terrestre, o Ni é o 22° elemento mais abundante e
ocorre normalmente associado com oxigénio e enxofre, nas formas de 6xidos ou sulfetos. E
considerado um elemento essencial para plantas tendo relagdo com atividade da urease,
germinacao de sementes e remobilizacédo do nitrogénio das folhas senescentes (VAN DER ENT
et al., 2019). Dentre seus estados de oxidacdo (+1, +2, +3 e +4), a forma bivalente é a mais
movel, toxica e encontrada no ambiente. O aporte de Ni no solo pode ocorrer por fontes naturais
(emissbes vulcénicas e intemperismo de rochas maficas e ultramaficas) e antropicas
(mineracdo, efluentes industriais, lodo de esgoto, residuos de industrias de ligas de Ni,
fabricacdo de tintas e queima de combustiveis fosseis) (EL-NAGGAR et al., 2021; LIMA et
al., 2023; MUSTAFA et al., 2023). Estima-se que 8,5 milhdes de quilos de Ni sdo emitidos para
a atmosfera anualmente por fontes naturais. Para as fontes antrdpicas, este valor é cinco vezes
maior (GAD, 2014).

A producdo mundial de Ni é estimada em 2.700.000 t ano™! e movimenta cerca de US$
20 bilhdes anualmente (USGS, 2019). O Brasil € o oitavo maior produtor do mundo (67.000 t
ano™) e possui a terceira maior reserva global com 11.000.000 t do minério (USGS, 2020). As
reservas nacionais conhecidas de niquel estdo distribuidas nos estados de Goiés (45,0 %), Bahia
(36,3 %), Para (11,3 %) e Minas Gerais (7,4 %) (DNPM, 2011). O valor de mercado deste metal
aumentou em até 600,0 % nos ultimos 10 anos e tem preco médio atual de 22.500 USD/T (9 de
marco de 2023) (TRADING ECONOMICS, 2023). O Ni é utilizado principalmente como
matéria-prima para industrias metaltrgicas na fabricacéo de ligas de aco (65,0 %) devido sua
alta resisténcia a corrosdo. Alem disso, possui aplicabilidade na galvanoplastia e se encontra
em mais de 300.000 produtos domésticos, militares, aeroespaciais, maritimos e arquiteténicos
(SHAHZAD et al., 2018; USGS, 2019). O Ni também esta presente em componentes elétricos

e magnéticos e é um potencial contaminante nas proximas décadas devido a alta demanda de
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baterias de hidreto metalico de Ni para a producdo de veiculos hibridos e elétricos (NYKVIST;
SPREI; NISLSSON, 2019). Dessa forma, a mineracdo mundial do elemento estd em
valorizacgéo crescente.

Apesar da importancia para a economia global, as técnicas extrativistas convencionais
e as industrias de processamento mineral provocam fortes impactos ambientais como: geracéo
de residuos, drenagem &cida de minas, deposicdo de metais, desmatamento, emissdo de gases
de efeito estufa, alto gasto energético e uso de maquinas pesadas (FARJANA et al., 2019;
WERNER; BEBBINGTON; GREGORY, 2019). Algumas éareas de mineracdo s&o
abandonadas por ndo possuirem mais a rentabilidade necesséria para justificar uma extracao
convencional. Além disso, 0 Forum Econémico Mundial tragou metas para uma mineracao de
Al, Fe, Ni, Cu e Zn mais sustentavel até 2050, buscando uma relacdo equilibrada entre a
atividade econémica e as preocupacdes ambientais, ou seja, uma producdo eficiente com
minimo comprometimento as geragdes futuras (WORLD ECONOMIC FORUM, 2015).

Nesse sentido, a fitomineragdo € uma “green technology”, com baixo custo de aplicagao,
e potencial de rentabilidade, tornando-se uma alternativa sustentavel para remediacdo de areas
contaminadas e recuperacdo de minérios. O termo fitomineracdo foi estabelecido por Rufus
Chaney em 1983 para descrever uma variante do processo de fitoextragdo com retorno
lucrativo. Trés décadas depois, Jean-Louis Morel sugeriu uma atualizacdo do termo para
agromineracdo com o objetivo de atribuir um aspecto de multidisciplinaridade & tecnologia e
ndo a limitar apenas a areas de mineracdo (TOGNACCHINI et al., 2020). Assim, a
agromineracao trata-se do uso de plantas hiperacumuladoras para extrair metais de substratos
enriquecidos (solos, sedimentos, saprolitos, lamas industriais, rejeitos de minas) e transforma-
los em bio-minérios que podem ser utilizados pelas indUstrias, ou seja, € uma tecnologia
potencialmente rentavel para obtencdo de minérios em areas com teores inadequados de
nutrientes e metais para as formas convencionais de cultivo agricola e mineracdo (Figura 3)
(VAN DER ENT; MULLIGAN, 2015; NKRUMAH; CHANEY; MOREL, 2017).

Apbs o cultivo, a biomassa vegetal € colhida, seca e compactada. A recuperacdo do
metal pode ocorrer por trés abordagens baseadas em principios de piro e hidrometalurgia
(Figura 4): (i) fundicdo de ferroniquel usando um processo de alta temperatura; (ii) incineracdo
da biomassa seca (obtencdo do bio-minério) seguida por processos de hidrometalurgia, e (iii)
lixiviacdo do Ni diretamente da biomassa seca (SIMONNOT et al., 2018). A abordagem de
obtencdo do bio-minério tem se mostrado promissora por reduzir as impurezas da biomassa
(carbono organico, P, Ca, Mg, K, Cl) e consequentemente, concentrar o niquel no material.

Depois de incinerado, o Ni € lixiviado, precipitado e purificado.



Figura 3 — Representacdo da agromineracao de niquel.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 4 — Fluxograma do processamento de hiperacumuladoras
para obtengdo de Ni e compostos de Ni (adaptado de Simonnot et
al. (2018)).
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O sucesso da agromineracdo depende de fatores como: cultivo de plantas
hiperacumuladoras em larga escala, identificagdo de espécies promissoras, uso de praticas
agronémicas para aumento de biomassa e teor foliar do metal e alto valor de mercado do
minério de interesse (VAN DER ENT et al., 2015; SIMONNOT et al., 2018). O Ni é um
elemento sider6filo que esta ligado principalmente a 6xidos de ferro e manganés nos solos
ultramaficos. A baixa disponibilidade do metal é um dos fatores limitantes para a fitoextracéo.
Por isso, técnicas que aumentam sua disponibilidade no solo e extracdo pelas plantas, embora
ndo obrigatdrias para o processo, podem aumentar a performance da agromineracdo. Entre
estas, podemos destacar o uso de fertilizantes, herbicidas, correcdo de pH, maior densidade de
plantio, inoculagdo microbiana e agentes quelantes (BANI et al., 2015a; BANI et al., 2015b;
BANI; ECHEVARRIA, 2019; NASCIMENTO et al., 2020).

O uso de agentes quelantes sintéticos ou naturais é uma ferramenta eficaz no aumento
da disponibilidade de metais no solo. Alguns autores ndo recomendam a utilizacdo de agentes
quelantes sintéticos em processos de fitoextracdo devido ao alto custo de aplicacdo e
persisténcia no ambiente, podendo provocar a transferéncia de metais para corpos hidricos
(MEERS et al., 2004; FREITAS; NASCIMENTO, 2016). Tratando-se de quelantes naturais,
pesquisas mostram o potencial do uso do éacido citrico (CsH7Og) na fitoextracdo de metais por
ser um acido organico natural de baixo peso molecular, hidrossoltvel, de menor custo e rapida
biodegradabilidade (FREITAS et al., 2009; FREITAS et al., 2013; FREITAS; NASCIMENTO,
2016).

O écido citrico pode complexar o Ni aumentando a disponibilidade e,
consequentemente, a absorcdo do metal pela planta (VITHANAGE et al., 2019). A eficiéncia
do uso de acido citrico com plantas hiperacumuladoras ainda é pouco estudada, mesmo assim,
apresenta algumas discordancias. Robinson et al. (1997) observaram que o uso de &cido citrico
(10 e 20 g kg™?) provocou efeitos negativos em B. codii reduzindo significativamente a absorgéo
de niquel. Porém, as concentragdes testadas foram elevadas, favorecendo a competi¢do entre
outros elementos e maior absor¢do de Co e Cr que podem ter causado toxicidade. Outros
estudos indicaram que o uso de acido citrico na concentragio de 20,0 mmol kgt aumentaram
de 55,0 a 100,0 % os teores de Ni nas folhas de Odontarrhena muralis (anteriormente Alyssum
murale) e Noccaea caerulescens (NASCIMENTO et al, 2020; NASCIMENTO;
HESTERBERG; TAPPERO, 2020). Por isso, avaliacfes de doses de &cido citrico e seus efeitos
em diferentes espécies de hiperacumuladoras sdo importantes na busca de estratégias para

potencializagdo da agromineracdo de niquel.



35

2.4 Luz sincrotron na hiperacumulagdo de metais

A luz sincrotron é um tipo de radiacdo eletromagnética de alto fluxo e brilho que se
estende por uma faixa ampla do espectro eletromagnético, desde a luz infravermelha passando
pela luz visivel, radiacdo ultravioleta e atingindo os raios X (LNLS, 2023). Este tipo de energia
é gerado por aceleradores de particulas (sincrotrons) que aceleram elétrons préximo a
velocidade da luz para producdo de radiacdo eletromagnética no amplo espectro. O nome
sincrotron é uma juncéo das palavras sicronicidade e elétron devido sua aceleracdo num fluxo
constante (6rbita estavel) (CNPEM, 2020).

A utilizagdo dos sincrotrons teve inicio na década de 50 e atualmente existem mais de
60 estruturas em funcionamento distribuidas por dezenas de paises no mundo. Eles sdo
classificados entre primeira e quarta geracdo, sendo a Ultima considerada a com feixes de
radiacdo mais brilhantes e precisos e com aprimoramento na resolucdo espacial e temporal
(CNPEM, 2023). Os sincrotrons de primeira geragdo foram construidos para pesquisa de fisica
de alta energia. A adicdo de “wrigglers” ou onduladores maximizaram a intensidade da radiagéo
sincrotron permitindo mudancas de direcao dos feixes e possibilitando a evolugdo das geracoes
e, consequentemente, suas aplicabilidades (WINICK, 1997; CHOPPIN et al., 2013; CNPEM,
2023). Atualmente, apenas o Brasil (Sirius) e a Suécia (MAX-IV) possuem sincrotrons de
quarta geracdo (CNPEM, 2020). De forma geral, o sincrotron &€ composto por cinco

componentes (Figura 5).

Figura 5 — Representacdo esquematica do sincrotron brasileiro de 42
geragdo “Sirius”.

Fonte: Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, 2023).
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O estégio inicial (1) ocorre no acelerador linear (linac) onde um canhdo de elétrons emite
estas particulas a partir do aquecimento de uma liga metalica. Os elétrons sdo acelerados
proximos a velocidade da luz e conduzidos ao acelerador injetor (booster) por imas. O booster
(2) € um acelerador circular com objetivo de aumentar a energia dos elétrons (600 mil voltas
por segundo). ApoGs atingir a energia necessaria, os elétrons séo transportados ao anel de
armazenamento. No anel de armazenamento (3), os elétrons altamente carregados
energeticamente produzem a luz sincrotron quando suas trajetorias sdo desviadas (surgimento
das linhas de luz). A etapa 4 € composta por uma rede magnética responsavel pela deflexdo e
focalizacdo do feixe de elétrons para as estacdes de pesquisa. Nas estagdes de pesquisa, também
conhecidas por estagdes experimentais ou cabanas (5), as linhas de luz sdo absorvidas, refletidas
ou espalhadas nas amostras analisadas para avaliagdes atdmica, molecular, quimica, elétrica,
eletrbnica, magnética e outras por meio de técnicas de espectroscopia, espalhamento de raios
X, cristalografia e tomografia (CNPEM, 2020).

O amplo espectro permite anélises em diferentes radiacfes e o alto brilho aumenta a
velocidade da investigacdo e detalnhamento do material em nandmetros (Figura 6).
Adicionalmente, é possivel avaliar os materiais simulando condi¢des ambientais reais (pressao,
temperatura, campos elétricos e magnéticos, gases e outras) (CNPEM, 2020). A diversidade
das linhas de luz permite a aplicacdo em diferentes areas do conhecimento como por exemplo:
na agricultura (eficiéncia da aplicacdo de fertilizantes, biofortificacdo, estudos com fisica,
quimica, mineralogia e biologia em solos), na medicina (desenvolvimento de novos farmacos,
tratamentos de doencas, pesquisas sobre cancer e o virus SARS-CoV-2), na industria (producéo
de catalisadores quimicos, materiais mais resistentes e tecnoldgicos, energia renovéavel,
exploracdo de petréleo e gas natural), e ambiental (estudos de poluentes, fluidos, plantas e
animais) (CHOPPIN et al., 2013; RAMOS et al., 2016; KONG; VOGT; LEE, 2018; CNPEM,
2020; NASCIMENTO et al., 2020; CLARO et al., 2023; HICKS et al., 2023; NOSKE et al.,
2023; SZOSTAK et al., 2023) (Figura 7).

Figura 6 — Faixa do espectro eletromagnético abrangida pela luz sincrotron.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 7 — Aplicacdo de microtomografia computadorizada de raios X e microscopia
crioeletrénica para estudos na agricultura, meio ambiente e salde humana e animal.
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Tratando-se da aplicabilidade em plantas, a luz sincrotron vem sendo utilizada em
estudos sobre nutricdo vegetal e fitorremediacdo. No caso de hiperacumuladoras, 0s
mecanismos de absorcdo e acUmulo de metais podem variar entre espécies. Diversos
transportadores atuam na hiperacumulacéo e a interacao entre os metais afeta este processo. Por
isso, a forma com que o metais sdo distribuidos nos tecidos vegetais de espécies
hiperacumuladoras ainda é pouco compreendida (VAN DER ENT et al., 2019). Para preencher
essa lacuna de conhecimento, técnicas como fluorescéncia de raios — X (FRX) e observacéo de
estruturas celulares por meio de cortes transversais permitem avaliagbes em macro e
microescala, possibilitando a compreensdo da dindmica e acimulo de metais nos tecidos das
plantas (VAN DER ENT et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2020). Para isso, laboratorios de
luz sincrotron disponibilizam fontes de fotons de alta intensidade que sd@o 10 ordens de
magnitude mais brilhantes que aquelas geradas por tubos de raios — X, aumentando a
sensibilidade analitica e a resolucdo das imagens (LOMBI; SUSINI, 2009; SARRET et al.,
2013). O uso dessa tecnologia permite que tecidos vegetais sejam analisados in vivo, impedindo
a redistribuicdo significativa de metais e tornando seus mapeamentos e especiacdes mais
realistas, reduzindo a producdo de artefatos na analise (VAN DER ENT et al., 2017) (Figura
7).

Figura 8 — Distribuicdo espacial de metais em folhas de espécies hiperacumuladoras brasileiras
analisadas por microfluorescéncia de raios-x baseada em luz sincrotron.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Estudos em Pennisetum purpureum, Berkheya coddii, Odontarrhena muralis, Noccaea
tymphaea e Bornmuellera emarginata mostraram que a distribuicdo espacial de metais como
Cd e Ni é variavel e o acimulo de metais pode ocorrer por diferentes estratégias fisiologicas
como por exemplo acimulo vacuolar, exclusdo de elementos tdxicos por extremidades foliares
ou armazenamento em tricomas (VAN DER ENT et al., 2017; VAN DER ENT et al., 2019;
NASCIMENTO et al., 2020; NASCIMENTO; HESTERBERG; TAPPERO, 2020;
TANANONCHAI et al., 2023). Até o momento, avaliacbes desse tipo sdo inexistentes em
hiperacumuladoras brasileiras. Portanto, o estudo da distribuicdo de metais em plantas pode
conduzir ao entendimento dos processos associados a biofortificacdo, tolerdncia e
hiperacumulacdo de metais. Isso é fundamental para auxiliar no melhoramento genético de
plantas, as quais podem ser utilizadas na agricultura, na agromineracao de Ni ou na remediacédo

de areas contaminadas por metais.

2.5 Riscos ambientais e & salde humana em solos ultraméficos

Processos naturais como intemperismo dos minerais e erosdo do solo em ambientes
ultraméaficos podem se tornar um problema devido aos altos teores de metais, principalmente,
Ni, Cr e Co (VITHANAGE et al., 2019; KIERCZAK; PIETRANIK; PEDZIWIATR, 2021).
Atividades de mineracdo e agricultura nesses solos apresentam 0s principais riscos ambientais
e a saude humana por contaminacdo das aguas superficiais e subterrdneas, exposicdo a
particulas de solo e consumo de alimentos cultivados sob estas condi¢es. Os metais também
podem ser bioacumulados e biomagnificados, atingindo pessoas mesmo distantes destas areas
(Figura9) (MAHURPAWAR, 2015; RAMACHANDRA et al., 2018; GERVAIS-BERGERON
et al., 2023). De forma geral, os metais em solos ultramaficos sdo pouco mdveis por estarem
associados a fracdes recalcitrantes como 6xidos de ferro e manganés ou na forma residual
(GARNIER et al., 2009; GARNIER et al., 2013). Porém, condicBes climaticas e acdes
antrépicas podem modificar a geoquimica dos contaminantes. Apesar de relativamente baixa
quando comparada ao teor total, a disponibilidade de metais em solos ultramaficos ultrapassam
significativamente niveis de polui¢do estabelecidos em solos “normais” no mundo (KABATA-
PENDIAS, 2011). O Ni por exemplo, possui quatro estados de oxidacéo sendo a forma Ni?* (a
mais movel e tdxica) associada em média por apenas 2 - 3 % do teor total, propor¢do que
normalmente ultrapassa os valores de background pelo mundo (GENCHI et al., 2020; EL-
NAGGAR et al., 2021).

Apesar de ser um micronutriente para as plantas, o excesso de Ni é relacionado a reducéo

da produtividade agricola por danos a taxas de germinacdo, desbalango nutricional, divisdo
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celular, clorose e necrose (SARAC et al., 2019; KUMAR et al., 2021). Adiconalmente, o Ni
pode provocar danos em 6rgdos dos seres humanos como cerébro, pele, rins, pulmdes, figado e
coracdo (ATSDR, 2005; EL-NAGGAR et al., 2021) (Tabela 3). As dermatites sdo os danos
mais comuns por contato ao metal (cerca de 20,0 % da populacdo mundial tém alergia a joias)
(ATSDR, 2005). Os niveis de exposi¢do ao Ni dependem do cotidiano do individuo. Em geral,
o ser humano ingere cerca de 170,0 pg dia™® na alimentagdo, 2,0 pg dia™* por consumo de agua,
inala entre 0,1 e 1,0 ug dia™ (ndo fumante), e possui exposicdo dermal durante o banho, por
contato com poeira ou no manuseio de moedas e outros metais revestidos pelo elemento
(ATSDR, 2005; LIMA et al., 2023).

Figura 9 — Riscos ecossistémicos por agdes antrépicas e naturais em solos ultraméficos.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Para Cr, as preocupacdes sdo relacionadas principalmente com sua toxicidade. O Cr é
um dos metais menos moveis e disponiveis nos solos ultraméaficos, sendo encontrado
principalmente em cromitas e Oxidos de ferro (GARNIER et al., 2013). E essencial para
humanos devido a participacdo em processos do metabolismo energético e tem niveis de
consumo entre 20,0 — 45,0 pg dia™ (Cr 111) (ATSDR, 2012). Apesar da menor exposicdo e da

sua essencialidade para os seres humanos, a forma cancerigena Cr (VI) esta fortemente
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associada a argilas e 6xidos de manganés neste solos. Seus efeitos deletérios englobam desde
erupcbes cutaneas a cancer de pulmdo (ATSDR, 2012). Assim como Cr, o Co é outro
representante dos metais com teores mais anémalos em solos ultraméaficos e forte associacao
com oxidos de manganés. A alimentacéo é o principal meio de exposi¢do ao elemento (11,0 pg
dial) e apesar de ser benéfico aos humanos por compor a vitamina B12, a alta exposi¢do ao
metal pode provocar danos respiratdrios e cardiovasculares graves (ATSDR, 2023). Os efeitos
toxicos dos metais nos organimos ocorrem por processos oxidativos e redutivos devido a
ligacdo dos contaminantes a sitios de proteinas, deslocamento de elementos e formacao de

radicais livres que provocam o mau funcionamento das células (JAISHANKAR et al., 2014).

Tabela 3. Efeitos deletérios a satde humana por exposicdo a Ni, Cr e Co.
Efeito Ni
Genotoxicidade

Problemas respiratérios (asma, bronquite, irritacdo nasal e pulmonar, etc)
Problemas cardiovasculares

Dermatites

Doencas neuroldgicas

Problemas renais

Problemas gastrointestinais (Ulceras, lesdes no intestino)

Problemas de fertilidade (qualidade dos espermatozoides e Gvulos)
Problemas hepaticos

Problemas hematol6gicos (anemia)

Canceres X
Teratogénese (aborto, reducao de peso, ma formacdo congeénita, etc)
Problemas oculares

Problemas imunoldgicos

Problemas muscoesqueléticos

Fonte: Atsdr 2005, 2012 e 2023.

Q
O
o

xX X X X X X X X
XXX XXX XXX X X X X
X X X X X X X X X

X X X
X X X

Normalmente, criangas sao mais susceptiveis aos riscos quando comparadas a adultos
devido a comportamentos de médo a boca, succdo de dedos, maior frequéncia respiratoria e
menor peso corporal (OKORIE; ENTWISTLE; DEAN, 2012). Porém, diante das atividades de
agricultura e mineragéo, os adultos se tornam o principal organismo alvo (mao-de-obra e maior
consumo de hortaligas). Outro fator importante é que em solos ultramaficos a exposicdo aos
metais € aumentada para todas as rotas (ingestdo, inalacdo e contato dérmico) visto que 0s
relativos altos teores disponiveis sobrepdem o fator baixa mobilidade. Por isso, monitoramentos

de riscos em &reas ultramaficas sdo fundamentais para 0 manejo seguro do solo e da populacéo.
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3 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO DE FLUORESCENCIA DE
RAIOS X PORTATIL PARA O MONITORAMENTO DE NIQUEL EM PLANTAS

Resumo

A crescente contaminacao de solos por niquel ameaca a seguranca alimentar e requer
analises rapidas para tomadas de decisdo em tempo habil. A espectrometria de fluorescéncia de
raios X portatil (FRXp) vem sendo utilizada para deteccdo de metais em plantas. Abordagens
de preparacdo das amostras séo conflitantes e a precisdo das medicGes depende de cada
equipamento utilizado. Dessa forma, o trabalho objetivou avaliar procedimentos de preparo de
amostras e a capacidade de predicdo de Ni em plantas por duas abordagens com FRXp. Para
isso, 300 amostras de folhas e raizes de 14 espécies vegetais crescidas em ambientes limpos e
contaminados foram avaliadas. Cinco tempos de leitura (30, 60, 90, 120, 300 s) e quatro massas
das amostras (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 g) foram testados. As calibracGes dos modelos foram realizadas
com abordagem empirica e com uso de fator de correcdo baseado no teor de Ni medido em
amostra padrdo com teor certificado. Os dados foram submetidos a regresséo linear e correlacédo
de Pearson. Os teores médios de Ni nas espécies variaram entre 2,9 e 14960,0 mg kg™. Os
tratamentos de tempo de leitura e massa da amostra afetaram significativamente as medicdes
de Ni (15,0 — 35,0 %). Os melhores parametros de determinagédo foram 1,0 g da amostra e 60 s
de tempo de analise com recuperacdo de 72,0 % do teor certificado, gerando um fator de
correcdo de 1,39 para as estimativas. O modelo empirico de predigdo apresentou estimativas
precisas (R2 = 0,94) com maior precisdo para teores altos (> 100,0 mg kg?). A abordagem com
fator de correcdo obteve predicdes satisfatorias principalmente para os teores proximos ao
limite de detecgdo. As validacOes cruzadas apresentaram fortes correlacées (r = 0,98) entre 0s
teores preditos e medidos. O uso do FRXp foi eficiente e preciso para as determinacfes de Ni
nas duas abordagens de modelos preditivos testados e os resultados podem servir para
monitoramento rapido dos teores de Ni em plantas e aprimoramentos da técnica com
determinacdes in situ.

Palavras-chave: FRXp. Método ndo-destrutivo. Predicdo. Preparacdo de amostras.
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A PORTABLE X-RAY FLUORESCENCE
METHOD FOR MONITORING NICKEL IN PLANTS

Abstract

The increasing contamination of soils by nickel threatens food safety and requires rapid
analysis for timely decision making. Portable X-ray fluorescence spectrometry (pXRF) has
been used for detection of metals in plants. Sample preparation approaches are conflicting and
measurement accuracy depends on each piece of equipment used. Thus, this work aimed to
evaluate sample preparation procedures and the ability to predict Ni in plants by two approaches
with pXRF. To this end, 300 leaf and root samples from 14 plant species grown in clean and
contaminated environments were evaluated. Five reading times (30, 60, 90, 120, 300 s) and four
sample masses (0.5; 1.0; 1.5; 2.0 g) were tested. Calibrations of the models were performed
with an empirical approach and using a correction factor based on the Ni content measured in
a standard sample with certified content. The data were subjected to linear regression and
Pearson correlation. The mean Ni contents in the species ranged from 2.9 to 14960.0 mg kg™.
The treatments of reading time and sample mass significantly affected the Ni measurements (15
— 35.0 %). The best determination parameters were 1.0 g of sample and 60 s of analysis time
with 72.0 % recovery of the certified content, yielding a correction factor of 1.39 for the
estimates. The empirical prediction model showed accurate estimates (R? = 0.94) with higher
accuracy for high contents (> 100.0 mg kg™). The correction factor approach obtained
satisfactory predictions mainly for levels close to the detection limit. The cross-validations
showed strong correlations (r = 0.98) between predicted and measured levels. The use of pXRF
was efficient and accurate for Ni determinations in both predictive model approaches and these
results can serve for rapid monitoring of Ni contents in plants and improvements of the
technique with in situ determinations.

Keywords: Non-destructive method. Prediction. Sample preparation. pXRF.
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3.1 Introducao

A fluorescéncia de raios X portatil (FRXp) tem se mostrado como uma técnica movel,
rapida, relativamente barata, segura e eficiente para estudos ambientais. Trata-se de um método
multielementar, ndo destrutivo e ndo invasivo que pode otimizar investigacfes de campo em
relacdo a métodos tradicionais de digestdo quimica, que embora mais precisos, sdo caros, lentos,
destrutivos e geram passivos ambientais (RAN et al., 2014; FARIA et al., 2020; HORTA et al.,
2021; LENORMAND et al., 2022).

O analisador portatil foi incialmente projetado para triagens e mapeamentos
geoquimicos exploratérios com carater qualitativo sendo um marco para a otimizacgao do tempo
entre amostragem, resultados e tomadas de decisdo no gerenciamento ambiental (LEMIERE,
2018). O rapido avanco e melhorias nos hardwares e softwares dos equipamentos possibilitaram
estudos quantitativos em diversas matrizes como: solos, residuos de mineracédo, lodo de esgoto,
poeira de asfalto, rochas, microplasticos, evidéncias criminais, itens arqueoldgicos, obras de
arte, material de reciclagem, &guas residuais, fertilizantes e plantas (CRADDOCK, 1985;
TURNER, 2017; VAN DER ENT et al., 2019; ANDRADE et al., 2021; LENORMAND et al.,
2022; PELEGRINO et al., 2022; TOUZE et al., 2022; LIMA et al., 2023).

As andlises de fluorescéncia de raio X ocorrem normalmente em pequenas quantidades
de amostras e podem ter a precisdo e exatiddo afetadas por fatores de umidade, nimero de
disparos, tamanho de particulas e presenca de componentes organicos no material avaliado
(RAN et al., 2014; LENORMAND et al., 2022). Adicionalmente, existem inconsisténcias na
literatura sobre preparacdo das amostras, falta de rigor analitico e diferencas na qualidade dos
equipamentos em relacdo a limites de detecgédo e na determinacgdo de teores entre elementos
leves e pesados, sendo mais precisos para o segundo grupo (TOWETT; SHEPHERD; DRAKE,
2015; LEMIERE, 2018; TOUZE et al., 2022). Por isso, o desenvolvimento de metodologias e
calibracbes de modelos nos diferentes instrumentos sdo fundamentais para a aplicabilidade da
técnica.

Tratando-se de plantas, o uso de FRXp é relativamente recente e ocorre principalmente
em estudos relacionados a fitorremediacdo ou nutrigdo vegetal, possuindo limitaces devido a
alta umidade e a baixa densidade das amostras em relacdo aos solos e rochas (ZHOU et al.,
2020). Investigacdes em areas ultramaficas (in situ) e herbarios (ex situ) analisaram milhares
de espécies e identificaram dezenas de hiperacumuladoras de metais com potencial para
aplicacdo de fitotecnologias em &reas contaminadas, principalmente por niquel (GEI et al.,
2018; VAN DER ENT et al., 2019). O monitoramento dos teores de metais em plantas auxilia
tanto na prospeccgéo de espécies para remediacdo ambiental quanto para a seguranca alimentar.
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Nesse sentido, o presente trabalho avaliou procedimentos de preparo de amostras e a capacidade
de predicdo de Ni em plantas por duas abordagens com FRXp.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Selecao das espécies e amostragem

A selecdo das espécies foi baseada nas informacOes fisiologicas sobre tolerancia,
exclusdo e acimulo de Ni por plantas visando um gradiente nos teores do metal (baixo, médio,
alto e muito alto). Foram utilizadas 300 amostras de raizes e folhas de 14 espécies vegetais
crescidas em solos agricolas, solos ultramaficos e em troncos de arvores. As espécies foram
adquiridas de diferentes experimentos do nosso Grupo de Pesquisa e divididas em 7
hiperacumuladoras de Ni (Pfaffia sarcophylla, Lippia lupulina, Justicia lanstyakii,
Blepharidium guatemalense, Berkheya coddii, Bornmuellera emarginata e Noccaea
caerulescens) e 7 ndo hiperacumuladoras do elemento (Zea mays L., Saccharum officinarum,

Lactuca sativa, Brassica oleracea, Imperata cylindrica, Lupinus albus e Calymperes palisotii).

3.2.2 Preparo das amostras, andlises quimicas e controle de qualidade

As amostras vegetais foram lavadas com agua corrente, e uma tripla lavagem com agua
destilada, secas em estufa a 65 °C por 48 h, e maceradas num moinho tipo Wiley (& < 2,0 mm).
Posteriormente, subamostras de 0,5 g de raizes e folhas foram digeridas com HNO3z + H;0>
(3:1) num forno de micro-ondas (Milestone-Ethos Easy) a 180 °C por 10°, de acordo com a
metodologia 3050B modificada (USEPA, 1996). Os extratos foram filtrados (@ < 2,0 pum),
sendo o volume completado até 25 mL com agua ultrapura em baldes volumétricos certificados
e armazenados a 4 °C para posterior analise.

Os teores totais de Ni nas plantas foram determinados por espectrometria de emissao
6tica com plasma acoplado indutivamente (ICP - OES Perkin Elmer 7000 DV). As analises
foram realizadas em duplicatas e com testes em branco. Todos os materiais utilizados nas
andlises foram devidamente lavados, permaneceram imersos por 24 h na solu¢do de HNO3 (10
%) e depois foram lavados com &gua destilada. Como controle de qualidade para os teores totais
utilizou-se o padrdo NIST (National Institute of Standards and Technology) que possui os teores
dos metais certificados em planta (SRM 1570a - Trace Elements in Spinach Leaves). A
recuperacdo de Ni na amostra certificada foi considerada satisfatoria (90,1 %).

Para o controle de qualidade das medic¢des do FRXp, uma amostra de padrdo interno foi

utilizada para verificar a precisdo do aparelho e avaliar a estabilidade e consisténcia da analise.
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As verificacdes foram realizadas por medigdes no inicio, durante e final de cada dia de trabalho.
A variacdo entre as leituras foi considerada satisfatoria (< 5 %).

3.2.3 Aparelho FRXp

As analises de FRXp foram realizadas utilizando o S1 TITAN modelo 800. Este
analisador é baseado na tecnologia de energia dispersiva por Fluorescéncia de Raios X
(EDXRF). Quando energizado, o equipamento gera raios X de energia elevada para reportar as
concentracdes elementares de uma amostra (BRUKER, 2020a). As especificacBes do

analisador portatil estdo descritas na tabela 4.

Tabela 4 - Especifica¢fes do FRXp S1 TITAN modelo 800.

Pardmetro Valor

Detector FAST SDD™ Resolucéo tipica: < 145eV
Escudo do detector Opcional

Camera CMOS a cores Inclusa

Fonte de excitacdo

Colimador
Filtro
Alcance de elementos

Temperatura da amostra

Peso
Dimensoes

Ambiente operacional
Energia
Display

Software
Microprocessador de
sistema

Armazenamento de dados

Sistema operacional PC
Transferéncia de dados
Sistema de seguranga

Idiomas

Certificacdo

Tubo de raio-X com alvo de Rh, 4W. Max: 50kV, 200A. Limites funcionais:
6kV/195uA, 15kV/60pA, 40kV/40pA, 45kV/A0uA, 50kV/20uA

8 mm

Trocador automatico de filtro de cinco posicoes

Mg-U

150 °C com filme Ultralene® e até 500 °C com filme Kapton® e adaptador de
superficie quente

1,5 kg com bateria

25 cm x 28 cm x 9 cm (comprimento X largura x altura)

Temperatura operacional: -10 a 50 °C; Altitude maxima: 2500 m; Resistente a
respingo e poeira

Bateria de litio (7,2V); Carregador de bateria (9V DC @ 3A)

9,4 cm LCD tactil a cores integrado, TFT de matriz activa, transflectivo, 640 x
480 pixels; 65536 cores

Bruker Elemental S1 proprietary

1 GHz, 512 RAM

8 GB (padrdo), expansivel para 64 GB; memdria interna: 8000 leituras com
espectro; USB: 80000 leituras com espectro

Windows® XP, Windows® 7 ou Windows® 8

Cabo USB, USB flashdrive

Protecdo por senha, desligamento sem amostras, sensor de proximidade IR
Chinés, Alemdo, Inglés, Francés, Holandés, Idonésio, Italiano, Japonés, Coreano,
Polonés, Portugués, Russo, Espanhol, Tailandés e Turco

CE, cTUVus, IEC 61010-1:2010 by TUV SUD, EN 61326-1:2006

Fonte: Bruker, 2020a.

3.2.4 Protocolo experimental para FRXp

O diametro e compacidade das particulas sao fatores determinantes durante a preparacao

das amostras para medigdo dos teores de metais. Dessa forma, as amostras vegetais
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anteriormente secas (65 °C) e trituradas em moinho tipo Wiley (& < 2,0 mm), foram maceradas
em almofariz de 4gata e tamisadas (& < 300,0 um) para obtencdo de um material mais fino e
homogéneo. Cinco tempos de leitura (30, 60, 90, 180 e 360 s) e quatro massas de amostra (0,5,
1,0, 1,5, e 2,0 g) foram testados a fim de compreender limitacGes do aparelho durante as
medicOes e estabelecer um método padrdo. Estes testes foram realizados utilizando uma
amostra da hiperacumuladora de Ni Noccaea caerulescens (padrdo interno com o teor médio
de Ni obtido por ICP-OES em diferentes laboratdrios). O modo de escaneamento PLANT
(calibrado em fabrica) foi utilizado e cada tratamento foi medido cinco vezes. Apds os testes, 0
procedimento padrao para as medicdes foi estabelecido e esta descrito na figura 10. As amostras
(n = 300) foram divididas aleatoriamente em dois grupos: experimental e teste; e foram
analisadas em triplicata. O conjunto experimental dos dados foi composto por 75,0 % das
amostras (n = 240) e o conjunto teste por 25,0 % (n = 60) (validacdo cruzada). Os limites de
deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) de Ni no equipamento utilizado sdo 2,0 e 6,6 mg kg™,
respectivamente (BRUKER, 2020b).

Figura 10— Modelo esquematico da metodologia desenvolvida para determinacdo de Ni em
plantas por FRXp.

Moagem
(© < 2.0 mm)

Refinamento
(©<300.0 pm)

| Montagem

| (Copo + Ultralene)

Determinacao
(1.0 ge 60 s)

Fonte: Arquivo pessoal.
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3.2.5 Analise de dados

Os dados obtidos foram submetidos a métodos estatisticos univariados (frequéncia,
minimo, maximo, média, mediana, desvio padréo e coeficiente de variacdo). Os resultados dos
efeitos de tempo e massa na determinacdo de Ni foram analisados quanto aos critérios de
homoscedasticidade e distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk (p > 0,05) e submetidos
a anélise de variancia (ANOVA, p < 0,05). Os efeitos dos tratamentos foram avaliados pelo
teste de Tukey (p < 0,05). A calibracdo empirica foi realizada por regressdo linear e as
validacdes dos modelos foram avaliadas por correlacdo de Pearson. Os procedimentos graficos

e estatisticos foram realizados nos softwares OriginPro 2019 e SISVAR (verséo 5.8).

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Distribuigéo dos teores de Ni nas amostras avaliadas por ICP-OES

Os teores médios de Ni nas espécies variaram entre 2,9 e 14960,0 mg kg* (Tabela 5).
As espécies seguiram a seguinte ordem decrescente quanto aos acumulos do metal: B.
guatemalense > B. coddii > B. emarginata > P. sarcophylla > L. lupulina > J. lanstyakii > N.
caerulescens > Z. mays L. > L. sativa > B. oleracea > L. Albus > I. cylindrica > C. palisotii >
S. officinarum. As frequéncias dos teores de Ni (mg kg™) encontrados foram: 24,0 % (0 — 100),
7,0 % (101 —200), 3,0 % (201 — 300), 8,0 % (301 — 400), 2,0 % (401 — 500), 6,0 % (501 — 600),
3,0 % (601 — 2000), 17,0 % (2001 — 4000), 12,0 % (4001 — 6000), 4,0 % (6001 — 8000), 5,0 %
(8001 - 10000), 4,0 % (10001 — 12000), 5,0 % (12001 — 15000).

Os altos valores de amplitude, desvio padrdo e coeficiente de variacdo dos dados sdo
parametros desejaveis em estudos de calibracdo pois permitem uma maior faixa de estimativa
dos teores por regressdo linear (KALNICKY; SINGHVI, 2001). Adicionalmente, a alta
variacdo indica caracteristicas fisiologicas diferentes sobre acimulo e tolerancia entre as
plantas. Por exemplo, os menores teores de Ni foram encontrados em S. officinarum, espécie
ndo hiperacumuladora cultivada em solo agricola com baixo teor disponivel do metal (0,14 mg
kgt) e em C. palisotii, bri6fita coletada em éarea de preservagdo ambiental e que assimila os
nutrientes do material particulado do ar e da &gua da chuva (KLOS et al., 2018). J& 0 maior, foi
descrito na hiperacumuladora lenhosa mexicana B. guatemalense, cultivada em solo
ultramafico com disponibilidade do elemento 470 vezes superior (66,1 mg kg™).

Os substratos utilizados também influenciaram nos altos teores de Ni em algumas
espécies ndo hiperacumuladoras como Z. mays L., L. sativa e B. oleracea cultivadas sobre solos

ultraméficos e sob aplicacdo de acido citrico (agente quelante para aumento da disponibilidade
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de metais no solo). Apesar de ser um micronutriente, estas espécies apresentaram acimulos de
Ni dezenas de vezes maiores do que quando cultivadas em condicGes agricolas, indicando um
alerta para a seguranca alimentar, principalmente nas hortalicas folhosas devido a alta
transpiracdo e massa de folhas que intensifica a absorcdo de agua e metais por fluxo de massa
(ALFARO et al., 2021). Por outro lado, as espécies I. cylindrica e L. albus apresetaram baixos
teores de Ni nas folhas, mesmo cultivadas em solos ultraméaficos. Isso pode ser atribuido as
estratégias de protecao contra fitotoxidez do Ni por meio da estabilizacdo do metal pelas raizes
e, consequentemente, em um baixo fator de translocacdo (FERRAZ et al., 2012; TAUQEER et
al., 2019).

Tabela 5 — Estatistica descritiva e faixa das concentracdes de Ni nas espécies determinadas

por ICP-OES.

Espécies (n) Ni (mg kg?) Substrato Parte avaliada  Ni Solo®

S. officinarum (1) 2,9 Solo agricola Folha 0,14

C. palisotii (3) 32-17,0 Tronco de arvore  Filoide -

. cylindrica (3) 6,0 -9,3 Solo ultraméfico Folha 42,0

L. albus (3) 8,2-13,0 Solo ultraméfico Folha 42,0

Z. mays L. (132)? 13,3 -587,8 Solo ultraméfico Folha e raiz 87,0 - 352,7
B. oleracea (3) 147,2 - 154,0 Solo ultraméfico Folha 66,1 - 220,9
L. sativa (6) 166,9 — 224,5 Solo ultraméfico  Folha 66,1 - 220,9
N. caerulescens (3) 481,6 —566,8 Solo ultraméfico Folha 42,0
P.sarcophylla (3) 1044 —3863,0 Solo ultraméfico  Folha 220,9

B. coddii (128) 1168,2 — 13928,8 Solo ultramafico Folha e raiz 176,3

J. lanstyakii (1) 22215 Solo ultraméfico  Folha 220,9

L. lupulina (1) 3042,5 Solo ultraméfico Folha 220,9

B. emarginata (12) 3337,0-5800,0  Solo ultraméfico Folha 42,0

B. guatemalense (1) 14960,0 Solo ultraméfico Folha 66,1
Pardmetros Valor

Minimo (mg kg?) 2,9

Maximo (mg kg?)  14960,0

Mediana (mg kg')  1853,2

Média (mg kg™) 3150,2

Desvio P. (mg kg?) 3768,2

CV (%) 119,6

a Amostras e dados (Nascimento, 2022); ® Teores disponiveis (mg kg*) extraidos por DTPA (Lindsay; Norvell,

1978).

3.3.2 Efeito do tempo de leitura e massa das amostras para medigdes por FRXp

Os teores de Ni foram quantificados em todas as amostras e para todos os tratamentos
avaliados. Porém, o tempo de leitura e a massa utilizados afetaram significativamente as
medicdes do metal na amostra de referéncia (Figura 11). As medi¢des por 30 s apresentaram
teor médio de Ni 35,0 % menor do que os outros tempos avaliados. O tempo de medicéo esta
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diretamente relacionado com o nimero de leituras realizadas por segundo, tendo o seu erro de
contagem, normalmente minimizado com maior duracdo da anélise (SILVA et al., 2021). Nao
existe uma padronizacdo do periodo minimo necessario para determinacfes precisas com
FRXp. Estudos indicam leituras entre 30 e 200 s podendo variar de acordo com caracteristicas
do equipamento, tipo do elemento (leve ou pesado), faixa de concentragdo investigada e
requisitos de qualidade dos dados (BULL; BROWN; TURNER, 2017; VAN DER ENT et al.,
2019; ZHOU et al., 2020; MCGARRY; FLOYD; LITTLETON, 2021).

Para a massa das amostras, o uso de 0,5 g provocou uma reducéo de 15,0 % no teor de
Ni em relacdo aos demais tratamentos e apresentou variabilidade de 11,0 % entre medigdes das
réplicas. O uso da massa > 1,0 g combinado ao tempo de leitura > 60 s alcangou recuperagoes
médias de 72,0 % do valor certificado na amostra de referéncia, gerando um fator de correcao
1,39. Adicionalmente, a variabilidade entre os teores das réplicas, nessas condi¢des de medicéo,
foi inferior a 1,0 %. As subestimacdes dos teores em amostras com menores quantidades podem
ser atribuidas a dispersdo dos sinais de raios X produzidos devido ao maior espaco de ar entre
a amostra e o detector (RAN et al., 2014; TOUZE et al., 2022). Estudos mostraram que a
moagem ou prensa da matriz avaliada aumentam a homogeneidade da amostra e sua
compacidade, reduzindo os espacos de ar na janela de detecgéo e apresentando maiores teores
dos metais nas menores granulometrias (SILVA et al., 2018; SILVA et al., 2021). Por isso, 0
didmetro de particula, o tempo de leitura e a massa da amostra adotados neste estudo foram de
<300,0 um, 60 s e 1,0 g, respectivamente. Estes pardmetros foram escolhidos considerando um
sistema ideal entre precisdo (< 1,0 % de variacdo entre as réplicas), exatiddao (> 70,0 % de
aproximacdo ao teor de Ni certificado) e preparo minimo da amostra (secagem e moagem

rapidas).

Figura 11 — Efeitos do tempo (A) e da massa (B) na determinacdo de Ni por FRXp.
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Letras maiusculas iguais ndo diferem pelo teste Tukey (p <0,05).
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3.3.3 Predicéo dos teores de Ni e validagéo dos modelos

A capacidade preditiva dos modelos deve ser validada para verificagdo da
confiabilidade, precisdo e exatiddao da predicdo. As duas abordagens mais utilizadas para a
calibracdo dos dados sao: (i) regressdo linear entre valores medidos por FRXp e os
determinados pelo método quimico (calibracdo empirica) e (ii) ajustes por um fator de corre¢ao
a partir de medicOes por FRXp em amostras de referéncia com teores certificados para o metal
avaliado (QU et al., 2022; TOUZE et al., 2022). As duas abordagens foram consideradas neste
trabalho. O conjunto experimental de 240 amostras foi utilizado para a calibracdo empirica dos
dados. A regresséo linear apresentou alto coeficiente de determinagéo (R? = 0,94) (Figura 12).
O alto Rz encontrado pode ser atribuido ao padrdo dos teores de Ni serem menores nas leituras
em FRXp do que em ICP-OES. Adicionalmente, o alto nimero de amostras e suas condicdes
de preparo, a faixa larga de concentragdes, a baixa presenca de outliers (< 5,0 %) e o controle

de qualidade das anélises tornaram o modelo mais robusto.

Figura 12 - Correlacéo entre os teores de Ni determinados por
ICP-OES e FRXp (n = 240).
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A subestimacao dos teores encontrados no FRXp em relacéo a digestdo quimica pode
estar associada a baixa densidade da matriz vegetal e a sensibilidade dos instrumentos, visto
que equipamentos como ICP-OES apresentam maiores limites de deteccdo e quantificacdo em
relacdo ao uso de FRXp (ZHOU et al., 2020). A precisdo do FRXp também ¢ afetada por
interferéncias espectrais interelementares (interferéncia Ka/Kp) (USEPA, 2007). Outro fator

importante € a variacéo dos limites de deteccdo dos elementos entre equipamentos, que depende
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principalmente da voltagem do tubo e tecnologia dos detectores. Equipamentos modernos com
tubos de Rh ou Ag operando na sua capacidade maxima (50 kV e 200 pA) possuem LDs de 5,0
a 100,0 mg kg™ para elementos com niimero atdémico entre 19 e 68, como o niquel (LEMIERE,
2018; VAN DER ENT, 2019). Porém, os LQs sdo em média 3 vezes superiores aos LDs e o
uso de amostras com teores muito baixos podem reduzir a precisdo do modelo. Por isso, a
sensibilidade do equipamento deve ser estabelecida pela menor deteccdo do elemento com
recuperacdo aceitavel (USEPA, 2007). Estas limitacdes foram observadas durante as validac6es

cruzadas (Figura 13).

Figura 13 - (A) Validagéo cruzada e (B) precisdo dos teores de Ni estimados por regresséo
linear (n = 60). (C) Validacdo cruzada e (D) precisao dos teores de Ni estimados pelo fator
de corregéo (1,39) (n = 60).
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As calibragdes empiricas e por ajuste de fator de correcdo apresentaram fortes
correlagdes entre os teores medidos e preditos (r = 0,98) (Figura 13A e C). No entanto, a

acuracia no conjunto teste (n = 60) para os valores preditos por regressdo linear foi negativa
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para amostras com teores inferiores a 100,0 mg kg* (Figura 13B). A acuracia média da predicdo
desconsiderando os valores negativos, foi satisfatoria (110,0 %). Dessa forma, os resultados
encontrados sugerem que a calibracio empirica é mais apropriada para plantas
hiperacumuladoras ou espécies cultivadas em solos enriquecidos pelo metal, com faixas de
teores acima de 100,0 mg kg™. J4 a calibragdo por ajuste de fator de corregdo (1,39) apresentou
acuréacia média de 96,0 % com maior precisdo para teores proximos ao limite de detec¢cdo. As
duas abordagens de calibracdo foram consideradas confiaveis devido a baixa dispersdo das

medicdes repetidas, e da relativa boa exatiddao encontrada.

3.4 Conclusédo

Os métodos de preparacdo das amostras com medicGes mais rapidas e menor quantidade
do material subestimam significativamente a determinacdo de niquel por FRXp. Predi¢Bes
precisas para Ni (R =0,94) foram obtidas por regressao linear permitindo a reducao de anélises
quimicas e tempo para tomadas de decisdo no gerenciamento ambiental. O relativo alto limite
de quantificacdo do FRXp testado para 0 modelo de calibracdo empirica sugere que seu uso é
mais apropriado em plantas hiperacumuladoras ou espécies cultivadas em solos enriquecidos
pelo metal. A predicdo de Ni pelo uso do fator de correcédo (1,39) foi considerada satisfatéria e
indicada como melhor opcdo para a determinacéo de teores proximos ao limite de deteccéo.
Correlacdes deste estudo com novas medic¢des in situ podem otimizar ainda mais o tempo de

obtencdo dos resultados com o minimo de preparo das amostras.
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4 POTENCIAL PARA AGROMINERACAO NATURAL E INDUZIDA DE NIQUEL E
DISTRIBUICAO ESPACIAL DE METAIS AVALIADOS POR pFRX-SR EM CINCO
HIPERACUMULADORAS TROPICAIS

Resumo

A capacidade de hiperacumulacdo pode ser utilizada na agromineracao de Ni em &reas
ultraméaficas, mas ha escassez de dados sobre espécies hiperacumuladoras tropicais,
especialmente sobre a distribuigdo de metais nos tecidos vegetais e 0s mecanismos de tolerancia
que elas utilizam para lidar com elevados teores de niquel. Estudos que possibilitem a avaliacdo
da distribuicdo espacial de metais em folhas e em escala celular podem contribuir no
entendimento do acimulo e da tolerancia de metais e, consequentemente, na potencializacéo da
agromineragdo. Desta forma, este trabalho teve como objetivos avaliar o potencial de
acumulacdo de Ni nas hiperacumuladoras tropicais P. sarcophylla, J. lanstyakii, L. lupulina, B.
coddii e B. guatemalense (natural e induzida) e avaliar a distribuicdo de metais intra e
extracelular. Para isso, 0s teores totais de Ni das cinco espécies foram determinados. A espécie
com maior acimulo de Ni foi cultivada sob aplicacéo de acido citrico (40,0 mmol kg™) visando
aumentar a fitoacumulacdo do metal. A recuperacdo de Ni no bio-minério foi avaliada. A
distribuicdo espacial dos metais em folhas inteiras e hidratadas foi avaliada por
microfluorescéncia de raios-X baseada em luz sincrotron. Adicionalmente, cortes histologicos
e testes histoquimicos foram realizados na espécie mais promissora para observar a distribuicdo
de Ni a nivel celular. As plantas acumularam concentracdes de Ni que variaram de 2222,0 (P.
sarcophylla) a 14960,0 mg kg (B. guatemalense). As outras espécies acumularam 3042,5 (L.
lupulina), 3863,0 (J. lanstyakii) e 11387,0 (B. coddii) mg kg™ de Ni nas folhas. A distribuicio
espacial de niquel, Mn, e Co foi semelhante em todas as espécies, com acumulacéo preferencial
nas margens e nervuras das folhas. A analise microscopica em B. guatemalense mostrou que o
Ni estava concentrado na epiderme e no floema, sugerindo translocacdo para tecidos mais
jovens e provavel mecanismo de defesa contra herbivoros e raios ultravioletas. A aplicacdo de
acido citrico duplicou a disponibilidade de Ni no solo. O teor de Ni na biomassa aérea de B.
guatemalense foi de 14960,0 mg kg, com 18,0 % de Ni no biominério. As plantas tratadas
com acido citrico mostraram um aumento na translocacdo de Ni das raizes para as folhas e,
consequentemente, no teor de Ni na biomassa (18405,0 mg kg™). Por sua vez, o teor de Ni no
biominério atingiu 30,0 %. Os nossos dados indicam um baixo potencial das hiperacumuladores
brasileiras aqui avaliadas para a agromineracdo comercial. No entanto, a acumulacdo elevada
de Ni por B. guatemalense e B. coddii torna estas espécies candidatas a agromineracéo tropical.
Os nossos resultados precisam ser confirmados em condicGes de campo, mas indicam que o
acido citrico pode aumentar a eficiéncia da agromineracao de Ni com B. guatemalense em solos
ultramaficos.

Palavras-chave: Biominério. Fitoextracdo induzida. Fitomineragdo. Luz sincrotron. Plantas
metaldfitas.
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POTENCIAL FOR NATURAL AND INDUCED NICKEL AGROMINING AND
SPATIAL DISTRIBUTION OF METALS ASSESSED BY SR-pXRF IN FIVE
TROPICAL HYPERACCUMULATORS

Abstract

The capacity for hyperaccumulation can be used in the agromining of Ni in ultramafic
areas, but there is a scarcity of data on tropical hyperaccumulator species, especially on the
distribution of metals in plant tissues and the tolerance mechanisms they use to deal with high
levels of nickel. Studies that allow the evaluation of the spatial distribution of metals in leaves
and on a cellular scale may contribute to the understanding of metal accumulation and tolerance
and, consequently, to the potentiation of agromining. Thus, this work aimed to evaluate the
potential for natural and induced accumulation of Ni of the tropical hyperaccumulators P.
sarcophylla, J. lanstyakii, L. lupulina, B. coddii and B. guatemalense and to evaluate the
distribution of metals intra and extracellularly. For this, the total Ni contents of the five species
were determined. The species with the highest Ni accumulation was grown under citric acid
application (40.0 mmol kg™?) aiming to increase the phytoaccumulation of the metal. The
recovery of Ni in the bio-mineral ore was evaluated. The spatial distribution of metals in whole
and hydrated leaves was evaluated by synchrotron light-based X-ray microfluorescence.
Additionally, histological sections and histochemical tests were performed on the most
promising species to observe Ni distribution at the cellular level. Plants accumulated Ni
concentrations ranging from 2222.0 (P. sarcophylla) to 14960.0 mg kg (B. guatemalense).
The other species accumulated 3042.5 (L. lupulina), 3863.0 (J. lanstyakii) and 11387.0 (B.
coddii) mg kg™ of Ni in the leaves. The spatial distribution of nickel, Mn, and Co was similar
in all species, with preferential accumulation in leaf margins and veins. Microscopic analysis
in B. guatemalense showed that Ni was concentrated in the epidermis and phloem, suggesting
translocation to younger tissues and probable defense mechanism against herbivores and
ultraviolet rays. Citric acid application doubled the availability of Ni in the soil. The Ni content
in the aerial biomass of B. guatemalense was 14960.0 mg kg, with 18.0 % Ni in the bio-ore.
Citric acid-treated plants showed an increase in Ni translocation from roots to leaves and,
consequently, in Ni content in biomass (18405.0 mg kg™). In turn, the Ni content in the bio-ore
reached 30.0 %. Our data suggest a low potential of the Brazilian hyperaccumulators tested here
for commercial agromining. However, the high Ni accumulation by B. guatemalense and B.
coddii makes these species candidates for tropical agromining. Additionally, our results need
to be confirmed under field conditions, but indicate that citric acid may increase the efficiency
of Ni agromining with B. guatemalense in ultramafic soils.

Keywords: Bio-ore. Induced phytoextraction. Metallophytic plants. Phytomining. Synchrotron
light.
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4.1 Introducgéo

A hiperacumulacdo ¢ um fendmeno raro na natureza pelo qual plantas conseguem
acumular teores de metais ou metaloides centenas a milhares de vezes superiores em relacédo a
maioria das outras espécies vegetais (REEVES et al., 2017). Apesar da ampla distribuicao
geogréfica, a maioria das espécies estudadas sdo de regides de clima temperado. Entretanto,
dentre as de clima tropical, algumas espécies foram descritas com acumulos de até 7,6 % de Ni
nas folhas (AUGUSTYNIAK et al, 2002; REEVES; BAKER; ROMERO, 2007;
MARCHIORETTO; MIOTTO; SIQUEIRA, 2010; VAN DER ENT; MULLIGAN, 2015;
NAVARRETE-GUTIERREZ et al., 2021). Diversos estudos mostram a potencialidade do uso
de hiperacumuladoras para remediacdo de solos poluidos por metais, em muitos desses sao
necessarias décadas para mitigar a poluicdo a um nivel de risco aceitavel (FAYIGA; SAHA,
2016; SHAH; DAVEREY, 2020).

Quando essas espécies sdo usadas na recuperacdo de metais com valor comercial de
solos ou substratos enriquecidos, por outro lado, o uso de hiperacumuladoras pode ser
economicamente viavel. Essa fitotecnologia, conhecida como agromineragdo, consiste no uso
de plantas para extrair metais de substratos enriquecidos (solos, sedimentos, saprélitos, lamas
industriais, entulhos de minas) e transforma-los em bio-minérios que podem ser utilizados pelas
indastrias (VAN DER ENT & MULLIGAN, 2015; NKRUMAH; CHANEY; MOREL, 2017).
O Ni é o metal mais promissor na agromineracdo devido a quantidade de espécies vegetais que
podem ser utilizadas e pelo alto valor e tamanho do mercado para o elemento, que movimenta
cerca de US$ 36 bilhdes anualmente (SIMONNOT; VAUGHAN; LAUBIE, 2018; USGS,
2019). No entanto, o sucesso da agromineracdo de Ni depende principalmente da capacidade
de hiperacumulacédo da espécie, da sua producdo significativa de biomassa e da disponibilidade
de Ni no substrato.

Técnicas que aumentam a disponibilidade de Ni no solo e extracdo pelas plantas, embora
ndo obrigatdrias para o processo, podem aumentar a performance da agromineragdo. Entre
estas, podemos destacar o uso de fertilizantes, herbicidas, corre¢cdo de pH, maior densidade de
plantio, inoculagdo microbiana e agentes quelantes (BANI et al., 2015a; BANI et al., 2015b;
BANI; ECHEVARRIA, 2019; NASCIMENTO et al., 2020). Tratando-se de quelantes naturais,
pesquisas mostram o potencial do uso do acido citrico (CsH7Os) na fitoextracdo de metais por
ser um &cido organico natural de baixo peso molecular, hidrossoltvel, de menor custo e rapida
biodegradabilidade (FREITAS et al., 2009; FREITAS etal., 2013; FREITAS; NASCIMENTO,

2016). O acido citrico pode complexar o Ni aumentando a disponibilidade e, consequentemente,
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a absorcdo do metal pela planta (VITHANAGE et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2020;
NASCIMENTO; HESTERBERG; TAPPERO, 2020).

O fendmeno da hiperacumulacao depende da alta tolerancia das plantas aos metais, que
pode ser obtida pela desintoxicacdo do metal e pela compartimentalizacdo intracelular. Uma
compreensdo mais abrangente dos mecanismos na microescala (tecidos e células) envolvidos
na acumulacdo e toleréncia de Ni por espécies acumuladoras pode contribuir para novos
métodos que impulsionem a agromineracdo no campo. Para preencher essa lacuna de
conhecimento, técnicas como micro-fluorescéncia de raios-X baseada em luz sincrotron
(LFRX-SR) e observacdo de estruturas celulares por meio de cortes transversais permitem
avaliacbes em macro e microescala, auxiliando na compreensdo da dindmica e acimulo de
metais nos tecidos das plantas (VAN DER ENT et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2020).

Por isso, investigaces sobre plantas hiperacumuladoras, avaliacGes da distribuicéo
histoldgica de metais e efeitos do uso de quelantes em solos ultraméficos sdo importantes na
busca da potencializacdo da agromineracdo de niquel. Nesse sentido, o presente trabalho
objetivou: (i) avaliar o potencial de agromineracdo de Ni em cinco espécies hiperacumuladoras
tropicais (P. sarcophylla, L. lupulina, J. lanstyakii, B. guatemalense e B. coddii); (ii) entender
os efeitos da aplicacdo de acido citrico na disponibilizacdo de Co, Cr e Ni no solo ultramafico
e na hipercumulacdo de metais por plantas; (iii) e avaliar a distribuicdo espacial intra e
extracelular de metais em folhas de hiperacumuladoras usando luz sincrotron e analises

histologicas.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Obtencéo e descricdo das espécies

Cinco espécies de hiperacumuladoras tropicais foram estudadas, sendo trés brasileiras
(P. sarcophylla, L. lupulina, J. lanstyakii), uma mexicana (B. guatemalense) e uma africana (B.
coddii) (Figura 14). As trés espécies brasileiras foram selecionadas e coletadas baseada nos
maiores teores de niquel determinados por FRXp durante um levantamento exploratério no
complexo mafico-ultramafico do municipio da Niquelandia — GO (14° 27'28"S e 48° 27' 59"0)
(Figura 15). Dez plantas de cada espécie e uma amostra composta de solo da area ultramafica
foram coletadas e armazenadas para posterior analise. Sementes das espécies mexicana e
africana foram enviadas do estado de Chiapas e da provincia de Mpumalanga, respectivamente,

para posterior cultivo em solo ultramafico coletado (0 - 20 cm) no municipio de Buenos Aires
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—PE (07°44° 04”’S e 35° 24’ 5970). Quanto a descricdo das espécies, foram estudadas plantas
de familias e caracteristicas de crescimento distintas.

L. lupulina, popularmente conhecida por alecrim do Cerrado, pertence a familia
Verbenaceae e é uma espécie endémica do Brasil, podendo ser encontrada também na
Argentina, Bolivia e Paraguai. Trata-se de um subarbusto aromético, com inflorescéncias em
tons de rosa, adpatado as condi¢cfes de secas sazonais e que pode atingir até 1,1 m de altura
(MORAIS et al., 2022). Esta espécie possui acimulo de Ni registrado de aproximadamente
1000,0 mg kg (REEVES et al., 2007; FUNARI et al., 2016; MORAIS et al., 2022).

J. lanstyakii, popularmente conhecida por crista do Cerrado, pertence a familia
Acanthaceae. E uma espécie nativa do Brasil com crescimento subarbustivo que varia entre 30
e 50 cm e possui uso ornamental devido suas inflorescéncias vermelhas (LIMA et al., 2022).
Os actimulos foliares de Ni relatados para esta planta variaram entre 691,0 e 2309,0 mg kg*
(RATIE et al., 2019).

P. sarcophylla, popularmente conhecida por Ginseng-brasileiro, pertence a familia
Amaranthaceae. E uma espécie brasileira, endémica do estado de Goias, com crescimento
subarbustivo (0,6 — 1,2 m), preferencialmente, nos periodos secos (PEDERSEN, 1997;
MARCHIORETTO; MIOTTO; SIQUEIRA, 2010; MARCHIORETTO, 2015). Esta espécie
teve acimulos de Ni registrados em solos ultraméficos entre 370,0 e 1044,0 mg kg*
(NASCIMENTO et al., 2022).

B. coddii pertence a familia Asteraceae e é endémica da Africa do Sul. A espécie possui
crescimento arbustivo atingindo 1,5 m de altura além de produzir uma biomassa média de 300
g por planta (ROBINSON et al., 1997; CHANEY et al., 2014). O nome da planta é oriundo da
homenagem ao boténico sul-africano Olive Mary Hilliard Codd. Trata-se de uma planta perene
com folhas de textura aspera devido a presenca de pelos na superficie. Esta espécie é geralmente
cultivada em jardins devido ao apelo estético das suas inflorescéncias (PLUMMER, 2022).
Quanto ao acumulo de Ni, a B. coddii possui o recorde global com 7,6 % do elemento nas folhas
(MESJASZ-PRZYBYLOWICZ et al., 2004; REEVES et al., 2017).

B. guatemalense pertence a familia Rubiaceae e é uma espécie arborea nativa da
América Central (Guatemala, Honduras e México). Apesar do seu crescimento inicial no
formato de arbusto com caules pouco espessos, esta arvore pode atingir até 18 metros de altura
e ja foram observados acumulos foliares de Ni superiores a 4,0 % (NAVARRETE-
GUTIERREZ et al., 2021). A conservacio da espécie ocorre em duas areas de protecio, a
Reserva da Biosfera “Montes Azules” no estado de Chiapas, no México, e no Parque Nacional
“Sierra del Lacandon”, na Guatemala (FUENTES; MARTINEZ; SAMAIN, 2021).
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Figura 14 - Locais de obtencdo das espécies hiperacumuladoras estudadas. (a) sementes de B.
guatemalense enviadas do Mexico; (b) J. lanstyaki, (c) L. lupulina e (d) P. sarcophylla coletadas
no Brasil; (e) sementes de B. coddii enviadas da Africa do Sul.
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Figura 15 - Area de coleta das hiperacumuladoras brasileiras no municipio de Niquelandia-GO.

Google Earth

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.2.2 Caracterizagdo quimica e mineraldgica dos solos e teste com acido citrico

As amostras de solo foram secas ao ar e peneiradas em malha de abertura de 2,0 mm
para a determinacdo do pH em &gua na relacédo de 1:2.5 (v/v); K™ e Na* trocaveis extraidos com
a solugdo de Mehlich-1 e determinados por fotometria de emissio de chama; Ca?* e Mg?*
trocéveis determinados pelo método volumétrico por titulagdo com EDTA (0,025 mol L) ap6s
a extracdo desses cations pela solugdo de cloreto de potassio (KCI) 1 mol L; AIP* trocavel
determinado pelo método volumétrico por titulagdo com hidréxido de sodio (0,025 mol L),
apos a extragdo com KCI 1 mol L; acidez potencial por titulacio alcalimétrica do extrato apds
aextracdo com solugéo de acetato de calcio (0,5 mol L), com pH ajustado para 7,1-7,2; fosforo
disponivel por colorimetria apds extracdo com a solugdo de Mehlich-1; e carbono orgénico total
pelo método de oxidacdo via—Umida Walkley—Black (TEIXEIRA, 2017) (Tabela 1). Os teores
disponiveis de Co, Cr e Ni nos solos foram avaliados por DTPA (LINDSAY; NORVELL,
1978). A extracdo dos teores totais dos metais foi realizada pela digestéo de 0,5000 g (4 < 2,0
mm) das amostras de solo em beckers de teflon com solucgéo acida (HF + HNO3z + HCIO4 +
HCI) em chapa aquecedora a 190 °C (ALVAREZ et al., 2001); todos os extratos foram filtrados
(@ < 2,5 um); e os volumes aferidos em balbes volumétricos certificados de 25 mL (NBR
ISSO/IEC) com &gua ultrapura; e armazenados a 4 °C para posterior analise.

A anélise mineraldgica foi realizada na fracdo areia grossa, sendo determinada por
difracdo de raios x (DRX) em um difratdmetro modelo Shimadzu XRD 6000, operado com
tubo de Cobre (Cu) a 40 kV e 30 mA. Amostras das fracdes areia, em forma de p6, foram
analisadas em uma amplitude de 5-65° (20) e velocidade de 1,0 20 min™*. A fragdo areia foi
obtida por meio de centrifugacdo segundo Jackson (1969) e identificada por meio da
microscopia 6tica, determinada de acordo com as propriedades macroscépicas, segundo Leinz
& Campos (1979). Os critérios empregados para interpretacéo dos difratogramas e identificacao
dos minerais constituintes da fracdo areia foram baseados no espacamento interplanar (d) e no
comportamento dos picos de difracdo frente aos tratamentos de saturacdo e térmicos
empregados, conforme apresentado por Jackson (1975), Brown & Brindley (1980) e Moore &
Reynolds (1989).

Cinco doses de &cido citrico (0, 5, 10, 20, 40, 80 mmol kg™) foram aplicadas em
triplicatas de 250 g dos solos ultraméficos da Niquelandia e Buenos Aires. Subamostras de 20
g de solo foram coletadas 2, 5, 10, 15, 28 e 45 dias apés a aplicacdo do quelante. O pH dos
solos e os teores disponiveis de Ni, Cr e Co foram determinados considerando a variagdo do
tempo de aplicacdo do &cido. Esta etapa foi realizada para a escolha ideal da dose de acido

citrico para o experimento com agromineracao.
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Tabela 6 - Atributos quimicos dos solos ultramaficos de Buenos Aires — PE (BA) e
Niguelandia-GO (NIQ) utilizados no experimento em casa de vegetacao.

Solo pH H+Al Ca Mg Al Na K P coT?
() T — (L1 P —— mgdm® gkg'

BA - PE 6,6 2,6 1,3 400 00 03 01 0,0 20,0

NIQ - GO 6,5 2,3 o6 30 00 04 01 00 12,0

2Carbono orgénico total do solo.

4.2.3 Experimento de agromineracao

A espécie B. guatemalense foi escolhida para o experimento em casa de vegetacao
devido ao maior potencial de acimulo de Ni descrito na literatura em relacdo as determinacdes
prévias (FRXp) dos teores do metal encontrados nas outras hiperacumuladoras aqui testadas
(NAVARRETE-GUTIERREZ et al., 2021). Sementes de B. guatemalense foram germinadas
em areia + vermiculita (1:1 v/v) (27,0 % de taxa de germinacdo). Apos 15 dias, as plantas foram
transplantadas para vasos plasticos contendo 5,0 kg do solo ultraméfico de Buenos Aires — PE
(@ < 2 mm) e cultivadas por 90 dias. O experimento foi realizado num delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticdes e o tratamento com acido citrico (40,0 mmol kg
1) foi aplicado em dose total no 85° dia de cultivo (considerando a rapidez da morte da planta
apos a aplicacdo do quelante). Os vasos ndo foram fertilizados para simular uma condicéo
natural e irrigados com agua destilada diariamente mantendo o solo a aproximadamente 80,0

% da capacidade de retencédo de agua.

Figura 16 - (A) Germinacdo de B. guatemalense em areia + vermiculita (1:1 v/v); (B) 15
dias apds germinacao e 90 dias apos cultivo.
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4.2.4 Analises quimicas das plantas e potencial de fitoextracdo de metais

As plantas de B. guatemalense foram coletadas e separadas em raiz e parte aérea. As
amostras vegetais foram lavadas com agua corrente, e uma tripla lavagem com agua destilada,
secas em estufa a 65 °C, e maceradas num moinho tipo Wiley. Posteriormente, subamostras de
0,5 g de raizes e folhas foram digeridas com HNOz + H20> (3:1) num forno de micro-ondas
(Milestone-Ethos Easy) a 180 °C por 10°, de acordo com a metodologia 3050B modificada
(USEPA, 1996). Para as espécies brasileiras e B. coddii apenas as partes aéreas foram
analisadas. Todos os extratos obtidos das digestdes foram filtrados (& < 2,0 um), sendo o
volume completado até 25 mL com &gua ultrapura em baldes volumétricos certificados. Os
extratos foram armazenados a 4 °C para posterior anélise.

O potencial de fitoextracdo de Co, Cr, e Ni por B. guatemalense foi avaliado pelos
fatores de translocacéo e bioconcentracdo (FBC) dos metais (SILVA et al., 2017; CERDEIRA-
PEREZ et al., 2019), de acordo com as equagdes abaixo:

Metalpy (mg kg™
Metalyqiz (Mg kg™1)

Translocagao = (Eq.1)

Metalpy (mg kg™1)

FBC = Metalsoro (Mg kg™1)

(Eq.2)

Onde, Metalpa é 0 teor do metal na parte aérea da planta (mg kg™); Metalrai; € 0 teor do metal

nas raizes (mg kg) e Metalsoo é 0 teor total do metal no solo (mg kg™?).

4.2.5 Obtenc&o do bio-minério

Apds a determinacado dos teores totais de Ni nas plantas, a espécie com maior acimulo
do metal nas folhas foi escolhida (B. guatemalense) e as folhas das repeti¢cdes foram secas a 60
°C, moidas em moinho de facas e incineradas em mufla a 550 °C por 3 h. Ap6s combustdo, as
cinzas (bio-minério) foram retiradas da mufla e pesadas. Para quantificar o teor de Ni no bio-
minério, 0,2 g foram transferidos para tubos de teflon onde se adicionou 8,5 mL de HNOz e 1,5
mL de H2O. para digestdo total em forno de micro-ondas modelo Ethos EZ (Milestone,
Sorisole, Italia) (ZHANG et al., 2014). Os extratos foram armazenados a 4 °C para posterior

determinacéo.
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4.2.6 Microfluorescéncia de raios X baseada em luz sincrotron

A medicdo de FRX foi realizada na microssonda de fluorescéncia de raios-X do NSLS-
I, Laboratorio Nacional Brookhaven — Estados Unidos da América. Folhas jovens de P.
sarcophylla, L. lupulina, J. lanstyakii e B. guatemalense foram lavadas em agua deionizada
para remover particulas aderidas. A folhas foram posicionadas em quadros de slides com fita
Kapton e seladas com um filme de ultralene para evitar a desidratacao dos tecidos (Figura 17A);
cada quadro foi entdo colocado num amostrador posicionado a 45° de incidéncia do feixe de
raios X. A energia foi selecionada usando um monocromador de Si (111), e o feixe foi focado
por espelhos Kirkpatrick-Baez para produzir um tamanho do ponto de 10 um X 15 um na
amostra de folha. A fluorescéncia de raios X foi medida com um Vortex®-ME7 Silicon Drift
Detector com detectores quéanticos eletrénicos Xspress3 posicionados a 90° para o feixe
incidente. A imagem foi feita no modo fly scan com energia de 10,0 keV usando um pixel com
tamanho de 15 um e tempos de permanéncia de 100 ms/pixel para as folhas. As imagens foram
criadas pelo software GSE Map Viewer (Larch) (Figura 17B e C).

Figura 17 - Modelo esquematico da analise de microfluorescéncia de raios X baseada em luz
sincrotron realizada no Laboratorio Nacional Brookhaven.

Fonte: Sarah Nicholas e Ryan Tappero.
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4.2.7 Andlises anatdémicas

Para identificar a distribuigdo tecidual foram confeccionadas laminas semipermanentes
de B. guatemalense utilizando técnicas de corte a mao livre, com auxilio de laminas cortantes.
Os cortes transversais (lamina foliar) foram clarificados em hipoclorito de sédio 2,0 %, lavados
em &gua destilada, neutralizados com acido acético 1,0 %, corados com solugdo de Azul de
Alcian e Safranina, e montados entre lamina e laminula com glicerina a 50,0 % (KRAUS;
ARDUIN, 1997). Para identificar a localizacdo do niquel, cortes de controle (sem processo de
descoloracdo) e cortes corados com Dimetilglioxima foram preparados de acordo com Moradi
et al. (2010). As laminas foram examinadas e fotografadas usando um microscépio éptico de
luz Bel Photonics acoplado a uma camera digital e software BEL.

4.2.8 Determinacao dos metais e controle de qualidade

Os teores totais e disponiveis de Co, Cr e Ni nos solos e dos metais nas plantas foram
determinados por espectrometria de emissdo 6tica com plasma acoplado indutivamente (ICP -
OES Perkin Elmer 7000 DV). As analises foram realizadas em duplicatas e com testes em
branco. Todos os materiais utilizados nas analises foram devidamente lavados, permaneceram
imersos por 24 h na solucdo de HNO3 (10,0 %) e depois foram lavados com agua destilada. Um
mililitro da solucdo de 0,5 mol L* de Lu foi adicionado nos extratos (Lu como padréo interno
para a correcao dos interferentes analiticos na determinacdo dos metais em ICP-OES). Como
padrdo de qualidade para os teores totais utilizou-se dois padrdes NIST (National Institute of
Standards and Technology) que possui 0s teores dos metais certificados em solo (SRM 2710 -
Montana | Soil) e planta (SRM 1570a - Trace Elements in Spinach Leaves). As recuperagoes
de Co, Cr e Ni nas amostras certificadas variaram entre 90,0 e 95,0 % para plantae 91,0 a 106,0
% para solo, sendo consideradas satisfatorias. Os limites de dectecdo para os metais foram (mg
kg): 0,1 (Co), 0,2 (Cr) e 0,4 (Ni).

4.2.9 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a métodos estatisticos univariados (média e desvio
padrdo). Os resultados do acumulo natural e induzido de Ni pela hiperacumuladora B.
guatemalense foram analisados quanto aos critérios de homoscedasticidade e distribuicdo
normal pelo teste de Shapiro-Wilk (p > 0,05) e submetidos a analise de variancia (ANOVA, p
< 0,05). O efeito do acumulo de Ni ap6s aplicacdo de &cido citrico ao solo foi avaliado pelo
teste de Tukey (p <0,05). Os procedimentos graficos e estatisticos foram realizados usando os

softwares OriginPro 2019 e SISVAR (versdo 5.8).
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Disponibilidade natural e induzida de Co, Cr e Ni em solos ultraméficos

Os teores disponiveis dos metais nos solos ultramaficos da Niquelandia e Buenos Aires
foram: 1,0 e 2,4 mg kg* para Co; < LD para Cr e 220,9 e 66,1 mg kg* para Ni, respectivamente.
A baixa disponibilidade encontrada para Co e Cr esta relacionada com a presenca destes metais
em minerais resistentes ao intemperismo, como espinélio, magnetita e cromita, ou a adsorcéo
por Oxihidroxidos de ferro e manganés que ocorrem em abundancia nestes ambientes
(GARNIER et al., 2013; VITHANAGE et al., 2014; ERTANI et al., 2017). Para niquel, a
disponibilidade foi considerada alta nos dois solos, visto que a média mundial do teor total do
elemento n&o ultrapassa 29,0 mg kg™ (KABATA-PENDIAS, 2011). Embora o Ni em ambientes
ultraméaficos também esteja associado principalmente a 6xidos de Fe, sua alta presenca em
minerais primarios como, olivina, piroxénios e anfibolios, e em minerais do grupo das
serpentinas, facilita a liberacéo para o solo, tornando-o mais mével e biodisponivel em relacdo
aCoe Cr (VITHANAGE et al., 2014; KIERCZAK et al., 2016).

Tratando-se da disponibilidade de Co, Cr e Ni induzida por acido citrico, foram
observados aumentos significativos para todos os metais (Figura 18). Os incrementos para 0s
teores disponiveis de Ni no solo da Nigquelandia — GO, seguindo a aplicacéo crescente das doses
(5, 10, 20, 40 e 80 mmol kg?), foram de 1,0 % (222,0 mg kg™), 10,0 % (242,4 mg kgt), 20,0
% (265,0 mg kg1), 87,0 % (412,8 mg kgt) e 145,0 % (543,8 mg kg™?). Para o solo de Buenos
Aires — PE, a disponibilidade do metal foi aumentada em 51,0 % (104,3 mg kg*), 86,0 % (128,6
mg kg1), 155,0 % (176,3 mg kgt), 277,0 % (260,9 mg kg™?) e 436,0 % (370,9 mg kg™t). Existe
uma relacdo direta entre disponibilidade do elemento e absorgcdo por plantas. Por isso, 0s
incrementos da labilidade de Ni nos solos ultramaficos sdo desejaveis na busca da otimizacdo
da performance de remocao do metal. Além disso, a acdo do acido citrico ndo é seletiva apenas
para 0 metal de interesse. Cromo, por exemplo, teve sua disponibilidade aumentada de 15 a 100
vezes sob a aplicagdo da maior dose do quelante (80 mmol kg™). Contudo, os teores disponiveis
permaneceram baixos, sendo 1,5 mg kg™ em Buenos Aires e 4,9 mg kg na Niquelandia.

A baixa disponibilidade de Cr mesmo apds aplicagdo do acido citrico, reforca a forte
presenca do metal em formas residuais. Para Co, a média mundial de teor total esta entre 10 e
15 mg kg (KABATA-PENDIAS, 2011), e por isso, apenas a aplicacdo da maior dose de acido
citrico foi preocupante pois aumentou a disponibilidade em 5 e 13 vezes, atingindo 12,7 mg kg

1 'em Buenos Aires e 13,0 mg kg na Niquelandia. O efeito significativo do &cido citrico na
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disponibilidade de Co apenas nas maiores doses esta relacionado a forte associacéo do elemento
a fragdo argila e oxidos de Fe e Mn (HSIAO, et al., 2009; KIERCZAK et al., 2020).

A acdo do quelante organico na disponbilizacdo dos metais é resultante da complexacao
metalica e liberacdo de altas quantidades de H* para o sistema durante a sua dissociacao,
acidificando o solo e solubilizando minerais com grandes quantidades de Ni, Co e Cr (ZHU et
al., 2005). A escolha da dose de acido citrico para o experimento com agromineragdo foi de 40
mmol kg, baseada nos fatores custo beneficio e aumento da disponibilidade de Ni sem

incremento significativo na disponibilidade de Cr e cobalto.

Figura 18 - Disponibilidade de Ni, Cr e Co nos solos ultramaficos de Buenos Aires - PE e
Niquelandia — GO, apds aplicacdo de doses crescentes de acido citrico (0, 5, 10, 20, 40 e 80
mmol kg™?).

—=— Buenos Aires 0 Ni (mg kg™ 0 Cr (mg kg™)
—e— Niquelandia 600 6
500 5
400
80 5 g8 + 5
300 3
200 \ 2
NS
\ 1
40 10 40 10
0
20 16 20
14
12
80 10 5

40 10

Co (mg kg™
20



80

Apo6s a escolha da dose ideal, avaliou-se o efeito da aplicacdo do quelante na
disponibilidade de metais e no pH dos solos em fungéo do tempo (Figura 19). De forma geral,
a disponibilidade maxima para Co, Cr e Ni nos dois solos avaliados ocorreu no segundo dia

apos a aplicacdo do acido citrico (Figura 19A-C).

Figura 19 - (A-C) Disponibilidade de Co, Cr e Ni nos solos ultraméaficos apés aplicacao
de 4cido citrico (40 mmol kg™) ao longo de 45 dias. (D) Efeito do écido citrico no pH
dos solos ao longo do tempo. (E) DRX da fracdo areia na forma de p6 ndo orientado dos
solos ultramaficos analisados.
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Este efeito é facilmente explicado pela reducéo significativa do pH do solo para 5,5 na
Niquelandia e 4,9 em Buenos Aires apds 48 horas de aplicacdo do quelante. A intensidade e
tempo de reagdo do &cido citrico depende principalmente da afinidade dos grupos carboxilicos

e fenolicos do quelante com o metal envolvido, do pH e da textura do solo (maiores efeitos em
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solos com baixo poder tampé&o e proximos da neutralidade) (FREITAS; NASCIMENTO, 2016).
Um padréo de decréscimo da disponibilidade de Ni, Cr e Co foi observado apds o segundo dia
de aplicacdo do quelante, com uma tendéncia de retorno a condicdo inicial apos 45 dias da
aplicacdo.

O retorno da disponibilidade as condicfes iniciais do solo pode ser atribuido a
degradacdo do quelante e remobilizacdo dos metais para formas ndo prontamente disponiveis
(FREITAS et al.,, 2009; FREITAS et al.,, 2013). Adicionalmente, o pH dos dois solos
aumentaram a partir do segundo dia, superando o valor inicial no décimo dia pos aplicacdo do
acido, com tendéncia de estabilizacdo até o dia 45 (Figura 19D). Os aumentos dos valores de
pH que atingiram a neutralidade estdo possivelmente relacionados a ac¢do do &cido citrico na
solubilizacdo de minerais como clorita, hornblenda e talco que durante suas dissociacGes
liberam altas quantidades de hidroxilas e bases, principalmente, magnésio, reduzindo a
biodisponibilidade dos metais pela formagdo de hidroxidos metalicos insoltiveis (NEINA,
2019; KANELLOPOULOS, 2020) (Figura 19E). A variagdo da velocidade de reagéo e efeito
residual do &cido citrico, reforca a necessidade de avaliacdo individual do manejo com

guelantes em solos enriquecidos por metais.

4.3.2 Fitoextracao natural e induzida de Ni por hiperacumuladoras tropicais

Os acumulos foliares de Ni nas hiperacumuladoras seguiram a seguinte ordem
crescente: P. sarcophylla (2222,0 mg kg™) < L. lupulina (3042,5 mg kg?) < J. lanstyakii
(3863,0 mg kgt) < B. coddii (11387,0 mg kg') < B. guatemalense (14960,0 mg kg?) (Figura
20). Embora todas as espécies ultrapassem o limiar para hiperacimulo de Ni (1000,0 mg kg™),
apenas B. coddii e B. guatemalense atingiram teores desejaveis para agromineracao (> 10000,0
mg kg?). Isto é comum, visto que no mundo, mais de 500 espécies sdo descritas como
hiperacumuladoras de Ni e apenas 10,0 % sdo hiperniquel6foras (acimulo foliar de Ni maior
que 1,0 %) (VAN DER ENT et al.,, 2022). As plantas foram coletadas em solos com
caracteristicas quimicas similares (Tabela 6). Porém, as espécies brasileiras P. sarcophylla, L.
lupulina e J. lanstyakii apresentaram os menores acimulos do metal mesmo cultivadas no solo
da Niquelandia, que possui disponibilidade de Ni cerca de quatro vezes superior ao do solo de
Buenos Aires. Isto sugere maior potencial de acimulo natural e boa adaptabilidade das espécies
mexicana (B. guatemalense) e africana (B. coddii) as condicdes brasileiras.

A espécie B. guatemalense acumulou de 1,3 a 7,0 vezes mais Ni do que as outras
espécies e por isso foi escolhida como a mais promissora para testes de agromineracéo e

aplicacdo de &cido citrico ao solo. Nas raizes, os teores do metal nesta planta foi de 5015,0 mg
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kg, com indices de translocacio e fator de bioconcentragdo de 3,0 e 10,0, respectivamente. Os
maiores acimulos foliares de Ni relatados no mundo para esta espécie foram de 3,3 % e 4,3 %
(NAVARRETE-GUTIERREZ et al., 2020). Porém, os estudos foram realizados no seu habitat
natural e indicaram melhores rendimentos de Ni ap6s povoamento de cinco anos das plantas e
colheitas a cada seis meses, estimando a extracio do metal em 142,0 kg ha! ano™ e fator de
bioconcentracdo de 180,0. Adicionalmente, os teores disponiveis de Ni no solos estudados
foram 190,0 e 460,0 mg kg*, 0 que supera em até sete vezes a disponibilidade do metal no solo
utilizado neste trabalho (66,1 mg kg?!) (NAVARRETE-GUTIERREZ et al., 2020;
NAVARRETE-GUTIERREZ et al., 2021). Dessa forma, o cultivo de 90 dias aqui realizado
reforga a importancia da disponibilidade do metal no solo para maior fitoextragdo e o alto

potencial de B. guatemalense na agromineracao tropical em ciclos longos.

Figura 20 - AcUmulo de Ni foliar das hiperacumuladoras
estudadas.
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Os acumulos foliares para Co e Cr em B. guatemalense foram considerados baixos,
sendo 31,7 e 0,2 mg kg, respectivamente. Nas raizes, os teores para estes metais foram 17,3
mg kg para Co e 115,0 mg kg™ para Cr, gerando fatores de translocacéo e bioacumulagio

muito baixos (< 0,1). Teores de Co acima de 2,0 mg kg™ em plantas, sio comuns apenas em
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solos ultraméaficos (HSIAO et al., 2009). A baixa disponibilidade de Cr no solo (< LD) e sua
toxidez para a planta, justificam o acumulo insignificante do metal. Tratando-se dos acimulos
de metais apds a adicdo de acido citrico ao solo (40,0 mmol kg™?), foi observado aumento
significativo de 23,0 % para os teores de Ni nas folhas de B. guatemalense, com teor médio de
18405,0 mg kg*. Ja 0 acimulo de Ni nas raizes, foi similar ao controle mesmo apds a aplicagdo
do quelante, atingindo 5125,0 mg kg™. Os fatores de translocagdo e bioconcentragéo
aumentaram para 3,6 e 13,0, indicando maior eficiéncia da fitoextracdo do Ni apos aplicacédo
do &cido citrico. Por outro lado, os teores de Co e Cr, ndo sofreram aumentos nas folhas e raizes
da espécie, continuando com baixos fatores de bioacumulagdo (< 0,1). Isto € um fator desejavel
para a agromineracao, pois altos teores destes metais podem causar fitotoxicidade na espécie
de interesse e limitar a absorcdo de niquel por danos metabdlicos ou competicdo metalica
(ROBINSON et al., 1997; NASCIMENTO et al., 2020).

4.3.3 Recuperacéo de Ni no bio-mineério

As folhas de B. guatemalense contendo 1,5 % de Ni foram incineradas por 3 h a 550 °C
e a perda liquida do peso do material vegetal alcangou 95,0 %. O fator de enriquecimento do
metal apos a incineracdo da biomassa foi de 12 vezes, com recuperacdo de Ni nas cinzas de
18,0 % (Figura 21).

Figura 21 - Teor de Ni no bio-minério de B. guatemalense
com e sem aplicacdo de &cido citrico ao solo.
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O alto fator de enriquecimento é provocado pela remog¢do da maior parte do material
organico (C, H, O, N) presente nas folhas durante o processo de queima, concentrando outros
metais que apenas sofrem perdas a temperaturas superiores a 550 °C (ZHANG et al., 2014). O
teor de Ni no bio-minério obtido a partir das plantas crescidas no solo tratado por acido citrico
(40 mmol kg™) foi 60,0 % superior ao ndo tratado, com uma recuperacio de Ni de 30,0 % e
fator de enriquecimento de 16 vezes. O maior acimulo de Ni no bio-minério tratado pode ser
atribuido a reducéo de impurezas nas folhas durante a maior absorcéo e translocacao do metal
no periodo final do cultivo de B. guatemalense. Recuperagdes entre 6,0 e 20,0 % foram
consideradas altas em folhas de Leptoplax emarginata e Berkheya coddii, pois superam em
muitas vezes as concentraces encontradas nos minérios de Ni extraidos de lateritas (1,0 %)
(ZHANG et al., 2014; SIMONNOT; VAUGHAN; LAUBIE, 2018). Normalmente, Ni, K, Cae
Mg sdo os principais componentes das cinzas nas formas de éxidos e carbonatos (NiO2, MgO,
K>CO3z, CaCOs). Portanto, procedimentos que removam impurezas e concentrem o Ni nas

cinzas sdo desejaveis para reduzir o custo de recuperacao do metal com alto grau de pureza.

4.3.4 Distribuicéo espacial de metais nas hiperacumuladoras

A técnica de pFRX baseada em luz sincrotron foi utilizada para mapear folhas de P.
sarcophylla, L. lupulina, J. lanstyakii e B. guatemalense quanto as distribui¢fes espaciais de
Ni, Co, Cr, K, Ca e Mn, sendo o primeiro estudo do mundo para as espécies brasileiras (Figura
22 — 27). De forma geral, os metais apresentaram distribuicdo similar tanto para as plantas
transplantadas quanto para as espécies nativas com crescimento espontaneo. O Ni foi
enriquecido nos principais feixes vasculares (nervuras centrais e secundarias) e nas margens
foliares (Figura 22). Para B. guatemalense, o metal foi distribuido de forma mais homogénea
por toda a superficie da folha, sugerindo uma estratégia de acimulo pela planta, visto que foi a
espécie com maior teor foliar de Ni registrado. Comportamento similar foi descrito para
Phyllanthus balgooyi com o metal distribuido por toda folha, porém, apresentando
enriquecimento na nervura central. Em contrapartida, Phyllanthus rufuschaneyi apresentou
maior distribuicdo de Ni nas areas internervais (VAN DER ENT et al., 2022).

Para a hipercumuladora brasileira P. sarcophylla, o enriquecimento de Ni ocorreu
principalmente nas margens foliares. O mesmo padrdo de acimulo crescente em direcdo a
margem foi observado em Noccaea tymphaea e Bornmuellera emarginata e associados a
ligantes carboxilicos de baixos pesos moleculares, como o citrato (VAN DER ENT etal., 2019).

Os padrdes encontrados neste estudo sugerem que o0s maiores acumulos de Ni estdo
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relacionados com a distribuicdo da fluorescéncia elementar mais homogénea na folha,
ocupando regides internervais.

Cobalto e Mn, normalmente, apresentam comportamentos antag6nicos ao do Ni, com
baixo acumulo ou em localizacbes especificas, como tricomas, sugerindo mecanismos de
exclusdo das espécies devido a efeitos toxicos que podem afetar a fitoextracdo de Ni (MORADI
etal., 2010; VAN DER ENT et al., 2017; VAN DER ENT et al., 2019; NASCIMENTO et al.,
2020; NASCIMENTO; HESTERBERG; TAPPERO, 2020). Neste estudo, estes metais
apresentaram distribuicdes similares as do Ni em todas as espécies, contudo, em concentracdes
menores (Figuras 23 e 27). As altas intensidades de fluorescéncia no formato de pontos
observadas para Ca por toda a folha sugerem a presenca de cristais de oxalato de calcio e foram
fortemente correlacionadas com manganés (Figuras 26 e 27). Estudo com a hiperacumuladora
de Mn Grevillea meisneri, na Nova Caledonia, indicou forte afinidade destes metais, devido
sua co-localizagdo nos tecidos vegetais favorecer a formacéo de 6xidos mistos de Ca-Mn, sendo
uma estratégia vegetal para manutencdo de uma concentracao interna de Ca suficiente mesmo
em solos ultraméaficos que normalmente sdo empobrecidos por este elemento (baixa relagdo
Ca:Mg) (VITHANAGE et al., 2019; BIHANIC et al., 2021).

N&o foi possivel observar distribuicdo foliar de Cr nas espécies. Os poucos pontos de
fluorescéncia observados em P. sarcophylla, L. lupulina, J. Lanstyakii podem ser atribuidos a
residuos do solo da Niquelandia que ¢ enriquecido pelo metal (teor total de 1844,5 mg kg™?) e
ndo foram removidos completamente durante os procedimentos de limpeza das folhas (Figura
24). Isto ocorre devido a baixa disponibilidade de Cr nos solos ultramaficos, com alocacdo do
metal em Oxidos de Fe como a cromita (FeCr.04) e a magnetita (FesOs) (VITHANAGE et al.,
2019; GWENZI, 2020). Além disso, a toxidez do elemento para as plantas, provoca
mecanismos de retencdo do metal nas raizes, reduzindo significativamente sua translocacéo. O
potassio apresentou maior enriquecimento com aproximacao do peciolo em P. sarcophylla, J.
lanstyakii e B. guatemalense. Para L. lupulina, a distribuicdo de potassio ocorreu nos apices
foliares (Figura 25).

A variacgdo na descri¢do da distribuicdo espacial dos metais apresentada entre estudos,
reforga a importancia destas avaliagcBes nas hipercumuladoras, uma vez que menos de 10,0 %
delas foram estudadas neste nivel de informacédo (MESJASZ-PRZYBYLOWICZ et al., 2015).
Portanto, estudos da distribuicdo de metais em plantas por fluorescéncia de raios-X baseada em
luz sincrotron permitem estabelecer critérios e limitagcdes dessas analises e podem auxiliar no

melhoramento genético de plantas que possam ser utilizadas na fitorremediac&o de solos.
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Figura 22 - Mapeamento elementar de Ni em sec@es transversais de folhas de P.
sarcophylla (A), L. lupulina (B), J. lanstyakii (C) e B. guatemalense (D).
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Figura 23 - Mapeamento elementar de Co em se¢es transversais de folhas de P.
sarcophylla (A), L. lupulina (B), J. lanstyakii (C) e B. guatemalense (D).
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Figura 24 - Mapeamento elementar de Cr em se¢fes transversais de folhas de P.
sarcophylla (A), L. lupulina (B), J. lanstyakii (C) e B. guatemalense (D).
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Figura 25 - Mapeamento elementar de K em segdes transversais de folhas de P.
sarcophylla (A), L. lupulina (B), J. lanstyakii (C) e B. guatemalense (D).
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Figura 26 - Mapeamento elementar de Ca em secOes transversais de folhas de P.
sarcophylla (A), L. lupulina (B), J. lanstyakii (C) e B. guatemalense (D).
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Figura 27 - Mapeamento elementar de Mn em segdes transversais de folhas de P.
sarcophylla (A), L. lupulina (B), J. lanstyakii (C) e B. guatemalense (D).
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4.3.5 Distribuicao celular de Ni em B. guatemalense
A nervura central foi selecionada para os cortes transversais devido ao maior acimulo

de Ni observado nesta posicdo apds o imageamento por UFRX-SR (Figura 28).

Figura 28 - Teste histoquimico com Dimetilglioxima (DMG) em folha de B. guatemalense
para visualizacdo da distribuicdo celular de niquel.
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ct — cuticula; ph — floema; xy — xilema; pg — parénquima; ep — epiderme.
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Ap0s o uso de Dimetilglioxima, as imagens microscopicas apresentaram acimulos de
Ni na epiderme, cuticula, regides intercelulares e floema (Figura 28B-D). O maior acimulo
ocorreu na cuticula, camada superficial que reveste a epiderme foliar formando uma barreira
mecanica contra acdo de patogenos (fungos e insetos) e protege o mesofilo, reduzindo perdas
de 4gua e os danos provocados na clorofila subjacente pelos raios ultravioletas (CORREA et
al., 2008; MESJASZ-PRZYBYLOWICZ etal., 2015). O acimulo de substancias toxicas nessas
regibes € uma das estratégias vegetais para promover a formacdo de barreiras mecénicas e
quimicas contra patdgenos. Por isso, 0 maior acumulo de Ni na cuticula, epiderme e floema
sugere defesa contra a herbivoria, visto que a eficiéncia do mecanismo de protecdo a ataques
de insetos sugadores depende da alta concentracdo de Ni no floema da planta (MUSTAFA et
al., 2023). Além disso, a alta presenca do metal no floema é indicativo de sua translocacao para
folhas mais jovens, que normalmente sdo mais atrativas para os insetos mastigadores por
estimulo visual e maior contetdo nutricional e de celulose (ALMEIDA-CORTEZ, 2005;
CORREA et al., 2008).

O mesmo padrdo de enriquecimento de Ni no floema foi observado nas
hiperacumuladoras Phyllanthus rufuschaneyi e Phyllanthus balgooyi com acumulos entre 12,0
e 17,0 % do elemento (MESJASZ-PRZYBYLOWICZ et al., 2015; VAN DER ENT et al.,
2022). Adicionalmente, estudo realizado na hiperacumuladora australiana Stackhousia tryonii,
apresentou comportamento similar de acimulo do metal no espaco apoplastico circundando as
células epidérmicas, padrdo encontrado na maioria das hiperacumuladoras de niquel
(MESJASZ-PRZYBYLOWICZ et al., 2015; SPIERS et al., 2022). Também foi possivel
observar a formacéo de cristais revestidos por Ni (Figura 28E). A maior parte dos cristais séo
formados por sais de célcio, como carbonato e oxalato, e podem ocorrer na forma de rafides ou
drusas, principalmente na nervura central, na regi&o do parénquima cortical (CUELLAR-CRUZ
et al., 2020). A presenca destas estruturas é um indicativo sobre potencial de toxidez da planta,
por se tratar de um dos principios ativos no mecanismo de intoxicagdo de outros seres Vivos
(OLIVEIRA; PASIN, 2017). Além disso, a distribui¢do epidérmica do Ni combinada com
disposicao celular pouco espagada, sugere mecanismo de sequestro vacuolar do elemento,
estratégia utilizada pela maioria das plantas hiperacumuladoras (MESJASZ-
PRZYBYLOWICZ et al., 2015; BIHANIC et al., 2021).
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4.4 Conclusao

As espécies brasileiras P. sarcophylla, L. lupulina e J. lanstyakii foram avaliadas quanto
a distribuicdo foliar de metais pela primeira vez. Para Ni, Mn e Co a distribuicdo espacial foi
semelhante em todas as espécies, com acumulo preferencial nas margens e nas nervuras da
folha. A andlise microscopica em B. guatemalense mostrou que o Ni estava concentrado na
epiderme e no floema, sugerindo a translocacdo para tecidos mais jovens e um provavel
mecanismo de defesa contra herbivoros e danos ao fotossistema. A aplicacdo de acido citrico
em um solo ultraméafico pode melhorar a eficiéncia da agromineracdo de Ni com B.
guatemalense. Nossos resultados sugerem um baixo potencial das hiperacumuladoras
brasileiras testadas aqui para a agromineracdao comercial. No entanto, o alto acimulo de Ni de

B. guatemalense e B. coddii torna essas espécies candidatas a agromineracéo tropical.
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5 AVALIACAO DE RISCOS ECOLOGICO, AMBIENTAL E A SAUDE HUMANA
POR CONSUMO DE VEGETAIS E EXPOSICAO A SOLOS ULTRAMAFICOS NO
BRASIL

Resumo

Solos ultraméficos e ingestdo de alimentos oriundos desses ambientes podem
representar riscos para 0 ecossistema e para humanos devido aos altos niveis de metais pesados
(principalmente Cr, Ni e Co). Os atributos quimicos e mineralégicos do solo controlam a
mobilidade desses elementos. Nos tropicos, as condi¢des de intemperismo podem intensificar
a mobilidade e a disponibilidade desses metais para 0s seres vivos. Portanto, sdo necessarias
avaliacGes de risco ambiental e a saude humana para ambientes ultraméaficos. Nesse cenario,
nossos objetivos foram caracterizar dois solos ultraméaficos brasileiros e avaliar os teores e a
mobilidade de Cr, Ni e Co nos solos para estimar 0s riscos ambientais, ecologicos e a salde
humana. Realizamos caracterizagdes petrograficas, quimicas, bioldgicas e mineraldgicas, bem
como analises totais, pseudototais, disponiveis, bioacessiveis (gastricas, pulmonares e
dérmicas) e de fracdes do solo de Cr, Ni e Co em dois solos ultraméficos de diferentes regides
do Brasil (Niguelandia - Goias e Buenos Aires - Pernambuco). Além disso, foram estimados os
riscos carcinogénicos e (ndo) carcinogénicos por exposicdo ao solo e consumo de vegetais
cultivados nesses ambientes. As concentragdes médias totais de metais (mg kg™?) para os solos
de Niquelandia e Buenos Aires, respectivamente, foram Co (373,5 e 349,2), Cr (18445 e
2485,5) e Ni (9597,5 e 1428,5). As concentragdes disponiveis (mg kg™t), por sua vez, foram Ni
(220,9 € 66,1), Co (2,4 e 1,0) e Cr (< LD). O fracionamento do solo mostrou que os 0xidos de
Fe e Mn foram os principais reservatérios de Co em ambos os solos e de Ni no solo de Buenos
Aires, enquanto o Cr em ambos os solos e o Ni na Niquelandia foram retidos principalmente
em fracOes residuais. Nenhum risco ambiental foi associado ao Co e ao Cr nos solos, mas foram
encontrados riscos ambientais baixos (1,1 %) e médios (13,0 %) em relacdo ao Ni nos solos de
Niquelandia e Buenos Aires, respectivamente. Por outro lado, os riscos ecolégicos foram
estimados como altos para o0 solo de Buenos Aires (PERI = 522,8) e significativamente elevados
em Niquelandia (PERI = 1759,9). Os filos de bactéria com maior toleréncia a metais foram
Proteobacteria, Bacteroidota e Firmicutes. Os metais apresentaram baixa bioacessibilidade
pulmonar, gastrica e dérmica; portanto, os riscos carcinogénicos e nao carcinogénicos foram
aceitaveis. Entretanto, o consumo das hortalicas B. oleracea e L. sativa L. cultivadas nestes
solos oferece riscos de cancer inaceitaveis. Os altos teores de O0xidos de ferro e manganés nos
solos provavelmente sdo responsaveis pela baixa disponibilidade e bioacessibilidade dos
metais. Os altos riscos ecoldgicos encontrados sugerem que as comunidades microbianas nesses
ambientes estdo adaptadas as condi¢des metaliferas e que a erosdo e o transporte desses solos
podem danificar comunidades microbioldgicas de outras areas. Portanto, cultivos e consumo
de vegetais em solos ultraméaficos ndo sdo recomendados e monitoramentos dessas areas devem
ser realizados periodicamente para garantir a sustentabilidade ambiental e seguranca alimentar.

Palavras-chave: Bioacessibilidade. Metais pesados. Rochas ultrabasicas. Solos serpentinos.
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ECOLOGICAL, ENVIRONMENTAL AND HUMAN HEALTH RISKS ASSESSMENT
FOR VEGETABLES CONSUMPTION AND EXPOSURE TO ULTRAMAFIC SOILS
IN BRAZIL

Abstract

Ultramafic soils and food ingestion from these environments can pose risks to the
ecosystem and to humans due to the high levels of heavy metals (mainly Cr, Ni, and Co). The
chemical and mineralogical attributes of the soil control the mobility of these elements. In the
tropics, weathering conditions can intensify the mobility and availability of these metals to
living beings. Therefore, environmental and human health risk assessments are needed for
ultramafic environments. In this scenario, our objectives were to characterize Brazilian
ultramafic soils and to evaluate Cr, Ni and Co contents and mobility in soils to estimate
environmental, ecological and human health risks. We performed petrographic, chemical,
biological and mineralogical characterizations, as well as total, pseudototal, available,
bioaccessible (gastric, pulmonary and dermal) and soil fraction analyses of Cr, Ni and Co in
two ultramafic soils from different regions of Brazil (Niquelandia - Goias and Buenos Aires -
Pernambuco). In addition, the carcinogenic and (non)-carcinogenic risks from exposure to soil
and consumption of vegetables grown in these environments were estimated. The mean total
metal concentrations (mg kg™) for the soils of Niquelandia and Buenos Aires, respectively,
were Co (373.5 and 349.2), Cr (1844.5 and 2485.5), and Ni (9597.5 and 1428.5). The available
concentrations (mg kg™), in turn, were Ni (220.9 and 66.1), Co (2.4 and 1.0), and Cr (< LD).
Soil fractionation showed that Fe and Mn oxides were the main reservoirs of Co in both soils
and Ni in the Buenos Aires soil, while Cr in both soils and Ni in Niquelandia were retained
mainly in residual fractions. No environmental risks were associated with Co and Cr in the
soils, but low (1.1 %) and medium (13.0 %) environmental risks were found for Ni in the
Niquelandia and Buenos Aires soils, respectively. On the other hand, ecological risks were
estimated as high for the Buenos Aires soil (PERI =522.8) and significantly high in Niquelandia
(PERI = 1759.9). The bacterial phyla with the highest metal tolerance were Proteobacteria,
Bacteroidota, and Firmicutes. The metals showed low lung, gastric, and dermal bioaccessibility;
therefore, the carcinogenic and noncarcinogenic risks were acceptable. However, consumption
of the vegetables B. oleracea and L. sativa L. grown on these soils offers unacceptable cancer
risks. The high levels of iron and manganese oxides in the soils are probably responsible for the
low availability and bioaccessibility of the metals. The high ecological risks found suggest that
the microbial communities in these environments are adapted to the metal conditions and that
erosion and transport of these soils may damage microbiological communities in other areas.
Therefore, cultivation and consumption of vegetables in ultramafic soils is not recommended
and monitoring of these areas should be carried out periodically to ensure environmental
sustainability and food safety.

Keywords: Bioaccessibility. Heavy metals. Serpentine soils. Ultrabasic rocks.
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5.1 Introducao

Afloramentos ultraméaficos foram descritos em diversos continentes do planeta, mas séo
considerados raros devido a baixa proporcéo de cobertura da superficie terrestre (1,0 — 3,0 %)
(SIEBECKER; CHANEY; SPARKS, 2018; NASCIMENTO et al., 2020). A formacéo de solos
ultramaficos ocorre pelo intemperismo de rochas igneas ultrabasicas (< 45,0 % SiO,),
especificamente por peridotitos e piroxenitos, ou pelo produto de seus metamorfismos,
serpentinitos. A mineralogia desses materiais € constituida principalmente por crisotilo,
lizardita, antigorita, olivina, piroxénios, cromita e magnetita (VITHANAGE et al., 2014;
GALEY etal., 2017; NASCIMENTO et al., 2022). Por isso, estes solos geralmente apresentam
teores elevados de niquel (Ni), cromo (Cr), e cobalto (Co), cujas concentracbes podem atingir
valores superiores a 70000,0; 17000,0 e 7000,0 mg kg2, respectivamente (VITHANAGE et al.,
2019); superando em até 2.000 vezes os teores médios desses metais encontrados na maioria
dos solos (KABATA-PENDIAS, 2011).

Apesar de serem enriquecidos naturalmente por metais, os solos ultraméficos séo
capazes de provocar danos ambientais e a salde humana devido ao potencial toxico e
acumulativo desses contaminantes. A maioria dos estudos nesses ambientes sdo focados na
geoquimica e ecologia vegetal, existindo poucas exploracGes sobre impactos na saude humana
e do ecossistema (TASHAKOR; MODABBERI;VAN DER ENT, 2018; VITHANAGE et al.,
2019; KIERCZAK; PIETRANIK; PEDZIWIATR, 2021). Condi¢bes climaticas tropicais
favorecem o intemperismo quimico de minerais e, consequentemente, promovem maior
liberacdo de metais no ambiente que podem ser transportados por erosdo, acdo do vento e
movimento da agua; entrando na cadeia tréfica, provocando bioacumulagdo e biomagnificacdo
(MAHURPAWAR, 2015; RAMACHANDRA et al., 2018). Adicionalmente, nos altimos 10
anos, o0s solos ultramaficos vém sendo estudados como ambientes propicios para a
agromineracdo (VAN DER ENT etal., 2015; PARDO et al., 2018; ROSENKRANZ et al., 2019;
NASCIMENTO et al., 2022). Dessa forma, a exposi¢cdo humana crénica ou aguda a Ni, Cr e
Co pode provocar efeitos deletérios a saide como dermatites, problemas respiratorios e renais,
doencas cardiovasculares, efeitos teratogénicos, danos no sistema nervoso central e cancer de
pulmédo (OZE et al., 2004; ATSDR, 2005; CEMPEL AND NIKEL, 2006; ATSDR, 2012;
SHAHZAD et al., 2018; ATSDR, 2023).

Os seres humanos podem ser expostos nesses ambientes por trés principais rotas:
ingest&o, inalagdo e contato dérmico com as particulas de solo. Os riscos podem ser estimados
por modelos que avaliam a probabilidade de ocorréncia de injdrias a um organismo alvo
simulando condi¢cbes de exposicdo proximas da realidade (USEPA, 1989; USEPA, 2001).
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Portanto, testes de bioacessibilidade s&o utilizados para simular condigdes gastricas, dermais e
pulmonares referentes as rotas de exposi¢do, avaliando a fracdo soltvel do metal no organismo
humano e evitando superestimacéo dos riscos (RUBY et al., 1996; VILLEGAS; GUNEY;
ZAGURY, 2015; LI et al., 2020; LIMA et al., 2023). A bioacessibilidade é afetada pela
composi¢do do material, distribuicdo do tamanho de particulas e especiacdo quimica do
elemento (WALRAVEN et al., 2015). Adicionalmente, apesar de limitado, o cultivo de vegetais
ocorre em regides ultraméficas e o consumo de alimentos oriundos desses ambientes pode
provocar danos aos seres humanos. Por isso, o estudo das propriedades quimicas e
mineraldgicas em diferentes tamanhos de particulas de solo e avaliagdes de riscos ambientais e
a salde humana sdo importantes para 0 manejo seguro de ambientes ultramaficos.

Nesse sentido, o presente trabalho objetivou: (i) caracterizar quimica e
mineralogicamente solos ultramaficos do Brasil; (ii) avaliar os teores totais, ambientalmente
disponiveis, disponiveis, e a mobilidade de Co, Cr e Ni para entender a dindmica desses metais
nesses ambientes; (iii) avaliar os teores de Co, Cr, e Ni em Lactuca sativa e Brassica oleracea
cultivadas em dois solos ultraméficos; (iv) avaliar a bioacessibilidade gastrica, pulmonar e
dermal dos metais nos solos; (v) e estimar riscos ecoldgicos e potenciais (ndo)-carcinogénicos
e carcinogénicos para a saude pela exposicdo de seres humanos a solos ultraméaficos e pelo

consumo de hortalicas cultivadas nesses ambientes.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Areas de estudo e coletas dos solos

As areas de estudo estéo localizadas nos estados de Goias, no municipio da Niquelandia
(Nig) (14° 27'28"S e 48° 27' 59"0), e Pernambuco, no municipio de Buenos Aires (BA)
(07°45°39.4.7°’S, 35°24°45.1°°0) (Figura 29). A Niquelandia é conhecida como a capital do
niquel por ser uma anomalia mundial quanto aos teores deste elemento (3156,0 a 73786,0 mg
kg™l) (GARNIER et al., 2009). O clima, segundo a classificacio de Kdppen é do tipo Aw
(tropical, com inverno seco). A precipitacdo e temperatura médias anuais sdo de 1500,0 mm e
22° C, respectivamente (INMET, 2021). A regido possui um dos maiores complexos mafico-
ultraméafico do mundo com cerca de 350,0 km de extensdo. A vegetacdo predominante é tipica
do Cerrado brasileiro composta por formagdes campestres, savanicas e florestais (GARNIER
et al., 2009).

O municipio de Buenos Aires possui areas com corpos ultramaficos inferidos (SANTOS

et al., 2020) e clima segundo a classificacdo de Koppen do tipo As (tropical, com verdo seco),
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com precipitacdo e temperatura médias anuais de 1079,0 mm e 27 °C, respectivamente (APAC,
2022). Os solos estudados de ambas as areas foram coletados na profundidade 0 — 20 cm. As
ordens dos solos foram classificadas como Cambissolo Haplico (Niquelandia-GO) e Neossolo
Litolico (contato litico a 46 cm) (Buenos Aires — PE) (SiBCS, 2018).

Figura 29 - Areas de estudo e amostragem de solos ultraméaficos no Brasil (Niquelandia
— GO e Buenos Aires — PE).
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5.2.2 Analises quimicas, fisicas e mineraldgicas

5.2.2.1 Caracteristicas quimicas, fisicas e teores de Cr, Co e Ni nos solos

As amostras foram secas ao ar e peneiradas em malha de abertura de 2,0 mm para a
determinacdo da fracdo granulométrica pelo método do densimetro; do pH em agua na relacéo
de 1:2.5 (v/v); K" e Na* trocaveis extraidos com a solugdo de Mehlich-1 e determinados por
fotometria de emissio de chama; Ca?* e Mg?* trocaveis determinados pelo método volumétrico
por titulagido com EDTA (0,025 mol L) ap6s a extracio desses cations pela solugdo de cloreto
de potassio (KCI) 1 mol Lt; AP* trocavel determinado pelo método volumétrico por titulagéo
com hidroxido de sodio (0,025 mol L), apds a extragdo com KCI 1 mol L; acidez potencial
por titulacdo alcalimétrica do extrato apds a extracdo com solucdo de acetato de calcio (0,5 mol
L), com pH ajustado para 7,1-7,2; fosforo disponivel por colorimetria apos extragdo com a
solucdo de Mehlich-1; e carbono organico total pelo método de oxidacao via—Umida Walkley—
Black (TEIXEIRA, 2017). A susceptibilidade magnética das amostras foi determinada por 10
leituras utilizando susceptibilimetro magnético portatil KT-10 S/C (Terraplus Inc.).

As concentracdes disponiveis de Co, Cr e Ni nos solos foram avaliadas por DTPA
(LINDSAY; NORVELL, 1978). Dez gramas de solo (4 < 2,0 mm) foram agitados por 2 h a
180 rpm em uma solugéo de 20 mL contendo 0,005 mol L™* DTPA + 0,1 mol L™ TEA + 0,01
mol Lt CaCl, (pH 7,3). Posteriormente, os extratos foram centrifugados, filtrados (@ < 2,5 pm)
e armazenados a 4 °C. Para a extracdo dos teores ambientalmente disponiveis dos metais no
solo foram utilizadas subamostras de 0,500 g de solo (& < 2,0 mm), os quais foram digeridos
em tubos de teflon com solucdo acida contendo 9,0 mL de HNO3z + 3,0 mL de HCl a 175 °C
por 4°30” em forno de micro-ondas (Ethos EZ — Milestone) (USEPA, 1998). Os extratos foram
filtrados (@ < 2,5 um); o volume aferido em baldes volumétricos certificados de 25 mL (NBR
ISSO/IEC) com &gua ultrapura; e armazenados a 4 °C para posterior analise.

A extracdo dos teores totais dos metais foi realizada pela digestdo de 0,5000 g (& < 2,0
mm) das amostras de solo em beckers de teflon com solucéo acida (HF + HNO3z + HCIO4 +
HCI) em chapa aquecedoraa 190 °C (ALVAREZ et al., 2001); posteriormente, os extratos foram
filtrados (@ < 2,5 um); o volume aferido em baldes volumétricos certificados de 25 mL (NBR

ISSO/IEC) com &gua ultrapura; e armazenados a 4 °C para posterior analise.

5.2.2.2 Andlises nas rochas e mineralogia dos solos
As analises petrograficas das amostras de Niquelandia e Buenos Aires foram realizadas

seguindo a metodologia descrita por Murphy (1986). As amostras das rochas foram cortadas
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em fatias planas aproximadamente de 47 x 25 x 30 mm, posteriormente aquecidas a 60°C em
chapa. As fatias das amostras aquecidas foram impregnadas com uma mistura de resina
(Araldite® e endurecedor) e acetona e colocadas sobre as laminas de vidro cuja secagem
ocorreu ao ar livree O conjunto de laminas/amostras foram preparadas na
cortadora/desbastadora adiamantada. No desbaste final do conjunto IAmina/amostra tinha a
espessura de 30 micra (0 mesmo que 0,03 mm). As laminas foram analisadas com o uso do
microscopio petrografico.

Para as analises quimicas semiquantitativas, as amostras das rochas foram pulverizadas
em moinho de panelas. Os pds das rochas foram secos em estufa a 110 °C. Uma porc¢do das
amostras secas foi prensada em cépsulas de aluminio com 30 toneladas de forca. As pastilhas
prensadas foram analisadas em espectrémetro de fluorescéncia de raios-X Rigaku modelo ZSX
Primus |1, equipado com tubo de Rh e 7 cristais analisadores, para os elementos de interesse.
Os resultados foram recalculados para 100,0 % para incorporar o valor de perda ao fogo.

As analises mineral6gicas foram realizadas nas fragOes areia grossa, areia fina e argila
sendo determinadas por difratometria de raios X. As fracGes foram obtidas por meio de
centrifugacdo (JACKSON, 1969). A fracdo areia foi identificada por meio da microscopia 6tica,
determinada de acordo com as propriedades macroscépicas, segundo Leinz & Campos (1979).
Os tratamentos de saturacdo por K e Mg foram realizados na argila, e analisados na forma de
microagregados orientados (JACKSON, 1975). As amostras saturadas com K (KCI 1 mol L™?)
foram analisadas em meio a sucessivos tratamentos de aquecimento, inicialmente a 25 °C e
apos 3 horas de aquecimento (para cada temperatura), a 110, 350 e 550 °C.

As amostras saturadas com Mg (MgClz 1 mol L) foram analisadas a temperatura
ambiente e posteriormente solvatadas com glicerol. A identificacdo de 6xidos de ferro foi
determinada por difratometria de raios X, posteriormente aos tratamentos para concentracao
dos mesmos, usando NaOH (5 mol L) em digestdo por 2 horas, de acordo com Kampf &
Schwertmann (1982), modificado por Singh & Gilkes (1991).0s critérios empregados para
interpretacdo dos difratogramas e identificacdo dos minerais constituintes da fracdo argila
foram baseados no espacamento interplanar (d) e no comportamento dos picos de difragéo
frente aos tratamentos de saturagdo e térmicos empregados, conforme apresentado por Jackson
(1975), Brown & Brindley (1980) e Moore & Reynolds (1989).
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5.2.3 Mobilidade de metais em solos ultramaficos

5.2.3.1 Extracédo sequencial de Co, Cr e Ni

A extracdo sequencial de Co, Cr e Ni foi realizada em 5 etapas baseadas em van der Ent
et al. (2019) que por sua vez é uma adaptacdo dos métodos propostos por Quantin et al. (2002)
e Leleyter & Probst (1999) para solos ultramaficos. Utilizou-se 1,0 g de solo (& < 2,0 mm) para
todas as etapas. A etapa da matéria organica foi omitida devido a baixa associa¢do encontrada
com esses metais. As fracdes avaliadas e as condi¢cdes de analise estdo apresentadas na tabela
1.

Tabela 7 — Procedimentos da extracdo sequencial seletiva.

Fragdo Reagentes Volume Condigdes

Solivel em agua e trocavel? 0,1 M CaCl; 10 mL 2ha20°C

Ligados a 6xidos-Mn? 0,1 M cloridrato de hidroxilamina 10 mL 30 mina20-°C
Ligados a 6xidos-Fe amorfos? 0,2 M oxalato de aménio + 0,2 M &cido oxélico 10 mL 4 hno escuro a 20 °C

80 °C, 15 min no CB e 30
) . o CB: Na3CgHs07, 2H,0 (78,4 g L1) + NaHCO; 50 mL CB ) . o
Ligados a 6xidos-Fe cristalinos? min apds adicionar ditionito
(9,82 g L'l); D: Na28204, pH 7 1 g NayS;04 i . "
(D), agitacdo magnetica

Residual® HF + HNO3 + HCIO4 + HCI 5+5+3+5mL 190 °C em chapa aquecedora

aVan der ent et al. (2019); ®Quantin et al. (2002); ¢ Alvarez et al. (2001).

Apds cada etapa de extracdo, os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 20 min e 0s
sobrenadantes foram filtrados (@ < 0,45 um) e armazenados a 4 °C para posterior analise. Os
residuos foram lavados com 20 mL de &gua destilada, com repeticdo de centrifugacdo, descarte
da &gua e secagem do residuo (40 °C) antes da etapa seguinte da extracdo. As perdas de solo
durante a extracdo sequencial foram calculadas (< 0,05 g) por meio de secagem e pesagem das

amostras apés a etapa final do procedimento.

5.2.3.2 Codigo de Avaliacéo de Risco (RAC)

O RAC permite avaliar quantitativamente a biodisponibilidade do metal estimando o
potencial risco ambiental (PARDO et al., 1990). Trata-se de uma relagcdo entre as fracdes
trocavel e a soma das outras fracbes dos metais estudados e pode ser calculado usando a

seguinte expressao:

RAC() = % x 100  (Eg. 1)
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onde F1 (mg kg™?) representa a concentragdo de cada metal investigado na fracdo trocavel da
extragdo sequencial (metais biodisponiveis) e TM (mg kg™?) é a soma das outras fracdes do
metal correspondente (PERIN et al., 1985). Quanto maior o percentual do RAC, maior o risco
ambiental. Um percentual inferior a 1,0 % significa que ndo ha risco ao meio ambiente pelo
metal. Percentuais entre 1,0 e 10,0 % sdo considerados de baixo risco; enquanto percentuais
entre 11,0 e 30,0 % representam um risco médio e percentuais entre 31,0 e 50,0 % revelam alto
risco ao meio ambiente. As porcentagens acima de 50,0 % representam um risco extremamente

alto para o meio ambiente.

5.2.4 Estimativa do potencial risco ecoldgico
O indice de risco ecoldgico potencial (PERI) proposto por Hakanson (1980) € calculado

da seguinte forma:
PERI = Z E; (Eq.2)

E;=T, x fi  (Eq.3)

™| D

fi= (Eq.4)

l

onde PERI corresponde a soma de todos os fatores de risco dos metais nos solos, Ei é o fator de
risco ecoldgico potencial individual, Ti é o fator de toxicidade do metal, fi é o fator de
contaminag&o do metal, C; é a concentracdo do metal no solo (o teor ambientalmente disponivel
foi considerado), e Bi é o valor de referéncia de qualidade dos metais nos solos de Pernambuco
(Co =4,0; Cr=35,0; Ni =9,0 mg kg) e Minas Gerais (Co = 6,0; Cr = 75,0; Ni = 21,5 mg kg"
1y (COPAM, 2011; CPRH, 2014). O fator de toxicidade de um metal depende da sensibilidade
das comunidades bioldgicas do solo; os fatores estdo na ordem seguinte: Ni (5) > Cr (2) = Co
(2) (HAKANSON, 1980). Os PERISs para solos podem ser classificados em quatro grupos: PERI
< 150,0 (baixo risco ecoldgico), 150,0 < PERI < 300,0 (risco ecologico moderado), 300,0 <
PERI < 600,0 (elevado potencial para risco ecologico) e PERI > 600,0 (risco ecoldgico

significativamente elevado).

5.2.5 Anélise da comunidade de bactérias
Os solos ultraméficos foram submetidos a dose de &cido citrico (40,0 mmol kg?) para

avaliagdo da comunidade bacteriana antes e apos a aplicacéo e degradabilidade do quelante. O
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DNA total do solo foi extraido no tempo 0, 2 e 40 dias apds aplicacdo do quelante, a partir de
0,25 g de solo, usando o kit DNeasy PowerSoil Kit (QIAGEN Laboratories, Carlsbad, CA,
USA), seguindo as instruc@es do fabricante. A integridade do DNA extraido foi verificada em
eletroforese em gel de agarose 1,0 %, submetido a 100 V por 30 minutos, imerso em tampéao
TAE (Tris, Acetate, EDTA) 1,0 X. As amostras foram coradas com SYBR® Safe ™
(Invitrogen, Carlsbad, CA). A concentracédo e qualidade do DNA foram verificadas com Qubit
XX Fluorometer (Thermo Fisher Scientific).

Aregido V3-V4 do gene 16S rRNA de bactérias foi sequenciada. Para isso, 0 16S rRNA
foi amplificado usando os primers 515f (GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) e 806r
(GGACTACNVGGGTWTCTAAT). As bibliotecas de amplicon foram construidas seguindo o
protocolo da Illumina. As condicdes de ciclagem térmica na PCR foram: 95°C por 3 min,
seguido por 25 ciclos de 95°C por 20 s, 55°C por 10's, e 72°C por 20 s, com uma extensao final
a 72°C por 5 min. Todas as reacdes foram conduzidas usando a KAPA High-Fidelity DNA
Polymerase, com 1 pl de DNA molde. Todas as amostras foram quantificadas usando o Qubit
XX Fluorometer, reunidas em quantidades equimolares e corridas na plataforma Illumina
MiSeq com 150 bases paired-end readings.

A inferéncia das variantes de sequéncias de amplicons (Amplicon Sequence Variantes
— ASV) presentes em cada amostra foi realizada no software R, utilizando o pacote DADA2
(CALLAHAN et al., 2016). Devido ao baixo percentual de sobreposi¢cdo observado, somente
as forward single-end reads foram trimadas e filtradas. Nenhuma base ambigua foi permitida e
cada read teve menos de dois erros esperados com base nos seus scores de qualidade.
Sequéncias quiméricas foram identificadas em cada amostra, e ASVs foram removidas quando
identificadas como quimeras. A afiliagdo taxonémica das sequéncias foi realizada usando o
banco de dados de Silva v138 (QUAST et al., 2013).

5.2.6 Bioacessibilidade humana de Co, Cr e Ni: métodos de testes in vitro

Testes de bioacessibilidade foram realizados para as trés rotas de exposi¢do estudadas:
ingestdo, inalagdo e contato dérmico. A bioacessibilidade gastrica dos metais foi avaliada pelo
teste de extracdo com base fisiologica (TEBF) (RUBY et al., 1996), que consiste na simulacdo
das condicdes da fase gastrica do trato digestivo humano. Subamostras de 0,500 g (& < 75,0
pum) foram pesadas em erlenmeyer de 250 mL, misturadas com 50 mL da solucdo géstrica (1,25
g L de pepsina, 0,5 g L de citrato de sodio, 0,5 g L™ de &cido malico, 0,42 mL de acido
lactico, 0,50 mL de acido acético) de pH 1,5 ajustado com HCI concentrado e aquecidas em

banho maria 37 °C com agitacdo de 32 rpm por 1 h. Posteriormente, 20 mL dos extratos foram
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centrifugados a 3000 rpm por 20°, os sobrenadantes filtrados e armazenados a 4 °C para
posterior analise.

A bioacessibilidade dermal foi avaliada utilizando solucéo de suor sintético EN 1811.
Esta solucéo foi criada para testes de liberacao de Ni de superficies metélicas e seu contato com
a pele (CEN, 2015). Além disso, sua formulacdo possui 0s principais eletrolitos presentes no
suor humano. O suor artificial foi obtido pela homogeneizacio de (g L™?): 1,0 de CH4N2O; 5,0
de NaCl e 1,0 de C3HeO3 (YUAN et al., 2015). O pH foi ajustado para 6,5 com NaOH (0,1 %),
por ser um valor médio considerado correspondente ao do suor liberado pelas glandulas
sudoriparas écrinas (4,0-6,0) e apdcrinas (5,5-7,0) (LEAL; GUNEY; ZAGURY, 2018).
Subamostras de 2,000 g (@ < 75,0 um) foram pesadas em erlenmeyer de 250 mL. O diametro
da particula escolhido é devido a maior aderéncia a pele, e possibilidade de ultrapassar os
cornedcitos, atingindo a corrente sanguinea. 20 mL do suor sintético foram adicionados e 0s
erlenmeyers rotacionados a 100 rpm durante 2 h a 36 °C (temperatura média da pele humana).
Posteriormente, os extratos foram centrifugados a 5 000 rpm por 20’, os sobrenadantes filtrados
e armazenados a 4 °C para posterior analise.

A bioacessibilidade pulmonar foi avaliada pelo teste in vitro de fluidos pulmonares
simulados (FPS) que consiste no uso da solugdo de Gamble para simular fluidos dos alvéolos
pulmonares (LUO et al., 2019). A solucéo de Gamble (MIDANDER et al., 2007) foi realizada
pela homogeneizacgdo de (g L™?): 0,095 de MgClz; 6,019 de NaCl; 0,298 de KCI; 0,126 de
Na2HPO4; 0,063 de Na>SOs; 0,368 de CaCl,-H20; 0,574 de C2H302Na; 2,604 de NaHCO3 e
0,097 de CsHsNazO7-2H20, com o pH ajustado para 7,4 (37 °C). Subamostras de 0,30 g (& <
2,5 um) foram pesadas em erlenmeyer de 250 mL. Este didmetro foi adotado por se tratar do
tamanho de particula capaz de acessar as partes mais internas e sensiveis do sistema respiratério
e atingir a corrente sanguinea. O material particulado fino (MP2,5) foi coletado por
sedimentacdo das particulas com base na lei de Stokes (LI et al., 2020). 150 mL da solucédo de
Gamble foram adicionados e os erlenmeyers agitados a 200 rpm por 24 h a 37 °C. Os
sobrenadantes foram filtrados e armazenados a 4 °C para posterior analise.

As bioacessibilidades gastrica, pulmonar e dermal de Co, Cr e Ni nos solos ultraméaficos

foram calculadas de acordo com a equagao 5:

CxXV
B =
m XT

x 100 (Eq.5)
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onde B é a bioacessibilidade dos metais pesados nos solos ultraméficos nas fases géstrica,
dermal ou pulmonar, %; C é a concentracdo dos metais pesados nos extratos das fases gastrica,
dermal ou pulmonar, mg L*; V ¢ o volume da soluc&o, L; m é a massa da amostra, kg; e T é a

concentragéo total dos metais pesados no solo ultraméfico, mg kg™.

5.2.7 Analise quimica das plantas

As plantas foram coletadas e separadas em raiz e parte aérea. As amostras vegetais
foram lavadas com agua corrente, e uma tripla lavagem com agua destilada, secas em estufa a
65 °C, e maceradas num moinho tipo Wiley. Posteriormente, subamostras de 0,5 g de raizes e
folhas foram digeridas com HNOs + H20; (3:1) num forno de micro-ondas (Milestone-Ethos
Easy) a 180 °C por 10°, de acordo com a metodologia 3050B modificada (USEPA, 1996).
Todos os extratos obtidos das digestdes foram filtrados (@ < 2,0 um), sendo o volume
completado até 25 mL com &gua ultrapura em bal6es volumétricos certificados. Os extratos

foram armazenados a 4 °C para posterior analise.

5.2.8 Avaliacéao de risco a saude

5.2.8.1 Risco a salde por exposicéo aos solos ultraméficos

Os potenciais efeitos adversos a satde de adultos pela exposi¢do a Co, Cr e Ni nos solos
ultraméaficos foram investigados de acordo com o modelo de avaliacdo de risco proposto pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA 1989, 2001 e 2007). Trés rotas
de exposicdo foram consideradas: (i) ingestdo direta das particulas solidas do solo (ADI;y); (ii)
inalacdo pela boca ou nariz de particulas ressuspensas no ar (ADI;,;); (iii) absorcdo dérmica
dos metais pesados nas particulas aderidas a pele (ADIgermar)- AS ingestdes médias diarias
provenientes de cada uma das trés rotas foram calculadas de acordo com as equagdes 6 — 8,

respectivamente.

C; X BA; X IngR X EF X ED

ADljpy = AT x 106 (Eq.6)
C; X InhR X EF X ED
ADlin = —pprspwxar . (E47)
C; X SAXSLXABS X EF X ED
ADljermar = (Eq-8)

BW x AT
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O indice de perigo (HI) compreende ao risco total ndo carcinogénico causado pelas rotas

de exposicéo e foi calculado de acordo com a equagéo 9:

~ _xC ADI,

onde C; é a concentracio bioacessivel do metal i na amostra do solo ultraméfico (mg kg™);
IngR é ataxa de ingestdo (mg day™); InhR € a taxa de inalagdo (m® day™); EF é a frequéncia
de exposicao (days year™); ED ¢ a duragio da exposicdo (years); SA é a area superficial da pele
exposta (cm?); SL € o fator de aderéncia da pele (mg cm day™); ABS € o fator de absorcéo
dermal (unitless); PEF é o fator de emissdo de particula (m® kg*); BW é o peso médio do corpo
(kg); AT € o tempo médio de exposicao (days). HQp (quociente de perigo) representa o risco
ndo carcinogénico da rota de exposicdo p. ADIp € a ingestdo média diaria por meio da rota de
exposicdo p (mg kg™ day™?). RfD, é a dose de referéncia da rota de exposicdo p que significa a
dose do metal i ingerida que ndo causa efeito adverso em humanos.

Considerando que o publico-alvo é comumente exposto a contaminacdo por maltiplos
metais (efeito sinérgico) e por diferentes rotas de exposi¢do, um indice de perigo de exposi¢do
total (TEHI) pode ser definido pela soma dos HIs de cada rota de exposicdo para todos os metais
pesados investigados, como descrito pela equagdo 10 (CHEN et al., 2016). TEHI < 1 representa
risco ndo carcinogénico baixo ou aceitavel e TEHI > 1 indicam provéveis efeitos adversos a
salde humana (USEPA, 2001).

N

ADIlng ADIllnh C ADIdermal
TEHI = E HI = E + E + E (Eq.10)
RfDlng i=1 RfDmh i=1 RfDdermal

Para os metais carcinogénicos (Co, Cr e Ni), o risco total de cancer foi estimado como
probabilidade individual do desenvolvimento de cancer durante a vida decorrente da exposi¢do

potencial a carcinogénicos. O risco total de cancer (TCRI) foi calculado usando a equacao 11:

TCRI = Z(ADlmg X SFL,) + Z(ADlml X SFh,) + E(ADIdermal X SFlorma) (Eq.11)

i=1
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onde ADIyi é a exposicdo média diaria pela rota de exposicdo p para o metal i; e SF' é o valor
do fator de inclinacdo de cancer para o elemento i (mg kg™ day™). Quando 10 < TCRI < 10,
0 risco esta dentro da faixa aceitavel. Quando TCRI > 10, a tolerancia humana para o risco
carcinogénico é excedida (USEPA, 1989). As defini¢des e os valores dos pardmetros utilizados
na modelagem do risco foram apresentados na tabela 8.

Tabela 8 - Valores médios de pardmetros toxicoldgicos e de exposi¢do usados na avaliagdo
de risco a saude humana por ingestdo, inalacdo e contato dermal com solos ultramaficos.

Pardmetro Simbolo Valor Unidade Referéncias

Peso corporal, adulto BW. 65,0 kg IBGE, 2010

Taxa de ingestdo do solo, adulto IngRa 100,0 mg dia? RAIS, 2018

Taxa de inalacdo InhR 15,5 m? dia* PENG et al., 2016
Frequéncia de exposi¢do do residente EF 350 dia ano™ RAIS, 2018
Duracéo da exposicéo, adulto EDa 24 Ano USEPA, 2001
Tempo de exposicdo, carcinogénico AT, 25.550 Dia USEPA, 2002
Tempo de exposi¢do, ndo-carcinogénico  ATnc 365%ED Dia USEPA, 2002
Fator de absorcéo dermal ABS 0,001 sem unidade  RAIS, 2018

Area superficial da pele exposta, adulto SAa 6032,0 cm? RAIS, 2018

Fator de aderéncia a pele, adulto AF, 0,07 mg cm?diat RAIS, 2018

Fator de emissdo de particula PEF 1,36x10° m3 kgt USEPA, 2001
Dose de referéncia de ingestédo (Co) RfDing(co) 3,0x10* mg kgt dial RAIS, 2018

Dose de referéncia de ingestéo (Cr) RfDing(cr) 3,0x10°% mg kgt dial RAIS, 2018

Dose de referéncia de ingestdo (Ni) RfDingni) 2,0x1072 mg kg dia® RAIS, 2018

Dose de referéncia de inalagéo (Co) RfDinacoy 3,010 mg kg dia® RAIS, 2018

Dose de referéncia de inalagéo (Cr) RfDinaiccr) 2,9x10° mg kg dial RAIS, 2018

Dose de referéncia de inalagdo (Ni) RfDinaini) 2,1x107 mg kg dia® RAIS, 2018

Dose de referéncia dermal (Co) RfDgermcoy ~ 3,0x10* mg kgt dial RAIS, 2018

Dose de referéncia dermal (Cr) RfDgermcry ~ 6,0x107° mg kgt dial RAIS, 2018

Dose de referéncia dermal (Ni) RfDgermviy ~ 5,4x1073 mg kgt dial RAIS, 2018

Fator de inclinacéo para inalacéo (Co) SFing(co) 2,0x1072 mg kg'dial USEPA, 2018
Fator de inclinagdo para ingestdo(Cr) SFingicn) 5,0x10? mg kgt dia® CHENetal., 2016
Fator de inclinacéo para inalagdo (Ni) SFinal(niy 8,4x10% mg kg'dial CHENetal., 2016

5.2.8.2 Risco a saude por consumo de hortalicas

Lactuca sativa L. e Brassica oleracea sdo algumas das hortalicas folhosas mais
consumidas no Brasil, com ingestes médias diaria de 1,0 a 2,6 gramas e por isso foram
escolhidas para o estudo de risco (IBGE, 2020). As espécies foram germinadas em substrato

comercial (Basaplant). Apos 7 dias, as plantulas foram transplantadas para vasos com 2,0 kg
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dos solos ultramaficos da Niquelandia e Buenos Aires e cultivadas por 45 dias. O experimento
foi conduzido em casa de vegetagdo, num delineamento experimental inteiramente casualizado
e arranjo fatorial duplo 2 (espécies vegetais) x 2 (solos) x 6 (repeti¢des), totalizando 24 unidades
experimentais. As folhas e raizes das plantas foram coletadas no 45° dia, lavadas em agua
corrente e destilada e secas a 60 °C por 48 h. As folhas e raizes foram trituradas apds a secagem.
Subamostras de 0,5000 g foram digeridas com 8 mL de HNOsz + 2 mL de H20. em bloco
digestor a 180°C (USEPA, 1996). Posteriormente, os extratos foram filtrados e o volume
aferido para 25 mL sendo armazenados a 4 °C para posterior analises.

Os riscos carcinogénicos e (ndo)-carcinogénicos para a saide humana por exposi¢do a
Co, Cr e Ni contidos nas partes comestiveis de Lactuca sativa L. e Brassica oleracea foram
estimados de acordo com parametros estabelecidos pela Agéncia de Protecdo Ambiental do
Estados Unidos (USEPA, 1998). As doses de exposi¢do diaria foram calculadas para os metais

levando em consideragdo uma rota de exposigéo: ingestéo das folhas (Eq. 12):

IngR X EF X ED

ADlyeg = Cveg X ——pur T

(Eq.12)

O quociente de perigo (HQ) foi calculado para cada metal usando a relagéo entre a exposicéo
por ingestdo dos vegetais e a dose de referéncia (RfD) respectiva para cada metal (Eq. 13). A

RfD é a dose de exposi¢do maxima sem efeito adverso a saide humana.

ADI,,
RfDy

HQ, = (Eq.13)

A interacdo multielementar pode ter um efeito sinérgico no receptor. Portanto, 0s riscos
individuais dos metais foram considerados aditivos. O risco cumulativo ndo-carcinogénico foi
calculado pelo somatorio dos indices de perigo (HI) (Eq. 14). Valores de HI < 1 indicam risco

aceitavel, enquanto valores de HI > 1 indicam provavel efeito adverso a satide humana.
HI = Z HQveg co T HQveg cr T HQveg nvi (Eq.14)

O risco carcinogénico (CR) foi calculado para os elementos Co, Cr e Ni, de acordo com
a equacdo 15 (USEPA, 2007):
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TCRI == ZCO,CT,Ni(ADICO X SFCO) + (ADICT X SFCT) + (ADINL X SFNi) (Eq 15)

Onde, TCRI é o risco de céancer total considerando o somatdrio das ingestdes médias diarias
dos metais pelo consumo dos vegetais multiplicadas pelo fator de inclinacdo de céancer do
elemento (SF) (mg kg* dia?). Valores de CR < 1 x 10" indicam um risco de cancer aceitavel e
CR > 1 x 10™*é considerado como risco carcinogénico inaceitavel (USEPA, 1989). Os valores
e definigdes dos pardmetros utilizados na modelagem dos riscos a saude por consumo de
hortalicas estdo descritos na tabela 9:

Tabela 9 - Parametros toxicoldgicos e de exposicdo usados na avaliacdo de risco a satde
humana por consumo de vegetais cultivados em solos ultramaficos.

Parametros Simbolo Valor Unidade Referéncias
Teor total do metal no vegetal — Cyeg - mg kg Este estudo
X qis: 0,0026 (Lactuca sativa L.); .
Ingestdo diéria do vegetal IngR 0,0012 (Brassica oleracea) kg dia* IBGE, 2020
Frequéncia de Exposicéo EF 365 dias ano ATSDR, 2012
Durag&o da Exposicéo ED 77 ano WBG, 2020
Peso médio corporal BW 65 kg WBG, 2020
Tempo médio AT 365 x ED dia USEPA, 2001
x 1072 : x 103

Dose de referéncia oral RfD ?&:()r)a; 1200 iclog—,zs(ﬁi) 10 mg kgt dia® RAIS (2018)
Fator de inclinagdo (Co) SFing(co) 2,0 x 107 mg kgt dia® RAIS (2018)
Fator de inclinagdo (Cr) SFing(cr) 5,0 x 101 mg kgt dia® RAIS (2018)
Fator de inclinagdo (Ni) SFing(Ni) 1,7 x 10° mg kgt dia® RAIS (2018)

3A toxicidade do Cr depende diretamente do seu estado de valéncia (Cr*® ou Cr*3), neste estudo, a RfD de
Cr*¢ foi reperesentada por Cr total.

5.2.8.3 Fator de bioconcentracao e translocacao de metais

O fator de bioconcentracdo (BCF) avaliou o potencial de acumulacdo de metais nas
partes comestiveis de Lactuca sativa e Brassica oleracea com a concentracdo total de metais
do solo (SIDHU et al., 2017). O BCF foi calculado usando a equacéo 16:

MP -1
BCF = % (Eg. 16)
(mg kg™1)

onde MP é a concentragéo de metal (Co, Cr, Ni) na parte comestivel da cultura (mg kg™), e MS
é a concentracéo total de metal (Co, Cr, Ni) no solo (mg kg™). Para avaliar o potencial de

translocacéo, a equacgéo 17 foi utilizada:

MP (mg kg™")

Translocagao = —
MR (mg kg~")

(Eq.17)
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Onde, MP é o teor do metal na parte aérea da planta (mg kg™?) e MR € o teor total do metal nas
raizes (mg kg) (BERNARDINO et al., 2018).

5.2.9 Determinacgado dos metais e controle de qualidade

Os teores totais, ambientalmente disponiveis, disponiveis, bioacessiveis e sequenciais
de Co, Cr e Ni nos solos e dos metais nas plantas foram determinados por espectrometria de
emissao optica com plasma acoplado indutivamente (ICP - OES Perkin Elmer 7000 DV). As
analises foram realizadas em duplicatas e com testes em branco. Todos os materiais utilizados
nas analises foram devidamente lavados, permaneceram imersos por 24 h na solu¢do de HNO3
(10 %) e depois foram lavados com agua destilada. Um mililitro da solugdo de 0,5 mol L de
Lu foi adicionado nos extratos (Lu como padréo interno para a correcdo dos interferentes
analiticos na determinacdo dos metais em ICP—OES). Como padrao de qualidade para os teores
totais utilizou-se dois padrdes NIST (National Institute of Standards and Technology) que
possui os teores dos metais certificados em solo (SRM 2710 - Montana | Soil) e planta (SRM
1570a - Trace Elements in Spinach Leaves). As informacdes instrumentais e analiticas do ICP-

OES e as recuperacdes de Co, Cr e Ni para as amostras certificadas estdo descritas na tabela 10.

Tabela 10 - (i) Parametros instrumentais do ICP-OES para a anélise de Co, Cr e Ni em solo
e planta; (ii) parametros analiticos do ICP-OES para Co, Cr e Ni em solo e planta; (iii)
Resultados para medicGes repetitivas (n = 3) de metais pesados em materiais de referéncia
padrdo (SRM 2711a e SRM 1570a).

0]
Parémetro Valor Pardmetro Valor
Tipo de nebulizador Concéntrico de vidro (Meinhard) Delay de leitura 30s
Tipo de cAmara de pulverizagdo  Cicldnica Tipo de calibragéo Interceptagdo zero, linear
Poténcia de RF 1300 W Purga Normal
Fluxo do gas do plasma 15,0 L min™t Resolugdo Normal
Fluxo do gés auxiliar 0,5 L mint Lavagem 20s
Vista do plasma Axial/radial Correcéo de fundo Variavel
Taxa de fluxo da amostra 2,0 L min? Replicatas 3
Fluxo de gés do nebulizador 0,8 L min Solucéo de transporte 2 % HNO;
Auto integracéo 1smin-2smax Solugéo limpeza 2 % HNO;
Modo de processamento Area Acidez dos padrbes/amostras 5 % HNO;
(i)
Elementos  Linha de emissdo (nm) Faixa de calibragdo (mg L™) Vista do plasma r LDs (mg kg™?)
Principal Alternativa
Co 230,786 228,616 50 Axial 0,99981 0,1
Cr 205,560 205,560 2,0 Axial 0,99998 0,4
Ni 231,604 221,648 5,0 Axial 0,99998 0,4
(iii)
Elementos SRM 2711a
Valores obtidos (mg kg?) DPR (%) Valores certificados (mg kg™) Recuperacdo (%)
Co 8,99 + 0,012 4,0 9,89 (9,71 - 10,07) 90,9
Cr 137,8+5,2 38 130,0 (121,0 — 139,0) 106,0
Ni 79,9+ 3,6 45 85,0 (83,0 - 87,0 94,0
Elementos SRM 1570a
Valores obtidos (mg kg?) DPR (%) Valores certificados (mg kg™) Recuperacdo (%)
Co 0,34 2,8 0,39 (0,36 - 0,42) 94,4
Ni 1,93 4,2 2,14 (2,09 - 2,19) 90,1

DPR Desvio padréo relativo; LDs Limites de deteccao.
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5.2.10 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a métodos estatisticos univariados (média, mediana,
minimo, maximo e desvio padrdo). Os procedimentos graficos e estatisticos foram realizados
usando os softwares OriginPro 2019 e STATISTICA (versdo 10.0). Os indices de riqueza
(Chao), diversidade (Shannon — H’) e equabilidade (Pielou — J) foram calculados pelo software
PASTv.4 (HAMMER; HARPER; RAYAN, 2001).

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Atributos quimicos, fisicos, petrograficos e mineralogicos

Os atributos quimicos e fisicos (pH, teores de nutrientes, acidez trocavel, carbono
organico, susceptibilidade magnética e granulometria) para os solos de Niquelandia e Buenos
Aires estdo descritos na Tabela 11. Os solos foram classificados em Cambissolo Héplico
(Niguelandia) e Neossolo Litdlico (Buenos Aires) de acordo com o Sistema Brasileiro de
Classificacdo de Solos (SiBCS, 2018). Os valores de pH se aproximaram da neutralidade (6,5
- 6,6) e os teores de Ca, Na, K, P e Al foram considerados baixos nos dois solos. Os teores de
carbono orgénico variaram de 1,2 a 2,0 %, sendo maior no solo de Buenos Aires que € adjacente
a cultivo de cana-de-acucar e habitat florestal. Os teores de matéria organica em solos
ultraméaficos temperados sdo na maioria das vezes considerados insignificantes. Porém,
ambientes tropicais, proporcionam condicGes climaticas que intensificam a atividade bioldgica
do solo, aumentando a deposicdo de material orgéanico e acelerando sua decomposicéo,
causando incremento nos teores de carbono organico (TASHAKOR et al., 2011; VAN DER
ENT et al., 2019). As texturas dos solos foram semelhantes e classificadas como franca
(Cambissolo) e franco argilosa (Neossolo). Os solos também apresentaram alta susceptibilidade
magnética, sendo a do Cambissolo quase 3 vezes superior a do Neossolo, indicando a presenca
de minerais com magnetismo.

Foi observada a inversdo tipica da relacdo Ca:Mg em solos ultraméficos, sendo 1:5 para
0 Cambissolo e 1:30 para o Neossolo. Os altos teores de Mg séo atribuidos & composicado
mineralogica das rochas ultramaficas que possuem elevada presenca de minerais
ferromagnesianos e de serpentina com formulas quimicas generalizadas: (Mg,Fe,Ni,Mn,Zn),-
3(Si,AlLFe)205(0OH)s ou X»2-3Si205(OH)4 (olivinas, piroxénios, anfibdlios, crisotilo, lizardita,
antigorita) (GWENZI, 2020; KIERCZAK; PIETRANIK; PEDZIWIATR, 2021). Estes
minerais sdo facilmente intemperizaveis, e por isso, 0 Mg é rapidamente liberado no sistema

onde se torna um cation dominante (KANELLOPOULOQS, 2020). Além disso, a maior inversao
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Ca:Mg encontrada no Neossolo esté relacionada com a presenca do talco e menores taxas de
intemperismo e lixiviagdo de bases do sistema quando comparado ao Cambissolo
(VITHANAGE et al., 2019). A composicdo elementar dos materiais de origem dos solos

estudados explica a baixa fertilidade natural e seus enriquecimentos por Mg (Tabela 12).

Tabela 11 - Atributos quimicos e fisicos dos solos
ultraméficos da Niguelandia (Cambissolo) e Buenos Aires

(Neossolo).

Atributos Cambissolo Neossolo
pH (H20) (1:2,5) 6.5 6,6
H+Al (cmol; dm) 2,3 2,6

Ca (cmolc dm™) 0,6 1,3

Mg (cmol; dm3) 3,0 40,0

Al (cmole dm™3) 0,0 0,0

Na (cmolc dm) 0,4 0,3

K (cmol; dm) 0,1 0,1

P (mg dm™) 0,0 0,0
COS?(g kg™h) 12,0 20,0
SMP (adimensional) 63,0E-03 23,0E-03
Areia (g kg?) 298,0 295,0
Silte (g kg?) 487,0 421,0
Argila (g kg1 215,0 284,0

acarbono organico do solo; "Susceptibilidade magnética.

Tabela 12 - Composigdo representativa (%)
dos elementos maiores e tracos das amostras
de rochas maéficas ocorrentes nas regides

estudadas
Elemento Buenos Aires  Niquelandia
Na2O ND 1,30
MgO 32,90 22,83
Al2O3 2,39 14,70
SiO; 44,99 51,50
P20s 0,40 0,43
SO3 0,09 0,04
K20 0,06 ND
CaO 0,03 1,68
TiO; 1,33 0,99
V205 0,37 ND
Cr203 ND ND
MnO 0,73 0,01
Fe203 0,21 ND
NiO 14,72 0,24
CuO 0,02 0,01
ZnO 0,22 4,45
ETRs 0,04 0,14
PF 1,50 1,68

Total 100,00 100,00
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Ambas as rochas foram classificadas como serpentinitos e suas composi¢oes
elementares seguiram a seguinte ordem decrescente: Si >Mg > Ni>AI>Ti>Mn>P >V >
Zn >Fe>S > K >ETRs > Ca > Cu para o serpentinito de Buenos Aires e Si > Mg > Al > Zn
>Ca>Na>Ti>P>Ni>ETRs >S > Mn = Cu para o serpentinito da Niquelandia. As
propor¢des médias descritas para fosforo (0,4 %), potéssio (0,03 %), célcio (0,8 %), magnésio
(27,8 %) e niquel (7,4 %) refletem na baixa fertilidade e no predominio de Mg nos solos
ultraméficos, tornando-os indesejaveis para a agricultura e ambientes hostis para a maioria das
plantas devido a desequilibrios nutricionais e teores elevados de metais pesados (VITHANAGE
et al., 2019). As descricOes petrogréficas das ldminas confeccionadas a partir das amostras dos

serpentinitos coletados, mostraram diferentes graus de serpentinizacgdo (Figura 30).

Figura 30 - Petrografias dos serpentinitos de Buenos Aires — PE (A-B) e Niquelandia -
GO (C-D). (B) Detalhes em cristais de piroxénio (Px), anfibdlios euédricos (Anf) e
passagens de Px para Anf (Px-Anf). (D) Serpentinita com textura de alteracdo em forma
de fibras que atravessam o mineral original, formando um padrdo em rede.

#

O serpentinito formador do Neossolo de Buenos Aires foi composto principalmente
(65,0 %) por cristais finos a médios de piroxénio distribuidos em diferentes dire¢es no formato
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prismético. Junto a eles, ocorreram em distribuicdo heterogénea, minerais opacos e 6xidos de
ferro. Os piroxénios presentes fazem parte da série clinoenstatita-clinoferrosilita. Considerando
que a rocha é ferrifera, o0 mineral esperado é de clinohipersténio a clinoferrossilita (DEER;
HOWIE; ZUZMANN, 1966; SCHMID et al., 2004). Boa parte dos piroxénios (40,0 %) sofreu
alteracdo para anfibolios da série cummingtonita-grunerita podendo ser encontrados ainda em
coloracdo esverdeada ou incolores (Figuras 30A-B). Para o serpentinito formador do
Cambissolo da Niquelandia foi observada maior homogeneidade do material, onde constatou-
se a presenca de serpentina e uma textura com padrédo de rede de fibras, que atravessam massas
foscas do mineral original com alguns preenchimentos de cor laranja aderidos as laterais
(Figuras 30C-D).

Os difratogramas da fracdo argila analisada por orientacdo em laminas apontaram
diversidade entre os solos e nas fases dos minerais, apresentando minerais primarios como
hornblenda; filossilicatos como caulinita, talco, clorita e esmectita; e oxi-hidroxidos de ferro,
como goethita, hematita, magnetita e maghemita (Figura 31). Alguns picos observados nas
laminas saturadas com Mg, apresentaram expansividade apds solvatacdo com etilenoglicol,
atingindo d = 1,78 (acdo caracteristica de minerais do grupo da esmectita) (DIXON, 1985;
MOORE; REYNOLDS, 1997).

A elevada presenca de minerais primarios para o Neossolo de Buenos Aires é incomum
em solos tropicais, mas foram muito descritas em ambientes ultramaficos indicando herancga do
material parental e menor grau de intemperismo do solo (VIDAL-TORRADO et al., 2006;
GARNIER et al., 2009). Para a amostra de argila referente ao solo da Niquelandia, foi
observada a presenca de caulinita com picos de difracdo de 0,35 e 0,72 nm que colapsaram apds
aquecimentos a 350 e 550 °C (Figura 31B). A argila caulinitica, a auséncia de picos de minerais
primarios e a forte presenca de Oxidos de ferro (goethita e hematita) no Cambissolo da
Niguelandia confirma o grau mais avancado do intemperismo em relacdo ao Neossolo de
Buenos Aires. A caulinita pode ter sido formada pela liberacdo de Si de filossilicatos como
cloritas e de argilominerais 2:1 (esmectita), se recombinando com hidroxidos de Al precipitados
(VIDAL-TORRADO et al., 2006).

As altas susceptibilidades magnéticas descritas para os solos sdo explicadas pela
presenca de oxidos de ferro com magnetismo, como por exemplo, magnetita (FesOs) e
maghemita (y-Fe,03). Os arranjos dos ions Fe?* e Fe3* nas folhas tetraedrais e octaedrais destes
minerais ocasionam um desequilibrio de cargas elétricas, e a diferenca de valéncia provoca uma
polarizacdo magnética na estrutura cristalina (ZUBKO et al., 2011; WINSETT et al., 2019).

Além disso, as texturas franca e franco argilosa dos solos sdo reflexo principalmente da
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quantidade de argilominerais presentes e da fragmentagdo de alguns minerais em particulas do
tamanho silte, devido ao intemperismo quimico intensificado nas areas de estudo por taxas
médias de precipitacdo anual acima de 1000,0 mm (INMET, 2021; APAC, 2022).

Figura 31 - (A) Drx na forma de microagregados orientados sobre lamina de vidro da argila
total no solo ultramafico de Buenos Aires — PE; (B) Drx na forma de microagregados orientados
sobre lamina de vidro da argila total no solo ultraméafico da Niquelandia — GO. (C)
Difratogramas ndo-orientados da fracdo argila apds concentracdo dos Oxi-hidroxidos de ferro.
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5.3.2 Teores totais e disponiveis de Co, Cr e Ni nos solos ultraméficos

Os valores médios dos teores totais dos metais para os solos da Niquelandia e Buenos
Aires foram (mg kg?): Co (373,5 e 349,2); Cr (1844,5 e 2485,5); e Ni (9597,5 e 1428,5),
respectivamente. Para os teores disponiveis, 0s metais seguiram a seguinte ordem decrescente:
Ni (220,9 — 66,1 mg kg*) > Co (2,4 — 1,0 mg kg!) > Cr (< LD) (Figura 32A-C). Os teores
disponiveis e totais dos metais foram semelhantes nos dois solos, com exce¢do do Ni, aonde
foram de quatro a seis vezes maiores na Niquelandia em relacdo a Buenos Aires (Figura 32C).
Todos o0s metais apresentaram baixas proporcfes de disponibilidade relativa quando
comparados com seus respectivos teores totais, sendo 0,0 % para Cr (< LD), 0,6 % para Co e
3,5 % para Ni. Contudo, as baixas proporc¢des disponiveis descritas para Ni quando avaliadas
em valores absolutos (mg kg™), superam de dezenas a centenas de vezes a disponibilidade (<
1,0 mg kg) e o valor de background (29,0 mg kg™) relatados para solos “normais” no mundo
(REVOREDO; MELO, 2006; MENDES et al., 2010; KABATA-PENDIAS, 2011).

Apesar das rochas ultraméficas conterem normalmente menos que 1,0 % de Ni, as
concentracdes nos solos sdo aumentadas significativamente durante o intemperismo. O
intemperismo quimico dessas rochas (igneas e metamorficas) sob clima tropical, tende a formar
filossilicatos ricos em Mg, como talco, cloritas e esmectitas onde pode ocorrer substituicdo
isomorfica do Mg por Ni, originando minerais enriquecidos por este metal (GARNIER et al.,
2009). Por isso, a alta ocorréncia do Ni em minerais primarios como olivina, piroxénios e
anfibolios e argilominerais 2:1, como esmectitas, sdo responsaveis pelos teores totais e
disponiveis anémalos nos solos e indicam o aporte continuo do metal (VITHANAGE et al.,
2014; KIERCZAK et al., 2016). Ja as baixas disponibilidades encontradas para Co e Cr estdo
relacionadas com a ocorréncia destes metais em minerais mais resistentes ao intemperismo,
como espinélio, magnetita e cromita, ou a adsorcao por éxihidroxidos de ferro e manganés que
ocorrem em abundancia nestes ambientes (GARNIER et al., 2013; VITHANAGE et al., 2014;
ERTANI et al., 2017).

Os teores totais e disponiveis de Co, Cr e Ni também foram comparados com outros
solos ultraméaficos do mundo. Para isso, foram considerados 68 resultados de estudos realizados
em 13 paises (Figura 32D-I). Os teores totais de Co nos solos da Nigquelandia e Buenos Aires
superaram em média 65,0 % a mediana mundial (216,0 mg kg™). Ja os teores disponiveis do
metal, em ambos os solos, foram similares a mediana descrita nos outros estudos (1,8 mg kg™).
O mesmo padrao de similaridade entre os teores totais e disponiveis foram observados para Cr,
com medianas mundiais de 2400,0 e 0,3 mg kg™, respectivamente. Para Ni, 0s teores totais e

disponiveis no Neossolo de Buenos Aires foram proximos aos valores descritos para 0 mundo
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(2039,0 mg kgt de teor total e 52,5 mg kg disponivel). Contudo, o Cambissolo da Niquelandia,
apresentou teor disponivel de Ni 419,0 % acima da mediana mundial, e o teor total 470,0 %

superior, sendo considerado um outlier entre os solos ultraméaficos do planeta (Figura 32F).

Figura 32 - Teores totais e disponiveis de Co (A), Cr (B) e Ni (C) nos solos estudados. Gréaficos de
violino indicando a distribuicdo média dos teores totais (D-F) e disponiveis (G-I) de Co, Cr e Niem
solos ultraméficos ao redor do mundo (VITHANAGE et al., 2019). As linhas tracejadas representam
os teores totais (vermelho) e disponiveis (azul) de metais para Niquelandia - GO (Niqg) e Buenos
Aires - PE (BA) em comparagdo com a mediana mundial.
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A maioria dos estudos em ambientes ultraméaficos sdo realizados em paises temperados,

com ocorréncia de solos pouco desenvolvidos. Na Niquelandia, o regime hidrico de chuvas é
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intenso durante 6 meses (> 200,0 mm més™), provocando maior hidrolise, e consequentemente,
gerando solos mais profundos e com altas quantidades de 6xidos de Fe que s&o os principais
sumidouros de Ni nesses ambientes (THORNE et al., 2012; VAN DER ENT et al., 2018).

5.3.3 Riscos ambientais

5.3.3.1 Geoquimica de Co, Cr e Ni em solos ultramaficos

Dados sobre teores totais de metais sdo Uteis para avaliar niveis de contaminacao
ambiental, porém ndo fornecem informacGes sobre mobilidade e biodisponibilidade dos
contaminantes. Nesse sentido, a analise de extracdo sequencial avalia a distribuicdo dos metais
nas diferentes fracdes do solo, possibilitando uma investigacdo mais precisa sobre potenciais
riscos ecotoxicoldgicos (CHENG et al., 2011; VITHANAGE et al., 2019). O intemperismo de
rochas ultraméaficas em ambientes tropicais tende a formacdo de filossilicatos, seguindo para
oxidos de Fe, Cr e Mn nao cristalinos (“amorfos”), e por fim, em 6xidos de Fe cristalinos (VAN
DER ENT etal., 2017). Condic6es climaticas tropicais somadas a boa drenagem podem lixiviar
bases como Mg e formar minerais secundarios enriquecidos por Fe (6xidos), gerando solos
lateriticos com camadas subsuperficiais ricas em oxi-hidroxidos de Fe, Mn e Mg
(TASHAKOR; YAACOB; MOHAMAD, 2011). Por isso, as fracdes consideradas neste estudo
foram: trocavel, 6xidos de Mn, 6xidos de Fe amorfo, éxidos de Fe cristalino e residual. A fragédo
matéria organica foi descartada devido a distribuicdo insignificante dos metais (< 0,1 %). A
ordem decrescente das fraces geoquimicas onde Co, Cr e Ni estdo ligados foi: (1) Co: 6xidos
de Fe e Mn > residual > trocavel, para os dois solos; (2) Cr: residual > 6xidos de Fe e Mn >
trocavel, para os dois solos; e (3) Ni: 6xidos de Fe e Mn > trocavel > residual para Buenos Aires
e residual > 6xidos de Fe e Mn > trocavel para Niquelandia (Figura 33).

O Ni no Neossolo de Buenos Aires, esteve associado principalmente aos 6xidos de Fe
(58,5 %) e Mn (21,9 %). Resultado similar foi relatado por Garnier et al. (2006), em solo
ultramafico brasileiro, com 50,0 a 85,0 % do metal retido nesta fragdo. Os dxi-hidréxidos de Fe
séo conhecidos por serem os principais sumidouros de Ni em ambientes ultramaficos devido as
interacdes por pontes de hidrogénio, troca ionica e ligacdes de coordenacdo. Adicionalmente,
o metal pode formar complexos estaveis com os grupos funcionais hidroxila e carboxila
presentes nas superficies dos dxidos, levando a retencéo e imobilizacdo do elemento (THORNE
etal., 2012; VAN DER ENT et al., 2018). Em solos ultraméficos, além dos ¢xidos de Fe, 0 Ni
pode estar associado a argilas de baixa carga (serpentina, talco) e alta carga (esmectita) (VAN

DER ENT et al., 2019). Apesar das altas propor¢des de Ni em fases mais recalcitrantes, a fracéo
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trocavel foi reservatério de 11,3 % do metal, superando significativamente relatos de outros
estudos pelo mundo (0,05 — 3,8 %) (QUANTIN et al.,, 2002; TASHAKOR; YAACOB;
MOHAMAD, 2011; VAN DER ENT et al., 2019). A maior proporcao trocavel de Ni neste solo
ocorre possivelmente devido a alta presenca de minerais primarios facilmente intemperizaveis
como talco e hornblenda e maiores taxas de intemperismo pelo intenso regime de chuvas. Para
0 Cambissolo da Niquelandia, 72,3 % do Ni esteve associado a fracdo residual, enquanto 0s
oxidos de Fe foram responsaveis por 21,6 %, seguidos por 4,9 % nos 6xidos de Mn e apenas
1,2 % esteve na fracdo trocavel. A mesma tendéncia foi observada em estudos com solos
ultraméficos tropicais da Malésia e Nova Caledénia, sendo a fragdo residual o reservatorio de
50,0 2 90,0 % do Ni (QUANTIN et al., 2002; TASHAKOR; YAACOB; MOHAMAD, 2011).

Figura 33 - Extracdo sequencial de Co, Cr e Ni nos solos ultramaficos.
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Cromo esteve alocado principalmente a fracao residual nos dois solos com propor¢des
médias de 70,0 %. Ja a presenca do metal na fase trocavel foi considerada insignificante, sendo
0,007 % na Niquelandia e 0,001 % em Buenos Aires. Os 6xidos de ferro cristalino retiveram
cerca de 27,0 % do metal. Portanto, o elemento ndo é prontamente biodisponivel em condicdes

naturais, refletindo os teores disponiveis encontrados neste estudo, abaixo do limite de
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deteccéo. O Cr, em solos ultraméficos, é encontrado principalmente em minerais lentamente
hidrolisados como a cromita (FeCr.04) e a magnetita (FesOa), provocando acimulo no solo
com o avanco da pedogénese. A forte resisténcia da cromita ao intemperismo torna este mineral,
tracador de processos pedogenéticos (GARNIER et al., 2009; VITHANAGE et al., 2019;
GWENZI, 2020).

Para Co, os 6xidos de Fe e Mn foram reservatorios importantes nos dois solos,
principalmente em Buenos Aires, com retengdes de 62,3 % e 27,8 % do metal, respectivamente.
Cobalto € um elemento siderdfilo que apresenta fortes associacdes com Fe e Mn, reforcando a
baixa disponibilidade do metal no ambiente, apesar dos altos teores totais (MISTIKAWY et al.,
2020). A alta afinidade entre Co e Mn é atribuida a caracteristicas quimicas semelhantes, visto
que ambos sdo elementos de transicdo com massas atdbmicas e raios iénicos similares.

As maiores proporcdes relativas de Ni e Co nas fragdes trocaveis e em 6xidos de Mn no
Neossolo de Buenos Aires, sugerem a necessidade de maior aten¢do em relacdo ao Cambissolo
da Niquelandia (mesmo com teores totais superiores). Além disso, a combinacdo destes
resultados com os dados mineraldgicos indica que a maior parte de Cr, Ni e Co, esta ligada
fortemente em minerais recalcitrantes dos solos ultraméaficos como silicatos (clorita) e
espinélios (magnetita e cromita). Contudo, mudancas redox do sistema podem mobilizar os
metais ligados a fracdo de O0xidos de Fe e Mn e a liberacdo destas fases pode se tornar uma

importante fonte natural de contaminagéo.

5.3.3.2 Codigo de Avaliacéo de Risco (RAC)

A figura 6 mostra os resultados do RAC para Ni, Cr e Co nos dois solos ultramaficos
estudados. A ordem decrescente do coeficiente de risco médio para cada metal foi Ni > Co >
Cr. As amostras ndo apresentaram riscos ambientais para Co e Cr nos dois solos (< 1,0 %). Para
Ni, foram encontrados riscos baixo para o solo da Niquelandia (1,1 %) e médio para o solo de
Buenos Aires (13,0 %). Portanto, ndo houve mobilidade significativa para os metais pesados
acima. A alta proporcdo de Ni na fracdo trocavel no solo de Buenos Aires (Figura 34) foi
responsavel pelo maior RAC relativo encontrado. Os resultados de RAC refletem a analise de
extracdo sequencial dos solos que indicaram alta presenca dos metais em formas residuais
(cromita e magnetita) ou adsorvidas em oxidos de Fe e Mn, reduzindo a mobilidade ambiental.
Contudo, a variabilidade na composi¢do mineraldgica dos solos ultraméaficos e das condi¢Ges
climaticas entre regifes estdo diretamente relacionadas com taxas de intemperismo e

consequentemente com a disponibilizagcdo dos metais. Por isso, apesar das baixas mobilidades
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de Co, Cr e Ni descritas, manejos que aumentem a labilidade de metais de forma abrupta podem
representar sérios problemas ao ecossistema.

Figura 34 - Cddigo de avaliacdo de risco para Ni, Cr e
Co nos solos ultraméaficos da Niquelandia e Buenos
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5.3.4 Riscos ecoldgicos

5.3.4.1 Avaliacéo do risco ecoldgico em solos ultramaficos

O indice de risco ecoldgico potencial (PERI) foi desenvolvido pelo pesquisador sueco
Hakanson em 1980 com o intuito de classificar poluicdes de solos e sedimentos por metais
pesados, identificando areas com prioridade de monitoramento (MAANAN et al., 2014; LIU et
al., 2021). Os riscos ecoldgicos foram considerados elevado para o solo de Buenos Aires (PERI
= 522,8) e significativamente elevado na Niquelandia (PERI = 1759,9) (Tabela 13). Os fatores
de risco individuais dos metais seguiram a seguinte ordem decrescente: Ni > Co > Cr para a
Niquelandia e Ni > Cr > Co em Buenos Aires. O Ni apresentou fatores de contaminacéo e risco
individual de 5 a 75 vezes superiores aos de Co e Cr nos dois solos estudados e foi responsavel
por 89,0 e 95,0 % dos PERIs encontrados em Buenos Aires e Niquelandia, respectivamente. A
alta contribuicdo do Ni para os elevados riscos ecoldgicos encontrados ocorre devido a elevada
presenca de minerais primarios e secundarios enriquecidos pelo metal e pouco resistentes ao
intemperismo, como apresentado nas analises petrograficas e mineraldgicas (Figuras 30 e 31).

A localizagdo de Ni nestes minerais ocasionou maior teor ambientalmente disponivel médio
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para o metal (4011,6 mg kg*) quando comparado ao de Cr (694,3 mg kg ) e Co (125,7 mg kg
1. O PERI da Niquelandia foi trés vezes superior ao de Buenos Aires. Isto pode ser atribuido
principalmente ao teor ambientalmente disponivel de Ni na Niquelandia (7185,0 mg kg™) ser
oito vezes maior que o de Buenos Aires (838,2 mg kg™). Os altos PERIs sugerem que as
comunidades microbianas presentes nesses ambientes sdo adaptadas as condi¢Ges metaliferas e

que a eroséo desses solos pode provocar danos a micro-organismos em outros locais.

Tabela 13 - Risco ecoldgico integrado para os solos ultraméficos.

Niqueléndia

Co® Cr Ni PERI
Fator de contaminacéo do metal (fi) 334 11,0 3341
Fator de toxicidade do metal (T;) 2,0 20 50

Fator de risco ecoldgico individual (Ei) 66,9 22,1 1670,9 1759,9
Buenos Aires

Co® Cr Ni PERI
Fator de contaminacdo do metal (fi) 12,2 159 0931
Fator de toxicidade do metal (T;) 2,0 20 50

Fator de risco ecoldgico individual (Ei) 25,3 31,9 465,6 522,8

aFator de toxicidade para Co foi considerado igual ao Cr devido a propriedades similares
de toxidez e disponibilidade nos solos estudados (ATSDR, 2022).

5.3.4.2 Composicao da comunidade bacteriana nos solos ultraméficos

Os teores andmalos de metais pesados tornam os solos ultraméaficos ambientes com
condices de estresses e alta pressdo seletiva de organismos, gerando niveis altos de endemismo
na macro, meso e microfauna e nas comunidades microbianas do solo (KITAGAMI; KAWAI,
EKINO, 2021). Foi identificado um total de 20 filos para os dois solos avaliados, sendo eles:
Elusimicrobiota,  Entotheonellaeota,  Desulfobacterota,  Bdellovibrionota, = WPS-2,
Patescibacteria, Cyanobacteria, Armatimonadota, Bacteroidota, Methylomirabilota,
Firmicutes, Crenarchaeota, = Gemmatimonadota, = Myxococcota, Verrucomicrobiota,
Chloroflexi, Planctomycetota, Proteobacteria, Acidobacteriota e Actinobacteriota (Figura 35).

Os filos dominantes para o Cambissolo da Niquelandia foram: Actinobacteriota (27,2
%) > Proteobacteria (20,9 %) > Cyanobacteria (8,5 %) > Acidobacteriota (8,1 %) >
Gemmatimonadota (7,0 %). Para o Neossolo de Buenos Aires, a dominancia filogenética seguiu
a seguinte ordem decrescente: Actinobacteriota (32,0 %) > Acidobacteriota (13,8 %) >
Proteobacteria (12,5 %) > Planctomycetota (12,0 %) > Chloroflexi (9,9 %). Os filos

Actinobacteriota, Proteobacteria e Acidobacteriota foram abundantes em ambos os solos. Dose
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de 4cido citrico (40 mmol kg™) foi aplicada nos solos ultraméficos para avaliar a comunidade

bacteriana apds mudancas abruptas de pH e aumentos significativos na disponibilidade de Co,

Cre Ni.

Figura 35 — Efeitos da aplicagdo de &cido citrico (40 mmol kg) ao
longo do tempo (0, 2 e 40 dias) nos indices ecoldgicos (A) e na

abundancia bacteriana relativa (B) dos solos ultraméaficos estudados.
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Os teores disponiveis de Ni aumentaram em 87,0 % (412,8 mg kg?) na Niquelandia e
277,0 % (260,9 mg kg™) em Buenos Aires, apds aplicacdo do quelante. Para Cr e Co, em ambos
os solos, os incrementos da disponibilidade foram em média de 12 vezes, atingindo teores
disponiveis de 3,0 e 13,0 mg kg, respectivamente. Ja o pH dos solos, reduziu drasticamente
apos 2 dias de aplicagdo do &cido citrico, alcancando 5,4 (Niquelandia) e 4,9 (Buenos Aires),
com retorno a condicao inicial ap6s 40 dias da aplicacdo. De forma geral, a aplicacéo do acido
citrico reduziu a abundancia relativa bacteriana em 22,5 % para Buenos Aires e 59,6 % para
Niguelandia. O maior efeito negativo na Niquelandia pode ser atribuido aos maiores teores
disponiveis relativos de metais encontrados pos aplicacdo do quelante. Nenhum efeito
significativo foi observado para os indices de diversidade e equitabilidade.

As modificagdes na disponibilidade dos metais afetaram significativamente a
abundancia em Actinobacteriota, Acidobacteriota, Planctomycetota, Chloroflexi e
Cyanobacteria, com reducGes médias de 52,2 %, 66,9 %, 70,3 %, 81,5 % e 88,1 %,
respectivamente. Ja os filos Verrucomicrobiota, Myxococcota e Gemmatimonadota,
apresentaram abundéancias constantes mesmo diante das variacGes de pH e teores dos metais.
Em contrapartida, as abundancias relativas dos filos Proteobacteria, Bacteroidota e Firmicutes
foram incrementadas em 256,7 %, 1117,3 % e 2105,0 %, respectivamente. Estudos com
amostras de agua, solo e sedimento enriquecidos por Ni e Co coletados no Brasil, no municipio
da Niqueléndia, indicaram a presenca das espécies Acinetobacter baumannii, Acinetobacter
ursingii, Acinetobacter sp., Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus, Bacillus
methylotrophicus, Exiguobacterium sp., Microbacterium sp. e Ochrobactrum sp. Estas espécies
séo pertencentes aos principais filos descritos neste estudo (Proteobacteria, Actinobacteriota,
Acidobacteriota, Firmicutes e Bacteroidota), indicando um padrdo da ocorréncia e tolerancia as
altas concentracbes de metais no ambiente (ARAUJO et al., 2019; SAETA et al., 2021).
Adicionalmente, estudo realizado na Nigéria em aguas residuais poluidas industrialmente por
Co e Ni, indicaram degradacéo eficiente (> 94 %) de hidrocarbonetos aromaticos por Bacillus
subtilis (Firmicutes), aléem da alta resisténcia aos teores elevados dos metais (OYETIBO et al.,
2017).

A alta tolerdncia existente em alguns filos bacterianos pode estar relacionada a
mecanismos das espécies como excluséo por barreiras de permeabilidade, sequestro intracelular
e extracelular, bombas de efluxo que removem os metais das células, producéo de proteinas de
ligacdo a metais, desintoxicacdo enzimatica do metal para formas menos toxicas e reducdo da
sensibilidade ao metal nos alvos celulares, indicando alto potencial biotecnolégico para
remediacdo ambiental (OYETIBO et al., 2017; SAETA et al., 2021).
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5.3.5 Bioacessibilidade géstrica, pulmonar e dermal de Co, Cr e Ni

Os teores bioacessiveis médios para os solos ultraméaficos foram (mg kg™?): 17,9 (Co),
0,2 (Cr) e 16,5 (Ni) para o cenario gastrico; 0,2 (Co), 0,02 (Cr) e 1,3 (Ni) para o cenario dermal;
134,5 (Co), 58,5 (Cr) e 402,0 (Ni) para o cenario pulmonar. Os teores bioacessiveis de Co, Cr
e Ni foram até 78.000 vezes inferiores aos teores totais, indicando baixa solubilizacdo dos
metais durante as analises.

Tratando-se de fracbes bioacessiveis, os valores para 0s metais nos solos da
Niquelandia e Buenos Aires foram, respectivamente: 1,3 e 8,7 % (Co), 0,02 e 0,002 % (Cr), 0,1
e 1,3 % (Ni), para a abordagem gastrica; 0,002 e 0,1 % (Co), 0,001 e 0,0002 % (Cr), 0,001 e
0,1 % (Ni), para a abordagem dermal; 39,3 e 34,9 % (Co), 4,6 € 1,3 % (Cr), 3,7 e 31,3 % (Ni),
para a abordagem pulmonar (Figura 36). De forma geral, ambos 0s solos apresentaram baixas
bioacessibilidades para os metais, com fracGes residuais médias de 57,6 % para Co, 97,0 % para
Cr e 81,5 % para Ni. Os baixos valores de bioacessibilidade estdo relacionados com a
localizacdo dos metais em fragBes mais recalcitrantes do solo, como 6xidos de Fe e Mn e nas
fracdes residuais na forma de minerais como cromita que sao abundantes nesses ambientes e
resistentes as solucdes utilizadas para simulacéo gastrica, dermal e pulmonar (GARNIER et al.,
2013; VITHANAGE et al., 2014; ERTANI et al., 2017).

As maiores bioacessibilidades (acima de 30,0 %) ocorreram para Co nos dois solos e
Ni no solo de Buenos Aires apenas na abordagem pulmonar. Além disso, todos 0s metais
apresentaram maior bioacessibilidade nesta fase, seguindo a seguinte ordem decrescente:
pulmonar > géastrica > dermal. Isto pode ser atribuido ao tamanho de particula considerado na
abordagem de exposi¢éo por inalacdo (& < 2,5 um) ser muito inferior ao usado nas abordagens
gastrica e dermal (@ < 75,0 um). A maior area superficial especifica em particulas menores,
proporciona uma alta quantidade de sitios de adsorcdo. Adicionalmente, a maior presenca de
argila esta diretamente relacionada com a atividade coloidal e a quantidade de cargas elétricas
que podem reter os metais catidnicos, e consequentemente enriquecer as particulas dos solos
(UCHIMIYA etal., 2011; IKEGAMI et al., 2014).

Comparando as abordagens gastricas e dermais onde utilizou-se 0 mesmo tamanho de
particula dos solos ultraméaficos, foi possivel observar que todos os elementos apresentaram
maior bioacessibilidade na fase gastrica. Os teores bioacessiveis gastricos foram de 8 a 600
vezes maiores que os dermais. Isto ocorre devido ao pH da solugdo géstrica, que simula a
condicdo estomacal, muito acida (1,5), o que favorece a maior solubilidade dos metais em
relacdo ao pH do suor sintético utilizado na abordagem dermal (6,5) (ABUHELWA et al., 2017;
HUANG et al., 2018; LEAL; GUNEY; ZAGURY, 2018).
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Figura 36 - Bioacessibilidade gastrica, pulmonar e dermal
de Co, Cr e Ni nos solos ultramaficos estudados.
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5.3.6 Riscos a satude humana

5.3.6.1 Risco a salde humana por exposi¢ao a solos ultraméficos

As principais vias de exposicdo aos solos ultramaficos foram: ingestdo > dermal >
inalacdo. Os valores das doses médias diarias acidentais (ADI) por ingestdo superaram em 34
e 8.000 vezes as ADIs por contato dérmico e inalacdo, respectivamente. Além disso, o Ni foi o
metal com as maiores ADIs encontradas, seguido por Cr e cobalto. Normalmente, avaliacfes
de riscos indicam a ingestdo de particulas como a principal contribuinte (acima de 80,0 %) para
os efeitos carcinogénicos e ndo-carcinogénicos por exposicao a solos e sedimentos (MEN et al.,
2018; SKRBIC et al., 2018). A avaliacdo dos riscos ndo-carcinogénicos indicou que apesar dos
maiores valores de ADI serem para Ni, o Cr foi 0 metal responsavel pela maior proporcéo dos
indices de perigo (HI) encontrados (45,0 — 60,0 %) (Figura 37A). Isto ocorre devido aos altos
teores totais de Cr nos solos e por suas doses de referéncia serem menores que as de Ni e
cobalto, resultando em maiores valores de HI. Além disso, 0s riscos ndo-carcinogénicos
estimados sem a utilizagdo da bioacessibilidade foram inaceitaveis (TEHI > 1,0) para os dois
solos estudados, sendo 1,69 para Niqueléandia e 1,71 em Buenos Aires. Contudo, quando os

teores bioacessiveis foram considerados na modelagem, 0s riscos ndo-carcinogénicos
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reduziram em 183 vezes para o0 solo da Niquelandia (TEHI = 0,01) e em 32 vezes para 0 solo
de Buenos Aires (TEHI = 0,05), sendo de 20 a 100 vezes inferiores ao limite aceitavel (TEHI
=1,0). O mesmo padrao de superestimacao ocorreu para os riscos totais de cancer (TCRI), onde
ambos os solos apresentaram niveis inaceitaveis (> 1,0 x 10#) quando os teores totais dos metais
foram considerados. Porém, apds o uso da bioacessibilidade, os valores foram reduzidos em
4.000 vezes para Niquelandia (TCRI = 1,2 x 107) e 23.000 para Buenos Aires (TCRI = 2,7 x

108), sendo considerados seguros (Figura 37B).

Figura 37 - (A) Valores médios do indice de risco ndo carcinogénico por ingestéo,
inalacdo e contato dérmico a Co, Cr e Ni nos solos ultraméficos; (B) Risco de cancer
total por exposicao a Co, Cr e Ni em solos ultraméficos.
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Os heatmaps apresentam as doses didrias acidentais de ingestao, inalagéo e contato dérmico dos solos.
Os riscos foram estimados considerando abordagens com e sem bioacessilbidade.

Os limites seguros estimados para exposi¢cdo ao solo sdo atribuidos as formas nao
biodisponiveis de Ni, Cr e Co nos ambientes ultramaficos, e principalmente, a utilizacdo da
abordagem de bioacessibilidade para todas as rotas de exposicao, indicando baixa preocupagéo

com efeitos adversos a saude humana e reforcando a importancia do uso de teores bioacessiveis
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em todas as modelagens de riscos, evitando superestimagdes e tomadas de decisdes errdneas no

gerenciamento ambiental.

5.3.6.2 Risco a saude humana por consumo de vegetais

As concentragdes médias de Co, Cr e Ni em B. oleracea foram de 3,2 mg kg2, 3,3 mg
kg™e 221,7 mg kg, respectivamente. Para L. sativa L., os teores médios dos metais atingiram
1,65 mg kg (Co), 1,90 mg kg (Cr) e 132,2 mg kg™ (Ni). Os actimulos de Co, Cr e Ni em B.
oleracea foram de 63,0 a 576,0 % superiores aos de L. sativa L. (Figura 38). A alta
disponibilidade relativa de Ni nos solos estudados (66,1 — 220,9 mg kg™*) comparadas as de Co
(1,0 — 2,4 mg kgl) e Cr (< LD) é responsavel pelo maior acimulo encontrado para o metal.
Esta tendéncia também foi observada comparando o efeito dos solos para o acimulo de Ni em
B. oleracea, que foi 212,0 % superior no solo da Niguelandia onde a disponibilidade do metal
é quatro vezes maior que no solo de Buenos Aires (Figura 38C). Por outro lado, os teores de Cr
e Co nas hortaligas foram baixos e ndo diferiram estatisticamente em relacéo ao fator solo, visto
que ambos o0s solos possuem disponibilidades similares para estes metais. Além disso, B.
oleracea possui maior biomassa, com produtividade média de 600,0 g de folhas por planta em
relagdo a 370,6 g de folhas por planta de L. sativa L (MEIRELLES; BALDOTTO;
BALDOTTO, 2017; MOURA et al., 2018). O volume de folhas é diretamente relacionado com
maiores transpiracdo e absorcdo de agua, e consequentemente, absorcao de metais por fluxo de
massa (ALFARO et al., 2021). O padrdo de maior acimulo em espécies folhosas como couve,
mostarda, espinafre, chicdria e alface também foi relatado em diversos estudos que compararam
folhas, raizes, tubérculos e frutos de plantas crescidas sobre solos contaminados (FAN et al.,
2017; PELFRENE et al., 2019; ZHENG et al., 2020; ALFARO et al., 2021).

Tratando-se do acumulo radicular de metais, as espécies apresentaram 0s seguintes
teores médios (mg kg?): 15,7 (Co), 49,1 (Cr) e 527,5 (Ni) para B. oleracea e 12,7 (Co), 20,6
(Cr) e 250,1 (Ni) para L. sativa L. Ambas as espécies apresentam teores relativamente altos de
Cr nas raizes considerando que a disponibilidade do metal esteve abaixo do limite de detecgéo.
Alfaro et al. (2021) relataram o mesmo padréo para absor¢do de Cr por L. sativa L. e atribuiram
aos exsudados radiculares e as comunidades de micro-organismos rizosféricos capazes de
liberar acidos orgénicos de baixo peso molecular como o &cido citrico e oxalico, aumentando a
disponibilidade dos metais e consequentemente seus acimulos. Os altos teores totais dos metais
nos solos, a natureza ndo hiperacumuladora das espécies e o relativo alto acimulo radicular
geraram fatores de translocacdo e bioconcentracdo baixos (0,06 — 0,59). Contudo, as

concentragdes foliares de Ni descritas foram preocupantes, por se tratar de um micronutriente
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e pelas espécies alimenticias normalmente apresentarem teores do metal entre 0,06 e 2,0 mg
kg! (KABATA-PENDIAS, 2011). Nesse sentido, 0s riscos ndo-carcinogénicos e

carcinogénicos aos seres humanos por ingestdo das hortalicas foram estimados.

Figura 38 - Concentragdes médias (+ desvio padrdo) de Co, Cr e Ni (A-
C) e heatmap dos fatores de bioconcentracdo (BCF) e translocacdo (TF)
nas hortalicas cultivadas em solos ultramaficos (D).
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As concentragdes de Co foram analisadas separadamente. Para Ni e Cr, o efeito da interagdo
(solo x espécie) foi considerado. Letras maitsculas iguais comparam as diferentes espécies no
mesmo solo e ndo diferem pelo teste Tukey (p < 0,05). Letras minusculas iguais comparam as
mesmas espécies em solos diferentes e ndo diferem pelo teste Tukey (p < 0,05).

As ingestdes médias diarias de Co, Cr e Ni pelo consumo dos vegetais, variaram entre
0,9-4,1,04-4,0e113,2—-386,9 mg kg, respectivamente. De forma geral, os teores de Co,
Cr e Ni nas plantas ultrapassaram de 3 a 1220 vezes os limites maximos permitidos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil (ANVISA) em L. sativa L e B. oleracea (<
0,3 mg kg™) (ANVISA, 2021). Considerando pardmetros internacionais, os valores de ingesto
diéria para Co e Cr foram préximos as doses méximas toleraveis estabelecidas pela Organizacao
Mundial da Satde e pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (2,5 mg kg™ dia”
1Y (ALFARO et al., 2021). Porém, para Ni, a dose maxima toleravel (5 mg kg* dia) foi
superada de 22 vezes por ingestdo de L. sativa L até 77 vezes para o consumo de B. oleracea.
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Os valores médios dos indices de perigo (HI) seguiram a ordem Ni > Cr > Co. Tanto os valores
de HI individuais quanto o efeito sinérgico dos metais (TEHI) foram menores que o limite
inaceitavel (> 1,0), indicando baixa probabilidade de efeito adverso a saude humana (Figura
11A). Entretanto, as estimativas de riscos totais de cancer (TCRI) indicaram valores
inaceitaveis para ambas as espécies, superando entre 44 e 82 vezes o nivel de seguranca (< 10°
4). Apesar dos menores riscos encontrados para L. sativa L em relacdo a B. oleracea, 0 consumo

para ambas as espécies cultivadas em solos ultraméaficos ndo é recomendado.

Figura 39 - (A) Valores médios dos indices de risco ndo carcinogénico (A) e carcinogénico
(B) por consumo de B. oleracea e L. sativa L. cultivadas em solos ultraméaficos.
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5.4 Concluséao

Os teores de Ni, Co e Cr descritos neste estudo, reforcam a necessidade de
monitoramento de areas ultraméaficas quanto a mobilidade e disponibilidade de metais no solo
para garantir a seguranca alimentar e a salde humana. Os altos teores de 6xidos de ferro e
manganés nos solos sdo responsaveis pela baixa mobilidade dos metais. Contudo, riscos
ecologicos significativamente elevados indicam danos potenciais a organismos em outras
regides. Adicionalmente, manejos do solo que provoquem erosdo e aumento da disponibilidade
de metais afeta a comunidade bacteriana do solo a longo prazo. Espécies dos filos
Proteobacteria, Bacteroidota e Firmicutes podem ser ferramentas biotecnolégicas interessantes
para a remediacédo de areas contaminadas. Avalia¢des de riscos a saide humana devem estar
associadas a testes de bioacessibilidades para todos os metais e em todas as rotas de exposi¢ao
consideradas para evitar superestimagdo das estimativas. Além disso, a exposi¢do ocupacional

desses ambientes deve ser reduzida e cultivos alimenticios evitados.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O investimento em tecnologias portateis para determinacdo de metais e o
aperfeicoamento de métodos com FRXp é uma opc¢do economicamente e ambientalmente
interessante a substituicdo de métodos convencionais como ICP-OES.

Investigagdes em herbarios e areas ultraméficas sdo fundamentais para identificacéo de
espécies com alto potencial de utilizacdo na agromineracao.

A avaliacdo da distribuicdo espacial de metais em plantas pode auxiliar na producéo de
espécies hiperacumuladoras mais eficientes.

O uso de cultura de tecido, e estudos com sementes de hiperacumuladoras séo
necessarios para aumentar a taxa de germinacdo e produzir mudas em larga escala e em curto
espaco de tempo.

Testes com &cidos organicos, doses e periodos de aplicacdo devem ser realizados para
identificar manejos mais eficientes e seguros no uso de quelantes para agromineragéo em solos
ultramaficos.

Avaliacdes de riscos ambientais e a saide humana sdao imprescindiveis em todas as areas
ultraméficas e os cultivo e consumo de alimentos nesses ambientes devem ser evitados.

Prospecc¢do de bactérias em solos ultraméaficos podem ser ferramentas biotecnoldgicas
interessantes para a remediacdo de areas contaminadas.

Estudos aquéaticos e com biomagnificacdo no cenario ultraméafico ou proximos dessas
localidades sdo necessarios para a manutencao da qualidade ambiental e seguranca alimentar.

Testes de campo com agromineracdo de Ni devem ser iniciados no Brasil.



