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Efeitos da aplicacdo de &cido citrico e da fertilizagdo mineral ou orgénica na acumulagio
de Ni, Cr e Co por Berkheya coddii

RESUMO GERAL

Solos ultraméficos sdo formados a partir da decomposicao de rochas ricas em minerais
ferromagnesianos e com baixa concentracdo de silica. Esses solos possuem altos teores de
magnésio (Mg), ferro (Fe), manganés (Mn) e de metais pesados, como niquel (Ni), cobalto (Co)
e cromo (Cr). Devido & pobreza de nutrientes e aos elevados teores de metais, 0s solos
ultraméaficos ndo sdo adequados para a agricultura; no entanto, algumas plantas adaptadas a
esses solos, chamadas de hiperacumuladoras, conseguem acumular altas concentracdes de Ni
em seus tecidos. A técnica da agromineracdo utiliza essas plantas para obter biominérios pela
incineracdo de suas partes aéreas. Um exemplo de planta hiperacumuladora € a espécie sul
africana Berkheya coddii, que apresenta alta biomassa e alta concentracgdo de niquel. Este estudo
teve como objetivos i) investigar os efeitos da aplicacdo de acido citrico sobre a solubilizacao
de Ni em solo ultramafico e seu acimulo em B. coddii e ii) avaliar a producdo de biomassa e
acumulo de Ni nesta espécie em resposta a aplicacao de fertilizante mineral (NPK) e organicos
(esterco bovino e biochar de lodo de esgoto). Os resultados mostraram que aplicacdo de acido
citrico afetou a dindmica biogeoquimica do sistema solo-planta, aumentando a
biodisponibilidade de metais no solo e a extracdo, translocacao e acumulo de Co, Mn e Fe por
B. coddii. Por outro lado, o acido citrico ndo aumentou significativamente o teor de Ni na parte
aérea das plantas. A fertilizacdo mineral e o esterco bovino aumentaram significativamente a
biomassa das plantas, mas tiveram efeitos negativos no teor de Ni na parte aérea. A aplicacao
de biochar ndo teve efeitos sobre a produgdo de biomassa das plantas nem sobre teor de Ni
acumulado na parte aérea.

Palavras-chave: Fitomineracdo. Plantas hiperacumuladoras. Metais preciosos. Adubacéo.
Quelantes.



Citric acid and mineral or organic fertilization effects on the Ni, Cr and Co accumulation
by Berkheya coddii

GENERAL ABSTRACT

Ultramafic soils are formed from weathering rocks rich in ferromagnesian minerals and
with a low silica concentration. These soils have high levels of magnesium (Mg), iron (Fe),
manganese (Mn), and potentially toxic metals such as nickel (Ni), cobalt (Co), and chromium
(Cr). Due to nutrient impoverishment, ultramafic soils are unsuitable for agriculture; however,
some plants adapted to these soils, named hyperaccumulators, accumulate high Ni
concentrations in their tissues. The agromining technology uses these plants to obtain
biominerals by incinerating their aerial parts. An example of a Ni hyperaccumulator plant is the
South African species Berkheya coddii, which has high biomass and a high Ni concentration in
leaves. This study aimed to i) investigate the effects of citric acid application on Ni
solubilization in ultramafic soil and its accumulation in B. coddii and ii) evaluate the biomass
production and Ni accumulation in this species in response to applying mineral (NPK) and
organic (cow manure and sewage sludge biochar) fertilizers. The results showed that citric acid
application affected the biogeochemical dynamics of the soil-plant system, increasing the metal
bioavailability in the soil and the extraction, translocation, and accumulation of Co, Mn, and Fe
by B. coddii. On the other hand, citric acid did not significantly increase the Ni content in the
aerial part of the plants. Mineral fertilization and manure considerably increased plant biomass
but negatively affected shoots Ni concentration. Applying biochar did not affect the biomass
yield of the plants nor the Ni concentration in the leaves.

Keywords: Phytomining. Hyperaccumulator plants. Precious metals. Fertilizing. Chelating
agents.
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1 INTRODUCAO GERAL

Solos ultraméficos sdo formados a partir do intemperismo de rochas constituidas
majoritariamente por minerais ferromagnesianos e com, no maximo, 45 % de silica (SiO>),
chamadas de ultrabasicas ou ultramaficas. A ocorréncia de afloramentos ultramaficos engloba
aproximadamente 3 % da superficie terrestre em todos os continentes, em ambientes
temperados e tropicais.

Estes solos possuem altos teores de magnésio (Mg), ferro (Fe), manganés (Mn) e,
principalmente metais pesados como niquel (Ni), cobalto (Co) e cromo (Cr). Além disso,
apresentam baixos teores de macro e micronutrientes, como por exemplo nitrogénio (N),
fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca), boro (B) e molibdénio (Mo). Estas caracteristicas
geoquimicas tornam os solos ultramaficos um substrato hostil para espécies agricolas, alem de
fonte de contaminantes ambientais.

Pesquisadores identificaram plantas adaptadas aos solos ultraméaficos capazes de
concentrar metais e metaloides na parte aérea em magnitude de dezenas de vezes maiores que
outras espécies crescendo no mesmo ambiente. Essas espécies tém potencial uso na
fitomineragdo, uma fitotecnologia que tem objetivo de extrair minérios a partir da incineracao
da biomassa rica em metais.

O sucesso econémico desta técnica depende do teor disponivel do metal no solo, da alta
translocacdo do metal na planta, da producdo de biomassa vegetal e do valor econémico do
metal. A maior parte das espécies hiperacumuladoras sdo capazes de concentrar Ni nas partes
aéreas acima de 1000 mg kg™. O alto valor econdmico de Ni e a relativa abundancia de
hiperacumuladora deste elemento, torna a fitomineracdo do metal potencialmente viavel em
solos ultramaficos.

Porém, a maioria das hiperacumuladoras de Ni, em especial as brasileiras, possuem
baixa biomassa, resultando em menores remocdes liquidas do metal do solo e ineficiéncia da
técnica. Neste cendrio, préaticas agricolas foram adicionadas a fitomineracdo para melhorar os
rendimentos de biomassa da hiperacumuladora e aumentar os teores disponiveis e foliares de
metais alvos. Esta combinacdo é chamada de agromineracao.

Por exemplo, é possivel aumentar o teor de metais nos tecidos das plantas ao aplicar
quelantes no solo. Estas substancias sdo capazes de complexar e aumentar a solubilidade dos
metais no solo. Este fendmeno tem o efeito de mobilizar metais dos compartimentos mais
recalcitrantes, induzindo quimicamente um aumento na absorcdo pelas raizes. Devido a

natureza quimica destes compostos, 0s quelantes naturais, a exemplo dos acidos organicos de
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baixo peso molecular, s&o considerados promissores, tanto ambientalmente quanto
economicamente, para serem usados na agromineragao.

Outra estratégia para aumentar a extracdo de metais por hiperacumuladoras é por meio
do manejo da adubacdo. A fertilizacdo mineral e orgénica é comumente utilizada em cultivos
agricolas para melhorar os rendimentos de biomassa. Portanto, a préatica de adubagdo pode ser
interessante com plantas hiperacumuladoras. Nesse sentido, estudos sobre niveis nutricionais
dessas espécies sdo necessarios na busca da potencializacdo da fitoextracdo de metais.

O Brasil é um dos paises com maior area coberta por solos ultraméaficos e um dos
maiores produtores de Ni do mundo, o0 que propicia 0 uso da agromineracdo deste metal. Até o
momento, hiperacumuladoras de Ni brasileiras com potencial uso na agromineracdo comercial
sdo desconhecidas. Contudo, outras espécies tropicais, a exemplo da sul africana Berkheya
coddii, podem se desenvolver bem no Brasil. Essa espécie & promissora para a agromineracao
de Ni devido a alta producéo de biomassa e elevados teores deste metal na parte aérea.

Informacdes sobre efeitos das praticas agrondmicas e de quelantes em aumentar a
fitoextracdo de Ni, Co e outros metais pela B. coddii séo escassos em condicdes tropicais. Além
disso, pouco se sabe sobre 0 uso da agromineracao no Brasil. Assim, o objetivo deste trabalho
é preencher lacunas relacionadas aos efeitos de agentes quelantes de baixo peso molecular,
como &cido citrico, e da adubacdo organica e mineral na fitoextracdo de metais pela B. coddii,

visando otimizar a agromineracdo em solos ultramaficos tropicais.

1.1 Hipoteses

e Acido citrico aplicado ao solo é capaz de induzir o acimulo de Ni, Cr, Co, Fe, Mn, Cu e
Zn na parte aérea de B. coddii cultivada em solo ultraméfico

e A remocdo liquida de Ni, Cr, Co, Fe, Mn, Cu e Zn do solo é aumentada apés a aplicacdo
de esterco bovino, NPK e biochar de lodo de esgoto em solos ultramaficos cultivados com

B. coddii, devido ao aumento da biomassa das plantas.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da aplicacdo de &cido citrico sobre a solubiliza¢do de Ni, Cr, Co, Fe,

Mn, Cu e Zn em solo ultraméafico e seu acimulo em B. coddii. Adicionalmente, mensurar a
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producdo de biomassa e acimulo de metais nesta espécie em resposta a adubagdo mineral

(NPK) e organica (esterco bovino e biochar de lodo de esgoto).

1.2.2  Objetivos Especificos

Determinar os teores disponiveis e totais de Ni, Cr, Co, Fe, Mn, Cu e Zn em solo
ultramafico, bem como o efeito da aplicagdo de &cido citrico sobre a disponibilidade desses
metais para as plantas;

Avaliar o efeito da aplicacdo de acido citrico no teor e acimulo de Ni, Cr, Co, Fe, Mn,
Cu e Zn em diferentes partes vegetativas de B. coddii cultivada em solo ultraméfico;

Verificar o potencial da aduba¢do mineral e organica no incremento da biomassa da
hiperacumuladora B. coddii, e consequentemente na remocao liquida de Ni, Cr, Co, Fe, Mn, Cu

eZn.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Rochas ultramaéaficas

As rochas ultraméficas correspondem a 3 % da superficie terrestre e estdo presentes em
todos os continentes (GUILLOT; HATTORI, 2013). Este grupo é composto por rochas igneas
que possuem alta quantidade de minerais ferromagnesianos (olivina, piroxénio e hornblenda)
correspondendo a 90 % ou mais do volume da rocha, como dunito, harzburgito, lherzolito e
piroxenito, (KIERCZAK et al., 2021). A maioria destas rochas estdo localizadas no fundo dos
oceanos, sendo de 20 a 25 % da litosfera oceanica constituida por material ultraméafico
(MCCOLLOM et al., 2016a). Os afloramentos ocorrem principalmente por meio de processo
de subduccdo de placas tecténicas que se movem a uma taxa menor de 40 mm ano’
(REYNARD, 2012).

Grande parte deste material esta exposta ao processo de serpentinizagdo, pelo qual
ocorre a hidratacdo dos minerais maficos, formando minerais argilosos do tipo 1:1, do grupo
das serpentinas. Lizardita, crisotilo e antigorita, sdo o0s principais representantes (LIU et al.,
2023). A serpentinizacdo ocorre em temperaturas relativamente baixas e é carcaterizada pela
substituicdo dos minerais primarios ricos em Mg, como olivina, ortopiroxeno e clinopiroxénio
por minerais silicatados hidratados de Mg do grupo serpentina (MCCOLLON et al., 2016b).

A unidade bésica dos minerais serpentinos € uma folha trioctaédrica de Mg ligada
fortemente a uma folha de silicato tetraédrico, podendo apresentar estrutura cristalina plana
(lizardita), nanotubos de paredes multiplas (crisotilo) e camadas curvas e onduladas (antigorita)
(EVANS et al., 2013). Quando a maior parte das olivinas e piroxénios passaram pelo processo
de serpentinizacdo, a rocha passa a ser chamada de serpentinito e é caracterizada pela coloracao
esverdeada, com superficie irregular e textura parecida com pele de cobra, 0 que da origem ao
nome (ECHEVARRIA, 2021).

Tanto o peridotito e quanto o serpentinito sdo rochas ultraméaficas e se diferenciam pelo
teor de 4gua e composicdo mineralégica. O serpentinito possui até 13 % de dgua e composto
por minerais do grupo serpentina como brucita, actinolita, magnetita e resquicios de olivina
primaria e piroxénio (DESCHAMPS et al., 2013). O peridotito, por sua vez, é composto
principalmente de olivina, piroxénio com espinélio ou cromita rica em aluminio. Ambos 0s
tipos de rochas contém no maximo 45 % em peso de SiO- e quantidades de MgO acima de 35
% em peso (KIERCZAK et al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720361490#bb0380
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2.2 Geoquimica de solos ultramaficos

Os solos ultraméficos sdo resultantes do intemperismo de rochas ultramaficas. Em geral,
durante a pedogénese, o Si, Mg e Ni s@o lixiviados, redistribuindo-se em profundidade
(MYAGKIY et al., 2017). De acordo com Echevarria (2021), os solos derivados de peridotito,
sob clima temperado tendem a formar Cambissolos ou Luvissolos enriquecidos por Mg e
cromo. Em regibes de clima tropical, ocorrem Latossolos com perda predominante de Si, além
da formacédo de goethita, hematita, talco e minerais serpentinos. No caso do serpentinito, ha o
predominio de cambissolos magnesianos com leve perda de Si e formacao intensa de esmectita,
resultando em Vertissolos ou Cambissolos mais desenvolvidos (ECHEVARRIA, 2021). Outras
diferencas relacionando cor e composicdo mineraldgica entre os solos derivados de rochas
ultraméficas sdo relatas por Alexander (2004). Solos derivados de peridotitos sdo geralmente
mais vermelhos devido as maiores concentracdes de oxido de ferro do que solos formados de
serpentinito.

Os solos ultraméaficos possuem propriedades quimicas semelhantes em diferentes locais,
devido a composicao elementar do material de origem ultramafico (VITHANAGE et al., 2019).
A alta concentracdo de Mg na rocha ultraméafica torna este elemento o principal ocupante nos
sitios de troca destes solos (OZE et al., 2007; YANG et al., 2022). Por isso, solos ultraméaficos
tendem a apresentar desbalancos entre Ca e Mg, principalmente em regides temperadas
(KIERCZAK et al., 2007). Além disso, estes solos possuem baixas quantidades de elementos
essenciais, como P e K e altas concentracdes de metais pesados como Cr, Co, e Ni (BURT et
al., 2001; CHIARUCCI et al., 1999; VITHANAGE et al., 2019).

O Ni é introduzido no ambiente por atividades naturais e antropicas. Sua disponibilidade
em solos pode variar amplamente de 0,2 mg kg? a 450 mg kg* (SHAHZAD et al., 2018).
Contudo, os solos ultramaficos podem superar os teores de Ni e de outros metais pesados na
ordem de 100 vezes quando comparado aos “solos normais” (KONER et al., 2023). O
enriquecimento de metais nos solos ultraméaficos ocorre primordialmente pelo processo de
substituicdo isomorfica, mediado pela similaridade dos raios idnicos de Fe, Ni e Mg, permitindo
a presenca na estrutura de piroxénios, olivinas, biotita e clorita (ECHEVARRIA et al., 2006).

A biodisponibilidade e mobilidade do Ni e outros metais dependem em grande parte da
especiacdo mineral correspondente as suas formas de ligacdo quimica (KELEPERTZIS et al.,
2013). Os metais pesados nestes solos podem se alocar em diferentes fragdes, como na estrutura
de minerais, precipitados e ions soliveis (SHAHZAD et al.,, 2018). Por exemplo, solos

ultraméaficos da Nova Caleddnia apresentam trés destinos diferentes para o Ni: na estrutura da


https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0160412018318853?via%3Dihub#bb0690
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412018318853#bb0185
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412018318853#bb0185
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412018318853#bb0225

16

goethita, adsorvido em sitios de sorcéo e precipitado com 6xidos de Fe (MYAGKIY et al.,
2017). No Brasil, no municipio de Niquelandia, Garnier et al. (2009) relataram associacéo de
14,9 % do Ni a esmectita, podendo ainda o Ni ser incorporado aos 6xidos de ferro durante o
intemperismo dos minerais.

A relocacdo de Ni e Cr nas diferentes fracfes do solo ultramafico pode variar de acordo
com o clima. Hseu et al. (2018) investigaram a distribuicéo das fragdes geoquimicas de Ni em
oito perfis de solos situados na Austria, Japdo, Taiwan e Indonésia ao longo de um gradiente
climatico. Os resultados apontam que a fracdo residual foi a que apresentou a maior quantidade
de Cr e Ni, seguida pelos 6xidos de Fe/Mn, matéria organica e fracdo trocavel. Além disso, 0s
teores de Cr e Ni associados aos 6xidos de Fe/Mn em solos tropicais, foram maiores em
comparagdo aos temperados, enquanto em condi¢des temperadas, os teores de Cr e Ni
associados a matéria organica foram superiores aos dos solos tropicais.

Echevarria et al. (2006) investigaram o efeito da origem, localizacéo e propriedades do
solo sobre disponibilidade de Ni, em solos pelo mundo. De acordo com os autores, a
concentracdo total de Ni esta fortemente ligada aos teores totais de Al e de ferro. Além disso, a
presenca de Ni esta diretamente relacionada a quantidade de argila no solo e inversamente
relacionada as particulas com didmetro > 20 um. Isso implica que o Ni nos solos esta
principalmente associado aos 0xidos de ferro na fracdo argila. A relacéo entre a disponibilidade
de Ni (DTPA) e o pH do solo apresentou correlagdo negativa

A ineficiéncia nutricional e os elevados teores de metais pesados tornam ambientes
ultraméficos inadequados para uso agricola. Contudo, esses solos possuem uma flora especial
adaptada a estas condicdes hostis, denominada de hiperacumuladoras (BROOKS, 1989). Estas
plantas possuem extraordinaria capacidade de concentrar metais nas partes aéreas e Sdo

discutidas no topico a seguir.

2.3 Plantas hiperacumuladoras

Plantas hiperacumuladoras sdo espécies capazes de acumular quantidades de metais em
suas partes aéreas dezenas ou centenas de vezes mais altas que outras plantas “normais”
crescendo no mesmo substrato (VAN DER ENT et al., 2015). Os paises que possuem a maior
quantidade de espécies hiperacumuladoras sdo Cuba, Nova Caledbnia, Turquia, Brasil e
Malasia (NASCIMENTO et al., 2022). Para ser considerada uma planta hiperacumuladora, o
teor de metais na matéria seca nos 0rgdos aéreos, sao especificos para cada elemento. Para o

Ni, o teor deve ultrapassar 1000 mg kg*. Para Co e Cr, o limiar é de 300 mg kg™. Os teores
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minimos para Zn e Mn s&o de 3000 e 10000 mg kg™, respectivamente (REEVES et al., 2017).
Em relacdo ao Co, estudos com o objetivo de encontrar plantas hiperacumuladoras deste metal
vem sendo realizados desde o0 século passado. Brooks et al. (1989) lista 15 hiperacumuladoras
do metal localizadas no cinturdo de cobre da Zambia. Este nimero pode ter sido subestimado
pois foi utilizado um limiar de 1000 mg kg, valor 70 % maior do que o teor considerado
atualmente (300 mg kg?). As espécies que se destacaram foram os taxons L. perennis, H.
robertii e A. biformifolus, que podem conter 1,0 a 1,3 % de Co na massa seca da parte aérea.

A fitoextracdo de Co também foi descrita pela espécie A. murale, que alcangou teor
médio do metal de 1320 mg kg™* quando cultivada por 60 dias em solo com 58,9 mg kg™ de Co
(TISSERAND et al, 2022). O mesmo efeito € vislumbrado pela espécie
Rinorea cf. bengalensis quando cultivada em substrato contendo 750 mg kg* de Co,
acumulando 1200 mg kg? do metal (PAUL et al., 2020). Mecanismos de tolerancia e
acumulacéo de Co ainda sdo pouco entendidos. Plantas que hiperacumulam Co provavelmente
evoluiram ajustes dos mecanismos homeostaticos do Fe, em vista que o excesso de Co no solo
inibe a absorcao do ferro (PAUL et al., 2020). A tolerancia celular ao Co também foi associada
ao aumento da sintese de quelantes organicos naturais pela planta (LANGE et al., 2016).

Hiperacumuladoras de Cr sdo escassas no mundo. A espécie chinesa Leersia hexandra
Swartz é uma das poucas hiperacumuladoras conhecidas de cromo. Zang et al. (2007) relatam
que esta espécie pode conter até 2978 mg kg?! de Cr na parte aérea. Outra potencial
hiperacumuladora do metal é a Nopalea cochenillifera, que apresenta tolerancia de até 100
umol L de cromato de potassio, e atinge absor¢do maxima de 706 mg kg™ do metal na forma
hexavalente (ADKI et al., 2013). Os mecanismos de absor¢do do Cr (Ill) e Cr (VI) séo
diferentes. Enquanto o metal trivalente é absorvido passivamente por difusdo simples em locais
de troca de cétions da parede celular, o hexavalente é transportado fortemente pelos carreadores
de sulfato que é convertido em Cr (Ill) nas raizes pelas enzimas Fe (lll)-redutase. Esta
afirmativa € comprovada pela eficiéncia elevada na absorcao de Cr em planta com alta afinidade
com o Fe (por exemplo, nabo e espinafre), quando comparada por plantas com baixa demanda
de Fe (por exemplo, alface e repolho) (SINGH, 2013).

Atualmente, sdo conhecidas cerca de 720 hiperacumuladoras de metais, e destas, 523
sdo hipercumuladoras de Ni e a maioria endémica de sitios ultraméaficos. Exemplos de
hiperacumuladoras de Ni podem ser observadas no género Odontarrhena. Ghafoori et al. (2022)
e Bianchi et al. (2023) observaram o fendmeno de hiperacumulacdo de Ni nas epécies O.
penjwinensis, O. inflata e O. chalcidica. Em que acessos destas espécies continham no minimo

2000 mg kg do metal. Outro exemplar, é a espécie Phyllanthus rufuschaneyi, que em Sabah,
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Malésia, pode conter naturalmente até 3 % de Ni nas folhas em ambientes ultraméficos. Outros
exemplares de hiperacumuladoras sdo Geissois pruinosa, Homalium francii, Hybanthus
austrocaledonicus, Pychandra acuminata e com maior destaque a Psychotria gabriellae, que
em 12 acessos da espécie teor de Ni nas folhas variaram entre 1-3 %. Em relagdo ao Ni, as
plantas possuem estratégias variadas, incluindo exclusdo ou restricdo da entrada de metal no
citoplasma e quelacéo pelas fitoquelatinas, metalotioneinas, nicotianamida, &cidos orgénicos e
aminoacidos, seguido de sequestro no vaclolo das células impedindo que o metal pesado
realizes reagdes bioquimicas intracelulares (PASRICHA et al., 2021).

Além da adaptacdo as altas concentracGes de metais pesados no solo, as linhagens de
plantas hiperacumuladoras em solos ultraméficos desenvolveram certa tolerancia as condi¢des
de baixo teor de nutrientes no solo. Os teores foliares de plantas hiperacumuladoras dos
elementos N, P e K sdo em média de 1,03; 0,034 e 0,81 % (ISNARD et al., 2016). Estratégias
para lidar com a baixa relagdo Ca:Mg também sdo vistas em plantas que crescem em solos
ultraméficos. Algumas hiperacumuladoras tém alta exigéncia ou tolerancia a Mg, enquanto
outras tém uma maior capacidade de absorcdo de Ca ou excluséo de Mg (GHASEMI et al.,
2018).

A baixa quantidade de nutrientes nos solos ultramaficos, com propor¢des
desbalanceadas de cétions e elevados niveis de metais toxicos, tornam estes ambientes hostis
para maior parte de espécies de plantas agricultaveis. Portanto, a aplicacao de fitotecnologias
baseadas no uso de hiperacumuladoras em areas ultraméaficas, como a agromineracao, sao de

suma importancia para a exploracdo comercial de solos ultramaficos.

2.4 Agromineracao

O Ni é 0 22° elemento mais abundante na crosta terrestre, representando cerca de 10
% da crosta terrestre e possui varios estados de oxidacdo, sendo o Ni (1) o mais comum em
sistemas bioldgicos. Sua capacidade de formar ligas o torna amplamente utilizado na industria
moderna e sua demanda € impulsionada pela inovacdo tecnolégica e producdo do aco
(CARVALHO et al., 2015; SHAHZAD et al., 2018). A depender do cenério, a estimativa € de
que o valor econémico do Ni em 2025 e 2050 pode aumentar de 175 a 350 %, respectivamente,
em relacdo a 2016.

Os principais paises que contém reservas de Ni sdo Australia (19 milhdes de
toneladas), Nova Caleddnia (12 milhdes de toneladas) e Brasil (9 milhdes de toneladas). Os

principais depdsitos de origem natural de Ni para uma extracdo economicamente viavel sao 0s
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sulfetados e os lateriticos (LI, 1999). Os minerais lateriticos possuem baixo teor de Ni, 0 que
dificulta sua exploracdo. Majoritariamente, os depdsitos sulfetados séo provedores de Ni a nivel
mundial, devido ao alto teor no minério e a relativa facilidade de recuperar o metal. No entanto,
alguns fatores vém convergindo para que os depdsitos de minerais lateriticos sejam as fontes
industriais deste metal (GUIMARAES, 2019). No Brasil, ha predominio de reservas lateriticas,
sendo Goiés e Para os estados com maiores reservas no pais, representando 36,7 % e 35,1 % do
deposito nacional de Ni, respectivamente (CARVALHO et al., 2015).

Estudos que buscam a melhoria dos rendimentos na mineracao de metais sdo de suma
importéncia, tendo em vista 0s baixos rendimentos dos processos convencionais com altos
valores energéticos e baixas recuperacdes do metal (TAVARES, 2020; BOTELHO JUNIOR,
2018). Nesse sentido, a utilizacdo de plantas hiperacumuladoras para extracdo de metais se
torna uma estratégia promissora (VAN DER ENT et al., 2013).

Plantas hiperacumuladoras tém sido estudadas na fitomineracdo com objetivo de extrair
sustentavelmente metais de alta importancia econdémica, como o niquel. A European Innovation
Partnership (EIP) classifica este metal como matéria-prima de alta importancia econémica
(KIDD et al., 2018), que pode ser beneficiado cultivando plantas hiperacumuladoras em solos
contaminados ou enriquecidos naturalmente e posteriormente recuperados para fins industriais
(SAAD et al., 2018a; TOGNACCHINI et al., 2020).

A fitomineracdo tem demonstrado potencial desde o inicio dos anos 2000 e como uma
oportunidade de mercado em 2007. O Ni foi recuperado com sucesso de bio-minérios, tanto na
forma pura, como em sal mineral e ecocatalisadores (CHANEY et al., 2007). Para fins de
comparacgdo, uma safra de arroz premium em solos férteis rende aproximadamente US$ 850
por ha! ano na Indonésia, enquanto a fitomineracdo de Ni em solos ultraméficos locais tem o
potencial de gerar US$ 1.000 ha! ano. Ressalta-se que, devido a baixa fertilidade inerente, os
solos ultraméaficos apresentam baixo retorno econdémico se utilizados para a producdo de
culturas alimentares (VAN DER ENT et al., 2015).

No entanto, o sucesso da fitomineracdo depende da capacidade das plantas
hiperacumuladoras de absorver e transportar o metal para as partes aéreas, aléem de sua
capacidade de produzir alta biomassa (ALVES et al., 2020). Ao longo da ultima década,
diversos estudos tém destacado a necessidade de otimizar o processo de fitomineracdo de
metais, dando origem a um novo termo, conhecido como agromineragdo. Esta técnica trata-se
do emprego de métodos classicos de manejo agricola, visando melhorar a biomassa vegetal da

hiperacumuladora e, consequentemente, a extracdo de metais do solo (SAAD et al., 2018b).
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A resposta a dosagem de nutrientes em hiperacumuladoras depende da espécie
investigada. Respostas significativas foram encontradas para o aumento da biomassa com
adicdo de N e P para Phyllanthus rufuschaney, enquanto a adigdo de K reduziu a biomassa de
Rinorea cf. bengalensis significamente. (NKRUMAH et al., 2019).

Kanso et al. (2018) investigaram os efeitos de diferentes niveis de aplicacdo de N
mineral na fitoextracdo de Ni por plantas hiperacumuladoras. O aumento dos teores de Ni no
solo ndo afetou a massa seca das plantas, mas o uso de fertilizante nitrogenado teve um impacto
positivo significativo no crescimento e na fitoextracdo de Ni. Outro estudo realizado em area
ultraméfica ao longo de um ano comparou quatro espécies de plantas hiperacumuladoras de Ni
com populag6es nativas. A producdo de biomassa vegetal foi maior nos solos com composto
organico (lodo de esgoto) em comparagdo com aqueles adubados com NPK, mostrando que o
tipo de adubo pode influenciar na técnica (CERDEIRA-PEREZ et al., 2019). Em um
experimento de campo de dois anos em uma zona ultramafica, o co-cultivo com leguminosas
demonstrou ser uma estratégia eficaz para aumentar a biomassa e a produtividade de Ni das
plantas hiperacumuladoras com aumento significativo na biomassa e na fitoextracdo de Ni
(SAAD et al., 2021).

Em um experimento de campo na Albania, foi avaliado a fitomineracdo em solos
ultraméficos utilizando a hiperacumuladora Alyssum murale por um periodo de 5 anos. Os
autores constataram uma melhora progressiva da biomassa produzida de 0,3 para 9,0t ha' e
da fitoextracdo de 1,7 para 105 kg ha',e que a distribuicdo de elementos é afetada pela
fenologia vegetal, adubacao de solo, controle de ervas daninhas e técnicas de plantio (BANI et
al., 2015).

Outra forma de melhorar os rendimentos da fitomineragdo €é manejando a
disponibilidade do metal alvo no solo. Os acidos organicos naturais de baixo peso molecular
conseguem complexar metais que ndo estdo prontamente disponiveis no solo, aumentando a
absorcdo destes pelas plantas (FREITAS; NASCIMENTO, 2017). Quelantes sintéticos podem
ocasionar riscos ambientais por conta da sua baixa degrabilidade em comparacdo aos acidos
organicos, persistindo por mais tempo no ambiente (MERRS, 2005). A utilizacdo de acido
citrico € uma alternativa viavel, tanto ambientalmente, por ter alta degrabilidade, como
economicamente, pelo menor valor de aplicacdo (ARAUJO; NASCIMENTO, 2010).

O acumulo foliar de Ni em plantas de Noccaea caerulescens cultivadas em solo tratado
com acido citrico aumentou até 55 %, enquanto as concentragdes de Co, Cr, Fe, Mn e Zn foram
4,14, 6, 7 e 1,3 vezes maiores que o tratamento controle (NASCIMENTO et al., 2020a). A

aplicacdo de acido citrico (20 mmol kg™) ao solo aumentou em 14, 10, 7, 2 e 1,4 vezes a
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concentracdo de Mn, Fe, Co, Ni e Cr, respectivamente, em relacdo ao controle (NASCIMENTO
et al., 2020b). A aplicacdo de &cido citrico no solo também aumentou os teores foliares de Ni,
Co, Cr, Fe, Mn e Zn em Odontarrhena muralis. A concentracdo de Ni nas folhas aumentaram
de 1231 pg g 'a 1900 pg g ! na dose de 20 mmol kg™! de &cido citrico.

Portanto, a aplicacdo de quelantes como o &cido citrico, juntamente com fertilizacéo
organica ou mineral, pode melhorar a fitoextracdo de metais em plantas hiperacumuladoras. No
entanto, é importante ressaltar que essas melhorias ndo séo consistentes em todos o0s casos. Por
exemplo, Duarte et al. (2007) e Robinson et al. (1997) observaram uma diminui¢cdo na
concentracdo de Ni nos tecidos rizosféricos e aéreos de diferentes plantas hiperacumuladoras
quando o &cido citrico foi aplicado ao substrato. Porém, as doses utilizadas por Robinson foram
elevadas e promoveram um maior acimulo de Co em Berkheya coddi, espécie sul africana com

recorde global de acimulo de niquel.

2.5 Berkheya coddii

Plantas hiperacumuladoras precisam ter elevada biomassa e alto teor de metal de
interesse para viabilizar o seu uso em fitotecnologias baseadas na fitoextracdo. A espécie
Berkheya coddii possui ambas as caracteristicas e € uma forte candidata para ser usada na
fitomineracgédo de Ni, em solos ultramaficos. Endémica de afloramento ultramaficos situados em
Barberton, na provincia de Mpumalanga, Africa do Sul, a espécie B. coddii ¢ uma perene, da
familia Asteraceae, que normalmente alcanca uma biomassa foliar seca de até 300 g, 1,5 m de
altura e teor de Ni de 17.000 mg kg™ (1,7 %) em folhas secas e na parte aérea em torno de 0,8
% do metal (ROBINSON et al., 1997a).

Robinson et al. (2003a) relatam que maior parte do Ni em B. coddii foi encontrada nos
brotos, especialmente nas folhas. A concentracédo foliar de Ni aumentou com a idade da planta,
com cortes de caule mais velhos apresentando menores concentracdes do metal. As analises por
EDXA revelaram que a cuticula da epiderme superior apresentou concentracdo de Ni
significativamente maior que o restante da folha.

A alta concentracdo de Ni nas folhas, principalmente nas folhas mais velhas, com
relacdo as outras partes vegetativas e nos tecidos da epiderme superior também foram
reportados por Gramlich et al. (2010). De acordo com os autores, quando cultivada em solo
contendo 250 mg kg* de Ni, as folhas, caule e raizes de B. coddii possuiram teores médios de
Ni de 629,4 mg kg?, 292,9 kg'e 84,3 mg kg, respectivamente. Porém, houve uma clara

diferenca nos teores dos tecidos da raiz e do caule quando as plantas foram cultivadas em solo
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contendo 500 mg kg? de niquel. A epiderme do caule obteve duas vezes mais Ni (306,8 mg
kg') do que os tecidos que compdem a medula (148,2 mg kg™). Nos tecidos da rizosfera, a
exoderme teve maior concentragdo de Ni, 318,0 mg kg™ e menor concentragio do metal nos
tecidos que compdem a estela da raiz (75,1 mg kg). Maiores concentragdes de Ni também sio
associadas nas margens das folhas, assim como, no mesofilo foliar e epiderme da nervura
central (MESJASZ-PRZYBYLOWICZ et al., 2001).

Keeling et al. (2003) investigaram o potencial de B. coddii para extrair Co e/ou Ni de
substratos metaliferos. Os coeficientes de bioacumulacdo de Ni e Co para os substratos com 0s
elementos individuais (concentracdo total de metal de 1000 mg kg™) foram de 100 e 50,
respectivamente. Quando cultivada na presenca de Ni e Co, os coeficientes de bioacumulagéo
de cada metal foram reduzidos para 22. A relagéo de interferéncia entre a absorcdo dos metais
demonstrada por B. coddii sugere uma limitacdo significativa para a fitoextracdo quando ambos
0S metais estao presentes.

Pesquisas relacionadas a fitoextracdo de outros metais por B. coddii também sé&o
documentadas na literatura. Amostras aleatorias de plantas e solo na area de Barberton, perto
da mina Agnes, na provincia de Mpumalanga, Africa do Sul, foram coletadas para verificar o
potencial da planta nativa para a fitoextracdo de Ni, paladio (Pd) e platina (Pt) em locais
contaminados (NEMUTANDANI et al., 2014). A razdo de concentracdo média nas folhas em
relagdo ao solo foi de 13,44 para Ni (13980 + 10.780 mg kg™?); 5,5 para Pt (0,22 + 0,15 mg kg
1Y ¢ 10,1 para Pd (0,71 + 0,52 mg kg™?).

Devido ao seu potencial uso em agromineracao, B. coddii foi alvo de algumas pesquisas
com objetivo de melhorar seus rendimentos no campo. Por exemplo, quando as plantas foram
cortadas ao nivel do solo, novos brotos cresceram rapidamente. Essa nova folhagem
apresentava uma concentracdo de Ni cerca de trés vezes maior (ROBINSON et al., 1997a).

Angle et al. (2003), na Australia, estudaram a adaptacdo de espécimes B. coddii a 5
niveis de umidade variando de 30-100 % da capacidade de pote, em solo ultraméfico, solo
agricola e solo agricola contaminado artificialmente com Ni, cultivadas por 3 meses em casa
de vegetacdo. A umidade afetou a producdo de biomassa aérea e teor de Ni, com melhores
resultados a 80 % da capacidade de campo. correspondendo a 0,25 g e 20725 mg kg™

Robinson (1999) relatou que a adicdo de quelante sintéticos NTA (25 a 205 mmol kg
1), DTPA (12-101 mmol kg™) e EDTA (17 a 136 mmol kg?), supreendentemente, causou uma
diminuicdo altamente significativa (P < 0,001) nas concentracdes de Ni nas plantas em todos

os tratamentos em relagdo ao controle, porém, a absorcao de Co néo foi afetada.
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Foi constatado a ineficiéncia de 4cido citrico (52-104 mmol kgt) e EDTA (7 mmol kg
1Y no aumento da fitoextragio de Ni pela B. coddii. Os quelantes diminuiram significativamente
(P <0,001) o teor de Ni em todas as amostras em relagcdo ao controle. Porém, os teores foliares
de Co (68,5-75,5 %) e de Cr (10-88,6%) aumentaram (ROBINSON et al., 1997). Vale salientar
que, a dose usada pelo autor de &cido citrico é considerada por muitos, de alto risco ecoldgico,
tendo em vista a possibilidade de lixiviacdo dos metais para o lengol freatico, acarretando numa
menor concentracdo do metal na superficie. Portanto, concentracbes menores deste quelante
devem ser estudadas ou o seu uso deve ser evitado.

Outros meios estudados para aumentar a fitoextracdo de Ni por B. coddii é o uso da
adubacdo. Robinson et al. (1997a) relataram que producéo de biomassa de 21,4 t ha™* por ano
pode ser alcangada na Nova Zelandia utilizando densidade de plantio de 16 plantas m? pela
adicdo moderada de fertilizantes de liberacdo lenta, resultando em um rendimento superior a
120 kg ha de Ni. Em condicdes controladas, o teor médio de Ni aumentou de 2300 g kg de
massa seca (controle) para 4200 g kg™ na maior dose de N (200 mg kg™). Além disso, foi visto
que a adubacdo fosfatada ndo influencia significativamente na biomassa seca e no teor do Ni
da parte aérea.

A producdo de biomassa de B. coddii em experimento de campo na Austria, com
densidade de plantio de 4 plantas m?, foi de 1,08 t ha™', com teor de Ni sendo 7,940 mg kg, o
que confere um rendimento do metal de 8,54 kg ha, apds cultivo de 7 meses, por meio de uma
adubacdo 77:82:82 kg NPK ha ! (HIPFINGER et al, 2022). Este rendimento ¢
aproximadamente 13 vezes menor do que o encontrado por Robinson et al. (1997). Esta
discrepancia pode estar relacionada com os atributos agroambientais especificos de cada
localidade, como o tempo de cultivo e as fontes do fertilizante. Rue et al. (2020) estimaram uma
produtividade de 77 kg ha™! Nie 16,5 kg ha™! Co em cambissolos ultraméaficos na Franga. Na
Australia, a rentabilidade indicativa é prevista em aproximadamente 11500 AU$/ha/colheita,
usando a hiperacumuladora B. coddii em solos ricos em Ni, levando em consideracao a geracao
de energia a partir da biomassa colhida (HARRIS; ORTON, 2009).

A etapa final da agromineracéo é a obtencéo do biominério e seu tratamento na obtencéo
do metal. Boominathan et al., (2004) estudaram em escala laboratorial a geracdo de biominério
enriquecido com Ni a partir da biomassa seca de B. coddii. A hiperacumuladora apresentou
niveis de Ni acima do solo de até 0,49 % do peso seco. Apds o tratamento em forno a 1200 °C
o metal na biomassa foi concentrado por um fator de 17. O residuo possuia 8,6 % de Ni,
substancialmente maior do que o teor de 1 % a 2 % de Ni tipicamente encontrado no minério

extraido.
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3 EFEITO DO ACIDO CITRICO NO ACUMULO DE Ni E OUTROS METAIS POR
Berkheya coddii CULTIVADA EM SOLO ULTRMAFICO

Resumo

Os depdsitos de minérios sdo formados ao longo de milhdes de anos e estdo se
esgotando. Para enfrentar essa questdo, a agromineragdo emerge como uma técnica promissora
para beneficiar Ni em solos ultraméaficos, oferecendo uma alternativa ambientalmente
sustentavel para o fornecimento do metal. A agromineracgdo se baseia na capacidade de plantas
hiperacumuladoras concentrarem quantidades excepcionais de metais pesados em seus 6rgados
aéreos. A Berkheya coddii é endémica das areas ultraméaficas da Africa do Sul e se desponta
como uma candidata ideal para a técnica, devido a alta biomassa que pode conter até 7,6 % de
Ni. Neste estudo, investigou-se o potencial do éacido citrico em induzir um aumento na
disponibilidade de Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu e Zn em solos ultraméaficos, bem como no acumulo
destes metais em diferentes partes da B. coddii. O efeito do acido citrico sobre os teores
biodisponiveis destes metais foi avaliado apés a incubacéo de diferentes doses (0, 20, 40 e 60
mmol kg™) do quelante em solo ultraméfico. O teor disponivel de Ni no solo sem aplicacédo do
quelante foi de 8,9 mg kg™. Foram observados aumentos de aproximadamente 10, 15 e 18 vezes
no teor disponivel de Ni no solo ultramafico com o incremento das doses. A dose de 20 mmol
kg™ foi escolhida para investigar o efeito do quelante na indugdo do actimulo de metais por B.
coddii. Foram testados dois niveis de &cido citrico (0 e 20 mmol kg™) com seis repeticdes. As
unidades experimentais constaram com um acesso de B. coddii cultivado em vaso com 5 kg de
solo ultramafico. Antes da aplicacdo do acido citrico, a ordem dos metais em relacdo ao teor
disponivel foi Fe > Ni > Mn > Cu > Cr > Co > Zn. O quelante foi eficaz em aumentar a
disponibilidade Mn, Co, Ni e Fe e a sequéncia dos metais foi alterada para Mn > Ni > Fe > Co
> Cu > Cr > Zn. As disponibilidades mais afetadas pelo quelante foram para Mn e Co, seguidos
do Ni, Fe e Cu com incrementos de 46, 45, 11, 4 e 2 vezes, respectivamente. Em relacdo a
alocacdo dos metais nos érgéaos de B. coddii foi visto que naturalmente o Ni, Co e Mn estéo
mais concentrados nas folhas do que no caule e na raiz, enquanto Cr, Zn e Cu encontram-se
primordialmente nas raizes. A ordem decrescente dos metais nas folhas da hiperacumuladora
foi Ni > Mn > Co > Zn > Cu > Cr. O teor medio de Ni entre as plantas cultivadas sem efeito do
acido citrico foi de 13073 mg kg™. O quelante foi ineficiente em aumentar o teor de Ni nas
folhas de B. coddii. Aumentos significativos nos teores Mn, Co, Zn, Cr e Cu nas folhas de B.
coddii foram observados apds a aplicacdo do &cido citrico. Destes metais, 0 Co se destaca com
um aumento de 4,5 vezes, atribuindo um teor de aproximadamente 300 mg kg?, que
corresponde ao limiar para hiperacumulacdo do metal. Os resultados apontam um potencial na
fitoextracdo de Ni em solos ultraméficos brasileiros cultivados com B. coddii e de Co se
induzido quimicamente com o acido citrico.

Palavras-chave: Agromineracdo. Fitoextracdo induzida. Hiperacumuladoras. Metais pesados.
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EFFECT OF CITRIC ACID ON THE ACCUMULATION OF Ni AND OTHER
METALS BY Berkheya coddii CULTIVATED IN ULTRAMAFIC SOIL

Abstract

Ore deposits are formed over millions of years and are becoming depleted. To address
this issue, agromining is emerging as a promising technique for beneficiating Ni in ultramafic
soils, offering an environmentally sustainable alternative to supply the metal. Agromining is
based on the ability of hyperaccumulator plants to concentrate exceptional amounts of heavy
metals in their shoots. Berkheya coddii is endemic to the ultramafic areas of South Africa and
stands out as an ideal candidate for the technique due to its high biomass, which can contain up
to 7.6 % Ni. In this study, we investigated the potential of citric acid to induce an increase in
the availability of Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu and Zn in ultramafic soils, as well as the accumulation
of these metals in different parts of B. coddii. The effect of citric acid on the bioavailable levels
of these metals was evaluated after incubating different doses (0, 20, 40 and 60 mmol kg?) of
the chelating agent in ultramafic soil. The available Ni content in the soil without application
of the chelator was 8.9 mg kg. Increases of approximately 10, 15 and 18 times were observed
in the available Ni content in the ultramafic soil as the doses increased. The dose of 20 mmol
kg-1 was chosen to investigate the effect of the chelator on the induction of metal accumulation
by B. coddii. Two levels of citric acid were tested (0 and 20 mmol kg™) with six replicates. The
experimental units consisted of a B. coddii accessory grown in a pot with 5 kg of ultramafic
soil. Before the application of citric acid, the order of the metals in relation to the available
content was Fe > Ni> Mn > Cu > Cr > Co > Zn. The chelating agent was effective in increasing
the availability of Mn, Co, Ni and Fe and the sequence of metals changed to Mn > Ni > Fe >
Co > Cu > Cr > Zn. The availability most affected by the chelating agent was for Mn and Co,
followed by Ni, Fe and Cu with increases of 46, 45, 11, 4 and 2 times, respectively. Regarding
the allocation of metals in the organs of B. coddii, it was found that Ni, Co and Mn are naturally
more concentrated in the leaves than in the stem and root, while Cr, Zn and Cu are found
primarily in the roots. The decreasing order of metals in the leaves of the hyperaccumulator
was Ni > Mn > Co > Zn > Cu > Cr. The average Ni content of the plants grown without citric
acid was 13073 mg kg™. The chelating agent was inefficient in increasing the Ni content in the
leaves of B. coddii. Significant increases in the levels of Mn, Co, Zn, Cr and Cu in the leaves
of B. coddii were observed after the application of citric acid. Of these metals, Co stands out
with a 4.5-fold increase, giving a content of approximately 300 mg kg™, which corresponds to
the threshold for metal hyperaccumulation. The results indicate a potential for phytoextraction
of Ni in Brazilian ultramafic soils cultivated with B. coddii and of Co if chemically induced
with citric acid.

Keywords: Agromining. Induced phytoextraction. Hyperaccumulators. Heavy metals.
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3.1 Introdugéo

Rochas ricas em olivina, piroxénio e anfibolio, e pobres em silica, sdo denominadas
ultramaficas (LIGNA et al., 2018). Os solos resultantes destes materiais sdo pobres em
nutrientes e ricos em metais como Fe, Ni, Cr e Co (MARESCOTI et al., 2019). Afloramentos
ultraméaficos compreendem cerca de 3 % da superficie terrestre (GUILLO; HATTORI, 2013) e
sdo considerados alternativas para desenvolver tecnologias sustentaveis para exploracdo
econdmica de metais pela agromineracdo, devido suas propriedades desfavoraveis para a
agricultura (PEDZIWIATR et al., 2018).

A agromineracdo de Ni em solos ultraméficos desperta interesse da comunidade
cientifica e pode se tornar economicamente viavel em larga escala (NASCIMENTO et al., 2020;
GONZALES et al,, 2023). Para o sucesso desta técnica, é importante que a espécie
hiperacumuladora de Ni possua alto rendimento de biomassa, ciclo curto e que seja cultivada
em substratos com alto teor biodisponivel do metal (NASCIMENTO et al., 2021). Paises com
areas ultraméaficas extensas podem ser ambientes adequados para a agromineracdo. Esta
fitotecnologia é uma alternativa econémica e ambientalmente sustentavel, mas requer pesquisas
e otimizacéo dos seus processos (VAN DER ENT et al., 2013; SHI et al., 2021; NASCIMENTO
et al., 2022; WANG et al., 2023). As plantas hiperacumuladoras de Ni contém, no minimo,
1000 mg kg do metal na parte aérea, a exemplo da espécie sul-africana Berkheya coddii
(MESJASZ-PRZYBYLOWICZ et al., 2014; RUE et al., 2020). Diferentes estudos relatam
variagdes nos teores de Ni em B. coddii, podendo atingir valores de até 76000 mg kg*
(MESJASZ-PRZYBYLOWICZ et al., 2004). Estes estudos evidenciam o potencial da B. coddii
na agromineracao, pela elevada biomassa rica em Ni quando cultivada em solos enriquecidos
pelo metal (BOYD et al., 2006; ORLOWSKA et al., 2011; HIFING et al., 2022).

Estudos tém investigados agentes quelantes de baixo peso molecular, como acidos
organicos, para aumentar a biodisponibilidade do Ni e outros metais (HARMON et al., 2022;
NASCIMENTO et al., 2021; WANG et al., 2023). O &cido citrico se destaca como uma op¢ao
promissora devido a capacidade de solubilizar metais ligados as particulas sélidas do solo, ser
facilmente degradavel e, consequentemente, menos persistente no solo (SHI et al., 2021).
Nawaz et al. (2023) e Nascimento et al. (2006) relataram aumentos de 28 % e 61 % na
fitoextracdo de Ni por espécies do género Brassicaceae cultivada em solo contaminado
artificialmente por Ni, apds aplicacdo de 10 mmol L do quelante ao substrato. No entanto, o
aumento da fitoextracdo de Ni apds a aplicacdo de &cido citrico ndo é um padrdo o que torna

seu uso complexo. Duarte et al. (2007) observaram um decréscimo na concentragdo de Ni em
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tecidos rizosféricos e aéreos de Halimione portulacoides, cultivado em solo artificialmente
contaminado ap6s a aplicagdo do quelante (25 - 50 pmol LY).

Considerando as importantes areas de solos ultraméficos no Brasil e 0 desconhecimento
atual de espécies promissoras para a agromineracdo comercial no pais, a B. coddii se torna uma
candidata potencial para as condigcdes brasileiras. Assim, este trabalho tem como objetivo
avaliar a eficiéncia da acumulacéo de Ni por B. coddii cultivada em solo ultraméfico, antes e
apos a aplicacdo de acido citrico, além de investigar o efeito do quelante na biodisponibilidade

de metais no solo e na concentragdo de Ni e outros metais na planta.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Area de estudo e coleta do solo

A jazida de Limoeiro, localizada na Provincia Borborema, nordeste do Brasil, consiste
em uma intruséo de ortopiroxenita-harzburgita. As rochas ultramaficas sdo predominantemente
encontradas na porcao leste da intruséo, estendendo-se por aproximadamente 4 km (SILVA et
al., 2013). O solo utilizado neste experimento foi coletado na por¢do da jazida localizada no
territorio de Buenos Aires, municipio situado na regido setentrional da Mata Pernambucana (S
07°45°39.4>°, W 035°24°45.1"’, altitude de 149 m). A regido possui uma extensao territorial de
111 km?, com vegetacdo original composta por floresta subcaducifolia. De acordo com a
classificacdo de Koppen, o clima predominante ¢ do tipo As’ caracterizadas como tropical
chuvoso. As chuvas sdo concentradas entre os meses de abril e julho, com uma média anual de
precipitacdo de 1175 mm (IPA, 2022).

A coleta do solo foi realizada na camada de 0 a 20 cm. Em seguida, o solo foi seco ao
ar, peneirado em uma malha de 4 mm e armazenado para a montagem do experimento.
Aproximadamente 2 kg de solo foi seco ao ar, destorroado e passado em peneira com malha de
2 mm, obtendo-se assim a terra fina seca ao ar (TFSA), que foi utilizada para a caracterizacéo

quimica e fisica.

3.2.2 Caracterizacdo do solo

A TFSA foi caracterizada fisica e quimicamente conforme Almeida (2008) e Teixeira
(2017), sendo determinado: fracGes granulométricas (areia, silte, argila), pH, matéria orgénica,
cations trocaveis (Na, K, Ca e Mg, Al) acidez potencial (H + Al), Pisponivery (Tabela 1). A

extragdo dos teores disponiveis de metais foi realizada utilizando uma solucdo extratora
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composta por DTPA 0,005 mol L, 0,1 mol L de trietanolamina e 0,01 mol L de CaCl, com
pH de 7,3, conforme proposto por Lindsay & Norvell (1978). Os teores totais de Ni, Cr, Co,
Fe, Zn, Mn e Cu foram determinados usando método de Alvarez et al. (2001) (Tabela 2).

Tabela 1 - Caracterizacdo quimica e fisica do solo ultraméfico usado no experimento.

pH (H20) Ca Mg Na K Al H+ Al CTC
-------------------------------------- CMO e AM e
5,64 6,13 7,03 0,17 0,38 0,05 6,94 13,17
P N CO MO Areia Silte Argila
e 1110 ¢ 1 IR — g kgt--- -g kgl-mmmmeeeeee-
2,66 2,07 9,54 16,44 291,10 426,20 282,37

CTC =Capacidade de troca de Cations efetiva; CO = Carbono organico; MO = Matéria organica.

Tabela 2 - Teores totais de metais pesados no solo ultramafico.

166,53 5465,00 314,53 2106,00 1944,00 200,53

3.2.3 Ensaio de incubacéo com acido citrico

A dose de &cido citrico utilizada no experimento para testar o efeito do quelante no teor
dos metais em B. coddii foi selecionada a partir de um ensaio de incubacéo testando as doses
de 0, 20, 40 e 60 mmol kg™ em triplicatas com 200 g de solo ultraméafico ndo vegetado. As
doses foram aplicadas em volume correspondente a 80 % da capacidade de pote. Com 4 dias
apos a aplicacdo do quelante foi determinada a fracao disponivel de Ni, Cr, Co, Fe, Zn, Mn e
Cu pelo método de Lindsay & Norvell (1978).

3.2.4 Determinacdo dos metais em solo e controle de qualidade

Os teores de metais disponiveis e totais foram realizados por espectroscopia de emissao
Otica com modo de observacdo dupla (axial e radial) e detector de estado solido, com sistema
de introducdo via amostrador automatico AS 90 plus. O controle de qualidade da analise dos
teores totais dos metais no solo foi realizado utilizando-se amostras em branco e de solo
certificado do National Institute of Standards and 60 Technology (NIST) — 2709a. As
recuperacdes entre os metais variaram entre 94 e 103 % e foram consideradas satisfatorias
(Tabela 3).
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Tabela 3 - - Recuperagédo dos metais pesados analisados no solo
do NIST - 2709a

Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn
_______________________ % -- R
94 101 97 103 95 97 96

3.2.5 Montagem e conducéo do experimento

As sementes de B. coddii foram doadas por colaboradores da Universidade de Lorraine
— Franca. As sementes foram selecionadas visualmente escolhendo aquelas com aspectos
saudaveis (Figura 1A). As sementes foram germinadas no Laboratdrio de Quimica Ambiental
de Solos da UFRPE, em substrato formado por areia + vermiculita, na proporgdo de 1:1,

utilizando bandejas de germinagdo com 120 células (Figura 1B).

Figura 1 - Selecéo (A) e germinagdo (B) das sementes de Berkheya coddii.

Fonte: Arquivo pessoal.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, onde a unidade experimental
constou de 1 acesso da espécie estudada. O transplante ocorreu apds 45 dias da germinacao,
quando as plantas apresentavam em média 5 pares de folhas. As plantas foram cultivadas em
vasos plasticos de 6 L, contendo 5 kg do solo (figura 2A). Durante o tempo de germinacgéo e do
transplante, as células com as plantulas germinadas foram irrigadas com solucdo diluida de
Hoagland & Arnon (1950). Os tratamentos utilizados foram dois niveis de acido citrico nas
concentragdes de 0 e 20 mmol kg™, com 6 repeticdes, totalizando 12 unidades experimentais.
Os vasos foram irrigados com agua destilada diariamente, e a cada 15 dias com solugéo nutritiva

a 50 % da forca idnica, mantendo os solos a aproximadamente 80 % da capacidade de retencéo
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de 4gua, por meio de pesagens e reposicao da dgua perdida por evapotranspiragdo. A aplicacdo
do &cido citrico foi realizada apds 83 dias do transplante e a colheita no 90° dia apds o
transplante (figura 2B). As variaveis analisadas foram teores de Ni, Cr, Co, Zn, Mn e Cu nas

folhas, caule e raizes da B. coddii.

Figura 2 - Plantas de Berkheya coddii ap6s o transplante (A) e no fim do experimento (B).

Fonte: Arquivo pessoal.

3.2.6 Analise dos metais em planta

Apos a coleta, as plantas foram separadas em raiz, caule e folhas, lavadas com agua
destilada, e secas em estufa a 65 °C. Posteriormente, 0,5 g do material foi digerido em bloco
utilizando &cido nitrico e perclérico até a completa solubilizacao dos sélidos. Todos os extratos
de planta tiveram o volume ajustado para 25 mL em bal6es volumétricos certificados (conforme
NBR ISSO/IEC) com agua ultrapura. Em seguida, os extratos foram filtrados e armazenados a
4,0 °C para posterior andlise.

A determinacdo dos teores de metais na planta foi realizada pela técnica de
espectroscopia de emissdo Otica, utilizando um modo de observacdo dupla (axial e radial) e um
detector de estado solido. A introducdo das amostras foi feita por um sistema de amostragem
automatica AS 90 plus. Para garantir a qualidade da analise dos metais, foram utilizadas
amostras em branco e amostras do material SRM 1570a Spinach Leaves que possuem 0s teores

dos metais certificados pelo NIST (National Institute of Standards and Technology).
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Tabela 4 - Recuperacdo dos metais pesados analisados do material
Spinach Leaves - SRM 1570a

Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn
_______________________________________ o —
93 98 106 101 99 102 96

3.2.7 Tratamentos dos dados e andlise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk (p < 0,05). Os dados
que ndo apresentaram distribuicdo normal foram transformados (Log). A homoscedasticidade
dos dados, foi verificada pelo teste de Levene (p <0,05). Posteriormente, a analise de variancia
dos dados (ANOVA) foi realizada para comparar os efeitos dos tratamentos de 0 e 20 mmol kg~

1 de 4cido citrico nos teores dos metais alvos.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Efeito do acido citrico na disponibilidade dos metais em solo ultraméfico

E possivel observar uma relacdo clara entre as doses de é4cido citrico e os teores
disponiveis de Ni no solo ultraméafico (Figura 3). No solo controle, observou-se uma
concentracdo média de Ni disponivel de 8,9 mg kg*. A medida que as doses de acido citrico
aumentaram para 20, 40 e 60 mmol kg, houve um aumento significativo nos teores disponiveis
do metal. Os teores disponiveis médios de Ni foram de 93,98; 135,87 e 166,32 mg kg?,

respectivamente.



41

Figura 3 - Influéncia da dose do &cido citrico no teor disponivel de Ni determinado por
DTPA apos 4 dias da aplicacdo
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O Ni na forma catidnica divalente pode interagir com a matéria organica e com 0s
solidos do solo de forma fraca, por ligacéo eletrostatica, ou forte, por ligacdo coordenativa como
nos oxidos de ferro, por exemplo, (BORGGAARD et al., 2019). O acido citrico compete com
0s solidos do solo pela ligacdo do metal, formando complexos sollveis mais estaveis que os
formados pelos 6xidos de ferro, devido proximidade dos grupos carboxilicos e fendlicos
(MONTARGES-PELLETIER et al., 2008; TIBERG et al., 2018). A interacdo entre 0s grupos
funcionais -COOH e -OH com metais foi observada por Khare et al. (2023). Os grupos
organicos carboxilicos e fenolicos se ligam de forma coordenada aos metais, aumentando a
solubilidade e a disponibilidade destes (ZABISZAK et al., 2018). Assim, o0 &cido citrico pode
quelar o Ni ndo disponivel do solo, solubilizando-o, e aumentando o teor do elemento na fracéo
biodisponivel (NAWAZ et al., 2023).

E importante destacar que, embora o aumento das doses de &cido citrico tenha
incrementado a disponibilidade de Ni, é necessario encontrar um equilibrio na aplicacdo do
quelante, pois doses excessivas podem levar a acidificacdo do solo, lixiviacdo de outros
nutrientes e aumento da biodisponibilidade de metais pesados indesejaveis para a técnica
(JEAN-SORO et al., 2012; ZHANG et al., 2007). Por isso, os dados sugerem que a escolha da
dose 20 mmol kg? de &cido citrico ¢ uma alternativa viavel para induzir quimicamente a
fitomineragdo de Ni, tendo em vista 0 aumento no teor disponivel para as plantas de

aproximadamente de 10 vezes em relagdo ao controle e que a dose de 40 e 60 mmol kg™


https://link-springer-com.ez15.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11356-023-26970-x#auth-Srishti-Khare
https://link-springer-com.ez15.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11356-017-8660-y#auth-Hongjiao-Zhang
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apresentaram incrementos de apenas 1,4 e 1,7 vezes respectivamente, em relacdo a menor dose
testada do quelante (Figura 3).

A ordem decrescente dos metais em relacdo aos teores disponiveis no solo sem efeito
do &cido citrico foi Fe > Ni > Mn > Cu > Cr > Co > Zn. Ap0s a aplicagdo do &cido citrico (20
mmol kg™) a ordem foi modificada para Mn > Ni > Fe > Co > Cu > Cr > Zn. O 4cido citrico
influenciou na ordem e apresentou incremento mais acentuado no teor de Mn e Co (Tabela 4).
Varios estudos relacionam o Co e Mn em solos ultraméaficos (VITHANAGE et al., 2019; VAN
DER ENT et al., 2018). Em afloramentos ultramaficos no Siri Lanka, a principal fracdo do Mn
nos solos foi 6xidos (RAJAPAKSHA et al., 2012). Tashakor et al. (2018) e Nascimento et al.
(2022) relatam a associacao majoritaria de Co em solos ultraméafico nos 6xidos de Mn.

Nascimento et al. (2022) estudaram o efeito do acido citrico na distribuicdo de Ni, Co e
Cr em solo ultramafico e verificou que o quelante tem efeitos diferentes para cada um destes
metais. O Ni estava majoritariamente ligado a oxidos de Fe, enquanto o Co estava
predominantemente associado a fracdo de oxido de Mn. Apds a aplicacdo do quelante, houve
uma diminuicéo dos teores destes elementos nestas fracdes, enquanto o Ni e Co tém seus teores
trocaveis aumentados 1,7 e 10 vezes na dose de 20 mmol kg do quelante. Isto indica que o
acido citrico tem a capacidade de influenciar na transferéncia de metais entre estes

compartimentos.

Tabela 5 - Teores disponiveis de metais no solo ultraméafico com e sem aplica¢do do acido
citrico.

Tratamentos

0 mmol/kg 056b 1,26a 3,74b 1164Db 7,77b 8,23b 0,54 a
20 mmol/kg 25,42a 1,30a 7,26a 48,06a 360,60a 9454a 0/55a

Letras iguais ndo apresentam diferencas significativas na mesma coluna

Em condicdes normais do solo, o principal receptor de elétrons é o gas oxigénio (O2), e
quando a concentragdo de O2 diminui, a ordem dos principais receptores é: N > Mn > Fe > S >
C (PIERZYNSKI, 2006). Isso acontece pelo fato de que o potencial de oxirreducdo (E°) de
MnO; (E°= +1,51) é mais eletropositivo do que o do Fe(OH)3 E°= +0,77) e SO4* E®= +0,17),
por exemplo (ATIKINS, 2018). Portanto, 0 Mn*3 ¢ um dos principais receptores de elétrons do
solo, principalmente em solos ultraméaficos que possuem baixo teor de N (ECHEVARRIA,
2021).
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Devido a capacidade redutora do acido citrico, ocorre a dissolucéo da estrutura do 6xido
de Mn, liberando o cétion na forma soluvel e Co associado com esta fracdo. Este fato pode
explicar por que ambos os elementos tiveram o mesmo fator de aumento em relagéo ao controle
(46 vezes). Quantin et al. (2002) sugere que o 6xido de Mn pode ser fonte de Co em condicdes
redutoras em solos ultraméafico bem desenvolvidos na Nova Caleddnia.

Incrementos de 76 % do Fe disponivel sdo observados apds a aplicacdo do &cido citrico
ao solo ultramafico do presente estudo. A dissolugédo do Fe também foi vista em outros trabalhos
apos a aplicacdo do &cido citrico no solo (CHATTERJEE et al., 2015; JIANG et al., 2014; SEN
et al., 2022). Richardson & Zuiiiga (2018) verificaram incrementos na liberagéo e taxa de
dissolucdo de Fe em aluminossilicatos com diferentes ligantes organicos, em seis tipos de
rochas. A dissolucdo do oxido de ferro pode ser explicada pelo fato de que a constante de
estabilidade do complexo Fe®* - citrato (11,5) € maior do que a do Fe?" - citrato (4,4) (KOTRLY;
SUCHA, 1985).

Muitos trabalhos que avaliaram o fracionamento de Cu concluiram que a principal
fracdo deste elemento esta associada a matéria organica do solo (CHEN et al., 2019). Em solos
de Taiwan, o Cu esta, em média, 80 % nesta fracdo (SUN et al., 2019). A mateéria organica do
solo possui composicdo complexa, mas é sabido que é constituida por acidos naturais de peso
molecular variado que possuem grupos carboxilicos que interagem de forma coordenada com
0 Cu (LI et al., 2023). Como o0s grupos carboxilicos do citrato estdo mais préximos isso da um
maior carater polar, potencializando a interacdo com o Cu em compara¢do com o0s acidos
organicos que compdes matéria organica do solo (TIBERG et al., 2018). Porém, o &cido citrico
foi 0 menos eficiente na solubilizacdo de Cu em comparacdo a outros &cidos organicos o que
converge com 0 menor aumento relativo do presente trabalho Xiao et al. (2019). Portanto, o
quelante natural ndo é eficiente da mobilidade de Cr e Zn na dose citada.

De acordo com Hseu et al. (2018), o Cr esta associado principalmente com a fracédo
residual do solo. Nascimento et al. (2022) também relataram a predominancia do metal nesta
fracdo em sitios ultramaficos da América do Sul, Central e do Norte. Na fracao residual de solos
ultraméficos, o Cr predomina na estrutura de minerais com alta estabilidade associada ao carater
covalente do elemento com seus ligantes, como por exemplo, a cromita (TASHAKOR et al.,
2017; VAN DER ENT et al., 2018).

Shi et al. (2020) também verificaram maiores eficiéncias de remocéo de Cr e Zn do solo
utilizando o &cido citrico. Em solos ndo ultraméaficos, o Zn esta associado em até 40 % com
carbonatos (WOJTKOWSKA; BOGACKI, 2022). A aplicacdo do &cido citrico aumenta a

substancialmente na fracdo trocavel deste metal no solo, concomitantemente a total eliminacdo
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do Zn em carbonatos (AYYANAR; THATIKONDA, 2021). Resultados de procedimento de
extragdo mostraram que maiores concentragdes de &cidos organicos aumentaram a dessorcdo
de Zn e o acido citrico foi mais eficiente em facilitar a dessorcdo do metal do que o &cido
tartarico (PEREZ-ESTEBAN et al., 2013). Por tanto, a baixa dose de &cido citrico (20 mmol
kg?) utilizada no presente estudo possa ter sido o fator responsavel pelo ndo aumento da
disponibilidade do metal.

3.3.2 Teor de metais e alocacdo nos 6rgados aéreos de B . coddii

A eficiéncia da planta em acumular metais nas folhas seguiu a seguinte ondem Ni > Mn
> Co > Zn > Cu > Cromo. O Ni, Mn e Co apresentaram em média teores nas folhas maiores
que das raizes e do solo ultramafico, indicando a alta capacidade de translocacéo destes metais.
O acumulo de Ni por B. coddii foi classificado em intenso (FB = 1,0 — 10,0); Co, Mn e Zn
foram mediamente acumulados (FB = 0,1 — 1,0); Cu levemente acumulado (FB = 0,01 - 0,1) e
Cr ndo acumulado (FB < 0,01), sendo FB a razéo entre: teor de metal nas folhas/teor de metal
no solo (KABATA-PENDIAS, 1992).

Destes metais, a B. coddii hiperacumulou apenas o Ni, alcancando 1,3 % do metal nas
folhas e 0,8 % no caule (Figura 4). Os teores foliares em espécimes nativas de B. coddii na
Africa do Sul variaram de 1,3 e 1,7 % (NEMUTANDANI et al., 2006; ROBINSON et al.,
1997). A alta concentracao de Ni nas folhas em relacéo as outras partes vegetativas foi reportado
por Gramlich et al. (2011). De acordo com os autores, quando cultivada em solo contendo 250
mg kg de Ni, as folhas, caule e raizes de B. coddii possuiram teores médios do metal de 629,4
mg kg, 292,9 kg™e 84,3 mg kg, respectivamente.

Tentativas de elucidar mecanismos de absorc¢éo e translocacao de Niem B. coddii foram
realizadas em trabalhos recentes. O citrato e malato, sdo principais ligantes organicos que
desempenham fun¢bes importante na tolerancia e transporte de Ni em mesofilo e nervuras das
folhas de B. coddii (MONTARGES-PELLETIER et al., 2020). Naicker et al. (2016) relatam
que o &cido queliddnico foi identificado como o ligante que desempenha um papel significativo
na absorcdo de Ni em B. coddii. Adicdo de Ni soluvel ao solo aumentaram razdo entre as
concentracdes de acido quelidénico e teor de Ni de 3:1 para 6:1, enquanto aminoacidos e acidos
organicos presentes na planta se mantiveram constantes.

A distribuicdo do Ni nos tecidos de B. coddii se diferencia com o 6rgdo avaliado. No
caule, a epiderme é mais concentrada com o metal do que nos tecidos mais internos

(GRAMLICH et al., 2011). A alocacdo em tecidos fisiologicamente inativos, como a epiderme
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foliar, ¢ comum em hiperacumuladoras, entretanto, a B. coddii apresenta maior concentragdo
no mesofilo das folhas (MESJASZ-PRZYBYLOWICZ et al., 2020). O Mn obteve a segunda
maior concentracdo em folhas de B. coddii dentre os metais avaliados, alcangando teor médio
de 770 mg kg, 7,7 % do teor necessario para considerar uma planta hiperacumuladora do
metal. Atualmente, séo escassos trabalhos que investigaram a absor¢édo de Mn em B. coddii
cultivada em solos ultraméficos. A alta capacidade de translocacdo e bioacumulacdo do metal
possibilita 0 uso da B. coddii na fitoextracdo de Mn e estudos devem ser realizados.

Através de imagens de micro-fluorescéncia de raios X baseado em luz sincrotron, foi
possivel visualizar a localizagdo do Mn em varios pequenos pontos com concentracdes
superiores a 0,04 %, distribuidos principalmente ao longo da margem da folha (PAUL et al.,
2020). E sugerido por Nascimento et al. (2020) que a distribuicdo de metais nas margens das
folhas em hiperacumuladoras de Ni tem o objetivo de diminuir o efeito da toxicidade na planta.

O Co obteve a maior relagéo entre o teor nas folhas (64,5 mg kg™) em relacéo a raiz
(22,5 mg kg™), dentre os metais analisados (Figura 4). Estes dados sdo coerentes com relatos
de hiperacumulacéo de Co em folhas de B. coddii. Robinson et al. (1999) relatam um teor médio
de Co na parte aérea de B. coddii acima de 400 mg kg, quando cultivada em substrato
ultraméfico. Devido a semelhanca, entre os raios atbmicos e propriedades quimicas entre Ni e
Co, além da relativa abundancia de Co em solos ultraméaficos africanos, é de se esperar que a
B. coddii compartilne o mecanismo de absorcéo e translocacdo entre estes metais. De fato, 0
teor de Co foi 0 metal que mais se aproximou do usado para limiar a hiperacumulacdo em
plantas (21 %).
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Figura 4 - Teores e alocagdo de Ni, Co e Mn em diferentes 6rgdos de B. coddii cultiva em solo
ultraméafico com e sem aplicag¢do do acido citrico.
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O Zn foi concentrado nas raizes 20 vezes mais do que nas folhas de B. coddii. O Zn
alcangou teor médio nas raizes de 728 mg kg, valor 3,6 vezes maior, quando comparado com
o teor do solo. Os teores médios de Zn nas folhas de B. coddii foram 39,53 mg kg* (Figura 5).
Dentre os metais analisados, apenas 0 Zn que na parte aérea se concentrou no caule. O teor do
metal neste 6rgdo foi aproximadamente 10 vezes maior em relagdo ao teor foliar e um fator de
2 emrelacdo ao solo (figura 5). Estes fatos indicam que o metal é intensamente acumulado pelo
caule de B. coddii (KABATA-PENDIAS, 1992). Entretanto, o teor do metal no caule é apenas
12 % do minimo para considerar uma espécie hiperacumuladora de Zn (REEVES et al., 2017).

O Cr e Cu tiveram seus teores concentrados nas raizes 50 e 43 vezes maiores do que as
folhas. O Cu obteve teor médio nas raizes 25% maior, quando com parado com os teores do
solo. O teor médio de Cr nas folhas de B. coddii foram 3,5 mg kg™ (Figura 5). Isto mostra a
capacidade das raizes de estabilizar estes metais e a inviabilizacdo da fitoextracdo destes metais
pela B. coddii. ConcentracGes de Cr de 2,98 mg kg™ de em folhas desta hiperacumuladora na
Africa do Sul, foram reportadas por Mesjasz-Przybylowicz et al. (2004). O teor de Cu
encontrado pelos autores foi abaixo do limite de deteccdo. Mas em nosso trabalho o teor de Cu

foi superior ao de Cr aproximadamente 3 vezes.
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Figura 5 - Influéncia do acido citrico (20 mmol kg™?) nos teores de Cr, Zn Cu em diferentes
6rgéos de B. coddii.
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3.3.3 Efeito do &cido citrico no acimulo de metais em B. coddii

O é4cido citrico (20 mmol kg™?) apresentou efeitos variados nos teores dos metais em B.
coddii cultivada em solo ultraméfico. O Cr se apresenta 11 vezes mais concentrado nas folhas
de B. coddii sobre influéncia do quelante. O Co, Mn e Cu nas folhas da hiperacumuladora foram
concentrados num fator de 5, 4 e 3, respectivamente. O Zn foliar foi aproximadamente 2 vezes
maior nas plantas sobre efeito do acido citrico (20 mmol kg™?), enquanto o Ni, foi o Gnico
elemento que ndo teve incrementos em nenhum drgédo da B. coddii.

O fendémeno do &cido citrico observado no teor de Cr e Zn nas folhas ndo era esperado,
pois o quelante ndo influenciou na disponibilidade do metal no ndo vegetado. Alguns relatérios
tém demonstrado a capacidade do acido citrico em influenciar positivamente na mobilidade
destes metais em solos. Por exemplo: A) solos ultraméaficos possuem naturalmente alta
concentracdo de Fe devido aos processos intempéricos dos minerais ferro-magnesianos que
compde o material de origem (ECHEVARRIA, 2021). E comentado na literatura que o acido
citrico combinado com o Fe consegue reduzir a fragdo insolivel de Cr*® e aumentar sua
mobilidade (ZHANG et al., 2020; WHANG et al., 2023). B) Em solos ndo ultramaficos, o Zn
esta associado em até 40 % com carbonatos (WOJTKOWSKA; BOGACKI, 2022). A aplicacéo
do acido citrico aumenta a presenc¢a do metal na fracéo trocavel do solo, devido a reagéo acida
do quelante com carbonato (AYYANAR; THATIKONDA, 2021).

Estas evidencias explicam parcialmente os aumentos inesperados nas concentracdes de
Cr e Zn nas folhas de B. coddii. Estudos focados na disponibilidade destes metais para as plantas
em solos ultramaficos sdo escassos e devem ser realizados para melhor entender o efeito
complexo do quelante. Devido a natureza essencial do Zn para plantas e FB > 1, do metal no
caule é esperado que B. coddii tenha desenvolvido transportadores com alta afinidade deste
metal devido ao seu baixo teor em solos ultraméaficos (NASCIMENTO et al., 2020a). Por isso,
a possivel presenca da planta pode ter influenciado na disponibilidade destes metais no solo a
partir dos exsudatos de &cidos organicos e outros compostos com afinidade como Zn e outros
micronutrientes, afetando indiretamente as propriedades do solo e a mobilidade do metal
(DUCIC; POLLE, 2005).

O teor médio de Mn no caule e nas folhas das plantas tratadas com é&cido citrico
alcancaram o limiar de 3000 mg kg e o Cu 29,17+9,36 mg kg™. Estes dois metais sdo
essenciais para as plantas em pequenas quantidades realizando reacdes de oxirredugdes
importantes para os metabolismos das plantas (MARSCHNER, 1995). Devido ao elevado teor

de Mn em solo ultramafico e o alto teor relativo na parte aérea de B. coddii obtido neste trabalho,
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é provavel que a hiperacumuladora tenha desenvolvidos mecanismos mais eficientes de
captacdo e translocacdo de Mn em relacdo ao Cu (PAUL et al., 2020). Entretanto, existe uma
familia de transportadores especificos de Cu, sendo o COPT1 o principal transportador
responsavel pela acumulacdo do metal pelas raizes das plantas (FESTA; THIELE, 2011).
Ambos 0s mecanismos podem ter potencializado a captacao e translocagéo destes metais devido
ao aumento na disponibilidade do metal ocasionada pelo acido citrico.

Houve incrementos significativos nos teores de Co em todas as partes da planta, apos a
aplicacdo do quelante, com maior destaque observado no caule (14 vezes). O teor médio de Co
nas folhas das plantas tratadas com écido citrico foi de 289,16 mg kg™, sendo que metade das
plantas do tratamento apresentaram teores acima de 300 mg kg?, o que caracteriza a
hiperacumulacdo desse elemento. Esses dados indicam que o &cido citrico é eficaz no aumento
da capacidade de B. coddii em extrair e acumular Co do solo ultramafico (VAN DER ENT,
2021). O uso de plantas em tecnologias baseadas na fitoextracdo se torna viavel a medida que
0s teores dos metais excedem os valores das concentracdes de hiperacumulacdo (REEVES et
al., 2017). Neste contexto, 0 uso da B. coddii na fitomineracdo pode ser potencializada com o
uso de acido citrico (20 mmol kg™).

Alguns trabalhos tém relatado o potencial da B. coddii em hiperacumular Co em seus
tecidos aéreos em até 600 mg kg™ (LANGE et al., 2016). Robinson et al. (2003) e Rue et al.
(2020) estudaram fitoextracdo de Ni e Co em B. coddii e encontraram hiperacimulos destes
metais quando presente individualmente no substrato. No entanto, quando cultivado em
substratos com ambos os metais o fator de bioacumulacdo de Ni e Co nas plantas diminui
significativamente. Ambos 0s metais sao comuns em solos ultramaficos e possuem raio atdmico
iguais, o que pode facilitar o compartilhamento do mecanismo de captacéo e translocacdo em
B. coddii.

Mesjasz-Przybytowicz et al. (2004), avaliando o a influéncia de metais em substrato em
cultivado com B. coddii,relataram a capacidade do Zn em diminuir significativamente a
eficiéncia na extracdo de Ni pela hiperacumuladora. Isto indica competicéo por sitios de ligacéo
da raiz entre estes metais e uma limitacao na fitoextracdo de Ni quando Co e Zn estdo presentes
em grandes quantidades. As formas mais prevalentes e biologicamente criticas de todos esses
metais competem por transportadores universais de metal divalentes, pelas proteinas de ligacéo
com especificidades sobrepostas de cofatores metalicos e pelos pools de transportes e
armazenamentos compartilhados dentro das plantas (AGRIOS, 2005; GROTZ; GUERINOT,
2006; RAI et al., 2021). Estes fatos podem explicar o maior acimulo de Co e Zn, ao invés do
Ni nas folhas de B. coddii.
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Testes com NTA (25 a 205 mmol kg™), DTPA (12 a 101 mmol kg?), EDTA (17 a 136
mmol kg™), bem como com &cido citrico (52 a 104 mmol kg?!) e EDTA (7 mmol kg™?),
mostraram reducdes significativas nos teores de Ni, enquanto o Co foi significativamente mais
concentrado nas folhas de B. coddii ap6s a aplicacdo dos quelantes (ROBINSON et al., 1997;
ROBINSON et al., 2003).

As reducdes no teor de Ni em B. coddii encontradas por Robinson et al. (1997; 2003)
sdo intrigantes, pois refletem que o acido citrico (52 a 104 mmol kg?) tem a capacidade de
diminuir a concentracdo do Ni nas folhas da hiperacumuladora. Os autores sugerem que isto
ocorre devido ao elevado gradiente de concentragdo do Ni no sistema solo-planta. Reducdes
significativas no teor de Ni em Halimione portulacoides cultivado em solo artificialmente
contaminado s&o relatadas por Duarte et al. (2007), apos a aplicacdo do quelante (25 - 50 umol
L71). Entretanto estas observagdes ndo foram constatadas no presente estudo utilizando uma
dose menor (20 mmol kg?). Pelo contrério, avaliando cada tratamento, as unidades
experimentais sob efeito do quelante obtiveram o maior teor observado com 1,7 % de Ni nas
folhas.

Em plantas hiperacumuladoras de O. muralis e N. caerulescens obtiveram incrementos
no teor foliar de Ni utilizando o acido citrico com dose de 10 mmol kg (NASCIMENTO et al.,
2020a; NASCIMENTO et al., 2020b). Yang et al. (2018) e Duque (2022) observaram aumento
na atividade de enzimas antioxidantes. 1sso indica que o acido citrico em pequenas quantidades
(3 a 5 mmol kg™) ndo apenas facilita a absor¢do do Ni, mas também pode mitigar os efeitos
negativos desse metal nas plantas (SCHWABE et al., 2021). Estudos sobre aumentar o teor de
Ni em B. coddii por inducdo quimica com doses menores sdo inexistentes e devem ser

realizados.
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3.4 Conclusotes

Niquel, Mn e Co foram mais concentrados nas folhas de B. coddii, enquanto Zn, Cu e
Cr apresentaram maiores concentrac@es nas raizes. O Ni foi o Unico metal hiperacumulado na
parte aérea de B. coddii. O &cido citrico foi eficaz em aumentar a disponibilidade de todos os
metais analisados, com excecdo de Cr e zinco. O Mn e Co foram relativamente mais
disponibilizados no solo do que Ni, Fe e Cobre. O &cido citrico pode aumentar a capacidade de
acumulacéo de Mn, Co, Zn, Cu e Cr em folhas de B. coddii. Portanto, o0 uso do quelante pode

ser viavel para incrementar a fitoextracdao de Ni e outros metais.
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4 RESPOSTA DA HIPERACUMULADORA BERKHEYA CODDII A ADUBACAO
MINERAL E ORGANICA

Resumo

Estudos em areas ultraméficas identificaram espécies de plantas denominadas de
hiperacumuladoras que se adaptaram a condi¢fes hostis, além de concentrar quantidades
incomuns de metais. Um exemplo de hiperacumuladora é a espécie Sul-africana Berkheya
coddii que pode conter 1000 mg kg de Ni em drgéos aéreos. Devido ao valor econdmico do
Ni, propostas de fitominerar solos ultraméaficos tém sido relatadas na literatura. Porém, plantas
hiperacumuladoras em geral possuem baixa biomassa, 0 que limita a préatica de fitominerac&o.
Neste estudo, foi avaliado o efeito da adubagcdo mineral (NPK) e organica (esterco bovino e
biochar) nos rendimentos de biomassa e na acumulacdo de Ni e outros metais por B. coddii em
solo ultramafico no Nordeste do Brasil. Os tratamento com NPK e esterco bovino resultaram
em aumentos significativos na altura das plantas, nimeros de folhas e biomassa. Em relacéo
aos teores de metais nas raizes, o tratamento com biochar apresentou 0s maiores incrementos
de Ca, Co e Fe, enquanto o NPK mostrou maior aumento em Cu e niquel. Na parte aérea, as
plantas de controle tiveram teores mais elevados de Ni do que as tratadas com NPK, esterco e
biochar. Considerando o acumulo de Ni, a ordem decrescente dos tratamentos foi NPK <
Esterco < Biochar = Controle. Os resultados indicam que a adubacdo mineral promove maior
acumulo de Ni e Co nas plantas, tornando-se uma opcao viavel para a agromineracdo em solos
ultraméficos. Os dados de rendimento sugerem que, um unico cultivo com adubacdo mineral
de B. coddii corresponde a 1,7 cultivos em condigdes naturais, enquanto a adubacéo organica e
0 biochar ndo diferem significativamente do controle. Esse estudo contribui para o
desenvolvimento de estratégias sustentaveis para a exploracdo de metais em solos ultramaficos,
apresentando possiveis alternativas para 0 manejo de agrominerac@o no Brasil.

Palavras-chave: Solo ultramafico. Agromineracdo. Metais pesados. NPK. Esterco bovino.
Biochar.
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RESPONSE OF THE HYPERACCUMULATOR Berkheya coddii TO MINERAL AND
ORGANIC FERTILIZATION

Abstract

Studies in ultramafic areas have identified plant species known as hyperaccumulators
that have adapted to hostile conditions and concentrate unusual amounts of metals. One
example of a hyperaccumulator is the South African species Berkheya coddii, which can contain
1000 mg kg™ of Ni in its aerial organs. Due to the economic value of Ni, proposals to
phytominerate ultramafic soils have been reported in the literature. However, hyperaccumulator
plants generally have low biomass, which limits the practice of phytomining. In this study, the
effect of mineral (NPK) and organic (cattle manure and biochar) fertilization on biomass yields
and the accumulation of Ni and other metals by B. coddii in ultramafic soil in northeastern
Brazil was evaluated. Treatment with NPK and cattle manure resulted in significant increases
in plant height, leaf number and biomass. In terms of metal content in the roots, the biochar
treatment showed the greatest increases in Ca, Co and Fe, while NPK showed the greatest
increase in Cu and nickel. In the aerial part, the control plants had higher Ni levels than those
treated with NPK, manure and biochar. Considering the accumulation of Ni, the decreasing
order of the treatments was NPK < Manure < Biochar = Control. The results indicate that
mineral fertilization promotes greater accumulation of Ni and Co in plants, making it a viable
option for agro-mining in ultramafic soils. The yield data suggests that a single crop with
mineral fertilization of B. coddii corresponds to 1.7 crops under natural conditions, while
organic fertilization and biochar do not differ significantly from the control. This study
contributes to the development of sustainable strategies for the exploitation of metals in
ultramafic soils, presenting possible alternatives for the management of agro-mining in Brazil.

Keywords: Ultramafic soil. Agromining. Heavy metals. NPK. Cattle manure. Biochar.
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4.1 Introducédo

Solos ultraméficos, formados a partir de rochas ricas em Ni, Cr e Co, possuem altos
teores desses elementos e sao desfavoraveis para a maioria das plantas devido a escassez de
nutrientes e desequilibrios nutricionais (NASCIMENTO et al., 2020). Por outro lado, esses
solos tém o potencial de atuar como substratos para exploragdo econdmica de metais, com o
uso de plantas hiperacumuladoras desses elementos (ECHEVARRIA, 2019).

A maioria das espécies hiperacumuladoras sdo conhecidas por acumular quantidades
apreciaveis de Ni e, quando apresentam alta biomassa (> 10 t ha?), sdo vantajosas na
agromineracdo de solos ultramaficos (RUE et al., 2020). Um exemplo é a espécie Berkheya
coddii, da familia Asteraceae, que é uma planta perene originaria de depésitos ultramaficos da
Africa do Sul, que normalmente possui alta biomassa e alto teor natural de niquel (ROBINSON
et al., 1997). Essas caracteristicas sustentam o potencial dessa espécie para aplicagdes em
tecnologias de fitoextracdo (RUE et al., 2020; HIPIFINGER et al., 2022).

Estudos realizados com B. coddii demonstraram seu potencial para agromineragdo de
Ni em diferentes locais. Robinson et al. (1997), na Nova Zelandia, relataram uma producéo de
biomassa seca de 21 t ha e estimou mais de 100 kg ha™ de Ni. Em uma fazenda experimental
em "La Bouzule", na Franca, Rue et al. (2020) estimaram que essa espécie poderia render 77
kg ha™ Ni. No entanto, em um estudo na Austria, Hipfinger et al. (2022) documentaram um
rendimento menor em termos de biomassa seca (1 t ha*) e acumulagdo de Ni (8,54 kg hat). Em
outro estudo, B. coddii poderia produzir 23,8 kg de niquel e 2,1 kg de cobalto por hectare em
solos minerados tradicionalmente na Australia (KEELING et al., 2000).

Praticas agrondmicas como irrigacdo e associacdo micorrizicas também influenciam a
biomassa e teor de Ni em Berkheya coddii (ANGLE et al., 2003; ORLOWSKA et al., 2011).
Informacdes sobre o efeito direto na adubacdo mineral e principalmente organica na biomassa
e acumulo de Ni sdo escassos. Robinson et al. (1997; 1999) estudaram os efeitos de diferentes
correcdes do solo na absorcdo de Ni por B. coddii. Eles encontraram que: N aumentou o teor
de Ni enquanto P ndo influenciou significativamente, MgCO3z aumentou o pH e reduziu o metal
nos tecidos aéreos, CaCOs inibiu 0s metais sem alterar o pH, mostrando que o Ca tem efeito
antagbnico na absorcdo de Ni, e S aumentaram os teores de Ni na parte aérea da
hiperacumuladora.

As rotas de processamento convencionais para obtencdo de Ni, como a pirametallrgica
e a Rotary Kiln Electric Furnace (RKEF), sdo economicamente e energeticamente custosas e

geram grandes quantidades de residuos (GUIMARAES, 2019). O Brasil é um dos principais



64

detentores de aérea ultraméficas e exportador de minérios de Ni (NASCIMENTO et al., 2022).
A agromineracdo pode ser uma alternativa para o beneficiamento no pais, mas informacdes
sobre potenciais hiperacumuladoras sdo escassas principalamente no Nordeste
(NASCIMENTO, 2022). Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
adubacdo mineral (NPK) e orgénica (esterco bovino e biochar) nos rendimentos de biomassa e
na acumulacdo de Ni e outros metais por de Berkheya coddii cultivada em um solo ultraméfico
tropical.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Coletado solo

Para este experimento, o solo foi coletado na porcédo da jazida localizada no territério
de Buenos Aires, municipio situado na regido setentrional da Mata Pernambucana, a mesma
area de coleta utilizada nos trabalhos anteriores. A regido cobre uma extensdo territorial de 111
km?, com vegetacdo natural composta principalmente por floresta subcaducifélia. De acordo
com a classificacdo climatica de Koppen, o clima predominante ainda é do tipo AS,
caracterizado como tropical chuvoso (JACOMINE, 1973). As chuvas continuam sendo mais
intensas entre os meses de abril e julho, resultando em uma média anual de precipitacdo de
cerca de 1.175 mm (IPA, 2022).

A coleta do solo foi realizada na camada de 0 a 20 cm, da mesma forma gque nos
experimentos anteriores. Cerca de 2 kg de solo foram coletados, secos ao ar, destorroados e
peneirados através de uma malha de 2 mm (9 mesh), resultando na obtencao da terra fina seca

ao ar (TFSA). A TFSA foi posteriormente utilizada para a analise quimica e fisica.

4.2.2 Caracterizacdo do Solo: Métodos de Analise Fisica e Quimica

Os solos foram submetidos a uma caracterizacdo quimica usando protocolos padréo
(TEIXEIRA et al., 2017). Diversos parametros foram determinados, incluindo a analise de pH,
matéria organica, cations trocaveis (Na, K, Ca e Mg, Al), acidez potencial (H + Al) e fosforo
disponivel, como demonstrado na Tabela 6. Além disso, também avaliamos os teores
disponiveis de Ni, Cr e Co, Fe, Zn, Mn e Cu no solo. As fracBes granulométricas (areia, silte,

argila) foram determinadas pelo método proposto por Almeida (2008).
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Tabela 6 - Caracterizacdo quimica e granulométrica do solo ultramafico

pH (H20) Ca Mg Na K Al Al+H CTC
-------------------------------------- CMOle AM 3 mm e
6,4 4,1 6,1 0,1 0,4 0,00 55 10,7
P N COS MOS  Areia Silte Argila
mg kgl - g kgt--- -g kgl-m-mmmeeeeee-
2,0 0,3 7,3 12,3 298,4  430,6 271,0

4.2.3 Analise dos metais em solo e controle de qualidade

Os teores totais e disponiveis dos metais foram determinados por espectroscopia de
emissao oOtica com modo de observacdo dupla (axial e radial) e detector de estado so6lido, com
sistema de introducdo via amostrador automatico AS 90 plus. O controle de qualidade da anélise
dos metais foi realizado utilizando-se amostras em branco e de solo certificado do National
Institute of Standards and Technology (NIST SAN JOAQUIN — 2709a). As recuperacdes dos

metais para as amostras certificadas foram consideradas satisfatorias e variaram de 94 a 103 %.

Tabela 7- Recuperacdo dos metais pesados analisados no solo do

NIST - 2709a.
Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn
_______________________________ [
94 101 97 103 95 97 96

4.2.4 Montagem e conducdo do experimento

As sementes de B. coddii foram doadas por colaboradores da Universidade de Lorraine
— Franca. A sementes foram selecionadas visualmente escolhendo aquelas com aspectos
saudaveis. As sementes foram germinadas em substrato formado por Areia + Vermiculitas, na
proporcao de 1:1, utilizando bandejas de germinacao.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, onde a unidade experimental
constou de 1 espécime de B. coddii que foi transplantada apds 45 dias da germinagédo — quando
tinham em média 4 a 6 pares de folhas - para vasos de plasticos de 6 L, contendo 5 kg do solo.
Durante o tempo de germinacdo até transplante, as células com as plantulas germinadas foram

irrigadas com solugéo diluida de Hoagland & Arnon, propria para a bandeja (PRADO, 2010).
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Antes do transplante, foi realizado a incorporagdo dos adubos ao solo previamente
pesado e em seguida transferiu-se o solo adubado a vasos de 6 L. Para compor o tratamento
com adubacdo mineral foi utilizado uma dose equivalente de NPK correspondente a 100; 100
e 120 Kg ha. As fontes dos elementos foram NH4NOs, CaPOs e KCI (P.A.). O tratamento com
adubacéo organica foi composto por uma dose de 5t ha, utilizando esterco bovino adquirido
comercialmente. O tratamento para avaliar o efeito de biochar, foi usado uma dose de 2,5 %
(m/m) de material lodo de esgoto pirolisado a 350 © C. Cada tratamento teve 4 repeticdes
totalizando 16 unidades experimentais.

Os vasos foram irrigados com &gua destilada mantendo os solos a aproximadamente 80
% da capacidade de retencdo de agua, por meio de pesagens e reposicao da agua perdida por
evapotranspiracdo, as plantas foram cultivadas por 90 dias. As variaveis analisadas foram
biomassa aérea seca, comprimento da parte aérea e nimero de folhas. Além dos teores dos
metais Ni, Cr, Co, Fe, Zn, Mn, Cu, Ca e Mg nos tecidos aéreos e raizes, bem como o acimulo

destes multiplicando o teor na planta com sua respectiva biomassa.

4.2.5 Analise dos metais em planta, esterco e biochar

Apos a coleta das plantas, foram separadas as diferentes partes vegetativas (raiz, caule
e folhas), e estas foram lavadas com dgua destilada para eliminar impurezas visiveis, como solo,
poeira ou outros residuos, armazenado em sacos de papel previamente identificados, e secos
em estufas, a 65°, até peso constante. Posteriormente, 0,5 gramas do material seco (planta,
esterco e biochar) foi transferido para tubos de vidro especifico para digestdo aberta em bloco
digestor e adicionou-se acido nitrico e perclorico. O bloco aquecedor foi ajustado para a
temperatura especificada e a amostra foi digerida até nao haver liberacéo de gases e inexisténcia
de material vegetal no tubo de digestdo (aproximadamente 4 horas). Todos o0s extratos de planta
obtidos tiveram o volume ajustado para 25 mL em balGes volumétricos certificados (conforme
NBR ISSO/IEC) com agua ultrapura. Em seguida, os extratos foram filtrados e armazenados a
4,0 °C para posterior andlise.

A determinacdo dos teores de metais nas plantas, esterco e biochar foi realizada pela
técnica de espectroscopia de emissdo Otica, utilizando um modo de observacgédo dupla (axial e
radial) e um detector de estado sélido. A introducdo das amostras foi feita por um sistema de
amostragem automatica AS 90 plus. Para garantir a qualidade da analise dos metais, foram
utilizadas amostras em branco e amostras do material SRM 1570a Spinach Leaves que possuem

os teores dos metais certificados pelo NIST (National Institute of Standards and Technology).
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As recuperagdes dos metais para as amostras certificadas foram consideradas satisfatorias,

variando entre 91 % e 101 % entre os metais analisados.

Tabela 8 - Recuperacdo dos metais pesados analisados do material
Spinach Leaves - SRM 1570a

Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn
_______________________________________ O mmmm e m e
97 91 94 93 96 101 92

4.2.6 Analise estatistica

Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade para verificar se os dados seguiam
uma distribuicdo normal utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Caso os dados ndo apresentassem
uma distribuicdo normal, fez-se o0 uso de transformacg6es para aproximar a distribuicdo dos
dados a normalidade. A homoscedasticidade dos dados, ou seja, a igualdade das variancias entre
os grupos foi verificada pelo teste de Levene. Como os dados atenderam aos pressupostos de
normalidade e homoscedasticidade, realizou-se a anélise de variancia (ANOVA) e o teste de
Tukey (p<0,05), para verificar diferenca nas médias entre os grupos, utilizando o software
SISVAR verséo 5.6.

4.3 Resultados e Discussao
4.3.1 Parametros de crescimento

As médias dos parametros vegetativos apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos. As plantas adubadas com NPK apresentaram altura, nimero de folhas e biomassa,
2,6; 2,2 e 3,1 vezes maiores em relacdo ao controle. Sobre efeito do esterco bovino o
comprimento da parte aérea e biomassa em relacdo ao controle foram 1,5 e 1,8 vezes maiores.
As médias das variaveis entre os tratamentos biochar e controle ndo diferiram estatisticamente.
O comprimento da parte aérea, nimero de folha e biomassa das plantas em que houve nutri¢do
mineral, foram maiores em relacdao aos demais tratamentos com adubacdo organica. As maiores
diferencas entre estas variaveis foram entre nutricdo mineral e biochar, em um fator de 2,1; 1,6

e 2,3, respectivamente.
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Figura 5 - Efeito da adubag¢do mineral (NPK), esterco bovino (EST) e biochar (BIO) no
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Letras iguais ndo apresentam diferencas significativas entre as médias pelo teste de Tukey (< 0,05).

As linhagens de plantas hiperacumuladoras em solos ultraméaficos desenvolveram certa
tolerancia as condigdes de baixo teor de nutrientes no solo (ARTHUR et al., 2022). As maiores
médias de N, P e K em plantas de locais ultraméficos foram 1,03; 0,034 e 0,81 % (JAFFRE et
al., 1980; ISNARD et al., 2016). Estudos tém evidenciado que praticas agricolas podem
melhorar a biomassa de hiperacumuladoras utilizadas em fitotecnologias (BANI et al., 2015;
SAAD et al., 2021). O equivalente a 60 kg ha® de N como NH4NOs, pode incrementar até 29
% a biomassa de Alyssun murale em solos contaminados por Ni.

Com base nas respostas de crescimento, é possivel estabelecer que a adubacdo mineral
e esterco bovino, favorece o desenvolvimento de B. coddii. Podendo auxiliar no aumento dos
rendimentos da técnica de agromineracdo em sitios ultraméaficos tropicais. Possivelmente o
efeito dos tratamentos observados nas varidveis vegetativas esteja relacionado com a
composicao nutricional dos adubos avaliados. A quantidade de N aplicada em cada tratamentos
teve a seguinte ordem: NPK > Est > Bio. O N é um dos nutrientes requeridos em maiores

quantitades pela planta fazendo parte de inGmeros processos bioquimicos. Baixos niveis deste
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macronutriente no solo podem limitar a biomassa das plantas, ocorrendo resposta positiva na

biomassa quando adicionado ao solo.

Tabela 9 — Composicdo elementar do
esterco bovino e biochar lodo de esgoto

(350°C).
Elementos Unidades Esterco Biochar
N % 0,59 4,10
P g kg? 2,70 9,30
K g kg? 4,70 8,20
Ca g kg 326 24,13
Mg g kg? 1,21 1,23
Fe g kg? 2,33 6,97

Mn mg kgt 73,75 88,60
Cu mgkg? 7,73 60,75
Zn mg kgt 44,75 395,55
Cr mgkg? 585 32,90
Co mgkg! 058 30,20
Ni mgkg! 2,05 22,85

Em condicdes controladas, Robinson et al. (2003) observaram que a B. coddii cultivada
por 4 meses em vasos de 1 L, alcancou uma biomassa 3 vezes maior que as plantas do
tratamento NPK do presente estudo, utilizando solugdo nutritiva proposta por (SHEN et al.,
1997). Entretanto, nossas plantas sobre efeito da adubacdo mineral foram no minimo 6 vezes
maiores quando cultitivada por Keeling et al. (2003), durante trés meses em 10 kg de substrato
adubados com fertilizantes de liberacdo lenta. Estas discrepancias mostram a necessidade de
estudos especificos com fontes e doses para cada nutriente, a fim de melhorar o potencial na

agromineracao.

4.3.2 Metais nas raizes da B. coddii sobre efeito da adubacéo

Por outro lado, observou-se um aumento significativo nos teores de Ca, Cu, Co, Fe e Ni
na raiz com a adicdo dos insumos em compara¢ao com o grupo controle (Figura 7). Os teores
de Ca, Co e Fe nas raizes no tratamento biochar foram 38,5 %, 66,8 % e 66,2 %, maiores, em
relacdo ao controle. A analise quimica dos insumos utilizados (Tabela 4) revelou que Ca e Fe
sdo os elementos mais abundantes no biochar, fornecendo uma explicacdo plausivel para o

aumento destes elementos nas raizes de B. coddii.


https://nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1469-8137.2003.00743.x#b16
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1469-8137.2003.00743.x#b16
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Os teores de Cu e Ni nas raizes das plantas testemunhas foram de 73,6 e 364,9 mg kg™,
respectivamente. No tratamento NPK, esses teores foram 2,4 e 1,6 vezes maiores,
respectivamente. Além disso, houve uma diferenca significativa nos teores de Cu nas raizes
entre os tratamentos NPK e esterco (reducédo de 65 %), sendo a diferenca mais pronunciada em
comparagdo com as plantas testemunhas e NPK.

Figura 6 - Efeito da adubac&o mineral (NPK), esterco bovino (EST) e biochar do lodo de esgoto
(BIO) nos teores de metais nas raizes de B. coddii cultivada em solo ultraméfico.
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Barras com mesma letra em cada gréafico néo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

No presente trabalho foi usado como fonte de N, 0 NH4NOz. Aradjo et al. (2017), relata
que o NH™ no solo é oxidado e produto da reagéo ¢ NO=. Neste processo € liberado H* que
acidifica o solo e aumenta o teor disponivel de Ni e Cu (MACEDO, 2016). Por outro lado, o
efeito do biochar no teor de Ni e Cu no solo € de imobilizacdo (KUMAR et al., 2022;
SEGATELLLI et al., 2022). Estes indicativos podem explicar o menor teor de Ni nas raizes de
B. coddii, quando tratadas com biochar e maior concertagdo quando adubadas com NPK.

Outras influéncias podem estar relacionadas com 0s mecanismos de extracdo e

translocacédo usados pela B. coddii. Os elementos Ca, Cu, Co, Fe e Ni podem competir pelos
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transportadores de cations divalentes, pelas diversas enzimas em que cada metal é cofator e
local de acimulo na planta (RAI et al., 2021). Relatorios anteriores demonstraram que altos
niveis de Zn e Co no substrato afetam o acumulo de Ni pela B. coddii (MESJASZ-
PRZYBYLOWICZ et al., 2004; RUE et al., 2020). A interferéncia entre estes metais fica clara
ao analisar o FBR do Zn, Co e Ni. Em geral, os FBR de todos os metais foram maiores nos
tratamentos NPK, com excec¢do o Co e Zn que tiveram 0s menores valores neste tratamento.
Estes dois Gltimos foram maiores no tratamento biochar em que as plantas obtiveram em médias
menores teores de niquel.

Esses resultados evidenciam que a adubacdo mineral aumenta a fracdo disponivel de Ni,
resultando em maior extracdo e teor desse metal nas raizes da planta, enquanto o biochar de
lodo de esgoto apresenta um efeito inverso (Figura 2). Para todos os metais, incluindo o Ni, 0s
valores de FBR foram inferiores a 1, indicando a baixa capacidade de B. coddii em concentrar
metais nas raizes. Os maiores FBR foram encontrados para Cu, Zn e Ni. O alto teor relativo de
Zn e Cu nas raizes em relacdo ao baixo teor de destes metais no solo pode-se presumir que a B.
coddii tem desenvolvido mecéanicos de elevada afinidade por conta da essencialidade destes
elementos (NASCIMENTO et al., 2020). Entretanto, os teores dos metais alvos na parte aérea
das plantas devem ser considerados para avaliar o potencial da agromineracdo (ECHEVARRIA
et al., 2021).

4.3.3 Teor de metais em tecidos aéreos de Berkheya coddii

A parte aérea das plantas testemunhas apresentou um teor de 9553,75 mg kg? de Ni,
diferenciando-se significativamente dos demais grupos avaliados. As plantas sob NPK, esterco
e biochar apresentaram médias 44,5 %, 46,1 % e 44,1 % menores, respectivamente, em
comparacdo com o grupo controle, e ndo diferiram entre si. A média dos teores de Ni
considerando esses grupos foi de 5261,23 mg kg™. Isso indica que a adubagio com esterco,
biochar e mineral tém efeitos significativamente negativos, reduzindo em aproximadamente 50
% o0s teores do metal na parte aérea das plantas. O mesmo padréo foi visto com Co em que as
plantas testemunhas tiveram em média 49 mg kg, valor 44,3; 44,2 e 37,9 % maior, quando

comparado com as plantas dos tratamentos NPK, esterco e biochar.
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Figura 7 - Efeito da adubac&o mineral (NPK), esterco bovino (EST) e biochar do lodo de esgoto
(BIO) nos teores de metais na parte aérea de B. coddii cultivada em solo ultraméfico.
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Barras com mesma letra em cada grafico ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

A maioria do Ni na parte aérea estd mais concentrados nas folhas de B. coddii. As
analises EDXA revelaram que o metal esta mais presente na cuticula da epiderme. Esse padréo
de distribuicdo contrasta fortemente com algumas outras espécies de hiperacumuladores em
gue geralmente mostram um acumulo preferencial de Ni nos vactolos das células epidérmicas.
Teores do metal equivalente a 7,6 % em folhas de B. coddii que ocorrem endemicamente na
Africa do Sul, foram documentados por Mesjasz-Przybytowicz et al. (2004), mas a média do
teor foliar é entorno de 1,3 % (ROBINSON et al., 1997). Com o manejo do solo utilizando
fertilizantes de liberacdo lenta, solucdo nutritiva, adubacdo com S em plantas cultivadas por
periodo 3-6 meses foram, 5809, 8500 e 1250 mg kg™, respectivamente (ROBINSON et al.,
1999; ROBINSON et al., 2003; KUMAR et al., 2010).

Robinson et al. (1997), relataram que a aplicacdo crescente de N ao solo (0-2 g Kg N)
dobraram em relagcdo ao controle o teor de Ni em nas folhas de B. coddii na maior dose.

Entretanto estes dados divergem com 0s nossos em que o teor foliar de Ni em todos os
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tratamentos foram aproximadamente a metade do teor da planta controle. O efeito de diluicéo
no teor de Ni com incrementos de biomassa ja foi relatado em Alyssum murales (BANI et al.,
2015a; BANI et al., 2015b; ALVAREZ-LOPEZ et al., 2016). O manejo da disponibilidade do
metal alvo como &cido citrico em pequenas quantidades (3 a5 mmol kg™) promove a absorgio
do Ni, além de mitigar os efeitos negativos desse metal nas plantas (SCHWABE et al., 2021).
A prética de adubacdo mineral junto com o uso de quelantes sdo escassos e podem ser
alternativas para aumentar a extragdo de Ni com B. coddii em solos ultraméficos.

Como as plantas controle tiveram menores teores de Ni na raiz maiordo que na parte
aérea, o fator de translocacdo foi significativamente maior em relagdo aos demais grupos. Os
resulta do apontam que sem adicdo de insumos, o teor de Ni na parte aérea foi em média 27
vezes maior do que nas raizes, apresentando diferencas significativas com todos os tratamentos
avaliados. Tambem foi possivel observar diferencas significativas entre o fator de translocacao
de Ni entre os tratamentos biochar e NPK. As plantas sobre efeito da adubag&o mineral tiveram
FT =9, e sobre efeito do biochar este nUmero aumentou para 16.

No geral, a nutricdo mineral e organica ndo apresentou incrementos significativos nos
teores de nenhum dos metais analisados na parte aérea em relacdo a testemunha e influenciou
negativamente os teores de Ni, Co, Mg, Mn e Zn em relagédo ao controle. O biochar, entre 0s
tratamentos avaliados, foi o que apresentou diferencas positivamente significativas em
comparagdo ao grupo controle. Foram observadas que o Ca, Cu e Zn tiveram seus teores foliares
nas plantas do grupo controle 26, 25 e 38 % menores, em relacdo as plantas do tratamento em
que houve a aplicacédo do biochar.

A biomassa das plantas entre controle e biochar foram iguais como visto anteriormente.
Entdo outro efeito esta relacionado com o baixo teor de e Ni e Co na parte aérea ao invés da
diluicdo com o incremento da biomassa. O incremento de Ca no solo cultivado com B. coddii
diminuiu o teor de Ni nas folhas da hiperacumuladora (ROBINSON et al., 1999). Durante o
processo de pedogénese, a quebra da estrutura serpentinitica resulta na perda de Mg,
diminuindo da relacdo Ca/Mg (YANG et al., 2022). As relacdes Ca/Mg causaram aumentos nas
fracBes moveis de Cr e Ni em solos derivados de serpentinita na Asia.

Dessa forma, os baixos niveis de Ni encontrados possivelmente estejam relacionados
com a presenca do Ca presente em altos niveis no biochar do logo de esgoto. Estes dados
demonstram que o biochar do lodo de esgoto ndo é eficaz para agromineracdo de Ni com B.
coddii cultivada em solos ultramafico.

A elevada biomassa do NPK resultou em maiores acumulo de Zn, Mn e Ni em relacéo

ao controle. Dentre os metais avaliados somente o Ni foi hiperacumulado (>1000 mg kg™).
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Portanto apenas a fiotmineracdo de Ni € viavel pela B. coddii nas condi¢cdes deste estudo. A

ordem decrescente dos tratamentos em funcdo do acumulo de Ni foi: NPK< Adub. orgénica <
Biochar = Controle.

Figura 8 - Efeito da adubac&o mineral (NPK), esterco bovino (EST) e biochar do lodo de esgoto
(BIO) no acimulo de metais na parte aérea de B. coddii cultivada em solo ultramafico.
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Barras com mesma letra em cada grafico ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

A adubacdo orgénica e biochar ndo apresentaram diferencas significativas entre si, e
nem com o grupo controle. O acumulo médio de Ni nas plantas testemunhas foi de 20,5 mg
pote! enquanto as plantas submetidas a adubagdo mineral foram de 1,7 vezes maior, alcangcando
34,4 mg pote™. O tratamento NPK também apresentou maior acimulo de Ni nas plantas quando
comparados com os tratamentos sobre efeito da adubacdo organica e do biochar do lodo de
esgoto. A maior diferenca entre o acimulo deste metal foi entre as plantas dos tratamentos NPK
e Biochar, cerca de 56%.

Rendimentos de Ni de aproximadamente 35 mg pote* com cultivo de Odontarrhena
chalcidica cultivada em solos ultraméaficos adubado com NPK forma obtidos por
(TAGNACCNHINI et al., 2020). Rendimentos de 63% de Ni por vaso em relacdo ao nosso



75

foram obtidos por cultivando B. coddii em substratos serpentinos adubados (KEELING et al.,
2003). Estes dados mostram que a adubacdo NPK usada neste estudo pode melhorar os
rendimentos de Ni pela B. coddii.

4.4 Conclusoes

A Berkhea coddii responde em termos de biomassa a adubacao mineral (NPK:100,100
e 120 kg ha) e esterco bovino (5t hal). A ineficiéncia do biochar (2%) nos incrementos das
variaveis vegetativas ocorreram pela menor quantidade de nutriente na dose e composicao
quimica natureza toxica.

O uso de esterco bovino, biochar e adubo mineral diminuiu o teor de Ni nos tecidos
aéreos da B. coddii. Porém, alta biomassa da hiperacumuladora com teor metélico apreciavel
com o uso do NPK mineral, promoveu maior rendimento na extracéo de Ni pela B. coddii.

A adubacdo mineral é uma estratégia viavel para agromineracdo de Ni em solos
ultramaficos com cultivo de B. coddii. Porém, o biochar e esterco ndo séo opgdes viaveis para

agromineracdo de Ni em solos ultramaficos em curto prazo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No contexto atual, em que a busca por solucfes sustentaveis para a extragdo de metais é
crucial, nossas descobertas oferecem perspectivas promissoras para a utilizacdo dos solos
ultraméaficos e o desenvolvimento de praticas de agromineracdo. A Berkheya coddii emerge
como uma candidata de sucesso para a agromineracdo comercial no pais, representando um
avanco significativo na compreensao das capacidades de acumulagdo de metais por espécies
vegetais em solos desafiadores.

Nossos resultados destacam a influéncia da adubagdo mineral e organica no crescimento
da planta e na acumulagéo de metais, sublinhando a importéncia da nutrigdo vegetal adequada
para a eficiéncia da agromineracdo. Além disso, a aplicacdo estratégica de &cido citrico
mostrou-se eficaz na mobilizacdo de metais no solo, abrindo caminho para a possibilidade de
polimineragéo de cobalto em substratos ultramaficos.

A compreensdo das interacdes complexas entre a Berkheya coddii, 0 solo e 0s nutrientes,
bem como os efeitos a longo prazo da agromineracéo, ainda é uma tarefa em evolugdo. Além
disso, a otimizacao das condicdes de crescimento, 0 manejo de pragas e doencas e a analise de
custos-beneficios sdo aspectos que precisam ser considerados no desenvolvimento de

estratégias para 0 manejo da técnica.



	004c62daa7cf81c1fb41b9510273fa0dcef34df2e45c5347041aff26e35c6ebc.pdf
	9e4b85b4464fac54514dbfa8370e10b2363071fc6f42f3b928f8835e63eaae9d.pdf
	9e4b85b4464fac54514dbfa8370e10b2363071fc6f42f3b928f8835e63eaae9d.pdf
	9e4b85b4464fac54514dbfa8370e10b2363071fc6f42f3b928f8835e63eaae9d.pdf
	1 INTRODUÇÃO GERAL
	1.1  Hipóteses
	1.2 Objetivos
	1.2.1  Objetivo Geral
	1.2.2  Objetivos Específicos


	2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	2.1 Rochas ultramáficas
	2.2 Geoquímica de solos ultramáficos
	2.3 Plantas hiperacumuladoras
	2.4 Agromineração
	2.5 Berkheya coddii

	Referências Bibliográficas
	3 EFEITO DO ÁCIDO CÍTRICO NO ACÚMULO DE Ni E OUTROS METAIS POR Berkheya coddii CULTIVADA EM SOLO ULTRMÁFICO
	Resumo
	Abstract
	3.1 Introdução
	3.2 Material e Métodos
	3.2.1 Área de estudo e coleta do solo
	3.2.2 Caracterização do solo
	3.2.3 Ensaio de incubação com ácido cítrico
	3.2.4 Determinação dos metais em solo e controle de qualidade
	3.2.5 Montagem e condução do experimento
	3.2.6 Análise dos metais em planta
	3.2.7 Tratamentos dos dados e análise estatística

	3.3 Resultados e Discussão
	3.3.1 Efeito do ácido cítrico na disponibilidade dos metais em solo ultramáfico
	3.3.2 Teor de metais e alocação nos órgãos aéreos de B . coddii
	3.3.3 Efeito do ácido cítrico no acúmulo de metais em B. coddii

	3.4 Conclusões

	Referências Bibliográficas (1)
	4 RESPOSTA DA HIPERACUMULADORA Berkheya coddii à ADUBAÇÃO MINERAL E ORGÂNICA
	Resumo (1)
	Abstract (1)
	4.1 Introdução
	4.2 Material e Métodos
	4.2.1 Coleta do solo
	4.2.2 Caracterização do Solo: Métodos de Análise Física e Química
	4.2.3 Análise dos metais em solo e controle de qualidade
	4.2.4 Montagem e condução do experimento
	4.2.5 Análise dos metais em planta, esterco e biochar
	4.2.6 Análise estatística

	4.3 Resultados e Discussão
	4.3.1 Parâmetros de crescimento
	4.3.2 Metais nas raízes da B. coddii sobre efeito da adubação
	4.3.3 Teor de metais em tecidos aéreos de Berkheya coddii

	4.4 Conclusões

	Referências Bibliográficas (2)
	5 CONSIDERAÇÕES FINAIS



