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INTRODUCAO GERAL

O crescente desenvolvimento de atividades de industrializacdo, mineracdo e as
praticas agricolas, bem como a disposigao inadequada dos rejeitos provenientes dessas
atividades tém contribuido enormemente para a adicdo de elementos quimicos que
representam ameaga a saude humana e animal, bem como a biodiversidade dos
ecossistemas.

No Brasil, o aumento das exigéncias da sociedade e a elaboragdo de leis mais
rigidas, tém tornado necessario o desenvolvimento de tecnologias eficientes e de baixo
custo, ndo somente para remediar areas contaminadas, mas também para evitar a
contaminagdo (Pletsch et al., 1999). Existe uma diferengca entre solo contaminado e
poluido que é importante destacar. O primeiro € aquele que apresenta concentragdes de
determinada espécie quimica acima do esperado em condi¢des naturais (McBride, 1994).
Enquanto que um solo poluido contém concentragdes de determinado contaminante que
chegam a afetar os componentes bidticos do ecossistema, comprometendo a
funcionalidade e sustentabilidade do ecossistema, nao sendo, portanto, um solo
contaminado necessariamente poluido (Accioly & Siqueira, 2000).

Diferentes substancias e elementos podem contaminar o solo, dentre estes, os
metais pesados. Por metal pesado entende-se o elemento cuja densidade atbmica é
maior que 6 g cm™ (Alloway, 1990). As plantas t&m uma tendéncia natural para absorver
metais, sendo alguns desses, como Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn essenciais para o
crescimento das plantas, enquanto outros ndo tém nenhuma atividade biologica. Entre
estes elementos encontram-se o Pb, Cd, Hg e Cr (Lasat, 2002).

Os metais pesados ocorrem naturalmente na crosta terrestre, constituindo menos
de 1 % das rochas. Quanto a origem, podem ser litogénicos quando provenientes de
fontes geoldgicas, como residuos de rocha liberados pelo intemperismo, ou
antropogénicos, quando adicionados ao solo pela atividade humana, via mineracéo e
aplicacédo de defensivos agricolas e fertilizantes, por exemplo (Camargo et al., 2001).
Através da absorcao destes pelas plantas, os metais podem entrar na cadeia trdofica,
contaminando homem e animais (Accioly & Siqueira, 2000). Apresentam ainda, elevada
persisténcia no solo, por causa da sua baixa mobilidade (Camelo et al., 1997; Abdel-
Haleem et al., 2001).

Uma importante forma de contaminagao antrépica advém da reciclagem de metais

pesados, principalmente quando seus efluentes sdo langados sem tratamento no solo ou
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lagoas sem impermeabilizacdo, protecdo ou contengdo. Neste contexto, baterias de
chumbo séo consideradas residuos perigosos pela legislagdo nacional e internacional.
Existe insalubridade em grau maximo para os setores de fundigdo, modelagem das
grades e misturador de 6xido de chumbo. No processo de aproveitamento do chumbo sao
utilizados fornos que fundem este material, originando residuos sodlidos (escérias),
efluentes liquidos e gasosos. As emissdes dos efluentes gasosos normalmente sao
langados diretamente para a atmosfera através de chaminés sem filtros. Ja os efluentes
solidos e liquidos oriundos do processo, quando langcados diretamente no solo,
contaminam o proprio solo, a vegetacao, aguas superficiais e subterraneas e a populagao
vizinha, principalmente em ambientes de varzea, devido ao elevado nivel hidrostatico
(Alloway, 1990; Kabata-Pendias & Pendias, 1992).

O chumbo é um elemento metalico sélido, cinza azulado, conhecido a séculos como
potencialmente téxico. Dentre uma lista de 275 substancias toxicas consideradas
prioritarias para controle nos EUA, o chumbo ocupa lugar de destaque, sendo o segundo
entre os metais pesados, que representam maior risco a populagdo, principalmente
criangcas (ATSDR, 1997). A absor¢do do chumbo pode ocorrer por via digestiva, tendo
como via de entrada as maos sujas que as criangas geralmente levam a boca, em
bebidas ou alimentos contaminados; também ocorre pela via respiratéria devido as
particulas finas de poeira suspensas no ar, fumacga e gases (Chaney & Ryan, 1994).

Horizontes superficiais dos solos sao propicios para acumulagcdo de chumbo
proveniente de deposigdes atmosféricas ou de fontes industriais e agricolas devido
principalmente a sua baixa solubilidade e forte adsor¢ao ao solo. Como consequéncia,
teores tdo altos quanto 3.916 mg kg’ em regides agricolas ou, 135.000 mg kg~ em
regides de mineragcdo e industriais foram reportados por Kabata-Pendias & Pendias
(1992). Segundo esses mesmo autores os niveis de chumbo considerados téxicos no solo
variam de 100 a 500 mg kg™ e para as plantas 30 mg kg™ na matéria seca.

A CETESB (2005) estabeleceu valores de referéncia de metais pesados para
contaminagdo de solo e aguas subterrdneas. No caso particular do chumbo, foi
estabelecido como valores de intervengdo 180, 300 e 900 mg kg'1 respectivamente para
areas agricolas, residencial e industrial. Ja o valor de intervencdo de chumbo em aguas
subterraneas corresponde a 10 ug L. E importante ressaltar que mesmo com
solubilidade e mobilidade geralmente baixa, em alguns ambientes a concentragcéo de Pb é
tao alta a ponto de colocar em risco a saude humana, principalmente em locais préximos

a mineragao e industrias que usam chumbo.
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Os problemas causados pelo excesso de metais pesados dependem da quantidade
e das formas quimicas em que ocorrem nos solos. Portanto, o teor total de metais
pesados no solo ndo € um bom parametro para predizer a biodisponibilidade (Kumpiene
et al., 2007), essa determinagao tem por objetivo a obten¢gdo de dados sobre o acumulo
destes elementos ao longo do tempo. Por exemplo, formas labeis associadas as fragdes
soluvel, trocavel e matéria organica podem representar pronta disponibilidade para
movimentagdo em solos ou absor¢do por organismos, enquanto “pools” mais estaveis
associadas a fragbes oxidicas ou residuais apresentam baixa biodisponibilidade a curto e
médio prazo (Ribeiro Filho et al., 1999; Nascimento et al., 2003). Desse modo, a
contaminagao por metais pesados pode ser avaliada por meio de extragdes sequenciais,
que identificam as fragdes do solo as quais esses elementos se encontram associadas
(Oliveira & Nascimento, 2006). Isto permite inferéncias sobre a origem, forma de
ocorréncia, biodisponibilidade, fluxos, mobilidade e transporte de metais (Galindo et al.,
2005).

E importante ressaltar a grande dificuldade em avaliar a disponibilidade de metais
pesados no solo, avaliacdo esta imprescindivel a qualquer trabalho relacionado com a
contaminagao do solo por metais pesados. Varios trabalhos tém tentado correlacionar
métodos de extracdo simples com biodisponibilidade (Korcak & Fanning, 1978; Abreu et
al., 1995; Nascimento et al., 2002). Os resultados obtidos tém variado de acordo com as
condicbes de estudo, até entdo eram raros os trabalhos brasileiros que relacionam
extragao sequencial e biodisponibilidade (Ribeiro Filho et al., 2001; Araujo & Nascimento,
2005; Wowk & Melo, 2005; Oliveira & Nascimento, 2006; Costa et al., 2007; Melo et al.,
2008).

Diversas técnicas tém sido desenvolvidas para remover metais de solos
contaminados. No entanto, muitas areas permanecem contaminadas devido aos elevados
custos ambiental e econdmico das tecnologias disponiveis para remediagcédo de solos. De
acordo com Ensley (2000), os custos para remediagdo de uma area contaminada com Pb,
com a técnica mais comumente utilizada nos Estados Unidos (escavagéao e disposigao do
solo contaminado), variam entre 150 a 350 ddlares por tonelada de solo. Considerando
uma demanda tao elevada de recursos econdmicos, meétodos de restauragao ambiental
de solos poluidos com metais utilizando tecnologias baseadas no uso de plantas, tem
atraido crescente interesse nas duas ultimas décadas. Neste contexto, a fitorremediagao
se apresenta como um método de remediacao de solos contaminados de custo razoavel,

ambientalmente mais seguro e de maior aceitagcdo pelo publico que os métodos mais
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agressivos ao ambiente atualmente em uso. A recuperacdo de solos contaminados
usando fitorremediagdo pode custar de 20 a 30 dodlares por tonelada de solo (Ensley,
2000), o que torna essa tecnologia economicamente atrativa.

A idéia de se utilizar plantas que hiperacumulem metais para remover e reciclar
seletivamente metais em excesso no solo surgiu com a descoberta de diferentes plantas,
que acumulavam altas concentracées de metais em sua folhagem (Brooks, 1998). As
plantas para serem consideradas hiperacumuladoras sao capazes de acumular
naturalmente mais de 100 mg kg™~ de Cd, 1000 mg kg™ de Ni, Pb e Cu, ou 10000 mg kg
de Zn e Mn na matéria seca, quando crescem em solos ricos nestes metais (Watanebe,
1997; Reeves & Baker, 2000; McGrath & Zhao, 2003).

Dentre as técnicas de fitorremediacéo, a fitoextragdo € a técnica mais promissora e
que tem despertado maior atengédo dos pesquisadores desde que foi proposta por Chaney
(1983) como uma tecnologia para recuperar solos poluidos por metais. O processo de
fitoextracdo de metais do solo depende da habilidade das plantas selecionadas crescerem
e acumularem metais sob as condi¢des climaticas e de solo especificas da area a ser
remediada. Duas abordagens tém sido usadas para atingir esta meta: o uso de plantas
com excepcional capacidade natural de acumulacdo de metal, as chamadas
hiperacumuladoras; no entanto uma caracteristica geral dessas espécies € o crescimento
lento e a limitada produgéo de biomassa (Cunningham et al., 1995; Comis, 1996; Ebbs et
al., 1997). Outra estratégia € a utilizagdo de plantas cultivadas de alta producdo de
biomassa, a exemplo de milho (Zea mays) e mostarda da india (Brassica juncea),
associadas a um método de fitoextragao induzida por agentes quelantes (Huang et al.,
1997; Salt et al., 1998; Nascimento et al., 2006).

Para aumentar a capacidade de acumulacdo de metais nas plantas, foi proposta a
adicdo de agentes quelantes. O uso de &cidos aminopolicarboxilicos persistentes
(APCAs), tal como acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) tem sido testado em varios
trabalhos de fitoextragdo (Evangelou et al., 2007). A adigdo de EDTA em uma taxa de
10 mmol kg'1 de solo aumentou para 1,6% a acumulacdo de Pb na parte aérea do milho
(Lasat, 2000). O mesmo autor verificou que Brassica juncea exposta a Pb e a EDTA em
solugao hidropdnica foi capaz de acumular mais de 1% do metal na matéria seca da parte
aérea. Wu et al. (2004) também relatam que a adigdo de 3 mmol kg™’ de EDTA aumentou
as concentragcdes de Cu e Pb na parte aérea de B. juncea. A acumulagcdo de niveis
elevados de Pb é altamente toxica e pode causar a morte da planta, sendo recomendada

a aplicagao de quelantes no periodo de maxima producao de biomassa (Lasat, 2000).
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Embora os APCAs apresentem reconhecida eficiéncia na fitoextracdo de metais
pesados, especialmente EDTA e complexos EDTA-metal promovem efeitos adversos na
populagdo microbiana (Gréman et al., 2001; Bouwman et al., 2005) e nas plantas podendo
reduzir severamente a producdo de biomassa (Epstein et al., 1999; Chen e Cutright,
2001). Devido a baixa biodegradabilidade destes quelantes, elevadas concentragdes de
metais permanecem na solugdo do solo, aumentando enormemente os riscos de
lixiviacdo para o lencgol freatico. Lombi et al. (2001) encontraram os complexos
EDTA-metal na solucado do solo 5 meses apds a aplicacao do quelante.

Como alternativa ao uso dos APCA sintéticos persistentes, sugere-se o uso de
APCA naturais, acido etilenodiaminodisucinato (EDDS), acido nitrilotriacético (NTA),
agentes biodegradaveis com baixa fitotoxicidade para microrganismos e planta. Segundo
Goodfellow et al. (1997) o EDDS ¢é produzido naturalmente por microrganismos, e
também sintetizado a partir de APCA sintéticos (Schowanek et al., 1997). De acordo com
Luo et al. (2005), a adicdo de 5 mmol kg' de EDTA e EDDS aumentaram
significativamente a absor¢cdo de Cu, Cd, Zn e Pb. Entretanto, o EDDS se mostrou mais
efetivo no aumento da concentragdo de Cu e Zn na parte aérea, enquanto que o EDTA foi
mais efetivo para Pb e Cd. Evangelou et al. (2007) destaca que apesar das notaveis
caracteristicas do NTA ainda s&o poucos os trabalhos realizados, especialmente para a
fitoextracdo de Pb. Quartacci et al. 2007 relataram que a adicdo de NTA e EDDS
aumentaram a capacidade de Brassica carinata em acumular Cu, Pb e Zn. No mesmo
trabalho, verificou-se que uma fragdo muito limitada de metais solubilizados (< 0,2% do
conteudo total de metal) foi efetivamente absorvido e translocado para as plantas. Este
fato confirma a rapida biodegradagcdo dos quelantes, reduzindo o risco de lixiviagdo
(Meers et al., 2005).

Outra técnica que pode ser utilizada para um fitoextragcdo ambientalmente mais
segura, € o uso de acidos organicos naturais de baixo peso molecular, levando a maior
aceitacdo do publico. As plantas através de suas raizes sdo capazes de liberar
naturalmente uma extensa gama de acidos, como acido acético, acido oxalico, acido
tartarico, acido malico, acido citrico, acido propilico e acido latico. Estes tém a capacidade
de formar complexos com os metais, aumentando a solubilidade para que possam ser
absorvidos pelas plantas. A grande vantagem destes acido orgénicos é a rapida
biodegradabilidade, evitando possiveis riscos de lixiviagdo de metais para o lengdis
freaticos. Como grandes desvantagens que muitos trabalhos vém mostrando (Salt et al.,
1995; Gupta et al, 2000; Lombi et al., 2001; Wu et al., 2003; Kos & Lestan, 2004; Melo et



14

al.,, 2006) destaca-se a baixa eficacia na mobilizacdo e absor¢ao dos metais pelas
plantas, quando comparado aos APCA sintéticos, em especial para a fitoextracdo de Pb
(Melo et al., 2008).

Seja qual for o quelante utilizado para induzir a fitoextragao, o sucesso depende nao
apenas de uma elevada extragao pelas raizes, mas também de um aumento substancial
da transferéncia dos metais a parte aérea. Em verdade, a fitoextragdo quimicamente
induzida deve ser vista como um processo de duas etapas no qual as plantas inicialmente
acumulam metais em suas raizes, e entdo, os transfere a parte aérea de forma mais
eficiente em consequéncia da adicao ambientalmente segura de quelantes (Nascimento &
Xing, 2006).
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- CAPITULO | -
DESSORCAO E LIXIVIACAO DE CHUMBO EM SOLO TRATADO COM AGENTES
QUELANTES

RESUMO

A baixa degrabilidade no solo de quelantes sintéticos usados para induzir a
fitoextragdo pode significar elevado risco ambiental pela lixiviagdo de metais pesados.
Agentes quelantes naturais, mais rapidamente degradados no solo, podem ser uma
alternativa para os quelantes sintéticos. Os objetivos do trabalho foram avaliar a
capacidade de cinco agentes quelantes sintéticos e dois naturais de cadeia alifatica na
dessorcao de Pb, além do risco de lixiviagao desse metal promovida pelos quelantes em
solo contaminado pela deposigcdo de escérias resultantes da reciclagem de baterias
automotivas. O trabalho compreendeu dois experimentos: (1) dessorcao utilizando as
concentragdes de 0, 2, 5, 10, 20 e 30 mmol kg'1 de acido citrico e oxalico, EDTA, DTPA e
NTA; (2) lixiviagdo de Pb realizada em colunas de PVC com concentragdes de 0, 10 e
20 mmol kg™ de &cido citrico e oxalico, EDTA e NTA. O uso do EDTA promoveu elevada
dessorcado e lixiviagdo de Pb, ndo sendo recomendado o uso para programa de
fitoextracdo na area em estudo. A elevada dessorgao de Pb, aliada a baixa lixiviagao
promovida pelo NTA, qualifica o quelante para programa de fitoextragdo de Pb na area a
qual as amostras de solo foram coletadas. Os quelantes organicos ndo apresentaram
riscos para a lixiviacdo de Pb nas concentracbes estudadas, mas parecem pouco

promissores para a fitoextracdo de chumbo devido a baixa dessor¢ao do metal.

Termos para indexagéo: risco ambiental; quelantes sintéticos; quelantes organicos;

contaminacgao do solo.
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DESORPTION AND LEACHING OF LEAD IN SOIL TREATED WITH CHELANT
AGENTS

SUMMARY

Synthetic chelates used in phytoextraction, barely degradate in soil and pose a risk
owing metal leaching. Natural organic acids can be an alternative to synthetic chelates
thanks to their rapid biodegrability. The study was carried out aiming at evaluating the
performance of three synthetic chelators and two natural aliphatic acids in desorbing Pb
from a soil contaminated through recycling of battery wastes. Additionally, effects of the
amendments on the Pb leaching from soil were also studied. The work comprised two
experiments: (1) Pb desorption from soil using the rates of 0, 2, 5, 10, 20 and 30 mmol kg™’
of citric acid and oxalic, EDTA, DTPA and NTA; (2) Pb leaching from soil columns by
applying citric acid, oxalic, EDTA, and NTA onto soil at the 0, 10, and 20 mmol kg™
concentrations. EDTA promoted the highest desorption and leaching, hence is not
recommended for phytoextraction programs in the area. High desorption of Pb along with
low leaching, qualifies NTA as a potential Pb phytoextraction enhancer for the metal in the
field condition. Neither citric acid nor oxalic acid posed risk regarding Pb leaching. On the
other hand, they seem little promising for enhancing Pb phytoextraction due to the low

metal concentration in soil solution.

Key words: environmental risk, synthetic chelants; organic chelants; soil contamination.



22

1. INTRODUCAO

A poluicdo do solo com metais pesados, devido a intensificacdo das atividades
industriais, agricolas e urbanizagdo, € um problema crescente e responsavel por sérios
impactos ao ambiente. A poluicdo do solo com esses agentes sao oriundas
principalmente da mineragao, industria metalurgica, disposicdo de residuos téxicos e
praticas agricolas, como aplicacdo de lodo e fertilizantes inorganicos. A acumulagao
desses elementos em solos pode conduzir ndo apenas a diminuigao da produtividade das
culturas em decorréncia de seus efeitos fitotoxicos, mas também a efeitos deletérios a
saude humana e animal.

Os solos contaminados por metais pesados exigem agédo remediadora que diminua
os teores desses poluentes em niveis ambientalmente seguros. A fitoextracdo € uma
técnica que usa plantas capazes de acumular elevados teores de metais pesados nos
seus tecidos. Devido ao baixo custo, a tecnologia tem um grande potencial para
remediagao in situ em grandes areas com baixo ou médio nivel de contaminagéo. Tem a
vantagem de ser bem aceita publicamente ja que é uma tecnologia verde que usa luz
solar como a fonte principal de energia (Robinson et al., 2003). Para o emprego da
fitoextracdo de Pb uma das principais dificuldades destacada é a manutencdo de
elevados teores do metal na solugéo do solo (Pereira et al., 2007). Para tanto, o uso de
agentes quelantes sintéticos, tais como EDTA (acido etilenodiaminotetraacético), DTPA
(acido dietilenotriaminopentaacético) e NTA (acido nitrilotriacético) podem ser utilizados
para promover a dessorg¢ao de Pb ligado a matriz do solo, formando um complexo soluvel
possivel de ser absorvido pela planta (Shen et al., 2002). No entanto, a principal limitagao
para 0 uso de quelantes sintéticos no campo, especialmente EDTA, & sua baixa
biodegrabilidade. Isto resulta na manutengdo de elevados teores de metais soluveis no
solo por longo periodo, o que aumenta os riscos de lixiviagao (Meers et al., 2004).

Entre os quelantes sintéticos o NTA apresenta caracteristicas favoraveis, tais como
rapida degradagao, promove baixa fitotoxidez as plantas e tem alta habilidade de
quelatacdo de metais pesados (Ruley et al., 2006), que pode qualifica-lo para programas
de fitoextragcdo de campo com menores riscos ao ambiente. De acordo com Chiu et al.
(2005) o NTA foi mais efetivo que EDTA e DTPA na extracdo de As e Zn em solo. Dadas
as potencialidades do quelante, ainda sao poucos os estudos realizados, especialmente

para a fitoextracado de Pb.
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De acordo com Nascimento et al. (2006) acidos organicos de baixo peso molecular,
tais como acido citrico e oxalico, apresentam a vantagem de serem mais rapidamente
degradados no solo quando comparados aos quelantes sintéticos, evitando contaminagao
dos lencgois freaticos. No entanto, sua eficiéncia na fitoextracdo de metais tem sido
geralmente menor que a obtida pelo uso de quelantes sintéticos. De acordo com
Quartacci et al. (2005) o NTA foi mais eficiente do que o acido citrico em aumentar a
concentragdo de Cd na parte aérea das plantas de Brassica juncea. Jean et al. (2007)
verificaram maior eficiéncia do acido citrico do que o EDTA na absorcao de Cr por plantas
de Datura innoxia. Alguns trabalhos mostraram que a aplicacdo de 10 mmol kg™ de acido
citrico nao foi eficiente na remocao de Pb (Nascimento et al., 2006; Melo et al., 2006).

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivos: a) avaliar a capacidade de cinco
agentes quelantes, trés sintéticos (EDTA, DTPA e NTA) e dois naturais de cadeia alifatica
(acido citrico e oxalico) na dessorgao de Pb no solo; b) avaliar o risco de lixiviagao desse
metal apds a aplicagdo dos quelantes, exceto DTPA em solo contaminado com Pb pela

deposigao de escorias resultantes da reciclagem de baterias automotivas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta, caracterizacéo e preparacdo do solo

O estudo envolveu dois experimentos: dessor¢ao e lixiviagdo promovida por agentes
quelantes. Ambos os trabalhos foram conduzidos no laboratério de Fertilidade do Solo da
UFRPE. O solo utilizado nos experimentos foi proveniente de uma area de deposi¢cao de
escorias de uma empresa recicladora de baterias automotivas, localizada no municipio de
Rio Tinto, Paraiba (Figura 1). O solo foi classificado de acordo com o SiBCS (2006) como
Espodossolo, textura arenosa, o mesmo foi coletado na camada de 0-20 cm, seco ao ar,
destorroado e peneirado em tamiz de 2 mm. Este solo (TFSA) foi caracterizado
quimicamente (EMBRAPA, 1999) e fisicamente segundo métodos descritos em
EMBRAPA (1997) (Quadro 1). O teor total de Pb no solo foi obtido por agua-régia (Abreu
et al., 2001).

Municipio: Rio Tinto

Estado: Paraiba L7 =

L6

L5
L4 \X\
Unidade de

Reprocessamento

11 e —r—r e

Concentracdo total de Ph nas linhas de coleta (mg dm3):
L1=1159,3 L12=737,7|L3=544,3 |4=554,1 |5=537,9|L6=127,9 L7=37,7 L8=225

N

Solo utilizado nos experimentos

Figura 1. Representacdo da area entorno da empresa recicladora de baterias
automotivas, onde a coleta do solo para o experimento foi realizada.
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Quadro 1. Principais caracteristicas quimicas e fisicas do solo utilizado nos experimentos

Caracteristicas Valor
pH (agua 1:2,5) 3,63
Al (cmol..dm™) 0,80
Ca (cmol..dm™) 0,65
Mg (cmols.dm™) 0,57
P (mg. dm™) 3,24
K (cmole.dm™) 0,03
Na (cmol..dm™) 0,27
H+AI (cmolc.dm™) 5,06
C.0.(g. kg™ 9,21
Pb Total (mg dm™) 544
Areia (g kg™ 948
Silte (g kg™ 22

Argila (g kg™) 30

ds (g cm™) 1,64

Limite de Deteccao (LD) de Pb = 0,01.

2.2 Experimento I: Dessorgéo de Pb no solo

Na dessorcdo de Pb foram utilizados agentes quelantes com diferentes
caracteristicas quimicas: trés quelantes sintéticos (EDTA - acido
etilenodiaminotetraacético, DTPA - acido dietilenotriaminopentaacético e NTA - acido
nitrilotriacético) e dois naturais de cadeia alifatica, (o acido citrico - AC e oxalico - AO). As
Para avaliar o efeito dos quelantes na dessor¢cdo do metal foram utilizadas as doses 0, 2,
5, 10, 20 e 30 mmol kg'1, aplicadas a 5 g do solo contaminado. Em seguida, foram
adicionados 30 mL de uma solugdo de CaCl, 10 mmol L™ em tubos de centrifuga com
capacidade para 50 mL (Nascimento, 2006).

Para promover a dessorcdo do metal as amostras foram dispostas em mesa
horizontal e agitadas por um periodo de 24 horas a 200 rpm. Em seguida os tubos foram
centrifugados em 1600 x g por 15 minutos, sendo o sobrenadante rapidamente filtrado
para evitar que o metal fosse readsorvido. Para a determinacdo da concentracéo do Pb,
os extratos foram submetidos a leitura em espectrofotdmetro de absorcéo atdmica.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05). Equacdes de regressao
foram ajustadas em fungdo da concentragdo do quelante aplicado no solo e a

concentracdo de Pb solubilizado, sendo a escolha do modelo feita com base na
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significancia dos estimadores dos parametros e maiores R?. As equacdes foram utilizadas
para calcular a concentragao de cada quelante que promoveu a maior taxa de dessorgao
do metal. As analises foram realizadas no software Statistical Analyses System — SAS
(SAS, 1999).

2.3 Experimento II: Lixiviagdo de Pb em colunas de solo

O trabalho foi realizado em colunas de PVC com dimensdes de 9 cm de didmetro e
20 cm de altura, providas de coletor de lixiviado. As colunas foram verticalmente dispostas
em suporte metalico (Figura 2). A camada de solo em cada coluna foi de 15 cm. Las de
vidro foram posicionadas no fundo das colunas, para evitar perdas de solo. Durante o
preenchimento das colunas foi promovido o mesmo nivel de compactagdo do solo,
utilizando-se método semelhante ao da proveta para determinacéo da densidade do solo
da EMBRAPA (1997).

Figura 2. Disposicdo das colunas sobre suporte metalico na posigdo vertical para o
experimento de lixiviagdo de Pb por agentes quelantes (acidos citrico e oxalico, EDTA e
NTA.

O trabalho seguiu o delineamento experimental de blocos casualizados, com 4
repeticdes, disposto em um arranjo fatorial (4 x 2) + 1, que corresponde a quatro
quelantes: dois sintéticos (EDTA e NTA) e dois naturais (acido citrico e oxalico), nas

concentracdes de 10 e 20 mmol kg™ e mais um tratamento controle (solo contaminado,



27

sem aplicagcao de quelante), para avaliar o efeito dos mesmos na lixiviagdo de chumbo,
totalizando 36 parcelas.

O solo foi previamente saturado com agua destilada para 80 % da capacidade de
campo. Em seguida completou-se a saturagdo para 100 % com uso das solugdes
contendo os quelantes. Antes da aplicagdo da lamina de agua, outra camada de 1a de
vidro foi posicionada na superficie do solo, para evitar a formagdo de caminhos
preferéncias da solugcdo durante a percolacdo pela coluna de solo. A percolagcdo da
solugéo de Pb ocorreu durante um periodo de 4 a 5 horas, realizou-se a aplicagdo de um
volume de agua destilada de 1,80 L (Figura 2) armazenada em recipiente plasticos de 2 L,
com uma vazdo aproximada de 6-7 mL min”. O volume aplicado corresponde a uma
ldmina média dos meses mais chuvosos (180 mm) da regido de coleta do solo (Rio Tinto -
PB), segundo dados da AESA (2006). Durante esse periodo, realizou-se 6 coletas de 50
mL e 15 coletas de 100 mL, totalizando 21 coletas de lixiviado. O teor de Pb na solucio
lixiviada foi determinada por espectrofotometria de absorgao atémica.

Nas colunas em que foram aplicadas as doses de 20 mmol kg'1 dos quelantes,
realizou-se a extracdo sequencial baseada no método de Shuman (1985), com excegao
da fragao oxido de ferro amorfo que foi obtida através do método de Chao e Zhou (1983).
Esse fracionamento separa o chumbo nas fragbes trocavel, ligados a matéria organica,
oxido de ferro amorfo e 6xido de ferro cristalino, como descrito abaixo:

Fracdo Trocavel (Tr) — Cinco gramas de TFSA e 20 mL de Mg(NOs), 1 mol L™ foram
agitados por duas horas, em um tubo de centrifuga, com capacidade para 50 mL. Em
seguida, a amostra foi centrifugada, o sobrenadante filtrado e 20 mL de agua destilada
adicionada ao tubo. A amostra sofreu outra agitagdo por 3 min, sendo centrifugada e
filtrada. Os dois sobrenadantes foram combinados para analise.

Fracdo Matéria Organica (MO) — Dez mililitros de NaCIO 5-6 dag L™, pH 8,5 (ajustado
imediatamente antes do uso em decorréncia da sua alta instabilidade em relagao ao pH),
foram adicionados ao tubo de centrifuga, e a amostra, aquecida em banho-maria a 100°
C, durante 30 min, ocasionalmente agitada. Em seguida, a amostra foi centrifugada, e o
sobrenadante, filtrado. Esse procedimento foi repetido duas vezes, e os trés filtrados
combinados. Apds adi¢cao de 10 mL de agua destilada, a amostra no tubo de centrifuga foi
agitada por 3 min, centrifugada, filtrada, e o filtrado, adicionado ao extrato de NaClO das
extracdes anteriores.

Fracdo Oxido de Ferro Amorfo (OxFeA) — Trinta mililitros de NH,OH.HCI 0,25 mol L™ +

HCI 0.25 mol L™ pH 3,0 foram adicionados & amostra no tubo de centrifuga, seguindo-se
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agitacdo por 30 min. As amostras foram centrifugadas, filiradas e lavadas, como na
extracao anterior.

Fracdo Oxido de Ferro Cristalino (OxFeC) — Trinta mililitros de (NH4),C.04 0,2 mol L™ +
H.C204 0,2 mol L™ + acido ascérbico 0,01 mol L™, pH 3,0 foram colocados em contato
com a amostra de solo no tubo de centrifuga e aquecidos por 30 minutos a 100° C em
banho-maria, sendo ocasionalmente agitados. Em seguida, as amostras foram
submetidas a centrifugacao e a filtragem. Todas as leituras dos extratos provenientes das
quatro fragcdes foram realizadas por meio de espectrofotometria de absorcao atémica.

Os dados desse trabalho foram submetidos a ANOVA e o teste de Tukey a 5% foi
utilizado para verificar a diferenga entre os efeitos dos quelantes na distribuicdo de Pb nas
diferentes fragdes do solo. Para cada dose dos quelantes, equagdes de regressédo foram
ajustadas em fungcdo do numero de coletas e a concentragcdo de Pb na solugéo lixiviada,
sendo a escolha do modelo feita com base na significAncia dos estimadores dos
parametros e maiores R% As analises foram realizadas no software Statistical Analyses
System — SAS (SAS, 1999).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento |: Dessorcao de Pb promovida por agentes quelantes

Os quelantes sintéticos (EDTA, DTPA, e NTA) solubilizaram concentragdes de Pb
muito maiores que os quelantes organicos (Acido Citrico e Oxalico) (Figura 3). Nos
quelantes sintéticos o nivel de complexacdo € dependente principalmente da afinidade
quimica entre o metal envolvido e o quelante, essa afinidade é especialmente maior nos
sintéticos (Martell & Smith, 1974). Nos quelantes organicos o nivel de complexagao é
dependente do numero e proximidade dos grupos carboxilicos do acido organico
envolvido, do pH do solo e da concentracdo e do tipo de metal em questdo (Pires &
Mattiazzo, 2007). Com base na taxa de recuperagdo de Pb sugere-se a seguinte ordem
na dessorcdo do metal: EDTA > DTPA > NTA > Acido Citrico > Acido Oxalico (Quadro 2).

Quelantes Organicos Quelantes Sintéticos
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3 1
== Acido Citrico <8 Acido Oxalico Concentragdo Quelante (mmol kg)

—=MNTA —B=-EDTA —d=DTFA

Figura 3. Efeito da aplicagdo dos quelantes (ETDA, NTA, DTPA, Acido citrico e Oxalico
nas concentracdes 0, 2, 5, 10, 20 e 30 mmol kg™') na dessorcéo de Pb (mg L™) no solo
(LD =0,01).

Nas concentragcdes de quelantes estudadas, a dessorcdo maxima de Pb no solo
alcancou taxas de recuperagao que variaram de 92 a 98 % com o uso dos quelantes
sintéticos (Quadro 2). As taxas de recuperagcao de Pb com a utilizagdo dos quelantes
organicos foram bem inferiores, 19 e 23 %, respectivamente, para os acidos oxalico e
citrico. A maior recuperagéo promovida pelo acido citrico se deve a maior habilidade dos
grupamentos fendlicos (-OH) em participar das reagdes, visto que o acido oxalico, mesmo
apresentando maior densidade de carga, abrange apenas grupamentos carboxilicos

(-COOH), menos labeis nas reagdes de solubilizagdo (Andrade et al., 2003). Essa menor
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taxa de recuperagao obtida pelos quelantes naturais ndo os desqualificam quanto a
utilizagdo como indutores da fitoextracao, visto que a elevada dessorgao promovida pelos
quelantes sintéticos torna-se desnecessaria pela impossibilidade das raizes absorverem
uma quantidade tao elevada de Pb e pela contaminagao de lengois freaticos (Nascimento,
2006).

Quadro 2. Equacgdes de regresséo, dose para promover a maxima dessorgao, quantidade
estimada do metal chumbo em solucdo, bem como taxa de recuperacao promovida pela
dose de quelante em relagdo a contaminagao inicial do solo (544 mg kg™)

Equacéo R? Dose Solubilidade Recuperagéo
mmol kg™ mg L™ %
Pb-Acido Citrico = 3,14**x + 61,63 0,96** 19,6 123,2 23
Pb-Acido Oxalico = 1,89*x + 53,10 0,76** 28,1 106,2 19
Pb-EDTA = -0,96**x* + 40,43**x +113,10  0,87** 21,0 535,0 98
Pb-NTA =-0,81**x* + 38,81**x +37,29 0,96** 23,9 502,2 92
Pb-DTPA = -0,99**x* + 40,20**x +115,8 0,88** 20,2 522,3 96

** e * significativo a 1% a 5% respectivamente; (LD = 0,01).

A dessorcdo de Pb na solucdo do solo promovida pelos quelantes sintéticos foi
notoriamente maior que a obtida com o uso dos quelantes naturais (Figura 3). Varios
trabalhos ja demonstraram a maior disponibilidade de Pb as plantas induzida por
quelantes sintéticos quando comparados aos naturais (Gupta et al., 2000; Lombi et al.,
2001; Kos & Lestan, 2004; Melo et al., 2006).

O Pb é fortemente retido no solo, apresentando baixa mobilidade, e muito pouco é
transportado para aguas superficiais ou profundas (Camelo et al., 1997; Abdel-Haleem et
al., 2001). Portanto, a principal restricdo quanto ao uso dos quelantes sintéticos
(principalmente  EDTA) em condigdes de campo € devido a alta persisténcia a
biodegradagao, o que aumenta enormemente os riscos de lixiviagao do metal ao longo do
perfil do solo (Madrid et al., 2003; Chen et al., 2004). Os valores estimados com o uso das
doses de 21,0, 23,9 20,2 mmol kg'1 dos quelantes, equivaleriam trazer concentragoes de
Pb para a solugéo do solo da ordem de 535,0; 502,2 e 522,3 mg L™, respectivamente
para EDTA, NTA e DTPA (Quadro 2). Os niveis de metais na solugao apos a aplicagao,
no caso particular do estudo, os trés quelantes sintéticos, podem superar a capacidade da
planta absorver o metal (Madrid et al., 2003; Chen et al., 2004).
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Os resultados mostram uma elevada dessorcdo de Pb promovida pelo NTA. Na
concentragdo de 10 mmol kg™ o quelante é tao eficiente quanto EDTA e DTPA (Figura 3).
Aliado a caracteristicas como baixa fitotoxidez nas plantas e pouca persisténcia relativa
no solo (Ruley et al., 2006), o uso do NTA torna-se bastante promissor para programas de
fitoextragdo na area em estudo. Quartacci et al. (2007) relataram que a adigdo de NTA
aumentou a capacidade de Brassica carinata em acumular Cu, Pb e Zn.

Embora DTPA apresente uma constante de estabilidade com Pb (log Ks = 18,7)
superior a do EDTA (log Ks = 17,88) (Martell & Smith, 1974) e NTA (log Ks = 12,27)
(Quartacci et al., 2007), para Nascimento et al. (2006), a eficiéncia do DTPA em
solubilizar Pb pode ser reduzida gragas a competicdo desse elemento com outros metais
pela ligagdo ao quelante. Segundo os mesmos autores a elevada solubilizagdo nao
garante uma fitoextragao eficiente, o quelante deve ser capaz de aumentar a transferéncia
de metais das raizes para a parte aérea. Lasat (2000) observou que a adicdo de
10 mmol kg™ de EDTA em solo contaminado aumentou para 1,6 % a acumulagdo de Pb
na parte aérea de milho. Segundo Wu et al. (2004), também a adicdo de 3 mmol kg™’ de
EDTA aumentou as concentragdes de Pb na parte aérea de Brassica juncea. De acordo
com Melo et al. (2006), o NTA aumentou em até 13 vezes a concentragao de Pb na parte
de plantas de milho. E importante ressaltar que as concentracdes usadas nos referidos
trabalhos foram semelhantes as utilizadas em nosso estudo.

Os acidos oxalico e citrico promoveram uma significativa dessor¢cao de Pb (Figura
3). A maxima dessorcdo do metal obtida com a aplicagdo de 30 mmol kg™ dos &cidos
organicos foi de 100,3 e 163,7 mg L™, respectivamente (Quadro 2). Varios trabalhos tém
ressaltado a baixa eficiéncia dos acidos organicos em solubilizar metais (Krishnamurti et
al., 1997; Renella et al., 2004; Kos & Lestan, 2004). Resultados obtidos por Nascimento
(2006) com o uso de uma dose maxima de 20 mmol kg™, demonstrou a baixa eficiéncia
dos acidos citrico e oxalico (5 e 40 mg L™, respectivamente) em solubilizar chumbo. Uma
questao importante que deve ser ressaltada no trabalho do referido autor, é que o solo
utilizado apresentou um teor de argila de 360 g kg™, enquanto no nosso estudo o solo
apresenta um teor de 30 g kg'1, 0 que pode explicar o melhor desempenho dos acidos
(Figura 3), uma vez que ocorre um menor desgaste do quelante e uma menor adsorg¢ao
de chumbo. Esse fato pode qualificar esses quelantes para a fitoextracdo de campo em
solos com baixo teor de argila, desde que alguns questdes relevantes sejam estudadas,
com destaque para a fitotoxidez promovida pelos quelantes em doses mais altas que

10 mmol kg™ (Turgut et al., 2004), e o parcelamento das doses podem aumentar o
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periodo de disponibilidade dos metais para absorg¢ao pelas plantas (Nascimento et al.,
2006).

Os tratamentos que receberdo apenas aplicagdo da solugdo matriz (CaCl, na
concentracdo de 0,01 mol L") apresentaram uma solubilizacdo média de 50,1 mg L™ de
Pb. Valor bem acima do obtido por outros trabalhos (Melo et al., 2006; Nascimento, 2006)
que utilizaram essa mesma concentragcédo do extrator CaCl, em solos mais argilosos. Isso
indica a necessidade de intensificar os estudos nessa area contaminada, visto que o
sucesso de técnicas de fitoextracdo depende da combinacdo de diversos fatores que

determinam a mobilidade do Pb no solo e sua absorcéo pelas plantas.
3.2 Experimento Il: Lixiviagcdo de Pb promovida por agentes quelantes

Os valores totais de Pb lixiviado promovido pela aplicagdo da doses dos quelantes
sugerem a seguinte ordem de lixiviacdo do metal: EDTA > NTA > Acido Citrico > Acido
Oxalico (Quadro 3). Em relacdo a contaminacgao inicial do solo que foi de 544 mg kg'1, a
concentracdo mais elevada de cada quelante resultou na lixiviagdo de aproximadamente

83, 42, 3 e 1,5% do total de Pb do solo, respectivamente.

Quadro 3. Somatdrio total de Pb lixiviado promovido pela aplicagdo das doses de 0
(controle), 10 e 20 mmol kg™ dos quelantes EDTA, NTA, Acido Citrico (Ac.Ci.) e Acido
Oxalico (Ac.Ox.) apds a percolacdo de 1800 mL de agua destilada na coluna de solo
contaminado (544 mg kg™ de Pb)

Concentracdo, mg L™

Quelante 0 10 20
EDTA 4 309 449
NTA 4 186 224
Acido Citrico 4 9 13
Acido Oxalico 4 7 8
(LD = 0,01).

A aplicacdo dos acidos citrico e oxalico na concentracdo de 20 mmol kg™ promoveu
aumento da lixiviacdo de chumbo de 3 e 2 vezes, respectivamente quando comparados a
média dos tratamentos que nao receberam quelantes. Enquanto que a mesma dose de
EDTA aumentou a concentracdo de Pb lixiviado em 112 vezes em relagdo a média do
controle. Estes resultados mostram que o uso de quelantes organicos pode ser

considerado ambientalmente seguro quando comparado aos quelantes sintéticos. O NTA
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promoveu uma lixiviagao de Pb 50 % a menos do que o EDTA (Quadro 3). Como o NTA
tem uma persisténcia relativamente baixa no ambiente, esse problema poder ser
contornado com o parcelamento das doses, evitando altos teores soluveis de metal na
solucao do solo prontos para lixiviar.

Nos tratamentos sem aplicacdo de quelantes, menos de um ponto percentual do Pb
total foi lixiviado. Neste estudo, foi simulada uma chuva total correspondendo a 180 mm, e
como o Pb é um elemento que apresenta baixa mobilidade, e muito pouco € transportado
para aguas superficiais ou profundas (Camelo et al., 1997; Abdel-Haleem et al., 2001),
esses resultados sugerem que em condigdes naturais ndo ha risco consideravel de
lixiviagdo do metal.

Com excecdo da dose de 10 mmol kg~ de acido oxalico (Figura 4) que apresentou
diminuicao linear dos teores de Pb lixiviado em funcédo das 21 coletas, confirmando seu
menor potencial de solubilizacdo de Pb. Para os outros quelantes, a diminuicdo dos
teores de Pb lixiviados apresentou comportamento quadratico. Os acidos organicos
demonstraram baixo risco de lixiviagdo de metais para o lencol freatico, uma vez que os
mesmos apresentaram baixa eficiéncia na solubilizacdo de Pb. Toda a lixiviagao
promovida pelos acidos organicos, como mencionado anteriormente, ocorre
aproximadamente nos primeiros 300 mL de agua percolada. As taxas do metal
encontradas no lixiviado para o acido citrico variaram em média de 0,15 a 1,46 mg L™ e
0,15 a 2,10 mg L' ao longo das 21 coletas, respectivamente para as doses de 10 e
20 mmol kg'. Comportamento muito semelhante foi observado para o &cido oxalico e

para os tratamentos (controle) sem aplicagao do quelante (Figura 4).
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Figura 4. Concentracdo de Pb (mg L™) em fungdo do nimero de coletas, apds aplicagdo
das doses (0, 10 e 20 mmol kg™') dos quelantes acido citrico e oxalico (LD = 0,01).
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Houve um incremento na lixiviagdo de Pb em fungdo do aumento das concentracdes
de todos os quelantes. Comportamento esse nao observado para as coletas, visto que a
concentragdo de Pb decresceu ao longo das mesmas, exceto para o NTA. Segundo
Karhu et al. (1999) o NTA apresenta menor solubilidade (Log S = 16,36) quando
comparado a outros quelantes sintéticos, EDTA e DTPA, que apresentam constante de
solubilizacdo de Log S = 24,60 e 30,43, respectivamente. Ao contrario dos demais
quelantes, o NTA apresentou uma elevagao na taxa de lixiviagdo do metal da 12 até 102 e
12 até a 112 coleta, respectivamente para a dose 10 e 20 mmol kg™ (Figura 5). Devido a
maior solubilidade do EDTA, é possivel perceber que a maior atuacdo deste acido na

lixiviagdo ocorreu nos primeiros 400 mL lixiviados com reducdo das taxas a partir da 22
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Figura 5. Concentracdo de Pb (mg L™) em funcdo do nimero de coletas, apds aplicacdo
das doses (0, 10 e 20 mmol kg™') dos quelantes EDTA e NTA (LD = 0,01).

Na menor concentracdo, 10 mmol kg™ de EDTA, os valores médios de Pb lixiviado
foram de 98, 65, 53, 44, 24 e 12 mg L™, respectivamente para a 12, 22, 32, 42 52 ¢ 62
coletas (Figura 5). O que corresponde a 96% do total da lixiviagado promovida por essa
dose em apenas 300 mL de agua percolada pela coluna de solo. Na sequéncia, os niveis
de Pb alcangcaram um equilibrio. Esse resultado corrobora os encontrados por Chen et al.
(2004) que obtiveram as maiores concentragcées de Pb solubilizadas pelo EDTA e nos
primeiros 300 e 400 mL lixiviados, respectivamente, em colunas com e sem plantas de
girassol. Realizando o somatério das referidas taxas tem-se um total de 296 mg L™ de Pb
lixiviado. Portanto, o uso de EDTA em condicbes de campo para a area da qual as
amostras de solo foram coletadas, em condicdo de evento de precipitagdo normalmente

observada na area, demonstra a possibilidade de grandes quantidades do metal
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alcancarem o lencol freatico, podendo atingir o valor de intervencao indicado pela
CETESB (2005) que é de 10 ug L™ em aguas subterraneas.

Os resultados demonstraram que no ponto de maxima lixiviagdo com NTA, a dose
de 20 mmol kg'1 retirou apenas 15 mg L' de Pb, enquanto que o EDTA na mesma
concentracao no ponto maximo de lixiviagao, que foi logo a primeira coleta, os teores de
Pb no lixiviado foram 10 vezes maiores. Portanto, o uso de NTA, aliado a um manejo
adequado, pode ser recomendado nas condi¢des da area estudo, sem risco consideravel
de elevados teores de Pb alcangarem o lencgol freatico.

A percolagao dos quelantes provocou significativas alteragdes na distribuicdo de Pb
entre as fragées do solo. Independentemente do quelante aplicado, as concentragdes de
Pb remanescentes apos a lixiviagado pelos acidos foram sempre maiores na fracéo
trocavel (Quadro 4). Isso decorre dos baixos teores de matéria organica e éxidos do solo
arenoso utilizado nesse estudo. Porém, os teores de Pb na fragao trocavel foram maiores
para os solos tratados com os quelantes orgénicos quando comparados aos quelantes
sintéticos. Os acidos organicos também responderam pela maior retengdo nas fragbes
oxido de ferro amorfo e cristalino entre os quelantes, apenas o controle apresentou uma

maior retencao.

Quadro 4. Concentragdo de Pb remanescente nas fragdes do solo (mg kg™): trocavel (Tr),
matéria organica (MO), 6xido de ferro amorfo (OxFeA) e éxido de ferro cristalino (OxFeC)
apos a percolacdo de 20 mmol kg ' dos quelantes (Acido citrico, oxalico, EDTA e NTA).

Fracao Controle  Citrico Oxalico EDTA NTA

Chumbo
Tr 222 .6¢ 2349b 265,3a 26,5 170,7d
MO 42.6a 17,7b 15,9¢ 5,2d 1,7e
OxFeA 44 ,3a 30,4b 18,7c 1,28  14,3d
OxFeC 44 2a 18,1a 15,4¢c 5,6e 8,5d

Os valores com letras iguais, na linha, ndo diferem estatisticamente de acordo
com Teste Tukey com p<0,05; (LD = 0,01).

A alta capacidade dos quelantes sintéticos, em especial do EDTA em formar
complexos com metais labeis e a extragao de formas nao disponiveis dos metais inclusive
pela dissolugdo de oxidos de ferro (Chen et al.,, 2006) favorece o aumento da
concentracdo de metais na solugado do solo, com isso o0 quelante promoveu uma lixiviagao
total de 309 e 449 mg L™, respectivamente para as concentracdo 10 e 20 mmol kg™

(Quadro 3). Os acidos organicos, por outro lado, apresentam baixa eficiéncia na
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solubilizacdo do metal para a solugcdo do solo, a consequéncia direta foi a alta
concentragcéo de Pb remanescente no solo. Segundo Finzgar & Lestan (2007), significante
concentragédo de Pb e Zn normalmente permanecem no solo apds a lixiviagéo.

Os resultados demonstraram que o apés a percolacdo da dose de 20 mmol kg'1 dos
quelantes, muito mais Pb permaneceu no solo com o uso de NTA em relagdo ao EDTA
(Quadro 4). Isso pode ser explicado pela menor capacidade de solubilizagdo do metal
pelo NTA, bem como a rapida degradacédo do quelante no solo (Ruley et al., 2006).
Indicando que o NTA pode ser utilizado na inducido da fitoextracdao de Pb na area em

estudo, com risco de lixiviagao relativamente baixo.
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4. CONCLUSOES

O uso do EDTA promoveu elevada dessorcao e lixiviagdo de Pb, ndo sendo
recomendado o uso para programa de fitoextracdo na area em estudo;

A elevada dessorcao de Pb, aliada a baixa lixiviagdo promovida pelo NTA, qualifica o
quelante para programa de fitoextracdo de Pb na area no qual as amostras de solo foram
coletadas;

Os quelantes orgénicos nao apresentam riscos para a lixiviagdo de Pb nas
concentracdes estudadas, mas parecem pouco promissores para a fitoextracado de

chumbo devido a baixa dessor¢éo do metal.
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- CAPITULO Il -
DOSES DE NTA E EDTA PARA A MAXIMIZACAO DA FITOEXTRACAO DE CHUMBO
POR MILHO

RESUMO

A utilizagdo de acidos aminopolicarboxilicos persistentes (APCAs) aumenta a
disponibilidade de metais no solo e eleva sua concentragao na parte aérea. No entanto, a
baixa biodegrabilidade resulta em alto risco ambiental. O trabalho objetivou avaliar a
capacidade dos quelantes EDTA e NTA aplicados em doses crescentes, visando
encontrar uma dose que maximize a fitoextracdo com o minimo de solubilizagdo de
chumbo no solo contaminado de uma empresa recicladora de baterias, localizada no
municipio de Rio Tinto - PB. Os agentes quelantes foram aplicados nas concentragdes de
0, 2, 5, 10 e 20 mmol kg™’ no 30° dia de cultivo apés o desbaste. As amostras de solo
foram submetidas a extragao quimica e fracionamento. Os quelantes EDTA e NTA foram
eficientes na solubilizagdo de Pb no solo. A distribuicdo de Pb nas fracbes do solo
apresentou a seguinte ordem: Tr > MO > OxFeA > OxFeC. A aplicagdo da dose de
5 mmol kg™’ de EDTA aumentou para 1,1% a acumulagdo de Pb na parte aérea de milho.
Os resultados do trabalho indicam que a fitorremediacdo da area com o uso de 5 mmol
kg” de NTA (um agente de rapida degradac&o) poderia ser efetuada em periodo inferior a

5 anos.

Termos para indexac¢dao: risco ambiental; quelantes sintéticos; contaminagao do solo.
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SEARCHING THE SAFE DOSE OF NTA AND EDTA FOR MAXIMIZING Pb
PHYTOEXTRACTION BY MAIZE

SUMMARY

The application of synthetic aminopolycarboxylic acids to soil increases metal
solubility and therefore enhances phytoextraction. However, synthetic chelators barely
degradate in soil and threat the human and animal health owing metal leaching. The aim
of this study is to search the EDTA and NTA dose that maximizes the phytoextraction
while minimizes the Pb mobilization from a soil contaminated as a consequence of battery
recycling wastes disposal. Each synthetic chelant was applied in soil at the 0, 2, 5, 10 and
20 mmol kg”' concentrations at the maize 30th cultivation day. Soil samples were
submitted to chemical extraction by CaCl, and Pb fractionation. EDTA and NTA were
highly effective in solubilizing Pb from soil. The Pb distribution into soil fractions followed
the sequence: Tr > MO > OxFeA > OxFeC. The 5 mmol kg™’ dose of EDTA increased to
1.1% the Pb concentration in maize shoots. The results showed that phytoremediating the
site by using 5 mmol kg™ of NTA is feasible with no environmental constrains in a 5-year

period.

Key words: environmental risk, synthetic chelants; soil contamination.



45

1. INTRODUCAO

O crescente desenvolvimento de atividades de industrializacdo, mineracdo e as
praticas agricolas, bem como a deposi¢ao inadequada dos rejeitos provenientes dessas
atividades, ocorrido nas ultimas décadas, tem contribuido enormemente para a adigao de
elementos quimicos que representam uma ameacga a saude humana, animal, bem como a
biodiversidade dos ecossistemas.

Os metais pesados sdo o principal fator da contaminagao de solos em todo mundo
(Tong & Lam, 2000; Martley et al., 2004). Por metal pesado entende-se o elemento cuja
densidade atémica é maior que 6 g cm™ (Alloway, 1990). As plantas t&ém uma tendéncia
natural para absorver metais, alguns desses metais, como Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn séo
essenciais para o crescimento das plantas, enquanto outros n&o o s&o, ou seja, ndo tem
nenhuma atividade biolégica. Entre estes elementos encontram-se o Pb, Cd, Hg e Cr
(Lasat, 2002).

Dentre as técnicas de fitorremediacao de solos contaminados, a fitoextracdo € uma
das técnicas mais eficientes, envolve o cultivo de plantas que concentram metais pesados
do solo na parte aérea, os quais podem entdo ser removidos da area (Kramer, 2005;
Nascimento & Xing, 2006). Duas estratégias da técnica bastante citadas na literatura
(Evangelou et al., 2007a; Chen et al., 2007; Murakami et al., 2007) podem ser utilizadas.
O uso de plantas hiperacumuladoras, com capacidade excepcional de naturalmente
acumular metais na parte aérea. Outra abordagem é a utilizagdo de plantas que
produzem elevada biomassa, sendo induzidas quimicamente com o uso de agentes
quelantes para aumentar a capacidade de acumular metais pesados.

A utilizagdo de acidos aminopolicarboxilicos persistentes (APCAs), tal como o acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA), tém sido extremamente usado em varias pesquisas
para aumentar a eficiéncia da fitoextragao (Evangelou et al., 2007a). O EDTA aumenta a
mobilidade e a biodisponibilidade de metais no solo e, também, eleva a concentragao de
metais pesados acumuladas na parte aérea das plantas (Kos & Le&tan, 2003; Chen et al.,
2004). Trabalhos recentes (Pereira et al., 2007; Evangelou et al., 2007b) mostraram que o
uso de EDTA nao aumentou a eficiéncia da fitoextracdo de Pb em plantas de milho (Zea
mays L.) e tabaco (Nicotiana tabacum). Somado a sua baixa biodegrabilidade, resultando
em alto risco ambiental (Meers et al., 2004) pela manutencdo de elevados teores de
metais soluveis no solo, prontos para lixiviar, por um longo periodo, aumenta a restrigao

quanto ao seu uso.
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A eficiéncia da fitoextragdo em solos com altas concentragdes de metais pesados
tem sido correlatada com a aplicacdo de elevadas doses de EDTA (Shen et al., 2002;
Chen et al., 2004). Na maioria dos trabalhos descritos na literatura as doses de EDTA
utilizadas variaram de 2,5 a 10 mmol kg™ (Blaylock et al., 1997; Epstein et al., 1999;
Gréman et al., 2001; Shen et al., 2002; Chen et al., 2004). Como consequéncia ocorre
elevado aumento da mobilidade e biodisponibilidade de metais, que ultrapassam a
capacidade de absorgédo das plantas. Luo et al. (2006) observaram efeitos adversos no
crescimento das plantas, principalmente nas raizes. Gréman et al. (2001) observaram que
a adicdo de EDTA a uma taxa de 10 mmol kg'1 em quatro aplicacbes promoveu uma
remocao total de Pb uma a duas vezes menor do que essa mesma dose em uma unica
aplicagdo. Apesar da menor eficiéncia na fitoextragcdo, o parcelamento da aplicacdo de
EDTA pode reduzir os efeitos fitotoxicos nas plantas, aumenta a absorcdo de metais pelas
raizes, evitando altos teores na solugao do solo por longo periodo, prontos para lixiviar.

Como alternativa ao uso de EDTA, foi proposto o uso dos chamados APCAs
naturais, como &acido etilenodiaminodisucinato (EDDS), acido nitrilotriacético (NTA),
agentes biodegradaveis, com alta habilidade de quelatagéo, de baixa fitotoxicidade para
microrganismos e plantas (Ruley et al., 2006; Evangelou et al., 2007a). Embora NTA seja
uma quelante menos eficiente do que EDTA, o mesmo apresenta-se altamente eficiente
quando comparado com acidos orgéanicos de baixo peso molecular como acidos citricos e
oxalicos (Quartacci et al., 2005; Ruley et al., 2006). Quartacci et al. 2007 relataram que a
adicdo de NTA aumentou a capacidade de Brassica carinata em acumular Cu, Pb e Zn.
Os mesmos autores observaram uma rapida degradacdo do quelante no solo. Segundo
Meers et al. (2005) essa rapida biodegradacéo, reduz o risco de lixiviagdo de metais para
o lencdl freatico.

Nos trabalhos pesquisados nao foi encontrado relatos da aplicacdo de NTA na forma
parcelada. As taxas de aplicacdo utilizadas do quelante para a fitoextragcdo de solos
contaminados tém variado desde 1,8 a 20 mmol kg™ (Robinson et al., 2000; Wenger al de
et., 2003; Meers et al., 2005; Melo et al., 2006; Quartacci et al. 2007). Os resultados
referentes ao aumento da eficiéncia da fitoextracdo e o risco de lixiviacdo de metais tém
variado nao apenas em fungcdo das doses, mas também depende da tolerancia das
plantas a exposigado a solos multicontaminados. No que se refere, a biodegradabilidade
dos quelato-metal, esta depende fortemente do tipo de metal envolvido e nido esta

relacionada a apenas com a constante de estabilidade (Vandevivere et al., 2001).
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Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade dos quelantes
EDTA e NTA, aplicados em doses crescentes, visando encontrar uma dose que maximize
a fitoextragdo com o minimo de solubilizacdo de chumbo no solo contaminado por uma
empresa de reciclagem de baterias automotivas, localizada no municipio de Rio Tinto -
PB.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta, caracterizacéo e preparacdo do solo

O experimento foi conduzido na casa de vegetagao do Departamento de Agronomia
da UFRPE. O solo utilizado no experimento foi proveniente de uma area de deposicao de
escorias de uma empresa recicladora de baterias automotivas, localizada no municipio de
Rio Tinto, Paraiba (Figura 1). O solo foi classificado de acordo com o SiBCS (2006) como
Espodossolo, textura arenosa, o mesmo foi coletado na camada de 0-20 cm, seco ao ar,
destorroado e peneirado em tamiz de 2 mm. Este solo (TFSA) foi caracterizado
quimicamente (EMBRAPA, 1999) e fisicamente segundo métodos descritos em
EMBRAPA (1997) (Quadro 1). O teor total de Pb no solo foi obtido por agua-régia (Abreu
et al., 2001).

Municipio: Rio Tinto 8
Estado: Paraiba L7

L6

L5
L4 \x
Unidade de

Reprocessamento

[1 e —— %

Concentracio total de Pb nas linhas de coleta (mg dm=):
L1=1159,3 12=737,7|L3=544,3 L4=554,1 | 5=537,9|L6=127 9 L7=37,718=225

N

Solo utilizado nos experimentos

Figura 1. Representacdo da area entorno da empresa recicladora de baterias
automotivas, onde a coleta do solo para o experimento foi realizada.

O solo seco ao ar, destorroado e homogeneizado foi passado em peneira de 2 mm
de abertura de malha. A acidez foi corrigida para um pH na faixa de 6,0 - 6,2, utilizando-se
carbonato de calcio e Oxido de magnésio P.A. (na propor¢cdo molar de 3:1), em

quantidades previamente definidas em ensaio de incubacao.
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Quadro 1. Principais caracteristicas quimicas e fisicas do solo utilizado no experimento

Caracteristicas Valor
pH (agua 1:2,5) 3,63
Al (cmol..dm™) 0,80
Ca (cmols.dm™) 0,65
Mg (cmols.dm™) 0,57
P (mg. dm™) 3,24
K (cmole.dm™) 0,03
Na (cmol..dm™) 0,27
H+Al (cmols.dm™) 5,06
C.0.(g. kg™ 9,21
Pb Total (mg dm™) 544
Areia (g kg™ 948
Silte (g kg™ 22

Argila (g kg™ 30

ds (g cm™) 1,64

Limite de Deteccao (LD) de Pb = 0,01.

2.2 Conducéao do experimento em casa de vegetacao

Apos periodo de 22 dias incubado a 80 % da capacidade de campo para a corregao
da acidez do solo, seis sementes de milho do cultivar AG1051 foram semeadas em vasos
plasticos com 2 dm? de solo. Apds o desbaste foram cultivadas duas plantas por vaso. A
adubacao foi parcelada aos 7 e 11 dias apos a germinagéo, aplicando-se em cada vaso
as seguintes doses de nutrientes: 200 mg dm™ de N (KNOs, (NH4),SO4 e (NH4),HPO,);
150 mg dm™ de K (KNO3 e KH,PO4); 400 mg dm™ de P ([NH4].HPO,, KH,PO,4 e CaHPOy,);
46 mg dm™ de S (K»SO4 e (NH4)2S04); 3,664 mg dm™ de Mn (MnCl, 4H,0), 4 mg dm™ de
Zn (ZnSO4 7 H20), 1,329 mg dm™ de Cu (CuSO,), 4 mg dm™ de Fe (FeSO,; 7H,0),
1 mg dm™> de B (H3BOs) e 0,15 mg dm™> de Mo (Na;MoO4 2H,0). Os vasos foram
irrigados com agua destilada diariamente, mantendo os solos a aproximadamente 80 %
da capacidade de retencdo de agua, por meio de pesagens e reposi¢ao da agua perdida
por evapotranspiragao.

Os tratamentos foram constituidos por dois agentes quelantes sintéticos (EDTA e
NTA) aplicados nas concentracdes de 2, 5, 10 e 20 mmol kg™’ no 30° dia de cultivo apés o

desbaste, além de um controle (solo contaminado sem a adi¢cao de quelante).
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2.3 Coleta das plantas
No 38° dia de cultivo apds o desbaste, foi realizada a coletada das raizes e parte
aérea das plantas. As raizes foram lavadas abundantemente em agua de torneira e em
agua destilada. Em seguida, juntamente com a parte aérea, foram secas em estufa com
circulacao forcada de ar a 70° C até peso constante. Foram obtidas as massas da matéria
seca da parte aérea e da raiz, as quais foram em seguida trituradas em moinho tipo Wiley
e submetidas a digestado nitrico-perclorica (EMBRAPA, 1999) para quantificacdo de
chumbo.
A eficiéncia da espécie em absorver os metais pesados do solo foi avaliada pela
remocgao liquida dos metais. A remocao foi calculada da seguinte maneira:
Remocgao = PA x MS /1000
PA = Concentragdo na parte aérea (mg vaso ™)

MS = Producdo de matéria seca (g vaso™)

2.4 Coleta do solo e extragcdo de chumbo

Também no 38° dia de cultivo, realizou-se a coleta de amostras do solo, na
sequéncia foram postas para secagem ao ar, homogeneizadas e passadas em peneira de
2 mm de abertura de malha. Subamostras do solo foram retiradas para determinagao do
teor disponivel de Pb por cloreto de calcio. Para essa extragdo, foi utilizada uma solugéo
de cloreto de calcio, contendo 10 mmol L™, na relagdo solo:solucéo de 1:10, agitada por 2
horas, em um tubo de centrifuga com capacidade para 50 mL. Em seguida, a amostra foi
centrifugada por 10 minutos a 1600 x g, o sobrenadante filtrado (Novozamsky et al.,
1993). Este extrator foi escolhido devido a sua capacidade para extrair metais, apenas, da
fase prontamente disponivel (Melo et al.,, 2006). As leituras foram realizadas em

espectrofotdmetro de absorcéo atbmica.

2.5 Fracionamento de Pb no solo

A extracdo sequencial foi baseada no método de Shuman (1985), com excecéo da
fracdo oxido de ferro amorfo que foi obtida através do método de Chao e Zhou (1983).
Esse fracionamento separa o Pb nas fragbes trocavel, ligado a matéria organica, 6xido de
ferro amorfo e 6xido de ferro cristalino, como descrito abaixo:
Fracdo Trocavel (Tr) — Cinco gramas de TFSA e 20 mL de Mg(NOs), 1 mol L™ foram
agitados por duas horas, em um tubo de centrifuga, com capacidade para 50 mL. Em

seguida, a amostra foi centrifugada, o sobrenadante filtrado e 20 mL de agua destilada
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adicionada ao tubo. A amostra sofreu outra agitacdo por 3 min, sendo centrifugada e
filtrada. Os dois sobrenadantes foram combinados para analise.

Fracdo Matéria Organica (MO) — Dez mililitros de NaCIO 5-6 dag L™, pH 8,5 (ajustado
imediatamente antes do uso em decorréncia da sua alta instabilidade em relagdo ao pH),
foram adicionados ao tubo de centrifuga, e a amostra, aquecida em banho-maria a 100°
C, durante 30 min, ocasionalmente agitada. Em seguida, a amostra foi centrifugada, e o
sobrenadante, filtrado. Esse procedimento foi repetido duas vezes, e os trés filtrados
combinados. Apo6s adigao de 10 mL de agua destilada, a amostra no tubo de centrifuga foi
agitada por 3 min, centrifugada, filtrada, e o filtrado, adicionado ao extrato de NaCIO das
extracdes anteriores.

Fracdo Oxido de Ferro Amorfo (OxFeA) — Trinta mililitros de NH,OH.HCI 0,25 mol L+
HCI 0.25 mol L™ pH 3,0 foram adicionados & amostra no tubo de centrifuga, seguindo-se
agitacdo por 30 min. As amostras foram centrifugadas, filtradas e lavadas, como na
extracao anterior.

Fracdo Oxido de Ferro Cristalino (OxFeC) — Trinta mililitros de (NH,)2C204 0,2 mol L™ +
H»C»04 0,2 mol L + acido ascérbico 0,01 mol L', pH 3,0 foram colocados em contato
com a amostra de solo no tubo de centrifuga e aquecidos por 30 minutos a 100° C em
banho-maria, sendo ocasionalmente agitados. Em seguida, as amostras foram
submetidas a centrifugacao e a filtragem. Todas as leituras dos extratos provenientes das

quatro fragcdes foram realizadas por meio de espectrofotometria de absorcao atémica.

2.6 Delineamento experimental e analises estatisticas

O experimento foi montado em delineamento de blocos casualizados, em esquema
fatorial, utilizando-se dois quelantes sintéticos e cinco concentragdes (0, 2, 5, 10 e
20 mmol kg”') com 3 repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos & analise de
variancia. Equacdes de regressao para avaliar o efeito das doses dos quelantes foram
escolhidas com base na significancia dos estimadores do parametros e maiores R?. As

analises foram realizadas no software Statistical Analyses System — SAS (SAS, 1999).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producdo de matéria seca

A aplicacdo das doses dos quelantes EDTA e NTA promoveu acentuada influéncia
na produgdo de matéria seca da parte aérea e raiz quando comparada ao solo
contaminado (controle) sem adigdo de quelantes, com excegdo da dose de 2 mmol kg
de ambos os quelantes na matéria seca da parte aérea e essa mesma dose da matéria
seca da raiz no NTA. Importante ressaltar que a aplicacdo da dose de 5 mmol kg'1 da
EDTA e NTA foi suficiente para causar a maior redu¢cao do crescimento das plantas, ou
seja, semelhante as doses mais elevadas.

Nenhum sintoma visual de toxidez nas plantas foi observado durante todo o cultivo
nos tratamentos sem adigdo de acidos (Figura 2a). Por outro lado, todas as doses dos
acidos promoveram fitotoxidez nas plantas. Para as doses mais altas de EDTA, os
sintomas foram observados logo no 1° dia apés aplicagao, tornando-se mais intenso ao
longo do tempo (Figura 2b e 3a). Ja para o NTA, mesmo nas doses mais altas, sintomas
de fitotoxidez s6 foram observados no 3° dia apds a aplicagdo do mesmo (Figura 3b).
Como resultado, houve uma forte reducao do sistema radicular, em média de 42 e 25%

respectivamente para EDTA e NTA quando comparado ao controle.

a

Figura 2. Plantas de milho: (a) controle (solo contaminado sem adigdo de acidos) e (b)
EDTA na dose de 20 mmol kg™ no 1° dia apds a aplicagao.



53

a b

Figura 3. Plantas de milho: (a) EDTA na dose 20 mmol kg™ no 8° dia apds a aplicagéo e
(b) NTA na dose de 20 mmol kg™ no 3° dia apds a aplicaco.

Os quelantes EDTA e NTA promoveram uma reducdo média de 18 e 12%,
respectivamente na producdo de matéria seca da parte aérea quando comparado ao
tratamento que nao recebeu acido. Os resultados de EDTA corroboram outros trabalhos
(Cui et al., 2004; Pereira et al., 2007) que também observaram fitotoxidez promovida pelo
quelante. Os resultados para o NTA corroboram os encontrados por Wenger et al. (2003),
que propdem a utilizacdo do NTA na fitoextragao induzida devido a baixa fitotoxicidade do
quelante.

As correlagdes negativas e altamente significativas entre os teores de Pb na fragao
trocavel com a matéria seca da raiz e parte aérea (Quadro 2) indicam a eficiéncia dos
quelantes na solubilizacdo do metal, o que levou as plantas de milho a um maior estresse

e consequente redugao do desenvolvimento.
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Quadro 2. Correlagdes de Pearson entre a produgdo de matéria seca (g vaso™), teor
(mg kg™") e contetido (mg vaso™) de Pb na parte aérea e raiz das plantas de milho, e
disponivel com cloreto de calcio - CaCl, (mg dm™) com as fragdes do solo (mg dm™) apos
a aplicacao das doses de quelantes ao solo

Matéria Seca Teor Conteudo CaCl,
PA Raiz PA Raiz PA Raiz
Chumbo

Tr -0,58** -0,75**  0,88** 0,88** 0,87** 0,56** 0,98**
MO 0,62** 0,75** -0,80** -0,86** -0,79** -0,63**  -0,92**
OxFeA 0,52** 0,67 -0,76** -0,87** -0,77** 0,64** -0,94*
OxFeC 0,62** 0,77* -0,79**  -0,86** -0,80** -0,64**  -0,91**
CacCl, -0,52** -0,69**  0,83** 0,93** 0,84** 0,64** -
Teor PA -0,67* -0,87* - - 0,99** 0,26"° 0,83**
Teor Raiz -0,39* -0,53* - - 0,71* 0,84** 0,93**

** e * Significativo respectivamente a p < 0,01 e p < 0,05, ns: Nao Significativo (LD = 0,01).

3.2 Efeitos dos quelantes na fitoextracdo de chumbo pelo milho

A adigao de EDTA ou NTA influenciou significativamente o teor de chumbo na parte
aérea e raiz das plantas de milho quando comparadas ao controle. O EDTA foi
significativamente mais eficiente do que o NTA em aumentar a concentragdo do metal na
parte aérea (Figura 4). A adicdo de EDTA é considerada a técnica de fitoextragcdo mais
efetiva para a remogao de Pb do solo (Huang et al., 1997; Tandy et al., 2004; Zhang & Lo,
2006; Chen et al., 2007; Vaxevanidou et al., 2008) em razdo da sua capacidade em

solubilizar o elemento.

Parte Aérea

Raiz
Teor-Pb-EDTA = 100,90*x + 609,80 R? = 0,81* Teor-Pb-EDTA = 178,0%x + 1094,0 R* = 0,90
— 3000 | Teor-Pb-NTA =41,17*x+189,42R*=0,87* gggp . 'eOF-Pb-NTA=152,2%"x+813,5R"=0,96""
% 2400 % 000 . __—1A
& 1800 ° * 3000 —
2 1200 - g 2000 " [ ]
600 .-l 1000 g
oW 0
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Concentragdo Quelante (mmol kg Concentracdo Quelante (mmol kg'!)
# Teor-Ph-EDTA W Teor-Phb-NTA #* Teor-Pb-EDTA @ Teor-Pb-NTA

Figura 4. Concentragdo de Pb (mg kg™') na parte aérea e raiz no milho em solo aplicado
as doses de 2, 5, 10 e 20 mmol kg dos quelantes EDTA e NTA (LD = 0,01).
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As doses de EDTA aumentaram em 36, 48, 63 e 81 vezes a concentragédo de Pb na
parte aérea, respectivamente para as doses de 2, 5, 10 e 20 mmol kg”'. Muitos estudos
mostraram o aumento da absor¢cdo de Pb por plantas com o uso de EDTA para
numerosas culturas: milho, ervilha, repolho, feijdo, trigo, mostarda indiana e centeio
(Huang et al., 1997; Blaylock et al., 1997; Shen et al., 2002; Schmidt, 2003; Hovsepyan &
Greipsson, 2005). As doses de NTA ajustadas ao modelo quadratico aumentaram em 9,
19, 22 e 32 vezes, a concentracdo de Pb na biomassa aérea das plantas de milho,
respectivamente para as doses 2, 5, 10 e 20 mmol kg '(Figura 4).

Como exemplos de trabalhos que utilizaram o EDTA para induzir a fitoextragao de
Pb, temos Lasat (2000) citando que a adicdo de 10 mmol kg' de EDTA em solo
contaminado, aumentou para 1,6% a acumulagdo de Pb na parte aérea de milho. O
mesmo autor relatam que Brassica juncea exposta a Pb e EDTA foi capaz de acumular
mais de 1% de Pb na parte aérea. Wu et al. (2004) também relatam que a adi¢cdo de
3 mmol kg de EDTA aumentou as concentragdes de Cu e Pb na parte aérea de B.
juncea em 0,44 e 0,39%, respectivamente em relagcdo ao controle.

A concentragdo de 5 mmol kg™ de EDTA foi a Unica que se mostrou eficiente na
translocacao de Pb, pois a razdo parte aérea/raiz foi superior a um unidade, aumentando
a em 1,1% a acumulagdo do metal na parte aérea. A baixa eficiéncia na translocagao de
Pb da raiz para a parte aérea nas concentracdes mais elevadas de EDTA pode ser
decorrente da fitotoxidez das plantas de milho promovida pelo quelante. Os resultados
corroboram os encontrado por Pereira et al. (2007) em estudo de fitoextragdo induzida de
Pb por milho em solo tratado com EDTA. Tanto os resultados encontrados por estes
autores como os do presente trabalho estdo bem abaixo dos relataods por Henry (2000)
para mostarda (Brassica juncea) com taxa de transferéncia de 1.7, considerada uma
planta excelente para acumulacio de Pb.

O sucesso da remogao de metais em solos contaminados deve ser visto como uma
combinacdo de concentracbes de metais suficientemente altos na parte aérea e alta
producao de biomassa, ao invés de apenas um destes fatores isoladamente (Nascimento
et al., 2006). Portanto, a eficiéncia de cada espécie em retirar os metais pesados do solo
pode ser avaliada pela remocéo liquida dos metais.

O incremento das doses de EDTA e NTA promoveu um aumento significativo e
linear na remocao liquida de Pb pela parte aérea de milho, quando comparado aos
tratamentos sem adicdo de quelantes (Figura 5). Os resultados mostram a maior

eficiéncia do EDTA em relagdao ao NTA, na concentragdo mais elevada dos quelantes a



56

remocdo de Pb pelo milho foi de 229 e 99 mg vaso™, respectivamente para o EDTA e
NTA (Figura 5). Isto se deve, possivelmente, a mais alta disponibilidade no solo (Figura 6)

e maior translocacéo na planta do metal promovida pelo EDTA.

250 Pb-EDTA = 8,56%x + 57,47 R* = 0,80*

= 200 . Pb-NTA=4,08""x+17,26R*=0,90*" *
2 *
s 150
200 ¢ 2 .
& 50 ] |
oM
0 5 10 15 20

Concentracdo Quelante (mmol kg™)
# Pb-EDTA EPBH-NTA

Figura 5. Remogao liquida de Pb pela parte aérea do milho em solo tratado com doses
crescentes dos quelantes EDTA e NTA (LD = 0,01).

A aplicacdo de 5 mmol kg'1 dos quelantes NTA ou EDTA removeram teores de Pb
de 50 e 100 mg vaso™', respectivamente. Isso indica que seriam necessarios 10 e 20
cultivos, respectivamente, para remover todo o Pb do vaso. Considerando quatro cultivos
anuais de milho no solo, o tempo estimado para a limpeza completa das amostras de solo
seria de dois anos e meio com o uso de EDTA e cinco anos com NTA. Considerando o
valor aceitavel de Pb em solos agricolas, preconizado pela CETESB (2005), que é de
72 mg kg, o tempo necessario para fitorremediagdo da area com 5 mmol kg”' de NTA
poderia ser reduzido para menos de cinco anos. Em condicbes de campo o
desenvolvimento das plantas de milho seria muito maior do que no vaso, o que poderia
aumentar os teores de Pb removido por cultivo, reduzindo o tempo necessario para a
completa descontaminacgao do solo.

Apesar da mais baixa remoc¢ao induzida pelo NTA, este quelante ndo pode ser
desqualificado para a fitoextracdo, pois o mesmo combina alta biodegradabilidade com
habilidade de quelatacdo. Em solo foi observada uma degradacgao tao rapida quanto ao
acido citrico e também pode ser degradado rapidamente em condigdes de anaerobiose e
a baixas temperaturas (Ward, 1986). Embora NTA seja uma quelante menos eficiente que
EDTA, o mesmo apresenta se altamente eficiente quando comparado com acidos
organicos de baixo peso molecular como acidos citrico e oxalico (Quartacci et al., 2005;
Ruley et al., 2006).
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Uma nova abordagem de estudo realizada por Chen et al. (2007) sugere o
aquecimento da solucdo de EDTA antes da aplicagdo no solo, os resultados mostraram
aumento significativo da remogéo de Pb para a biomassa aérea de plantas de milho e
ervilha. Essa estratégia pode reduzir as concentragdes, ndo s6 de EDTA, mas também de
NTA, adicionados ao solo na fitoextragdo de campo, o que consequentemente pode
minimizar o risco potencial de lixiviagdo de metais pesados.

As correlagdes positivas e altamente significativas entre o conteudo e teor de Pb na
parte aérea com a fragcdo trocavel (r= 0,87** e 0,88, respectivamente) e as altas
correlacdes positivas também verificadas entre o Pb extraido com CaCl,, conteudo e teor
de Pb na parte aérea, respectivamente 0,84** e 0,83** (Quadro 2). Indicam que a maior

parte do Pb presente nas amostras de solo encontra-se em forma biodisponivel.

3.3 Efeitos dos quelantes na disponibilidade e nas fracdes do solo

Para os teores de Pb disponiveis extraidos por CaCl, foi observado aumento
quadratico e significativo com o aumento das doses dos quelantes EDTA e NTA no solo
quando comparados aos tratamentos que ndo receberam os acidos (Figura 6). Esse
resultado foi verificado devido a alta estabilidade entre o Pb e o agente quelante,
favorecendo a solubilizacdo do metal. Agentes quelantes sintéticos solubilizaram Pb em
quantidade suficiente para ser acessado pelo cloreto de calcio (Quartacci et al., 2007).
Considerando a caracterizagao fisica do solo em estudo (Quadro 1) é provavel que o
baixo teor de argila, com baixa CTC e menor desgaste do extrator, explique os altos
teores de Pb disponivel.

Ph-EDTA=-1,78%x! + 54,64*x + 76,29 R* = 0,92*
Pb-NTA =-0,82**x? + 31,70"*x + 46,26 R* = 0,96"*

o S
2 200 v o
100 |
Ql
0 5 10 15 20

Concentragdo Quelante (mmol kg?)
# Pb-EOTA MPL-NTA

Figura 6. Teores de Pb extraido por CaCl, em solo contaminado, apos aplicacdo das
doses de 0, 2, 5, 10 e 20 mmol kg™ dos quelantes EDTA e NTA (LD = 0,01).
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Em todas as concentracdes dos quelantes, a distribuicdo de Pb nas fragdes do solo
foi predominantemente nas fragdes trocavel e matéria orgénica (Figura 7). Mesmo no solo
que nao foi adicionado os acidos essa distribuigcado foi verificada. Com o aumento das
doses de EDTA no solo, observou-se uma tendéncia de aumento quadratico e
significativo no Pb ligado a fragao trocavel com concomitante diminuicdo de Pb ligado as
fragbes matéria organica, oxido de ferro amorfo e 6xido de ferro cristalino, nessa ordem.
Esse mesmo comportamento foi verificado para o NTA, no entanto os melhores ajustes
foram linear para as fragbes trocavel, matéria organica, 6xido de ferro amorfo e cristalino
(Figura 7).

EDTA NTA

Pb-Tr= 17,14%*x + 152,40 R = 0,94**

Pr-Tr=-1,36%*x* + 56,13**x + 146,2 R* = 0,99** i
Pb-MO =-2,42%*x + 57 B1 R*=0,93**

Pb-MO = 0,24%¢* - 7,27%x + 56,45 R* = 0,94*

= ¥ 2 _ -
=1000 - Pb-OxFeA =.199* ‘4R =0.82* 500 . Pb-OxFeA=-2,13%x+47,56R*=0,86
A b-OxFe =-1,99*x + 36,84 R? = 0,82 Pb-OxFeC = -1.64°x + 35,22 R? = 0,85° — ®
.;301:1 ¢ 40 .
£ 600 e 300 °
2 400 e 200 &
200 $ o d 100 ; M-
oRK—k —& X o% [ — —
0] 5 10 15 20 ] 5 10 15 20
Concentracio Quelante (mmol kg?) Concentragdo Quelante (mmol kg*)

ePhTr BELMG & PhOdfek OBb-OnFel #Pb-Tr mPb-MO APb-OxFeA © Pb-OxFeC

Figura 7. Concentragdo de metal nas fragdes do solo (mg dm™): trocavel (Tr), matéria
organica (MO), 6xido de ferro amorfo (OxFeA) e 6xido de ferro cristalino (OxFeC) apods
aplicacdo das doses de 0, 2, 5, 10 e 20 mmol kg”' dos quelantes EDTA e NTA
(LD = 0,01).

Em meédia 25% do total de Pb encontra-se ligado a fragdo trocavel no solo sem
aplicagao dos quelantes. Com a adicdo das doses 2 € 5 mmol kg'1 do quelante EDTA, a
concentracdo na referida fragdo aumentou para 46 e 75%, respectivamente. O NTA
induziu aumento de 29 e 46%, respectivamente. A elevada eficiéncia do EDTA em manter
o Pb nas fragbes mais labeis, fica mais uma vez evidenciada, ja que a dose de 2 mmol kg
! promoveu o mesmo aumento que a dose 5 mmol kg"' do NTA. Esse desempenho
superior e significativo do EDTA sobre o NTA foi verificado também para as demais
concentragcbes do quelante. Isso pode ser explicado pela forte afinidade quimica
(log Ks = 17,88) do EDTA com Pb (Luo et al., 2005) do que a afinidade do NTA com o
elemento (log Ks = 12,27) (Quartacci et al., 2007).
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Um questionamento sobre o método utilizado no trabalho para a determinagdo do
teor total de Pb no solo se faz necessario. De acordo com Keller & Védy (1994), agua
régia extrai todos os metais presentes na fragcao residual do solo, exceto aqueles que
ocorrem nos silicatos, com uma porcentagem de extracdo variando de 60-100%,
dependendo do metal considerado. Segundo Anjos & Mattiazzo (2001) n&o foi possivel
quantificar o Pb extraido por agua-régia em contaminagao proveniente da aplicagao total
de 5000 mg vaso™ de Pb via biossolido.

A alta correlacao diretamente proporcional e altamente significativa (r=0,98**) entre o
teor de Pb na fracao trocavel e a concentragao desse metal extraido pelo CaCl, corrobora
que o aumento das concentracbes dos quelantes elevam o teor de Pb em solugao
(Quadro 2). Este resultado concorda com outros autores quanto a capacidade do CaCl;
em estimar o teor de metais em solucdo (Reichman, 2002; Pueyo et al., 2004; Jin et al.,
2005; Melo et al., 2006). Concomitante a esses resultados, observa-se uma redugao nos
teores de Pb nas fragdes matéria organica, 6xido de ferro amorfo e 6xido de ferro
cristalino e aumento da concentracdo do metal avaliada pelo CaCl,, o que pode ser
evidenciado nas correlagbes negativas e altamente significativas (-0,92, -0,94 e -0,91,

respectivamente) (Quadro 2).
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4. CONCLUSOES

Os quelantes EDTA e NTA, aplicados em doses crescentes foram eficientes na
solubilizacido de Pb no solo;

A distribuicdo de Pb nas fragdes do solo apds aplicacdo dos quelantes apresentou a
seguinte ordem: trocavel > matéria organica > 6xido de ferro amorfo > 6xido de ferro
cristalino;

A aplicacgo da dose de 5 mmol kg™ de EDTA aumentou para 1,1% a acumulacdo de
Pb na parte aérea de milho;

Os resultados do trabalho indicam que a fitorremediagdo da area com o uso de
5 mmol kg™ de NTA (um agente de rapida degradacao) poderia ser efetuada em periodo

inferior a 5 anos.
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- CAPITULO Il -
DOSES DE ACIDO CITRICO COM APLICACAO TOTAL E PARCELADA PARA
INDUZIR A FITOEXTRACAO DE CHUMBO POR MILHO

RESUMO

Fitoextracdo, o uso de plantas para extrair contaminantes do solo, € uma técnica
promissora de recuperacdo de solos contaminados. Como alternativa aos quelantes
sintéticos, os acidos organicos naturais estdo sendo propostos para fitoextragao por
serem rapidamente degradados no solo, evitando risco de poluigdo secundaria.
O trabalho objetivou avaliar a capacidade do acido citrico aplicado em doses crescentes,
total e parceladamente, na fitoextragao induzida de chumbo em solo contaminado da
empresa recicladora de baterias, localizada no municipio de Rio Tinto - PB. O acido citrico
foi aplicado nas concentragdes de 0, 20, 40, 60 e 80 mmol kg™ aplicada total no 30° dia
de cultivo e aplicacdo dessas mesmas doses de maneira parcelada no 30° e 34° dia de
cultivo. Além destes, mais dois tratamentos fizeram parte do experimento: um controle
(solo contaminado sem a adicdo do acido) e o quelante EDTA na concentragao
10 mmol kg'1. As amostras de solo foram submetidas a extragdo quimica e fracionamento.
Todas as doses aplicadas de acido citrico foram eficientes na solubilizagdo de Pb no solo,
Todas as doses aplicadas de acido citrico foram eficientes na solubilizacdo de Pb no solo;
no entanto, a aplicagcao de forma total e parceladamente do acido nao foi eficiente na
fitoextragdo de Pb. A distribuicdo de Pb nas fragdes do solo apresentou a seguinte ordem:
Tr > MO > OxFeC > OxFeA. Os resultados do trabalho indicam que a fitorremediacao da
area com o uso de 40 mmol kg™ de acido citrico (um agente que apresenta degradacéo

rapidamente) poderia ser efetuada num periodo de 4 anos.

Termos para indexacao: risco ambiental; quelantes organicos; contaminagao do solo.
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SINGLE AND SPLIT APPLICATIONS EFFECTS OF CITRIC ACID ON ENHANCING Pb
PHYTOEXTRACTION BY MAIZE

SUMMARY

Phytoextraction of heavy metals is a green technology that extracts metals from soils
and transfers them to plant shoots. It has been regarded as a promising technique to
remediate moderately heavy metal contaminated soils. Natural organic acids are an
alternative to synthetic chelants that pose environmental risks thanks to their low
biodegrability. The study aimed at studying the performance of single and split applications
of citric acid on enhancing Pb phytoextraction by maize plants (Zea mays) grown in soll
samples from an area contaminated by Pb present in battery wastes. The citric acid was
applied at the concentrations 0, 2, 5, 10, and 20 mmol kg™ either in a single dose at the
30th growing day or split at the 30th and 34th growing day. Soil samples were submitted to
chemical extraction by CaCl, and fractionation. All the applied doses of citric acid were
high effective in solubilizing Pb from soil. However, none of the application forms was
efficient in boost the Pb phytoextraction. The Pb distribution into the soil fractions followed
the sequence: Tr > MO > OxFeC > OxFeA. The results showed that the site
phytoremediation by adding 40 mmol kg™ citric acid as a phytoextraction enhancer could

be feasible in a 4-year framework.

Key words: environmental risk, organic chelants; soil contamination.
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1. INTRODUCAO

A contaminagéo do solo com metais é resultado, na maioria dos casos, de atividades
antrépicas, especialmente aquelas relacionadas a mineracéo, descarte ou acidentes com
residuos industriais, aplicagao agricola de lodo de esgoto, fertilizantes e pesticidas.

As principais preocupacgoes em relacdo a adicao de metais pesados aos solos sio:
entrada destes na cadeia alimentar, redugdo da produtividade agricola devido a efeitos
fitotoxicos, acumulo no solo, alteracdo da atividade microbiana e contaminacdo de
recursos hidricos. Os processos que conduzem a solubilizacido dos metais no solo sdo os
mais importantes em relacédo a disponibilidade e mobilidade desses elementos (Camargo
et al., 2001).

Devido ao potencial toxico e elevada persisténcia dos metais no ambiente, solos
poluidos com estes elementos sdo um problema ambiental que requer uma solucio
efetiva e economicamente viavel (Nascimento et al., 2006). Raskin et al. (1997) define a
fitorremediacdo como a técnica que utiliza plantas para remover poluentes do ambiente
ou os transformar em formas menos toxicas. A indugédo quimica da fitoextragédo utilizando
quelantes sintéticos, principalmente EDTA, é importante para aumentar a capacidade de
acumulagdo de metais por plantas com elevada produgdo de biomassa. O uso do
quelante é considerada a técnica mais efetiva, especialmente para fitoextracdo de Pb
(Huang et al., 1997; Tandy et al., 2004; Zhang & Lo, 2006; Chen et al., 2007). No entanto,
a principal desvantagem que restringe o uso de quelantes sintéticos, especialmente
EDTA, é a sua baixa biodegrabilidade, resultando em alto risco ambiental (Meers et al.,
2004) pela manutencédo de elevados teores de metais soluveis no solo, prontos para
lixiviar, por um longo periodo.

Devido a exsudagao das raizes e a intensa atividade microbiana, a regido que
compreende a rizosfera, em relagdo ao solo como um todo, concentra a maior parte de
compostos organicos, como aminoacidos, agucares, acidos organicos, lipideos, proteinas
e enzimas (Ali et al., 2000). Esses compostos estdo diretamente relacionados com os
processos de acidificacdo, complexagao, precipitacdo e oxirreducdo que ocorrem na
rizosfera, influenciando a solubilidade e a absor¢ao de metais pesados pelas plantas. Os
acidos organicos de baixo peso molecular, tais como acidos citrico, oxalico, latico,
succinico entre outros, sédo efetivos na solubilizacdo de metais ligados a fragdes minerais
pouco soluveis do solo, por formarem complexos estaveis com os ions metalicos
(Alloway, 1995; Marschner, 1995; Krishnamurti et al., 1997; Chen et al., 2003).
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Como alternativa ao uso dos quelantes sintéticos sugere-se a utilizacdo de agentes
quelantes naturais de baixo peso molecular. O &cido citrico € um acido organico
tricarboxilico que pode ser utilizado como agente quelante natural, capaz de solubilizar
componentes minerais do solo, tais como metais pesados (Wasay et al. 1998). Qin et al.
(2004) avaliaram o efeito de acidos organicos de baixo peso molecular, em comparagao
com sais inorgénicos (CaCl, e NaNOg3), no tempo de residéncia e na dessorgédo de Cu, Cd
e Pb de solos e concluiram que os ligantes organicos tiveram papel dominante na
dessorcdo dos metais. Acidos humicos, por exemplo, foram eficientes na fitoextragéo de
metais pesados do solo (Evangelou et al., 2004). Trabalhos recentes relataram a
eficiéncia de acido citrico em aumentar a absor¢do de Cd pelas raizes de Halimione
portulacoides (Duarte et al., 2007) e Jean et al. (2007) verificaram maior eficiéncia do
acido citrico do que o EDTA na absorcéo de Cr por plantas de Datura innoxia.

Acidos organicos naturais apresentam vantagem sobre os quelantes sintéticos, visto
que sao mais rapidamente degradados no solo, evitando efeitos de contaminacdo de
lengois freaticos. No que se refere a fitoextracdo de Pb os resultados encontrados por
(Nascimento et al., 2006; Melo et al., 2006; Evangelou et al., 2006) demonstraram que o
acido citrico nao foi eficiente na remocao do metal.

Se por um lado, a rapida biodegracdo dos quelantes organicos no solo evita
problemas de lixiviagdo, por outro lado, dificulta a manutengao de altos teores de metais
disponiveis na solugdo do solo. O parcelamento das doses de acido citrico € uma
estratégia que pode ser adotada para evitar problemas de excessiva fitotoxidez nas
plantas e prolongar o periodo de disponibilidade dos metais, aumentando a absorgao
pelas plantas. De acordo com Shen et al. (2002), deve haver um equilibrio entre a
quantidade de metais soluveis para evitar que a capacidade de absorgédo das plantas seja
excedida.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade do acido citrico
aplicado em doses crescentes, total e parcelado, na fitoextracdo induzida de chumbo em
solo contaminado de uma empresa recicladora de baterias automotivas, localizada no

municipio de Rio Tinto - PB.


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_carbox%C3%ADlico
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta, caracterizacéo e preparacao do solo

O experimento foi conduzido na casa de vegetagao do Departamento de Agronomia
da UFRPE. O solo utilizado no experimento foi proveniente de uma area de deposicao de
escorias de uma empresa recicladora de baterias automotivas, localizada no municipio de
Rio Tinto, Paraiba (Figura 1). O solo foi classificado de acordo com o SiBCS (2006) como
Espodossolo, textura arenosa, o mesmo foi coletado na camada de 0-20 cm, seco ao ar,
destorroado e peneirado em tamiz de 2 mm. Este solo (TFSA) foi caracterizado
quimicamente (EMBRAPA, 1999) e fisicamente segundo métodos descritos em
EMBRAPA (1997) (Quadro 1). O teor pseudo total de Pb no solo foi obtido por agua-régia
(Abreu et al., 2001).

Municipio: Rio Tinto 8
Estado: Paraiba L7

L6

L5
L4 \x
Unidade de

Reprocessamento

[1 e —— %

Concentracio total de Pb nas linhas de coleta (mg dm=):
L1=1159,3 12=737,7|L3=544,3 L4=554,1 | 5=537,9|L6=127 9 L7=37,718=225

N

Solo utilizado nos experimentos

Figura 1. Representacdo da area entorno da empresa recicladora de baterias
automotivas, onde a coleta do solo para o experimento foi realizada.

O solo seco ao ar, destorroado e homogeneizado foi passado em peneira de 2 mm
de abertura de malha. A acidez foi corrigida para pH na faixa de 6,0 - 6,2, utilizando-se
carbonato de calcio e Oxido de magnésio P.A. (na propor¢cdo molar de 3:1), em

quantidades previamente definidas em ensaio de incubacao.
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Quadro 1. Principais caracteristicas quimicas e fisicas do solo utilizado no experimento

Caracteristicas Valor
pH (agua 1:2,5) 3,63
Al (cmol..dm™) 0,80
Ca (cmols.dm™) 0,65
Mg (cmols.dm™) 0,57
P (mg. dm™) 3,24
K (cmole.dm™) 0,03
Na (cmol..dm™) 0,27
H+Al (cmols.dm™) 5,06
C.0.(g. kg™ 9,21
Pb Total (mg dm™) 544
Areia (g kg™ 948
Silte (g kg™ 22

Argila (g kg™ 30

ds (g cm™) 1,64

Limite de Detecgao (LD) de Pb = 0,01

2.2 Conducao do experimento em casa de vegetagéao

Apos periodo de 22 dias de incubagdao a 80 % da capacidade de campo para a
correcao da acidez do solo, seis sementes de milho do cultivar AG1051 foram semeadas
em vasos plasticos com 2 dm® de solo. Apds o desbaste foram cultivadas duas plantas
por vaso. A adubacao foi parcelada aos 7 e 11 dias apds a germinacao, aplicando-se em
cada vaso as seguintes doses de nutrientes: 200 mg dm™ de N (KNOs, (NH4);SO4 e
(NH4)2HPO4); 150 mg dm™ de K (KNOs e KH,PO,); 400 mg dm™ de P ([NH4.HPOs.,
KH,PO, e CaHPO,); 46 mg dm™ de S (K2SO4 e (NH4)S04); 3,664 mg dm™ de Mn (MnCl,
4H,0), 4 mg dm™ de Zn (ZnSO4 7 H,0), 1,329 mg dm™ de Cu (CuSQy,), 4 mg dm™ de Fe
(FeSO4 7H,0) 1 mg dm™ de B (H3BOs) e 0,15 mg dm™ de Mo (Na;MoO4 2H,0). Os vasos
foram irrigados com agua destilada diariamente, mantendo os solos a aproximadamente
80 % da capacidade de retengédo de agua, por meio de pesagens e reposi¢gao da agua
perdida por evapotranspiragao.

Os tratamentos foram constituidos pela aplicacdo de acido citrico nas concentragdes
de 20, 40, 60 e 80 mmol kg'1 aplicada total no 30° dia de cultivo apds o desbaste,
aplicacao dessas mesmas doses de maneira parcelada, metade no 30° e a outra metade
no 34° dia de cultivo. Além destes, mais dois tratamentos fizeram parte do experimento:

um controle (solo contaminado sem a adigdo do acido) e o quelante EDTA na
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concentracdo 10 mmol kg™, aplicado total no 30° dia de cultivo. Tomado como referencia

para a eficiéncia do acido citrico na fitoextragao.

2.3 Coleta das plantas
No 38° dia de cultivo apdés o desbaste, foi realizada a coletada das raizes e parte

aérea das plantas. As raizes foram lavadas abundantemente em agua de torneira e em
agua destilada. Em seguida, juntamente com a parte aérea, foram secas em estufa com
circulagao forgada de ar a 70° C até peso constante. Foram obtidas as massas da matéria
seca da parte aérea e da raiz, as quais foram em seguida trituradas em moinho tipo Wiley
e submetidas a digestao nitrico-perclorica (EMBRAPA, 1999) para quantificacdo de
chumbo.

A eficiéncia da espécie em absorver os metais pesados do solo foi avaliada pela
remocgao liquida dos metais. A remocao foi calculada da seguinte maneira:

Remocgao = PA x MS / 1000

PA = Concentragdo na parte aérea (mg vaso™')

MS = Produgdo de matéria seca (g vaso‘1)

2.4 Coleta do solo e extragcdo de chumbo

Também no 38° dia de cultivo, realizou-se a coleta de amostras do solo, na
sequéncia foram postas para secagem ao ar, homogeneizadas e passadas em peneira de
2 mm de abertura de malha. Subamostras do solo foram retiradas para determinacdo do
teor disponivel de Pb por cloreto de calcio. Para essa extragao, foi utilizada uma solugao
de cloreto de calcio, contendo 10 mmol L™, na relagdo solo:solugéo de 1:10, agitada por 2
horas, em um tubo de centrifuga com capacidade para 50 mL. Em seguida, a amostra foi
centrifugada por 10 minutos a 1600 x g, o sobrenadante filtrado (Novozamsky et al.,
1993). Este extrator foi escolhido devido a sua capacidade para extrair metais, apenas, da
fase prontamente disponivel (Melo et al., 2006). As leituras foram realizadas em de

espectrofotometro de absorcéo atomica.

2.5 Fracionamento de Pb no solo

A extragcédo sequencial foi baseada no método de Shuman (1985), com excecéo da
fracdo oxido de ferro amorfo que foi obtida através do método de Chao e Zhou (1983).
Esse fracionamento separa o Pb nas fragbes trocavel, ligado a matéria organica, 6xido de

ferro amorfo e 6xido de ferro cristalino, como descrito abaixo:
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Fracdo Trocavel (Tr) — Cinco gramas de TFSA e 20 mL de Mg(NOs), 1 mol L™ foram
agitados por duas horas, em um tubo de centrifuga, com capacidade para 50 mL. Em
seguida, a amostra foi centrifugada, o sobrenadante filtrado e 20 mL de agua destilada
adicionada ao tubo. A amostra sofreu outra agitagcdo por 3 min, sendo centrifugada e
filtrada. Os dois sobrenadantes foram combinados para analise.

Fracdo Matéria Organica (MO) — Dez mililitros de NaClO 5-6 dag L™, pH 8,5 (ajustado
imediatamente antes do uso em decorréncia da sua alta instabilidade em relagdo ao pH),
foram adicionados ao tubo de centrifuga, e a amostra, aquecida em banho-maria a 100°
C, durante 30 min, ocasionalmente agitada. Em seguida, a amostra foi centrifugada, e o
sobrenadante, filtrado. Esse procedimento foi repetido duas vezes, e os trés filtrados
combinados. Apos adigao de 10 mL de agua destilada, a amostra no tubo de centrifuga foi
agitada por 3 min, centrifugada, filtrada, e o filtrado, adicionado ao extrato de NaCIO das
extracdes anteriores.

Fracdo Oxido de Ferro Amorfo (OxFeA) — Trinta mililitros de NH,OH.HCI 0,25 mol L™ +
HCI 0.25 mol L™ pH 3,0 foram adicionados & amostra no tubo de centrifuga, seguindo-se
agitacédo por 30 min. As amostras foram centrifugadas, filtradas e lavadas, como na
extracao anterior.

Fracdo Oxido de Ferro Cristalino (OxFeC) — Trinta mililitros de (NH4)2C204 0,2 mol L™ +
H»C»04 0,2 mol L + acido ascérbico 0,01 mol L™, pH 3,0 foram colocados em contato
com a amostra de solo no tubo de centrifuga e aquecidos por 30 minutos a 100° C em
banho-maria, sendo ocasionalmente agitados. Em seguida, as amostras foram
submetidas a centrifugacao e a filtragem. Todas as leituras dos extratos provenientes das

quatro fragcoes foram realizadas por meio de espectrofotometria de absorcao atémica.

2.6. Delineamento experimental e andlises estatisticas

O experimento foi montado em um delineamento blocos casualizados em esquema
fatorial, utilizando-se o acido citrico em cinco concentragdes (0, 20, 40, 60 e
80 mmol kg™"), com e sem parcelamento, e um tratamento adicional (EDTA 10 mmol kg™)
com 3 repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia. Equacdes
de regressdo para avaliar o efeito das doses do quelante aplicadas total e
parceladamente, foram escolhidas modelos de regressdo com base na significancia dos
estimadores dos parametros e maiores R?. As andlises foram realizadas no software
Statistical Analyses System — SAS (SAS, 1999).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producao de matéria seca

A aplicacdo do acido citrico promoveu uma acentuada influéncia na producédo de
matéria seca da parte aérea e raiz quando comparada ao solo contaminado (controle)
sem adigao do acido. N&o houve interagao significativa entre as formas de aplicagdo do
acido citrico e doses na produgao de matéria seca da parte aérea e raiz, apenas o efeito
dose foi significativo, no entanto nenhum dos modelos de regressdo testado foi
significativo. No geral, as doses de acido citrico, total e parceladamente, promoveram
reducao média de 57 e 52%, respectivamente, no desenvolvimento do sistema radicular
gquando comparado aos tratamentos sem aplicacéo de acido.

A aplicacdo de 20 mmol kg'1 de acido citrico total promoveu reducido bem maior na
producdo de biomassa aérea quando comparada as demais doses, exceto a dose de
40 mmol kg™. A dose de 20 mmol kg™ reduziu em média 20 % a matéria seca da parte
aérea. O resultado apresentado corroboram os encontrados por Luo et al. (2005), onde a
aplicacao de acido citrico induziu baixa reducdo da producdo de matéria seca da parte
aérea de milho e feijoeiro.

O tratamento EDTA na concentracdo de 10 mmol kg™ promoveu uma reducdo bem
maior na producdo de matéria seca da parte aérea do que as doses de acido citrico na
forma de aplicagdo total. A mesma dose de EDTA também foi responsavel pela maior
reducdo no desenvolvimento do sistema radicular das plantas de milho. O mesmo
comportamento foi verificado para a forma de aplicacdo parcelada do acido, exceto a
concentracdo de 40 mmol kg na matéria seca da parte aérea e raiz, e a dose de
20 mmol kg™ do acido na biomassa aérea. EDTA (10 mmol kg™) reduziu em média de 25
e 64% da matéria seca da parte aérea e raiz, respectivamente, quando comparado ao
controle (solo sem adicao de acido).

Nenhum sintoma visual de toxidez nas plantas foi observado durante todo o cultivo
nos tratamentos sem adigédo de acidos (Figura 2a). Todas as doses do acido em ambas a
formas de aplicagdo promoveram fitotoxidez nas plantas (Figura 2b e 3a), e esses
sintomas foram observados logo no 1° dia apds aplicagcao, tornando-se mais intenso ao

longo do tempo (Figura 3b).
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Figura 2. Plantas de milho: (a) controle (solo contaminado sem adigédo de acido) e (b)
acido citrico aplicado total na dose de 80 mmol kg'1 no 1° dia apds a aplicacao.

Figura 3. Plantas de milho: (a) acido citrico aplicado parcelado na dose de 80 mmol kg™
no 1° dia ap6s a aplicagdo e (b) o mesmo tratamento no 1° dia apés a segunda a
aplicagao.

As correlagdes negativas e altamente significativas entre os teores de Pb na fragéo

trocavel com a matéria seca da raiz e parte aérea podem indicar a solubilizagdo do metal,
0 que levou as plantas de milho a um estresse adicional a aplicacdo do acido e

consequente reducéo do desenvolvimento (Quadro 2). De acordo com Turgut et al. (2004)
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concentracdes de quelantes organicos mais altas que 10 mmol kg podem promover

fitotoxidez nas plantas.

Quadro 2. Correlagdes de Pearson entre a producdo de matéria seca (g vaso™), teor
(mg kg™) e contetido (mg vaso™) da parte aérea e raiz das plantas de milho e disponivel
com CaCl, (mg dm™) com as fragdes do solo (mg dm™) apés a aplicacdo das doses de
acido citrico ao solo

Matéria Seca Teor Conteudo CaCl;,
PA Raiz PA Raiz PA Raiz
Chumbo
Tr -0,89** -0,54" 0,85** 0,73** 0,84** 047* 0,90**
MO 0,85**  0,14" 0,79* -0,67** -0,78** -0,46* -0,80**

OxFeA 0,65** -0,17" -0,70* -0,42* -0,72** -0,21"™  -0,79*
OxFeC 0,85** 0,36* -0,59** -0,72** -0,56** -0,49** -0,64**

CacCl, -0,67** 0,21" 0,92** 0,72** 0,94** 0,59** -
Teor PA  -0,69** 0,18™ - - 0,98  0,48* 0,92**
Teor -0,78** -0,42* - - 0,60  0,90** 0,72**
Raiz

** e * Significativo respectivamente a p < 0,01 e p < 0,05, ns: Nao Significativo (LD = 0,01).

3.2 Efeitos do acido citrico na fitoextracdo de chumbo pelo milho
A aplicagao do acido citrico total e parceladamente influenciou significativamente o
teor de chumbo na parte aérea e raiz das plantas de milho quando comparadas ao

controle, a aplicagao total foi significativamente mais eficiente em promover o acumulo de

Pb na parte aérea do que a aplicagéo parcelada (Figura 4).

Raiz
Teor-Pb-Raiz-ACT =31,33*x + 814,4 R?= 0,96*

Parte Aérea

Teor-Pb-ACT= 16,99°x + 239,6 ' = 0,85° 4000 - Tagr-Pb-Raiz-ACP = 24,99%x + 1078,0R? = 0,85
1600 - Teor-Pb-ACP = 19,68**x - 92,51 R? = 0,93** 2 ' ' d
7o 1200 * L] Sl i i
;j 200 . - 2000 n ¥
2 400 1000 =
o n 0
0 20 40 B0 a0 0 20 40 B0 20
Concentragdo Quelante (mmol kg™) Concentracdo Quelante (mmol kg*)
# Teor-Pb-ACT m Teor-Ph-ACP @ Teor-Ph-ACT & Teor-Pb-ACP

Figura 4. Concentracdo de Pb (mg kg™) na parte aérea e raiz do milho em solo apés a
aplicacdo de doses (0, 20, 40, 60 e 80 mmol kg') de acido citrico total (ACT) e

parceladamente (ACP); (LD = 0,01).
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Independentemente da forma de aplicagao do acido citrico os melhores ajustes entre
a concentracédo de Pb na parte aérea e raiz e as doses foram modelos lineares (Figura 4).
As doses do acido citrico aumentaram em 14, 22, 31 e 39 vezes a concentragédo de Pb na
parte aérea das plantas de milho, respectivamente para as doses 20, 40, 60 e 80 mmol
kg" na aplicagdo total, quando comparado ao solo sem adigdo de acido. A forma de
aplicagao parcelada também aumentou a concentragcéo de Pb na parte aéreaem 7, 17, 26
e 36 vezes em relacdo ao controle (Figura 4).

Os resultados mostram que mesmo as doses mais altas do acido citrico, nas duas
formas de aplicagcao nao superaram o aumento de concentragao de Pb na parte aérea do
milho promovida pelo EDTA 10 mmol kg™, que foi de aproximadamente 1620 mg kg™, que
representa elevacao de 42 vezes em relagédo ao controle.

A aplicac3o total de 40 mmol kg™ de &cido citrico promoveu uma maior translocagao
de Pb quando comparada com as demais concentracées. No entanto, independentemente
da forma de aplicagdo nenhum dos tratamentos foi eficiente na translocagao de Pb, pois a
razao parte aérea/raiz foi inferior a uma unidade. Resultado semelhante foi encontrado
por Chen et al. (2003), Turgut et al. (2004), Luo et al. (2005), Meers et al. (2005), Melo et
al. (2008) que também observaram baixa eficiéncia do acido citrico na absorgéo e
translocacdo de metais pesados para parte aérea. O tratamento de EDTA na
concentracdo de 10 mmol kg ndo se mostrou eficiente na translocagdo de Pb, pois a
razao parte aérea/raiz foi abaixo (0,4) de uma unidade.

Na remocao de Pb pelo milho ndo houve interagéo significativa entre os fatores,
formas de aplicagao (total e parcelada) de acido citrico e as doses (Figura 5). No entanto
o incremento das doses de acido citrico promoveu aumento significativo da remogao de
Pb pelo milho. Os resultados apresentados discordam dos encontrados por Nascimento et
al. (2006) que usou a concentragdo de 10 mmol kg’ de acido citrico e ndo verificou
eficiéncia na remogao de Pb. O valor estimado de uma dose de 10 mmol kg™ de acido
citrico (Figura 5) resultaria em uma remogao de Pb pelo milho de 21,08 mg vaso™, valor
bem maior do que o encontrado pelos referidos autores. A remocédo de Pb pelo milho
induzida pelo tratamento adicional (EDTA na concentracdo de 10 mmol kg') foi de
143 mg vaso ™, valor superado pelas duas concentragdes mais elevadas do acido citrico
(Figura 5).
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Figura 5. Remocao liquida de Pb pela parte aérea de milho (mg vaso™') apds a aplicacdo
de doses (0, 20, 40, 60 e 80 mmol kg') de acido citrico total e parceladamente
(LD =0,01).

A dose de 40 mmol kg'1 do acido citrico aplicado total e parceladamente, removeu
teores de Pb de 75 e 60 mg vaso, respectivamente. Isso indica que seriam necessarios
13,5 e 17 cultivos, respectivamente, para remover todo o Pb do vaso. Considerando
quatro cultivos anuais de milho no solo, o tempo estimado para a limpeza completa das
amostras de solo seria menos de trés anos e meio com a aplicagao total, e com a forma
parcelada de aplicacdo do acido seriam necessarios quatro anos e meio. Considerando o
valor aceitavel de Pb em solos agricolas, preconizado pela CETESB (2005), que é de
72 mg kg™, o tempo necessario para fitorremediagédo da area com 40 mmol kg™ de &cido
citrico, poderia ser reduzido para trés e quatro anos, respectivamente, para a forma de
aplicacao total e parcelada. Em condicbes de campo o desenvolvimento das plantas de
milho seria muito maior do que no vaso, o que poderia aumentar os teores de Pb
removido por cultivo, reduzindo o tempo necessario para a completa descontaminagao do
solo.

As correlagdes positivas e altamente significativas entre o conteudo e teor de Pb na
parte aérea com a fragao trocavel (r= 0,85** e 0,84**, respectivamente) ndo corroboram
com a eficiéncia do acido citrico na translocacdo do metal. Altas correlagdes positivas
também foi verificada entre o Pb extraido com CaCl, e conteudo e teor de Pb na parte

aérea, respectivamente 0,92** e 0,94** (Quadro 2).
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3.3 Efeitos do &cido citrico na disponibilidade e nas fracdes do solo
Independentemente da forma de aplicagdo, houve aumento linear e significativo dos
teores de Pb extraidos com o uso da CaCl, em fungdo das doses, quando comparado aos

tratamentos sem adigéo de acido (Figura 6).

Pb-ACT = 1,62%*x + 1,93 R? =0,97**

200 Pb-ACP=1,50%*x + 3,19 R? = 0,99**

150
100

Pb {mgdm)

50

0 20 40 60 80

Concentragdo Quelante (mg kg™)
& Pb-ACT @ Pb-ACP

Figura 6. Teores de Pb extraido por CaCl, em solo contaminado, apds aplicacdo de
doses crescentes de acido citrico aplicado total e parcelado (LD = 0,01).

O tratamento adicional (EDTA na concentragdo de 10 mmol kg™), disponibilizou teor
médio de Pb de 256 mg dm™ na solugdo do solo, enquanto que a mais alta concentragao
de acido citrico aplicado total e parcelado, n&o ultrapassou a concentragdo 200 mg dm™
de Pb disponibilizado para a solugdo do solo (Figura 6). Agentes quelantes sintéticos
solubilizam Pb em quantidade suficiente para uma a eficiente fitoextracdo (Quartacci et
al., 2007).

A distribuicdo de Pb foi predominantemente na fracdo trocavel para ambas as
formas de aplicacdo (Figura 7). Essa distribuicdo aumentou de forma quadratica e
significativa em funcdo do aumento das doses do acido citrico aplicado total e parcelado.
Os resultados discordam dos encontrados por Melo et al. (2008) em estudo de
fitoextragdo induzida de Pb por quelantes orgéanicos, essa divergéncia pode ser explicada

pelas diferentes caracteristicas fisicas dos solos (Quadro 1) utilizados nos trabalhos.
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Acido Citrico Total Acido Citrico Parcelado
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£ 200 P
£ 100 ¥ 100
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Figura 7. Concentracdo de metal nas fracdes do solo (mg dm™): trocavel (Tr), matéria
organica (MO), 6xido de ferro amorfo (OxFeA) e éxido de ferro cristalino (OxFeC) apds
aplicacdo das doses (0, 20, 40, 60 e 80 mmol kg™') na forma total e parceladamente de
acido citrico (LD = 0,01).

A adicao de acido citrico na forma total reduziu significativamente a concentragao de
Pb ligado as fragdes matéria organica e 6xido de ferro amorfo, descrevendo modelo
quadratico e linear, respectivamente. Nenhum modelo pode ser ajustado para o Pb ligado
a fracdo oOxido de ferro cristalino. Na forma de aplicacdo parcelada do acido nao foi
possivel ajustar nenhum modelo de regressao para as fragbes matéria organica, 6xido de
ferro amorfo e cristalino (Figura 7). O tratamento adicional EDTA induziu o mesmo
comportamento na distribuicdo de Pb nas fragdes que o acido citrico na forma total.

Segundo McBride et al. (1997), o elemento Pb apresenta afinidade por formas mais
estaveis (6xidos de Fe/Mn e residual). No entanto devido as caracteristicas fisicas do solo
(Quadro 1), o mesmo apresenta um elevado teor de areia (948 g kg™, o que sugere uma
baixa concentracdo de matéria organica e Oxidos. Isso explica as baixas concentracbes
de Pb ligado as estas fragdes.

A correlagao diretamente proporcional e altamente significativa (r=0,98**) entre o
teor de Pb na fragdo trocavel com o a concentracao desse metal extraido pelo CaCl,
corroboram que o aumento das concentragdes de acido citrico elevam o teor de Pb em
solugdo (Quadro 2). Concomitantemente a esses resultados, observa-se uma redugao
nos teores de Pb nas fragdes matéria organica, éxido de ferro amorfo e 6xido de ferro
cristalino e aumento da concentracdo do metal avaliada pelo CaCl,, o que pode ser
evidenciado nas correlagdes negativas e altamente significativas, sendo -0,80, -0,79 e -

0,64, respectivamente (Quadro 2). Esses resultados discordam do trabalho de Melo et al.
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(2006) que usou o mesmo extrator na concentragdo de 10 mmol kg™'. Essa divergéncia
nos resultados ocorreu provavelmente por causa das diferentes caracteristicas fisicas dos

solos.
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4. CONCLUSOES

Todas as doses aplicadas de acido citrico foram eficientes na solubilizagdo de Pb no
solo. No entanto, a aplicagcao de forma total e parceladamente do acido nao foi eficiente
na fitoextragao de Pb;

A distribuicdo de Pb nas fragbes do solo apresentou a seguinte ordem: trocavel >
matéria organica > 6xido de ferro cristalino > 6xido de ferro amorfo;

Os resultados do trabalho indicam que a fitorremediagcdo da area com o uso de
40 mmol kg™ de acido citrico (um agente que apresenta degradacéo rapidamente) poderia

ser efetuada num periodo de 4 anos.
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