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INTRODUCAO GERAL

No inicio da civilizagdo, o homem exercia pequena influéncia sobre seu
ambiente, mas ao dominar as técnicas agricolas e de produgdo industrial,
proporcionou uma melhor qualidade de vida e aumentou sua dependéncia
tecnoldgica, gerando diversos impactos ambientais. Os impactos da poluicdo podem
ser imediatos devido a liberagdo de uma grande quantidade de poluentes no
ambiente, com uma recuperagédo lenta e gradual, ou cumulativos, resultante da
acumulacao de poluentes depositados durante anos ou décadas.

Embora sejam utilizados como sinénimos, os termos contaminagéao e poluicao
nao tém o mesmo significado: contaminagao do solo € o aumento da concentragao
de elementos téxicos no meio que parece nido causar efeitos danosos; o termo
poluicdo, por sua vez, € a introdugdo no ambiente de substancias ou energia pelo
homem, que causam danos a saude humana, aos sistemas ecoldgicos, destruicdes
de estruturas e interferéncia na funcionalidade do ambiente (Alloway, 1990).

Metais pesados podem ser definidos como elementos com densidade atdmica
maior do que 6 g cm™ (Alloway, 1990). Entre os metais pesados mais estudados,
encontram-se elementos ndo essenciais aos vegetais, como o Pb e Cd bem como
micronutrientes (Cu e Zn). 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 mineragdo e aplicagdo de defensivos agricolas e fertilizantes, por
exemplo (Camargo et al., 2001).

A contaminacdo do solo por metais pesados pode acarretar sérias
consequéncias sobre os componentes funcionais dos ecossistemas. Através da
absorcdo destes pelas plantas, os metais podem entrar na cadeia tréfica,
contaminando o homem e animais (Accioly & Siqueira, 2000).0 impacto dos metais
pesados no solo depende, principalmente, da quantidade e das formas quimicas em
que se encontram: soluvel, trocavel, ocluso ou fixado aos minerais, precipitados com
outros compostos, na biomassa e complexado na matéria orgénica (McBride, 1994).
Com vista a reduzir os impactos ambientais gerados pela contaminagdo do solo,
cursos de agua e lencol freatico, muitas tecnologias aplicaveis a remediagao de

solos contaminados por metais pesados estdo sendo estudadas.



Algumas tecnologias de remediagao de solos poluidos por metais utilizam
escavacgao e aterramento do solo, evitando perda de solo por eroséo e lixiviagao
(Garbisu & Alkorta, 2001). No entanto, essas técnicas geram residuos que requerem
tratamento, tornando o processo dispendioso, apesar de eficaz (Khan et al., 2000).
Outra técnica é a imobilizacdo de metais pesados, que se refere a adigcdo de
amenizantes quimicos, visando imobilizar ou tornar os contaminantes menos
disponiveis no solo, seja para absorgdo por plantas ou lixiviagdo para o lencol
freatico (Soares et al., 2002; Galindo et al, 2005).

Um método ainda em desenvolvimento é a fitorremediacdo, no qual plantas
sao utilizadas para remover, conter, transferir, estabilizar ou tornar inofensivos os
metais toxicos (Raskin & Ensley, 2000). Este método é apropriado, quando solugdes
com baixos custos sdo essenciais ou quando é permitido um processo lento de
remediacdo de areas com baixa concentracdo de metais pesados (Nedelkoska &
Doran, 2000).

Dentre as vantagens da fitorremediagdo, incluem-se a minima destruigdo e
desestabilizagdo da area, baixo impacto ambiental e estética favoravel (Nedelkoska
& Doran, 2000). Além disso, é uma alternativa limpa, de baixo custo, fornece
contencao dos lixiviados, manutencao e melhoria da estrutura fisica, da fertilidade e
da biodiversidade do solo, e absorve metais do solo, cuja extragcdo é dispendiosa,
utilizando-se outra tecnologia (Khan et al., 2000).

A fitoextracdo, uma das técnicas de fitorremediacao de solos, consiste no uso
de plantas acumuladoras de metais, para extrair e transportar esses contaminantes
do solo para a parte aérea (Marchiol et al, 2004). O contaminante deve estar em
uma forma acessivel para a absorcéo pelas raizes. Sua translocagao da raiz para a
parte aérea facilita a retirada do contaminante, quando a parte aérea é colhida. A
taxa de remocéao é dependente da biomassa coletada no final do ciclo, do niumero de
cortes por ano e de sua concentragdo na biomassa colhida (Accioly & Siqueira,
2000).

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 concentragdes de metais em sua folhagem
(Brooks, 1998).

Sao consideradas plantas hiperacumuladoras aquelas capazes de acumular

naturalmente mais de 100 mg kg™ de Cd, 1000 mg kg™ de Ni, Pb e Cu, ou 10000 mg
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kg" de Zn e Mn na matéria seca, quando crescem em solos ricos nestes metais
(McGrath & Zhao, 2003).

Segundo Jiang et al. (2003), a fitoextracdo pode ser conduzida de duas
formas principais: a primeira, utilizando espécies de plantas hiperacumuladoras
devido a alta capacidade de acumulagao de metais, porém com baixa producio de
biomassa (fitoextragdo natural); a segunda ocorre através do uso de plantas de alta
producdo que podem absorver quantidade relativamente alta de metais, quando a
mobilidade de metais no solo é elevada devido a aplicacédo de agentes quimicos
(fitoextragdo quimicamente induzida).

O uso de plantas ndo acumuladoras em comparagao com hiperacumuladoras
€ compensada pela producdo de biomassa, embora essas nao suportem altos
teores de metais (Lasat, 2000). A adigdo de agentes quelantes ao solo, para
aumentar a biodisponibilidade de contaminantes, pode, algumas vezes, induzir a
hiperacumulagdo em plantas normais, porém pode provocar riscos ambientais
indesejaveis (McGrath & Zhao, 2003).

Tanto raizes quanto microrganismos da rizosfera liberam acidos organicos de
baixo peso molecular, para aumentar a solubilidade de nutrientes por acidificacao e
formacgao de complexos organicos. Entre os exsudatos de raiz, uma faixa extensiva
de acidos pode ser encontrada, como acido acético, acido oxalico, acido tartarico,
acido malico, acido citrico, acido propilico e acido latico. Eles funcionam como
agentes quelantes naturais, capazes de solubilizar metais pesados (Wasay et al.,
1998). A formacao de complexos quelato/metais previne a precipitagao e a adsorgao
dos metais e mantém sua disponibilidade para absorg¢ao pelas plantas.

Agentes quelantes sintéticos, tais como NTA (acido nitrilotriacético), EDTA
(acido etilenodiaminotetraacético), DTPA (acido dietilenotriaminopentaacético) e
EDDS (acido etilenodiaminodisucinato), vém sendo utilizados para aumentar a
biodisponibilidade de metais pesados para as plantas. Os quelatos resultantes séo
muito estaveis e, normalmente, ndo liberam seus ions metalicos, a ndo ser que haja
uma queda significativa no pH do solo (Khan et al., 2000).

O uso de acido organico funciona quando o metal a ser extraido possui
biodisponibilidade inicialmente baixa, n&do sendo assim fitotdxico, permitindo o
estabelecimento de uma alta biomassa vegetal antes da aplicagdo do quelante.
Entretanto poucos estudos foram conduzidos para avaliar qual o melhor método de

fitoextragcdo quimicamente induzida para solos contaminados com varios metais
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pesados. Alta contaminagao de metais, como Cu, Zn e Cd, que sao geralmente mais
biodisponiveis, podem limitar o sucesso do método, devido a possivel fitotoxidez,
antes da aplicagao do quelato ( Sun et al., 2001).

A adicdo de EDTA em uma taxa de 10 mmol kg™ de solo aumentou para 1,6%
a acumulagao de Pb na parte aérea do milho. Brassica juncea exposta ao Pb e ao
EDTA em solugéo hidropbnica foi capaz de acumular mais de 1% do metal na
matéria seca da parte aérea. O HEDTA (acido hidroxietil-etilenodiamino-triacético),
aplicado na taxa de 2 g kg' de solo contaminado com 2.500 mg kg”' de Pb
aumentou a acumulacédo de Pb na parte aérea da B. juncea de 40 para 10.600 mg
kg”. A acumulagdo de niveis elevados de Pb é altamente tdxica e pode causar a
morte da planta, sendo recomendada a aplicacdo de quelatos apdés a maxima
producdo de biomassa, uma semana antes da colheita. A aplicacdo de EDTA,
também, estimulou a fitoacumulagao de Cd, Cu, Ni e Zn (Lasat, 2000).

Cunningham & Ow (1996) e Huang et al. (1997) relataram um elevado
acumulo induzido de Pb em milho sob aplicagdao de EDTA no solo. Concentragcdes
de Pb similares foram relatadas por Blaylock et al. (1997) em B. juncea sob
tratamento com EDTA. Esses autores também relataram aumentos substanciais no
acumulo de outros metais, tais como Cu, Cd, Ni e Zn. Salt et. al. (1995) relataram
alto acumulo de Cd em B. juncea, apés aplicacdo do EDTA. Jiang et.al. (2003)
afirmaram que a aplicagdo de EDTA ndo aumentou a absorgdo de Cd em B. juncea,
embora tenha parecido estimular a translocacdo do elemento das raizes a parte
aeérea.

Segundo Meers et al. (2004), para que a fitoextragcdo seja eficiente, é
necessaria a disponibilidade de metal no solo e sua translocacao para a parte aérea.
Em estudos para comparar o efeito de acidos sintéticos com acidos biodegradaveis,
estes autores comprovaram que EDTA e DTPA aumentaram a concentragdo de
metais pesados (Cu, Zn, Cd, Pb e Ni) em milho, embora, devido as suas baixas
biodegrabilidades, resultaram em alto risco ambiental.

O uso pratico de quelantes para o melhoramento da remocdo de metal em
estratégias de fitoextracdo deve requerer avaliagdo cuidadosa do local especifico,
para minimizar o risco de séria contaminagdo ambiental secundaria, como a
contaminagdo do lengol freatico e camadas de solo mais profundas (Jiang et
al.,2003).



Muitos estudos vém sendo desenvolvidos, e seus resultados tém
demonstrado que a fitoextracdo € uma técnica recente e promissora para recuperar
locais contaminados por metais pesados. Sua utilizacdo é indicada em areas com
contaminagdo variada e com baixa concentracdo de metais, onde as técnicas de
engenharia nao sejam viaveis economicamente. Logo, existe a necessidade de se
testarem novas espécies, agentes quelantes ambientamente seguros e modos de

aplicagado que maximizem a eficiéncia da fitoextracao.
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Capitulol FITOEXTRAGAO E FRACIONAMENTO DE METAIS PESADOS
APOS APLICAGAO DE AGENTES QUELANTES

RESUMO

A adicdo de agentes quelantes sintéticos para fitoextragdo aumenta a
disponibilidade de metais no solo e eleva sua concentracdo na planta. No entanto, a
baixa biodegrabilidade resulta em alto risco ambiental. Uma alternativa para os
quelantes sintéticos pode ser os quelantes naturais, mais rapidamente degradados
no solo. O trabalho objetivou comparar a performance de acidos organicos naturais
(galico, citrico e oxalico) com acidos sintéticos (EDTA, DTPA e NTA) na fitoextragao
induzida dos metais Pb, Cu e Zn por milho (Zea mays) e mucuna preta (Stizolobium
aterrimum). O solo foi contaminado com Pb, Cu e Zn nas doses 500, 200 e 300 mg
kg™, respectivamente, e cultivados por 35 dias. Os agentes quelantes (10 mmol kg™
foram aplicados 7 dias antes da coleta das plantas. As amostras de solo foram
submetidas a extragdo quimica e fracionamento. EDTA, DTPA e NTA foram
altamente eficientes na solubilizagdo dos metais pesados. O acido citrico foi eficiente
na solubilizacdo dos metais nas primeiras 24 h apds a aplicacdo. Devido a baixa
producao de biomassa pelas espécies, nenhum quelante foi eficiente na fitoextracao
induzida de Pb, Cu e Zn no solo. O extrator CaCl, apresentou elevada correlagao
com metais na solugdo do solo, estimando adequadamente os teores labeis dos
metais. Os metais Pb, Cu e Zn no solo foram retidos principalmente na fracéo
matéria organica. De modo geral, a adicdo dos quelantes sintéticos aumentou os
teores trocaveis para Pb e Cu; e redugédo nas fragdes oxidos de ferro amorfo e

cristalino para Pb, Cu e Zn.



SUMMARY

PHYTOEXTRACTION AND FRACTONATION OF HEAVY METALS AS A
FUNCTION OF CHELANTS APPLIED TO SOIL

The application of synthetic chelates to enhance phytoextraction increase
metal availability as well as their concentration in shoots. However, synthetic chelates
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
work aimed to comparing the performance of natural organic acids (gallic, citric, and
oxalic) to chelates EDTA, DTPA, and NTA for phytoextracton of Pb, Cu and Zn by
corn (Zea mays) and velvetbean (Stizolobium aterrimum). Soil samples were
contaminated to reach the concentrations of 500 (Pb), 200 (Cu), and 300 (Zn) mg kg
' and cultivated for 35 days. The chelantes were applied at 10 mmol kg™ 7 days
before plants harvest. Soil samples were submitted to chemical extraction by CaCl,
and fractionation. EDTA, DTPA, and NTA were effective at solubilizing the heavy
metals. Citric acid was efficient to solubilize metals on the first 24 h after application.
Due to the low biomass production, none chelant was efficient for phytoextraction of
Pb, Cu, or Zn. The CaCl, extractant presented high correlation with metals
concentration in soil solution. Lead, Cu, and Zn were mainly retained in the organic
matter fraction. In general, synthetic chelates application increased the concentration
of Pb and Cu in the exchangeable and organic matter fractions and decreased the
concentration of Pb, Cu, and Zn in the amorphous oxide and crystalline oxide

fractions.



1. INTRODUCAO

Metais pesados ocorrem naturalmente no solo, e alguns deles, como Mn, Fe,
Cu, Zn, Mo e Ni, sdo essenciais como micronutrientes para varios microrganismos,
plantas e animais, enquanto outros ndo possuem fungdes bioldgicas conhecidas,
como Pb e Cd. As fontes de contaminagdo de metais nos solos resultam,
principalmente, da deposi¢cédo atmosférica, de residuos solidos industriais, urbanos e
de aterros sanitarios, além da combustdo de combustiveis fésseis e do uso de
fertilizantes e pesticidas na agricultura. A concentragdo elevada de metais pesados
no solo pode afetar a produtividade, biodiversidade e sustentabilidade dos
ecossistemas, constituindo-se em risco para a saude dos seres humanos e animais
(Sun et al., 2001).

A forma na qual os metais pesados sdo encontrados no solo constitui fator
determinante para a remediacdo deste. Por esse motivo, as extragdes quimicas
simples e sequenciais sdo fundamentais para identificar as formas quimicas nas
quais esses elementos se encontram ou estido predominantemente associados. As
extracdes quimicas simples tém sido extensivamente utilizadas para medir os teores
de metais em solos, enquanto as extragdes seqlenciais sdo Uteis, para se inferir a
biodisponibilidade de metais pesados em diferentes fragdes do solo (Oliveira et al.,
1999).

As técnicas de recuperacdo de solos poluidos, como isolamento e retencgao,
separagao mecanica, tratamento quimico ou retirada do solo, tém demonstrado
serem eficazes em pequenas areas (Mulligan et al., 2001). No entanto, essas
técnicas ndo sao apenas caras, mas também causam perturbacdes no ecossistema,
nao sendo aceitas facilmente pela sociedade. A fitorremediacdo, o uso de plantas
para restabelecer locais poluidos, recentemente se tornou uma alternativa viavel em
comparagao as técnicas tradicionais (Chaney et al., 1997; Glass, 2000). Uma das
estratégias mais eficientes de fitorremediagéo € a fitoextragdo, que envolve o cultivo
de plantas tolerantes que concentram metais pesados do solo na parte aérea
(Kramer, 2005). O sucesso da fitoextracdo depende da habilidade das plantas em
acumular concentragcbes de metais pesados na parte aérea que sejam
suficientemente elevadas, para reduzir a concentracdo de metais em niveis

toleraveis no solo, em poucos cultivos.
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Em pesquisa sobre fitoextracdo, duas estratégias principais foram
identificadas. A primeira se refere ao uso de espécies hiperacumuladoras. Estas
plantas sdo naturalmente capazes de acumular metais pesados, principalmente Ni,
Zn, Cd, As ou Se, em seus tecidos da parte aérea, sem desenvolver quaisquer
sintomas de toxicidade (Baker & Brooks, 1989). No entanto, as desvantagens no uso
de hiperacumuladoras sdo as baixas producdées de biomassa e as baixas
habilidades em acumular diversos metais simultaneamente. A segunda estratégia
envolve uso de espécies de alta produgao de biomassa, que sao quimicamente
induzidas a aumentar a eficiéncia de remocao e translocacao de metais para a parte
aérea.

A adicdo de agentes quelantes sintéticos, como EDTA, DTPA e NTA, é
utilizada para aumentar a mobilidade e a biodisponibilidade de metais no solo e,
também, para elevar a concentracdo de metais pesados acumuladas na parte aérea
das plantas (Huang & Cunningham, 1996; Blaylock et al., 1997; Huang et al., 1997;
Ebbs & Kochian, 1998; Wu et al., 1999). No entanto, a principal desvantagem que
restringe 0 uso de quelantes sintéticos, especialmente EDTA, é a sua baixa
biodegrabilidade, resultando em alto risco ambiental (Meers et al.,, 2004) pela
manutencao de elevados teores de metais soluveis no solo, prontos para lixiviar, por
um longo periodo.

Uma alternativa para os quelatos sintéticos pode ser os agentes quelantes
naturais. Acidos humicos, por exemplo, foram eficientes na fitoextracdo de metais
pesados do solo (Evangelou et al., 2004). Acidos organicos de baixo peso molecular,
como os exudatos radiculares liberados pelas plantas no solo, influenciam a
solubilidade de metais e a sua absor¢cao mediante formag¢ao do complexo metalico e
tém sido amplamente estudados para fitoextragdo (Chen et al., 2003; Turgut et al.,
2004; Quartacci et al., 2005; Nascimento et al., 2006). Acidos organicos naturais
apresentam vantagem sobre os quelantes sintéticos, visto que sdo mais rapidamente
degradados no solo, evitando efeitos de contaminagéo de lengdis freaticos.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi o de comparar a performance de
acidos organicos naturais (acido galico, acido citrico e acido oxalico) com acidos
sintéticos (EDTA, DTPA e NTA) na fitoextragédo induzida dos metais Pb, Cu e Zn por

Milho (Zea mays) e Mucuna Preta (Stizolobium aterrimum).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta, caracterizagao e preparagao do solo

O solo utilizado no experimento, classificado como Argissolo Vermelho-
Amarelo distrofico, foi obtido da camada subsuperficial (30 a 60 cm), no Campus da
UFRPE. Amostras do solo (TFSA) foram utilizadas para a caracterizagado quimica e
fisica (Quadro 1), conforme EMBRAPA (1999).

Quadro 1. Caracteristicas quimicas e fisicas do solo utilizado no experimento

Caracteristicas Valor
pH (agua 1:2,5) 4,3
Al (cmol, dm™) 0,82
Ca (cmol.dm™) 0,55
Mg (cmol. dm™) 0,50
P (mg dm™) 12,00
K (cmols dm™) 0,05
Na (cmol, dm™) 0,14
H+Al (cmole dm™) 4,95
N (g kg ™) 0,5
C.O.(gkg™ 4,5
CIN 9,1
Fe (mg dm™) 99
Cu (mg dm™) <LD
Zn (mg dm™) 1,45
Mn (mg dm™) 1,48
Cd (mg dm™) <LD
Pb (mg dm™) <LD
Areia (g kg™) 566
Silte (g kg™) 48
Argila (g kg™) 386

<LD — abaixo do limite de detecg¢ao

O solo seco ao ar, destorroado e homogeneizado foi passado em peneira de
4 mm de abertura de malha. A acidez foi corrigida para pH na faixa de 6,5 — 7,0,
utilizando-se carbonato de calcio e magnésio (na propor¢ao molar de 3:1), em
quantidades previamente definidas em ensaio de incubacdo. Para simular a
contaminagcdo com metais pesados, foram acrescentadas em sacos plasticos,
contendo 1 kg de solo, solugbes preparadas com (PbCOs3),.Pb(OH),;, CuCO3.Cu
(OH), e ZnCO3, de modo a elevar a concentragao de metais no solo para 500, 200 e

300 mg kg'1 de Pb, Cu e Zn, respectivamente. Apds a adicdo das solucdes, as
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amostras de solo permaneceram incubadas durante 30 dias, com umidade mantida

em 80 % da capacidade de campo.

2.2. Conducao do experimento em casa de vegetagao

Apos o periodo de incubagdo, uma solugdo nutritiva foi aplicada para o
fornecimento de nutrientes as plantas: 250, 240, 150 e 100 mg kg” de N, P, K e S,
respectivamente, a partir de NH;SO,, NH4sH,PO4, e KNOg3; e os micronutrientes Fe
(FeS0O4.7H20), Mn (MnCl,.4H,0), B (H3BO3) e Mo (Na;Mo0O4.2H,0) foram aplicados
em concentracdes de 2, 4, 1 e 0,2 mg kg™, respectivamente (Nascimento et al.,
2006). As amostras foram transferidas para vasos com capacidade de 1 kg nos
quais foram semeados milho (Zea mays) e mucuna preta (Stizolobium aterrimum),
deixando-se, apos o desbaste, duas plantas por vaso que foram cultivadas por 35
dias. Durante o ensaio, as amostras foram mantidas com 80% da capacidade de
retencdo de agua, mediante pesagem e irrigacédo diarias para complementacéo da
agua perdida por evapotranspiragdo. No 28° dia de cultivo foram aplicados seis

diferentes agentes quelantes numa concentragado de 10 mmol kg'1.

2.3. Solubilidade dos metais no solo

A avaliacdo dos efeitos dos quelantes na solubilizagdo dos metais foi
realizada a partir de duas coletas da solugéo obtida por amostrador de solugao do
solo (Rhizon®, SMS: Eijkelkamp, The Netherlands), colocado no centro de cada pote
(Figura 1). As amostras da solugao foram obtidas por pressao de succéo, utilizando
seringas no 1° e no 7° dia, apds aplicagao dos acidos.

Figura 1. Coletor da solugdo do solo.
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2.4. Coleta das plantas e analise dos metais pesados Pb, Cu e Zn

ApoOs a ultima coleta da solugao, foram coletadas as raizes e a parte aérea
das plantas. As raizes foram lavadas abundantemente, em agua de torneira e
depois, passadas em agua destilada. Em seguida, juntamente com a parte aérea,
foram secas em estufa com circulagcéo forgada de ar a 70° C até atingir o peso
constante. Foram obtidas as massas da matéria seca da parte aérea e da raiz, as
quais, em seguida, foram trituradas em moinho tipo Wiley e submetidas a digestédo
nitro-perclorica (EMBRAPA, 1999) para quantificagdo de metais pesados.

De posse da matéria seca da parte aérea e da raiz e da concentragao dos
metais pesados, foi estimado ainda, o conteudo desses elementos nas diferentes
partes dos vegetais, assim como a remogao desses elementos da seguinte maneira:

Remocgéao = PA x MS

PA = Concentragcao na parte aérea

MS = Produgao de matéria seca

2.5. Extragao dos metais pesados Pb, Cu e Zn do solo

As amostras do solo foram secas, homogeneizadas e passadas em peneira
de 2 mm de abertura de malha. Subamostras do solo foram coletadas para
determinacgao dos teores disponiveis dos metais (Pb, Cu e Zn) por cloreto de calcio.
Este extrator foi escolhido devido a sua capacidade para extrair metais, apenas, da
fase prontamente disponivel.

Para essa extragdo, foi utilizada uma solucdo, contendo 10 mmol L', na
relacdo 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, e o sobrenadante filtrado (Novozamsky et al., 1993).

2.6. Fracionamento de metais no solo

A extracdo sequencial foi baseada no método de Shuman (1985), com
excecgao da fragdo 6xido de ferro amorfo que foi obtida através do método de Chao e
Zhou (1983). Esse fracionamento separa os metais nas fra¢des trocavel, ligados a
matéria organica, oxido de ferro amorfo e 6xido de ferro cristalino, como descrito

abaixo:
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Fragdo Trocavel (Tr) — Cinco gramas de TFSA e 20 mL de Mg(NO3), 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 agitagado por 3 min, sendo
centrifugada e filtrada. Os dois sobrenadantes foram combinados para analise.
Fragdo 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
relacdo 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 adicdo 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 NaCIlO das extracbes 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 extracido anterior.

Fracido Oxido de Ferro Cristalino (OxFeC) — Trinta mililitros de (NH4)2C204 0,2 mol
L™ + H,C,04 0,2 mol L™ + &cido 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 centrifugacéao e a filtragem.

2.5. Delineamento experimental e analises estatisticas

O ensaio foi montado em um delineamento blocos casualizados em esquema
fatorial, utilizando-se seis agentes quelantes, sendo trés acidos organicos (acido
galico, acido citrico e acido oxalico) e trés agentes sintéticos (acido
etilenodiaminotetraacético, EDTA; acido dietilenotriaminopentaacético, DTPA e acido
nitrilotriacético, NTA), um controle (solo contaminado sem a adicdo de acido) e uma
testemunha (vaso com solo ndo contaminado e sem a adigdo de acido), em duas
espécies vegetais, com 3 repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e teste de média (Scott Knott a 5%), utilizando o software SAEG

(Sistema de Analise Estatistica e Genética) da Universidade Federal de Vigosa.

15



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Produgao de matéria seca

A adicdo de metais pesados ao solo e as aplicagbes dos agentes quelantes
tiveram forte influéncia sobre a producdo de matéria seca de parte aérea e de raiz
das duas espécies (Quadro 2). A produgdo de matéria seca foi significativamente
menor no tratamento controle (sem adicdo de acido) comparativamente aquela
obtida no solo ndo contaminado. A fitotoxicidade dos metais provocou redugcao de 92
e 85 % no desenvolvimento radicular, e de 96 e 81 % na parte aérea das plantas de

milho e mucuna, respectivamente.

Quadro 2. Matéria seca da raiz e parte aérea (g pote™’) em milho e mucuna preta
submetidas a aplicagdo de acidos organicos (10 mmol kg™') em solo contaminado
com Pb, Cue Zn

Matéria Seca Testemunha Controle Galico Citrico Oxalico EDTA DTPA NTA

Milho
Parte Aérea 8,38a 0,31b 0,41b 0,30b 0,30b 0,34b 0,32b 0,36b
Raiz 3,56a 0,28b 0,33b 0,29b 0,26b 0,23b 0,31b 0,24b

Mucuna Preta
Parte Aérea 8,73a 1,63b 1,71b 1,76b 1,38c 1,59b 1,40c 1,23d
Raiz 3,51a 0,51d 0,68b 0,74b 0,59c 0,57c¢ 0,63c 0,42d

Médias seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott, P<0,05).

Entre os acidos organicos, o acido oxalico foi quem mais induziu a toxicidade,
reduzindo significativamente a produgcdo de matéria seca da parte aérea da mucuna
preta de 19 e 22 % em relagdo ao acido galico e o acido citrico. Para os quelantes
sintéticos, o DTPA e o NTA reduziram a biomassa da parte aérea em 12 e 22%
quando comparado com o EDTA. De modo geral, a menor produgao de matéria seca
da parte aérea foi encontrado no tratamento com NTA. Este resultado discorda de
Wenger et al. (2003), que propés a utilizagdo do NTA na fitoextragdo induzida devido
a baixa fitotoxicidade do quelante.

Para o milho, os acidos naturais e sintéticos, ndo apresentaram diferenca
significativa na producdo de matéria seca da parte aérea e da raiz quando
comparadas com o controle. A reducdo da quantidade de matéria seca de raiz e
parte aérea na mucuna foi menor do que no milho, principalmente nos tratamentos
em solos contaminados (Quadro 2). Entre os acidos orgéanicos, o oxalico apresentou

reducéo de 15 % na producao de biomassa da parte aérea da mucuna em relagao
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ao controle, devido ao efeito de toxicidade do acido. Com a aplicagao do EDTA, as
producdes de matéria seca da raiz e parte aérea nao apresentaram redugao quando
comparadas com o controle, porém o DTPA e o NTA apresentaram redugdes de 14

e 24 %, respectivamente, para a matéria seca da parte aérea.

Figura 2. Plantas de milho e mucuna; A - testemunha (sem aplicagdo de metais ou
acidos) e B - controle (contaminado com metais sem adigao de acidos). Foto obtida
no 28° dia de cultivo.
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Sintomas de toxicidade, como clorose e necrose, foram observados durante o
crescimento das plantulas em todos os tratamentos com o solo contaminado, mesmo

antes da aplicagéo dos quelantes (Figura 2).

3.2 Efeitos dos quelantes na solubilizagao dos metais no solo

Os quelantes sintéticos (EDTA, DTPA e NTA) foram muito mais eficientes no
aumento da concentragdo de Pb, Cu e Zn na solugdo do solo que os acidos
organicos (Figura 3). O EDTA foi o quelante que solubilizou maior quantidade de
metais para a solugcdo do solo. A aplicagao de EDTA tem se mostrado altamente
eficiente em aumentar as concentracées de metais pesados na solugao (Blaylock et
al., 1997; Barona et al., 2001; Chen & Cutright, 2001; Lai & Chen, 2004; Nascimento
et al., 2006), no entanto, apresenta alta persisténcia no ambiente devido a baixa
biodegradabilidade (Bucheli-Witschel & Egli, 2001; Greman et al., 2003).

Chumbo 1° dia Cobre 1° dia
~ m 7°dia m 7° dia
"_I 50 - a =
= -

E >
P E
% b bB S
(3]
g
g c B
£ g
] .
3 I d £
© GA Cl OX EDTA DTPA NTA CC 8 GA Cl OX EDTA DTPA NTA CONT
Quelante (10 mmol kg™) Quelante (10 mmol kg™)
Zinco 1° dia
m 7° dia

200 -
150 -

100 -

50 - I I
O,J I l I

Cl OX EDTA DTPA NTA CONT

Concentragdo Zn (mg L )

Quelante (10 mmol kg™)

Figura 3. Concentragdo de Pb, Cu e Zn na solugédo do solo coletado no 1° e 7° dia
apos as aplicagdes dos quelantes. GA, acido galico; CI, acido citrico; OX, acido
oxalico; CONT, controle. As letras minusculas comparam os tratamentos no 1° dia e
as maiusculas comparam os tratamentos no 7° dia. Letras iguais nado diferem
estatisticamente (Teste Scott-Knott, P<0,05).
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A concentragao de Pb na solugdo aumentou significativamente apds a adigao
de EDTA, 92% e 94 % no 1° e 7° dia, respectivamente, apos a aplicagao do acido ao
solo em relagdo ao controle. Em média, o EDTA provocou um aumento de 97% e
64% de Cu e Zn na solugao do solo.

O EDTA pode permanecer na solugao solo por um periodo longo. Lombi et al.
(2001) demonstraram que o quelante pode ser encontrado na solugéo do solo cinco
meses depois de sua aplicagdo. Nossos dados mostram reducéo na solugao entre o
1° e 0 7° dia apo6s a adicao do EDTA de 32, 11 e 58% para o Pb, Cu e Zn,
respectivamente. Mesmo assim, isso significa concentragdo na solugéo do solo tao
elevadas quanto 30, 36 e 63 mg L T de Pb, Cu e Zn, respectivamente.

O DTPA também apresentou eficiéncia no aumento da concentragao de Pb,
Cu e Zn na solucao do solo. No entanto, a redu¢ao na solucédo do Pb, Cu e Zn entre
o 1° e o 7° dia apds sua aplicacao foi de 53, 18 e 30%, respectivamente. Este
resultado indica que o DTPA apresenta maior degrabilidade no solo quando
comparado com o EDTA.

O NTA foi também eficiente na solubilizacdo de Pb, Cu e Zn, e nao
apresentou redugao significativa na concentragdo de Pb e Cu na solugao do solo
entre o0 1° e o 7° dia apdés a adicdo do quelante. Este quelante aumentou as
concentracdes de Pb, Cu e Zn em 9, 18 e 2 vezes, respectivamente, em relagdo ao
controle.

A aplicacdo do acido citrico apresentou um aumento de 75, 92 e 52% das
concentragdes de Pb, Cu e Zn para a solugao do solo quando comparado com o
controle. Embora tenha reduzido significativamente em 87, 96 e 53 % as
concentracdes de Pb, Cu e Zn, respectivamente, entre as coletas da solugdo. Os
outros acidos naturais, como o galico, apresentaram reducgao de 52, 33 e 33% para
Pb, Cu e Zn; e o oxalico, 71, 80 e 40% para Pb, Cu e Zn, respectivamente.

Chen et al. (2003), relataram que o efeito de acido citrico na adsorgéo de
metais € provavelmente devido a variacdo do pH e a quantidade de complexos
formados. Em seu experimento, a adigao do acido citrico reduziu a adsorcédo de Pb e
Cu pelo solo, mediante a diminuicdo do pH. Além do mais, o acido citrico pode
reduzir a toxicidade dos metais e estimular o transporte da raiz para a parte aérea.

Segundo Strom et al. (2001), apds 24 horas aproximadamente um tergco do
acido citrico foi mineralizado no solo. No entanto, o acido oxalico provou ser mais

persistente a biodegradacéao, pois somente 7% foi degradado apds 24 horas (Strém
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et al., 2001). Embora nao haja dados disponiveis, o acido galico parece ter menor
degrabilidade devido ao seu caracter aromatico, mais resistente a decomposicgao.

Este resultado é de grande importancia, devido o &acido citrico ter
demonstrado alta habilidade em mobilizar metais no solo (Figura 3). No entanto,
estudos posteriores devem focar em estratégias visando diminuir a rapida
biodegradagao desse acido a taxas adequadas para fitoextracao.

O acido oxalico, com excegao para o Pb, mobilizou mais metais no primeiro
dia apds sua aplicagdo, quando comparado com o controle. O acido galico n&o
apresentou efeito significativo no aumento das concentragdes dos metais na
solugao, provavelmente devido a sua baixa solubilidade.

Os acidos organicos de baixo peso molecular podem ser rapidamente
mineralizados pelos microrganismos, enquanto os acidos sintéticos sao dificiimente
degradados (Hinck et al., 1997; Satroutdinov et al., 2000). Por este motivo, ocorreu
rapida degradacado dos acidos naturais quando comparadas as concentragdes dos
metais na solugdo no 1° e 7° dia apds a aplicacdo desses quelantes. Por isso, faz-se
necessario continuar pesquisando formas de aplicagdes, concentragcdes e outros
quelantes naturais visando encontrar uma alternativa eficiente e ambientalmente

segura aos agentes quelantes sintéticos.

3.3 Efeitos dos quelantes na fitoextragao de metais pelo Milho e Mucuna Preta

No milho, com exce¢ao do acido galico para o Cu e do acido oxalico para o
Zn, a adicao dos quelantes no solo aumentou significativamente a concentracédo de
Pb, Cu e Zn na parte aérea quando comparado com o controle, principalmente para
os quelantes sintéticos (Quadro 3).

Ao contrario do observado no milho, para mucuna preta os quelantes nao
aumentaram a concentragcdo de Zn na parte aérea. No entanto, para Pb e Cu
apenas os acidos sintéticos apresentaram aumento significativo na concentragéo
desses metais na parte aérea (Quadro 4).

De modo geral, entre os quelantes aplicados ao solo, o EDTA mostrou-se
mais eficiente para a fitoextragdo de Pb, Cu e Zn para as duas espécies testadas. As
concentragbes na parte aérea do milho, em tratamentos com aplicagdo de EDTA,
aumentaram aproximadamente 25, 10 e 1,3 vezes as concentrag¢des de Pb, Cu e Zn
respectivamente; e na mucuna 11 e 16 vezes, respectivamente, as concentracdes

de Pb e Cu.
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Quadro 3. Concentragdo de metal (ug kg™') na parte aérea e raiz, e razdo entre parte
aérea e raiz, no Milho em solo aplicado 10 mmol kg™' de quelantes

Controle Galico Citrico Oxalico EDTA DTPA NTA
Chumbo
Parte aérea
83,9f 174 ,4e 307,0d 357,4d 2115,9a 901,74c  1057,3b
Raiz

721,9e 2108,8c 1262,1d  2035,6¢ 4959, 3a 2704,0b 1958,4c
Parte aérea / raiz

0,1e 0,1e 0,2d 0,2d 0,4b 0,3c 0,5a
Cobre
Parte aérea
310,2e 375,6e 1725,7b 657,6d 2974,9a 1284,5¢c 3218,9a
Raiz

2256,8d 3740,0c  2699,6d 3238,2¢c 9610,6a 3983,8c  4826,2b
Parte aérea / raiz

0,1c 0,1c 0,6a 0,2c 0,3b 0,3b 0,7a
Zinco
Parte aérea
18074,4c 24110,6b 33910,1a 17684,0c 22021,2b 20477,9b 21747,7b
Raiz

23490,0b 27795,2a 22443,4b 21113,9b 22748,5b 19142,6c 13732,5d
Parte aérea / raiz
0,8b 0,9b 1,5a 0,8b 1,0b 1,1b 1,6a

Médias seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott, P<0,05).

Lasat (2000) cita que a adicdo de 10 mmol kg' de EDTA em solo
contaminado, aumentou para 1,6% a acumulagao de Pb na parte aérea de milho. E
que B. 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 adicdo de 3 mmol kg™ de
EDTA aumentou as concentragcdes de Cu e Pb na parte aérea de B. juncea.

Na maioria dos casos, o tratamento com EDTA foi superior em termos de
solubilidade do Pb do solo para absorgao pela raiz e translocagdo para biomassa
aérea devido provavelmente a sua forte afinidade quimica (log Ks=17,88) com o
elemento (Luo et al., 2005), embora o DTPA apresente uma constante de
estabilidade (log Ks=18,7) superior ao do EDTA (Martell and Smith, 1974). Mas,
segundo Nascimento et al. (2006), a eficiéncia do DTPA em solubilizar Pb pode ser
reduzida devido a competicdo desse elemento com outros metais pela ligacdo ao
quelante.

O NTA aumentou 13, 10 e 1,2 vezes a concentracdo de Pb, Cu e Zn na parte
aérea do milho. No entanto para mucuna, o quelante aumentou de 3 e 10 vezes a

concentracdo de Pb e Cu na parte aérea, ndo apresentando alteracdo na
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concentracao do Zn. Kulli et al. (1999) observaram que as concentragcdes de Cd, Cu
e Zn na parte aérea da alface e do centeio apds a adicao do NTA foram de 4 a 24

vezes maiores que nas plantas sem tratamento.

Quadro 4. Concentracdo de metal (ug g') na parte aérea e raiz, e razéo entre parte
aerea e raiz, na Mucuna Preta em solo aplicado 10 mmol kg ~'de quelantes

Controle Galico Citrico Oxalico EDTA DTPA NTA
Chumbo
Parte aérea
37,8¢c 39,8¢c 38,5¢c 46,5¢ 415,4a 160,0b 100,7b
Raiz

4566,9¢c 4574 4c 2318,3e 2336,3e 5047,7b 5971,3a 4123,4d
Parte aérea / raiz

0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,1a 0,0b 0,0b
Cobre
Parte aérea
47,8c 75,1c 235,8¢c 72,8c 762,1a 1029,6a 464,5b
Raiz

18427,3a 13388,6b 13253,9b 11306,5¢ 8190,4d 7901,3d 103256,7c
Parte aérea / raiz

0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,1a 0,1a 0,0b
Zinco
Parte aérea

11486,0a 9662,3a 8565,1a 7321,8a 11626,5a 11468,3a 9417,5a
Raiz

20540,1b 25233,3a 20346,4b 20346,4b 14608,8c 13855,2c 13906,3c
Parte aérea com raiz
0,5b 0,4b 0,4b 0,4b 0,8a 0,8a 0,7a
Médias seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott, P<0,05).

Para milho (Quadro 3), o NTA, DTPA e o acido citrico mostraram-se eficientes
na translocacdo do Zn devido apresentarem a razdo parte aérea/raiz superior a
unidade. Porém, para os outros metais, a razdo parte aérea/raiz foi inferior a um
para todos os tratamentos.

Para os elementos Pb, Cu e Zn, nenhum dos quelantes aplicado neste
trabalho apresentou a razédo parte aérea com raiz superior a um para mucuna
(Quadro 4), apesar de diversos estudos demonstrarem que os acidos sintéticos,
principalmente o EDTA, apresentam alta eficiéncia de translocagcdo dos metais para
a parte aérea. Isso se deve a baixa produgao de raizes (Quadro 2), o que diminui a
absorgao dos metais.

O sucesso da remogao de metais em solos contaminados deve ser visto como

uma combinagao de concentracdes de metais suficientemente altos na parte aérea e
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alta producado 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 remocéao liquida dos metais.

Apesar do milho apresentar eficiéncia em concentrar metais pesados na parte
aérea, os resultados mostram que a mais alta producdo de biomassa da mucuna
compensou a baixa concentracdo de Zn na parte aérea desta espécie, resultando

em maior remocé&o deste metal do solo comparativamente ao milho (Figura 4).

Chumbo milho
Cobre '
H mucuna milho
< 800 - a _ .
2 700 A < 1500 4 W mucuna
& 600 | 2
o 600 - S
=
<= 500 - >
o 400 - c -
5 (8)
° 300 - B S
3 200 c 3
\= T o
2 100 | dD dD dD D T
S f:
3 o0 £
GA Cl OX EDTA DTPA NTA CONT (&) GA Cl  OX EDTA DTPA NTA CONT
Quelante (10mmol kg™) Quelante (10 mmol kg™)
Zinco milho

B mucuna

")

Conteudo de Zn (pg pote

GA Cl  OX EDTA DTPA NTA CONT

Quelante (10 mmol kg™)

Figura 4. Remocgao de Pb, Cu e £n pela parte aérea do milho e da mucuna preta
(g pote) em solo tratado com 10mmol kg”' de quelantes. As letras minusculas
comparam os tratamentos no milho e as maiusculas, os tratamentos na mucuna
preta. Letras iguais ndo diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott, P<0,05).

A remocgao de Pb e Cu no solo apds a aplicacdo do EDTA, DTPA e NTA foi
eficiente para ambas as plantas. No entanto, para o elemento Zn nenhum dos
quelantes apresentou indugdo significativa para remogédo deste metal do solo

quando comparado com o controle. Isto se deve, possivelmente, a mais alta
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disponibilidade no solo e maior translocagao na planta deste metal em relagdo a Pb
e Cu.

Os acidos organicos nao apresentaram resultado significativo para a remogao
do Pb e Cu do solo pelas plantas (Figura 5). Apenas o acido citrico foi eficiente na
remocdo do Cu do solo quando comparado com o controle, corroborando os
resultados encontrados por Nascimento et al. (2006) e a potencialidade deste

quelante para futuros estudos sobre fitoextracdo de cobre.

3.4 Efeitos dos quelantes na disponibilidade e nas fragoes do solo

Os teores de Pb, Cu e Zn disponiveis extraidos por CaCl, aumentaram com a
aplicacao dos acidos sintéticos no solo (Quadro 5). Esse resultado nédo foi verificado
para os acidos organicos provavelmente porque os metais inicialmente soluveis
sofreram re-precipitacdo e/ou re-adsorgao pelo solo devido a rapida biodegradagéao
de tais compostos devido ao longo periodo entre o final do experimento até a
obtencdo da amostra para a realizagao da extracdo. Como observado em outros
trabalhos (Blaylock et al. 1997; Wu et al. 1999), apenas agentes quelantes sintéticos
solubilizaram Pb em quantidade suficiente para ser acessado pelo cloreto de calcio
(Quadro 5).

Quadro 5. Teores de metais extraido por CaCl, em solo contaminado apés aplicagao
de 10 mmol kg' de agentes quelantes organicos (galico, citrico e oxalico) e
sintéticos ( EDTA, DTPA e NTA)

Metal Controle Galico Citrico  Oxalico EDTA DTPA NTA

mg dm™
Pb 0,0d 0,0d 0,0d 0,0d 24.8a 7,3b 5,5¢
Cu 3,5b 1,7b 1,5b 3,7b 54,2 a 57,4a 55,5a
Zn 74,1c 79,5¢ 72,5¢ 58,0d 8551b 106,5a 87,2b

Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott com
P<0,05).

A alta e significativa correlacéo entre os teores de metais extraidos por CaCl,
e a solucao do solo para as duas coletas indica que o extrator é eficiente em simular
as concentracbes de metais que estdo disponiveis para serem absorvidos pela
planta (Quadro 6), corroborando Pueyo et al. (2004), que utilizaram trés diferentes
extratores (CaCl,, NaNO3, NH4sNO3) para determinar a mobilidade dos metais tragos

(Cd, Pb, Cu e Zn) no solo contaminado, dos quais, o CaCl, foi 0 método mais
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apropriado para avaliar a biodisponibilidade destes metais. Além disso, este
resultado indica que a solugdo de CaCl, pode ser Uutil, alternativamente aos
amostradores de solugdo de custo elevado como o utilizado neste trabalho, para
estimativa da concentragdo de metais na solugao do solo.

Quadro 6. Correlagdes de Pearson entre o disponivel e as fragdes
do solo (mg dm™) com a solugado do solo (mg L") coletada no 1° e
7° dia apds a aplicagao de quelantes ao solo

CaCl, Tr MO OxFeA  OxFeC
Chumbo
CaCl, - 0,42* 0,44* NS NS
Sol. do 1°dia  0,87** 0,55** NS NS NS
Sol. do 7°dia  0,86** 0,67** NS NS NS
Cobre

CaCl - 0,95* -0,99"* -0,82* -0,89**
Sol. do 1°dia  0,85** 0,74 -0,86*™ -0,79* -0,75"
Sol. do 7°dia  0,90** 0,80 -0,88** -0,75* -0,78*

Zinco
CaCl, - -0,70** -0,84*™ -0,67* -0,83*
Sol. do 1°dia  0,47* -0,42* - 0,40* NS NS

Sol. do 7°dia__ 0,77** -0,70"" -0,80* -0,64"™ -0,58"

Trocavel (Tr), matéria organica (MO), 6xido de ferro amorfo (OxFeA) e 6xido de
ferro cristalino (OxFeC). P < 0,05; ** P < 0,01; NS — nao significativo

Houve aumento significativo nos teores de Pb e Cu na fragao trocavel apenas
com a adi¢cao de agentes quelantes sintéticos (EDTA, DTPA e NTA) (Quadro 7). No
entanto, para o Zn trocavel apenas o DTPA apresentou decréscimo significativo
quando comparado com o controle. Este resultado indica que apenas os quelantes
sintéticos sdo capazes de solubilizar altos teores de metais pouco soluveis, tais
como Pb e Cu, por periodo de tempo suficiente para a absorgéo vegetal.

Deve-se ressaltar, no entanto, que o fracionamento das amostras de solo foi
efetuado apds o final do experimento (15 dias apds aplicagdo dos quelantes).
Portanto, o efeito dos acidos organicos naturais sobre a solubilidade havia
desaparecido, como visto na Figura 3. Isto sugere a necessidade de mais estudos
sobre a cinética de solubilizagdo e adsorcdo de metais em solos tratados com esses

acidos.
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Quadro 7. Concentragdo de metal nas fragdes do solo (mg dm™): trocavel (Tr),
matéria organica (MO), 6xido de ferro amorfo (OxFeA) e Oxido de ferro cristalino
(OxFeC) com 10 mmol kg ~" de quelantes

Fracdo Controle Galico Citrico Oxalico EDTA DTPA NTA

Chumbo
Tr 7,3c 9,7c 8,4c 5,9¢c 12,3b 16,1a 16,5a
MO 68,2¢c 79,2¢ 126,9b 182,0a 185,7a 106,7b 53,5¢

OxFeA 8,6a 12,7a 3,9a 7,5a 13,2a 3,8a 3,3a

OxFeC 4,4b 6,3a 3,8b 5,6a 6,4a 4,0b 4,2b
Cobre

Tr 10,0c 6,9¢e 7,0e 8,0d 14,0b 16,8a 14,6b

MO 79,6¢ 91,4a 80,3c 84,9b 19,2d 15,9d 14,6d

OxFeA 5,8a 2,7c 3,1c 5,2b 1,2d 1,2d 0,9d

OxFeC 4.4b 3,3d 4,0c 5,4a 2,0e 1,6f 1,6f
Zinco
Tr 53,8c 86,3a 79,4b 78,8b 53,2¢c 39,8d 48,0c
MO 72,1b 98,2a 94.,4a 97,7a 64,0c 26,0e 40,5d
OxFeA 1,1a 1,2a 1,4a 1,4a 0,8b 0,4b 0,3b

OxFeC 1,4b 1,2b 1,3b 1,7a 1,3b 1,0c 1,3b
Os valores com letras iguais, na linha, nao diferem estatisticamente de acordo com Teste Scott-Knott
com P<0,05

O aumento do Pb trocavel apdés a adicdo dos quelantes sintéticos foi
provavelmente causado pela transferéncia desses metais da fracao residual apds a
adicdo do EDTA (Sun et al., 2001), e no caso do Cu, além da fragdo residual, as
fracbes de oOxido de ferro amorfo e cristalino sofreram a agao do quelante que
translocaram Cu para a fracéo trocavel. E conhecido que o Pb forma ligacdes mais
estaveis e o Cu, em geral, apresenta baixa solubilidade e apresenta uma alta
afinidade pelos coléides do solo (Alloway, 1990).

A fracao trocavel apresentou altas correlagdes significativas positivas com o
CaCl; e as solugdes do solo para o Cu e baixas correlagdes para Pb (Quadro 6). No
entanto, apresentou correlagdes negativas para o Zn.

A matéria organica foi a principal responsavel pela retengdo de Pb, Cu e Zn
no solo. Os teores de Pb (exceto no tratamento com galico), Cu (exceto no
tratamento com citrico) e de Zn ligados a fragdo matéria organica foram
significativamente aumentados mediante a adicdo dos acidos organicos (Quadro 7).
Isto possivelmente se deve a esses acidos terem se unido as substancias humicas
em limitar as reagdes de precipitagao de Cu e Zn no solo.

Foram observadas altas correlagdes inversas entre os teores de Cu e Zn

ligados a matéria organica e a concentragdo desses elementos na solu¢ado (Quadro
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6). Isso sugere que Cu e Zn ligados a esta fragao nao estdo pronta e imediatamente
em equilibrio com a solug¢ao do solo. Ou seja, a matéria organica apresenta diversos
grupos com diferentes labilidades em relagdo a esses metais.

As fragcdes Oxido de ferro amorfo e cristalino apresentaram os menores
valores de retencdo de Cu e Zn (Quadro 7). Os &acidos organicos e os acidos
sintéticos reduziram a concentragao de Cu ligado a fracdo 6xido de ferro amorfo.
Apenas os acidos sintéticos (EDTA, DTPA e NTA) reduziram o teor de Zn. Porém,
para o Pb nenhum dos quelantes apresentou eficiéncia significativa. Este resultado
demonstra que os quelantes retiraram Cu ligado a fragao 6xido de ferro amorfo.

Para a fragcdo 6xido de ferro cristalino, com exceg¢dao do acido oxalico, os
acidos adicionados ao solo apresentaram significativa redugao dos teores de Cu. No
entanto, os teores de Pb (exceto acido oxalico, acido galico e EDTA) e de Zn (exceto
acido oxalico) ndo apresentaram redugao quando comparado com o controle.

Nao houve correlagcao significativa entre o extrator pelo CaCl, e as solugdes
do solo com o teor de Pb da fragdo 6xido de ferro amorfo e cristalino (Quadro 6). Por
outro lado, os teores de Cu e Zn apresentaram correlagcdes inversas, corroborando
que o extrator € muito fraco para extrair os metais dessas fragoes.

O resultado do fracionamento deste trabalho n&do coincide com a hipotese de
Elliott & Shastri (1999) de que a adicdo de EDTA remove apenas metais pesados
das fragbes mais labeis do solo (trocavel, matéria orgadnica e associadas a
carbonato) e sao ineficientes na remogcdo de metais das fragdes mais estaveis
(6xidos de Fe/Mn e residual).

Agentes quelantes, como EDTA e DTPA, também s&o utilizados como
extratores para determinagdo de teores disponiveis de metais pesados e agem no
deslocamento dos ions metalicos dos sitios de troca do solo mediante a formacao de
complexos soluveis que reduzem a atividade dos ions em solugdo. Em resposta a
essa diminuicdo de atividade, os ions s&o dissolvidos de fases sdélidas para manter
ou repor a atividade em solugdo (Norvell, 1991). A utilizagdo do EDTA como
quelante favorece o aumento da concentracdo de metais na solu¢cao do solo devido
a alta capacidade do quelante em formar complexos com metais labeis e a extracao

de formas nao disponiveis dos metais inclusive pela dissolugao de 6xidos de ferro.
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4. CONCLUSOES

O EDTA, DTPA e NTA foram eficientes na solubilizacdo dos metais pesados
no solo.

Entre os acidos organicos, apenas o acido citrico demonstrou eficiéncia na
solubilidade dos metais nas primeiras vinte quatro horas ap6s a sua aplicagao.

Devido a baixa producido de biomassa nas espécies estudada oriunda da alta
concentracdo de Pb, Cu e Zn no solo, nenhum quelante foi eficiente na fitoextracao
induzida de metais pesados no solo.

O CaCl, utilizado como extrator apresentou elevada correlagédo com a solugao
do solo para as duas coletas, estimando de forma significativa os teores labeis dos
metais estudados.

As concentracdes dos metais apresentaram uma variacdo entre as fracdes,
sendo associado na seguinte ordem o Pb: MO > OxFeA > Tr > OxFeC; o Cu: MO >
Tr > OxFeC > OxFeA; e 0 Zn: MO > Tr > OxFeC > OxFeA.

De modo geral, a adicdo dos quelantes sintéticos provocou aumento nos
teores trocaveis para o Pb e o Cu; e reducéo nas fragbes oxidos de ferro amorfo e

cristalino para Cu e Zn.
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Capitulo 1l SOLUBILIZAGAO E ACUMULO DE METAIS PESADOS POR
MUCUNA PRETA (Stizolobium aterrimum) EM SOLO TRATADO
COM ACIDOS ORGANICOS

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
fitoextragdo por serem rapidamente degradados no solo, evitando risco de poluigédo
secundaria. O objetivo do trabalho foi comparar a eficiéncia potencial de aplicagdes
sucessivas de dois acidos naturais biodegradaveis, o acido citrico e o acido galico,
na disponibilidade, absorcdo e acumulagcédo de Cd, Pb, Cu e Zn por mucuna preta
(Stizolobium aterrimum). O solo foi contaminado com Cd, Pb, Cu e Zn nas doses 20,
150, 100 e 150 mg kg'1, respectivamente, e cultivados por 35 dias. Os acidos foram
aplicados de trés formas: uma aplicacdo de 5 mmol kg™ no 28° dia de cultivo da
mucuna; duas aplicacdes de 5 mmol kg™ no 28° e 31° dia; e trés aplicacdes de 5
mmol kg™ no 28°, 31° e 34° dia de cultivo. As amostras de solo foram submetidas &
extragdo quimica e fracionamento. O acido citrico foi eficiente na solubilizagdo dos
metais pesados, principalmente no tratamento com trés aplicacbes sucessivas. O
acido galico apresentou baixa mobilizagdo de metais pesados no solo. Em
decorréncia da baixa produgédo de biomassa da mucuna preta, os acidos organicos
nao foram eficientes na fitoextragcdo induzida de metais pesados. Os metais, exceto
o Pb, foram retidos principalmente nas fragdes trocavel e matéria organica. De modo
geral, a adigdo dos acidos organicos provocou aumento na fragao trocavel e redugao
na fragcdo matéria organica para Cd, Cu e Zn e na fragdo 6xidos de ferro amorfo e

cristalino para todos os metais.
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SUMMARY

SOLUBILITY AND ACCUMULATION OF HEAVY METALS BY VELVETBEAN
(Stizolobium aterrimum) IN A SOIL TREATED WITH ORGANIC ACIDS

Phytoextraction, the use of plants to extract contaminants from soil, is a
promising approach to clean up heavy metal polluted soils. As an alternative to
synthetic chelates, natural organic acids have been proposed for phytoextraction due
to high biodegrability. The work was carried out to compare the effectiveness of
successive applications of citric and gallic acids on the availability, uptake and
accumulation of Cd, Pb, Cu, and Zn by velvetbean (Stizolobium aterrimum). Soil
samples were applied to 20, 150, 100, and 150 mg kg'1 of Cd, Pb, Cu, and Zn,
respectively, and cultivated for 35 days. The organic acids were added in three ways:
5 mmol kg™ in the 28" cultivation day; two doses of 5 mmol kg™’ at the 28™ and 31°
day; and three applications at the same rate in the 28", 31%, and 34™ day of
velvetbean cultivation. Soil samples were sequentially fractioned and extracted with
CaCl,. Citric acid was effective in solubilizing the heavy metals, notably for the three-
application treatment. Gallic acid was not able to significantly solubilize metals from
soil. Due to the low biomass production, organic acids were not capable to hasten
phytoextraction of metals. Except for Pb, the metals were mainly retained in the
exchangeable and organic matter fractions. In general the organic acids application
increased the concentration of Cd, Cu, and Zn in the exchangeable fraction; on the
other hand, such application reduced the concentration of theses metals in the

organic matter and iron oxides fractions.
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1. INTRODUGAO

A poluigdo ambiental por metais pesados é resultado principalmente de fontes
antropogénicas como mineragao, atividades industrias, aplicagdo de fertilizantes e
pesticidas, uso de lodo de esgoto na agricultura e presenca de metais pesados em
tintas e outros materiais.

O excesso de metais em solos contaminados pode resultar na degradagéo da
qualidade do solo, reducdo dos rendimentos das colheitas e baixa qualidade dos
produtos agricolas (McGrath, 1998; Yang, et al., 2002). Para melhor avaliar os
efeitos dos metais no solo, é fundamental o conhecimento da forma quimica em que
se encontram, sendo avaliada por meio de extracbes quimicas simples, que
determinam teores potencialmente disponiveis dos metais no solo, e por extracbdes
sequenciadas, que quantificam a concentracido de metais em diferentes fragdes do
solo.

Diversos procedimentos tém sido propostos para reduzir a concentracdo de
metais no solo. As tecnologias convencionais de descontaminagdo s&o algumas
vezes muito caras para serem usadas na recuperacao de areas contaminadas. Além
disso, sdo frequentemente prejudiciais para as propriedades do solo. Entre as
técnicas de remediagdo, a fitorremediacdo pode ser definida como utilizacdo de
plantas que removem poluentes do ambiente ou os transformam em formas menos
téxicas (Raskin et al., 1997). Nas ultimas décadas, esta técnica tem despertado
grande interesse por ser mais segura ambientalmente e potencialmente de menor
custo quando comparada com as técnicas de remediagao tradicionais (Glick, 2003;
Pulford & Watson, 2003). Entre as técnicas de fitorremediacéo, a fitoextragao utiliza
plantas para transportar metais do solo pelas raizes e concentrar na parte aérea.

O sucesso da aplicagcado de plantas na remediagdo de solos contaminados
depende do fendtipo e gendtipo das plantas, mas as interagdes entre os compostos
organicos da rizosfera e os metais pesados também s&o de grande importancia
devido a baixa solubilidade e disponibilidade dos metais, devido a forte fixagado dos
metais pesados pela matéria organica, 6xidos e argila do solo (Chen et al., 2003).

Existem duas estratégias basicas para fitoextragdo de metais pesados. A
primeira é o uso de plantas hiperacumuladoras, que tém a capacidade de acumular
naturalmente altas concentragdes de metais pesados; a segunda é a fitoextragao

quimicamente induzida (Salt et al., 1998). Na fitoextragcdo induzida, agentes
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quelantes como EDTA, CDTA, EGTA e EDDHA tém sido utilizados para mobilizar
metais da matriz para a solugcdo do solo e facilitar o transporte pelo xilema,
aumentando a translocacdo desses metais da raiz para a parte aérea em plantas
com rapido crescimento e alta produgédo de biomassa (Blaylock et al., 1997; Huang
et al., 1997; Copper et al., 1999; Wu et al., 1999; Shen et al., 2002). Porém, as
aplicagdes desses quelantes apresentam risco potencial de poluicdo da agua por
descontrolada solubilizaggo e lixiviagao de metais (Shen et al., 2002).

A mobilizagdo de metais pesados no solo ndo depende apenas das
propriedades do solo e da irrigagdo, mas também do equilibrio entre a quantidade de
metais soluveis e a sua absorcao pelas plantas (Shen et al. 2002). Para evitar a
lixiviacdo de metais mediante a adicdo de quelantes, a quantidade, o tempo, e
método de aplicacao de quelantes devem ser cuidadosamente controlados.

Devido aos riscos de polui¢cdo, quelantes sintéticos ndao sio indicados para a
fitoextracdo quimicamente induzida de alguns metais. Acidos organicos naturais
podem ser secretados pelas raizes das plantas e aumentar a biodisponibilidade por
acidificar o meio ou por formagado de complexos com os ions metalicos (Garbisu &
Alkorta, 2001). No entanto, a taxa de mineralizagdo dos acidos pode ser afetada por
varios fatores, como a facilidade de decomposi¢cdo, a formagdao de complexos
organometalicos, as reagdes de adsor¢ao a superficie dos minerais (Van Heers et
al., 2002).

O acido 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). O acido galico (Cg H2 (OH)3;COOH) € um
composto organico ativo amplamente encontrado em plantas (Lee et al., 2000), com
forte propriedade quelante e de elevada capacidade para formar complexos estaveis
(Sroka et al., 1994; Li et al., 2000).

Segundo Chen et al. (2003), o acido citrico reduziu a toxicidade de Cd em
rabanete, e estimulou a translocagao das raizes até a parte aérea, convertendo o
metal em formas mais faceis de serem transportadas. O acido citrico e o acido galico
foram capazes de aumentar a remocado de Cd, Zn, Cu e Ni em solo contaminado
sem risco de lixiviagdo desses metais (Nascimento et al., 20006).

Strom et al. (2001) relataram que apds 24 horas, aproximadamente um tergo
do acido citrico foi mineralizado no solo. Apesar de nao existir dados disponiveis, o

acido galico provavelmente tem menor degrabilidade devido ao seu carater
36



aromatico, sendo assim mais resistente a mineralizagcao (Nascimento et al., 2006).
Devido a rapida degradacao dos quelantes naturais por microrganismos, aplicagdes
sucessivas dos acidos organicos podem melhorar a eficiéncia da solubilidade e
acumulacao de metais pesados em plantas com alta producado de biomassa quando
comparadas com uma unica aplicacao.

Neste sentido, o objetivo do trabalho foi comparar a eficiéncia potencial de
aplicagdes sucessivas de dois acidos naturais biodegradaveis, o acido citrico e o
acido galico, na disponibilidade, absor¢do e acumulacéo de Cd, Pb, Cu e Zn por

mucuna preta (Stizolobium aterrimum).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta, caracterizagao e preparagao do solo

O solo utilizado no experimento, classificado como Argissolo Vermelho-
Amarelo distréfico, foi obtido da camada subsuperficial (30 a 60 cm) no Campus da
UFRPE. Amostras do solo (TFSA) foram utilizadas para a caracterizagado quimica e
fisica (Quadro 1), conforme EMBRAPA (1999).

Quadro 1. Caracteristicas quimicas e fisicas do solo utilizado no experimento

Caracteristicas Valor
pH (agua 1:2,5) 4,3
Al (cmol. dm™) 0,82
Ca (cmol.dm™) 0,55
Mg (cmol,dm™) 0,50
P (mg dm™) 12,00
K (cmols dm™) 0,05
Na (cmols dm™) 0,14
H+Al (cmole dm™) 4,95
N (gkg ™) 0,5
C.O.(gkg™ 4,5
CIN 9,1
Fe (mg dm™) 99
Cu (mg dm™) <LD
Zn (mg dm™) 1,45
Mn (mg dm™) 1,48
Cd (mg dm™) <LD
Pb (mg dm™) <LD
Areia (g kg™ 566
Silte (g kg™) 48
Argila (g kg™ 386

< LD - abaixo do limite de deteccao

O solo seco ao ar, destorroado e homogeneizado foi passado em peneira de
4 mm de abertura de malha. A acidez foi corrigida para pH na faixa de 6,5 — 7,0,

utilizando-se carbonato de calcio e magnésio (na propor¢ao molar de 3:1), em
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quantidades previamente definidas em ensaios de incubagdo. Para simular a
contaminagdo com metais pesados, foram acrescentadas em sacos plasticos
contendo 1 kg de solo, solugbes preparadas com CdCl,, PbCly, CuSO4 5(H20) e
ZnCl,, de modo a elevar a concentracdo de metais no solo para 20, 150, 100 e 150
mg kg' de Cd, Pb, Cu e Zn, respectivamente. Apds a adicdo das solucgdes, as
amostras de solo permaneceram incubadas durante 30 dias, com umidade mantida

em 80 % da capacidade de campo.

2.2. Conducao do experimento em casa de vegetagao

Apos o periodo de incubagdo, uma solugdo nutritiva foi aplicada para o
fornecimento de nutrientes as plantas, fornecendo: 250, 240, 150 e 100 mg kg™ de
N, P, K e S, respectivamente, a partir de NH;SO,, NH4H,PO, e KNO3; e os
micronutrientes Fe (FeS04.7H,O0), Mn (MnCl,.4H,0), B (H3BO3) e Mo
(Na;Mo0,4.2H,0) foram aplicados em concentracdes de 2, 4, 1 e 0,2 mg kg™,
respectivamente (Nascimento et al.,, 2006). As amostras foram transferidas para
vasos com capacidade de 1 kg nos quais foi semeado Mucuna Preta (Stizolobium
aterrimum), deixando-se, apdés o desbaste, duas plantas por vaso, as quais foram
cultivadas por 35 dias. Durante o ensaio, as amostras foram mantidas com 80% da
capacidade maxima de retengdo de agua, mediante pesagem e irrigagao diarias
para complementagédo da agua perdida por evapotranspiragao.

O experimento foi constituido por dois acidos organicos naturais, acido citrico
e acido galico, em trés formas de aplicacdo: o primeiro constou de uma aplicagao de
5 mmol kg'1 no 28° dia de cultivo da mucuna; o segundo, de duas aplicagbes de 5
mmol kg™ no 28° e 31° dia; e o terceiro, de trés aplicacdes de 5 mmol kg™ no 28,
31° e 34° dia de cultivo. Um controle (solo contaminado sem a adigdo de acido) e
uma testemunha (vaso com solo nao contaminado e sem a adicdo de acido) foram
usados para avaliar o efeito dos metais e dos acidos na producdo da matéria seca

das plantas.

2.3. Solubilidade dos metais no solo

A avaliagao dos efeitos dos acidos organicos na solubilizagdo dos metais foi
realizada a partir de trés coletas da solucdo obtida por amostrador de solugéo do
solo (Rhizon®, SMS: Eijkelkamp, The Netherlands), colocado no centro de cada pote

(Figura 1). As amostras da solugédo foram feitas por pressado de succgao utilizando
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seringas no 29°, 32° e 35° dia. Apds a quantificacdo dos metais pesados em cada
coleta, foi feito o somatdrio dos resultados das concentragcdes de Cd, Pb, Cu e Zn na
solucao do solo.

Figura1. Coletor de solug&o do solo

2.4. Coletas das plantas e analise dos metais pesados Cd, Pb, Cu e Zn

Apos a ultima coleta da solucao, foram coletadas as raizes e a parte aérea
das plantas. As raizes foram lavadas abundantemente em agua de torneira e depois
passada agua destilada. Em seguida, juntamente com a parte aérea, foram secas
em estufa com circulagao forcada de ar a 70° C até atingir o peso constante. Foram
obtidas as massas da matéria seca da parte aérea e da raiz, as quais, e em seguida,
foram trituradas em moinho tipo Wiley e submetidos a digestdo nitro-perclorica
(EMBRAPA, 1999) para quantificagcdo de metais pesados.

De posse da matéria seca da parte aérea e da raiz e da concentragado dos
metais pesados, foi estimado ainda, o conteudo desses elementos nas diferentes
partes dos vegetais, assim como a remogao desses elementos da seguinte maneira:

Remocao = PA x MS

PA = Concentracao na parte aérea

MS = Producéo de matéria seca
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2.5 Extragao dos metais pesados Pb, Cu e Zn do solo

As amostras do solo foram secas, homogeneizadas e passadas em peneira
de 2 mm de abertura de malha. Sub-amostras do solo foram coletadas para
determinacgao dos teores disponiveis dos metais (Pb, Cu e Zn) por cloreto de calcio.
Este extrator foi escolhido devido a sua capacidade para extracdo de metais apenas
da fase prontamente disponivel.

Para essa extragdo foi utilizada uma solugdo contendo 10 mmol L, na
relacdo solo:solugéo de 1:10, agitada por 2 horas, em um tubo de centrifuga com
capacidade para 50 mL. Em seguida, amostra foi centrifugada por 10 minutos a

1600 x g, o sobrenadante filtrado (Novozamsky et al., 1993).

2.6 Fracionamento do solo

A extracdo sequencial foi baseada no método de Shuman (1985), com
excecao da fracdo oxido de ferro amorfo que foi obtida pelo método de Chao & Zhou
(1983). Esse fracionamento separa os metais nas fragcdes trocavel, ligados a matéria
organica, oxido de ferro amorfo e 6xido de ferro cristalino, como descrito abaixo:
Fragdo Trocavel (Tr) — Cinco gramas de TFSA e 20 mL de Mg(NO3), 1 mol L
foram agitados por duas horas em um tubo de centrifuga com capacidade para 50
mL. Em seguida, amostra foi centrifugada, o sobrenadante filtrado e 20 mL de agua
destilada adicionada ao tubo. A amostra sofreu outra agitagdo, por 3 min, e foi
centrifugada e filtrada. Os dois sobrenadantes foram combinados para analise.
Fragdo 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
relacdo 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 adigdo 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 agitacdo por 30 min. As amostras foram centrifugadas, filtradas e

lavadas como na extracao anterior.
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Fracdo Oxido de ferro cristalino (OxFeC) — Trinta mililitros de (NH4).C204 0,2 mol
L™ + H,C,04 0,2 mol L™ + acido ascorbico 0,01 mol L™, pH 3,0, foram colocados em
contato com a amostra de solo no tubo de centrifuga e aquecido por 30 minutos a
100° C em banho-maria, sendo ocasionalmente agitados. Em seguida, as amostras

foram submetidas a centrifugacéao e a filtragem.

2.5. Delineamento experimental e analises estatisticas

O ensaio foi montado em um delineamento blocos casualizados em esquema
fatorial utilizando-se dois acidos organicos e trés aplicagbes sequenciais, acrescidos
de tratamento controle e testemunha, com 3 repeticdes. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e teste de média (Scott Knott a 5%) utilizando o
software SAEG (Sistema de Analise Estatistica e Genética) da Universidade Federal

de Vicosa.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producgao de matéria seca

A producdo de matéria seca foi significativamente menor no tratamento
controle (sem adigdo de &acido) comparativamente aquela obtida no solo néo
contaminado. A fitotoxicidade dos metais provocou redugcdo de 79 % no
desenvolvimento radicular e de 86 % na parte aérea da mucuna preta.

Para a producéo de matéria seca da raiz o primeiro e o segundo tratamentos
com 4acido galico foram estatisticamente diferentes do controle, apresentando maior
producao de biomassa radicular do que os demais tratamentos (Quadro 2). Com
relacdo a parte aérea, o terceiro tratamento com o acido galico apresentou redugao
de 17% na producao de biomassa em relagdo ao controle, enquanto esse aparente
efeito toxico cumulativo ndo foi observado para o acido citrico. Isto corrobora os
resultados apresentados por Luo et al. (2005), onde a aplicagcao de acido citrico nao

reduziu a produc¢do de matéria seca da parte aérea do milho e do feijoeiro.

Quadro 2. Matéria seca da raiz e parte aérea (g pote™') de mucuna preta submetida a
1, 2 e 3 aplicagdes de 5 mmol kg' de acido citrico e galico em solo multi-
contaminado

TestemunhaControle Acido Citrico Acido Galico
1Apl.  2Apl. 3Apl.  1Ap. 2Ap.  3Apl
Raiz
3,41a 0,69c 0,66¢ 0,61c 0,67c 0,81b 0,81b 0,57c
Parte Aérea
10,47a 1,42b 1,37b 1,50b 1,48b 1,56b 1,50b 0,99c

Médias seguidas de letras iguais, na linha, nao diferem estatisticamente (Scott-Knott com P<0,05).

Tal como observado no capitulo 1, sintomas de toxicidade como clorose e
necrose foram observados durante o crescimento das plantas em todos os
tratamentos com o solo contaminado, mesmo antes da aplicacdo dos quelantes
(Figura 2).

Os resultados demonstram que os tratamentos com acido citrico
apresentaram provavelmente baixa fitotoxicidade, devido ndo se observar redugao
de biomassa da parte aérea quando comparada com o controle, podendo assim ser
utilizado em aplicagdes sucessivas. O acido galico, por outro lado, pode ser utilizado

1

em até duas aplicagbes de 5 mmol kg = sem apresentar redugéo na produgao de

matéria seca da parte aérea.
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Figura 2. Plantas de mucuna, A - testemunha (sem aplicagdo de metais ou
acidos) e B - controle (sem adicdo de acidos). Foto obtida no 28° dia de
cultivo

3.2 Efeito dos acidos organicos na solubilizagdao dos metais no solo

Os acidos citrico e galico aumentaram significativamente a concentragao de
metais na solugdo do solo (Figura 3). Devido provavelmente a sua menor
solubilidade, o acido galico apresentou menor solubilizagdo de metais pesados no
solo em relag&o ao acido citrico.

Os resultados indicam que as concentragdes de Cd, Zn e especialmente Pb e
Cu na solugéo do solo aumentaram significativa e linearmente apds as aplicagbes
sucessivas de acido citrico (Figura 3). Nascimento et al. (2006), relataram que o
acido citrico aumentou a solubilidade de Zn, Cu e Ni, em relagcdo aos acidos
aromaticos vanilico e galico.

Podemos observar que nos tratamentos onde ndo ocorreram sucessivas
aplicagdes houve menor solubilizacdo dos metais pesados (Figura 3), especialmente
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Concentragdo Cd (mg L )

Concentragdo Cu (mg L )

para o acido citrico. Isto se deve, provavelmente, a rapida biodegradacédo de acidos
organicos naturais em solos. Este resultado indica que aplicagdes sucessivas de
acido citrico podem sobrepujar o efeito negativo de sua rapida degradagéo sobre a

eficiéncia da fitoextracao.
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Figura 3. Efeitos dos agentes quelantes na concentragdo de Cd, Pb, Cu e Zn na
solugéo do solo coletados apés as aplicagdes dos quelantes (29°, 32° e 35° dia) de
cultivo. GA, acido galico; Cl, acido citrico; CONT, controle. As letras iguais nao
diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott com P<0,05).

O acido citrico apresentou no tratamento com 3 aplicagbes a maior
concentracdo de Cd na solugdo (36,90 mg L™), e o minimo de 25 mg L™ para 1
aplicacéo, ou seja, aumento de 32% entre esses tratamentos (Figura 3). No entanto,
o menor valor observado no acido citrico ndo apresentou diferenca para a maior
concentracdo de Cd (25,92 mg L) apds a adigdo do &cido galico. Este resultado
demonstra que o uso do acido citrico pode ser vantajoso em solos com alta
concentragdo de Cd, devido sua eficiéncia em solubilizar o elemento e a rapida

degradagao do composto. Chen et al. (2003), relataram que a adigdo de acido citrico
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reduziu a adsorcao de Cd e Pb no solo, tal efeito foi maior para Cd do que para Pb e
pode explicar o resultado obtido neste trabalho.

A concentracdo de Pb na solugdao do solo aumentou 97 e 81% apds 3
aplicagdes de acido citrico e acido galico, respectivamente quando comparado ao
controle (Figura 3). Nos tratamentos com acido citrico, a menor concentragao de Pb
observada foi de 5 mg L e, a maxima, de 18 mg L'1, aumento de 72% em 6 dias.
Para o acido galico, a maior (3,15 mg L") e a menor (1,7 mg L™) representaram
reducéo de 46% em 6 dias

As trés formas de aplicagdo do acido galico ndo apresentaram diferenca
significativa entre si na concentracdo de Cu na solugdo do solo (Figura 3), mas
apresentaram aumento médio de 50% quando comparadas ao controle. Para o
acido citrico, houve diferenca entre as aplicagdes, com o 3° tratamento foi
encontrado a maior concentragdo de Cu (81,53 mg L"), ou seja, aumento de 90%
em relacdo ao controle. O aumento entre tratamentos com 1 e 3 aplicagdes foi de
66% em 6 dias. Como foi observado também no capitulo 1 (aumento de 92% da
concentragdo de Cu na solugdo do solo), o acido citrico demonstra ter maior
eficiéncia na solubilizagdo do elemento quando comparado com os acidos galico e
oxalico. Evangelou et al. (2005), avaliando os efeitos de acidos organicos de baixo
peso molecular (citrico, oxalico e tartarico) na fitoextragdo, observaram alta
mobilidade do Cu apds a aplicagéo dos acidos organicos, especialmente o citrico.

O menor valor encontrado para a concentragao de Zn na solugdo do solo com
acido citrico foi 182 mg L™, que apds 3 aplicacdes sucessivas apresentou aumento
de 67%, chegando ao valor maximo de 304 mg L. Semelhantemente ao encontrado
para Cd, a menor concentracdo de Zn no tratamento com acido citrico foi
equivalente a maior concentragao com acido galico.

Este resultado € de grande importancia, devido o acido citrico ter
demonstrado alta eficiéncia em solubilizar metais no solo (Figura 3), principalmente
com trés aplicagdes. A aplicacdo sucessiva foi uma estratégia visando atenuar os
efeitos da rapida biodegradacédo desse acido, possibilitando a manutengdo de uma

concentracao constante no solo para maximizar a fitoextragao.

3.3 Efeitos dos acidos organicos na fitoextragao de metais

As adicbes dos acidos organicos ao solo nao promoveram o aumento

significativo da concentracdo dos metais na parte aérea (Quadro 3). De acordo com
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Roémkens et al. (2002) isto se deve a rapida degradagdao microbiana do complexo
citrato-metal, dentro de alguns dias apds a adicdo acida citrico. No entanto, a
concentragdo do Pb nas raizes aumentou significativamente apds as adigbes dos
acidos provavelmente devido a baixa mobilidade desse metal no solo.

Resultado semelhante foi encontrado por Chen et al. (2003), Turgut et al.
(2004), Luo et al. (2005), Meers et al. (2005), que também observaram baixa
eficiéncia do acido citrico na absorgcédo e translocacao para parte aérea de metais
pesados. No entanto, Nascimento et al. (2006) observou que a adi¢do de 10 mmol
kg™" do acido citrico foi eficiente na acumulacéo de Cd, Pb, Cu e Zn na parte aérea

da B. juncea, enquanto o acido galico mostrou-se eficiente apenas para o Cd e Zn.

Quadro 3. Concentragdo de metal (ug kg”') na parte aérea e raiz, e razdo entre
parte aérea e raiz, na Mucuna Preta em solo apds aplicagdes de 5 mmol kg'1 dos
quelantes (1, 2 e 3 aplicagdes).

Metal Controle Acido Citrico Acido Galico
1Apl.  2Apl.  3Ap. 1Ap. 2Ap.  3Apl
Parte Aérea

Cd 82,0a 80,7a 72,7a 80,6a 72,3a 86,3a 83,0a
Pb 11,5a 14,9a 12,1a 13,9a 10,2a 11,3a 7,8a
Cu 52,2a 52,6a 49,4a 51,0a 47 5a 51,1a 50,1a
Zn 670,4a 6956a 701,5a 7152a 704,7a 772,3a 823,7a
Raiz
Cd 7179a 709,5a 6749a 666,4a 632,8a 660,8a 677,9a
Pb 975,3¢c 1650,6a 1294,4b 1698,1a 1393,5b 1478,4a 1735,9a
Cu 4287,8a 5049,5a 4287,1a 4616,1a 4451, 7a 4225,4a 4648,7a

Zn 3686,5a 3742,9a 3514,2a 3669,1a 3565,9a 38189a 3974,0a
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott com P<0,05).

E importante observar que embora a solubilizacdo dos metais pelos acidos
organicos, especialmente o citrico, tenha sido consideravel, a baixa producdo de
raizes pela mucuna devido a fitotoxicidade dos metais pode ter limitado a eficiéncia
da fitoextracdo. Teoricamente, a eficiéncia do quelato depende da constante de
estabilidade da formagado do complexo metal-quelato. A constante de estabilidade do
complexo Cu-citrato (log Ks = 3.7) é muito mais baixa que as constantes de
estabilidade correspondente aos complexos com EDTA, DTPA, e EDDS (Martell e
Smith, 2003). Segundo Rdmkens et al. (2002), o acido citrico tem uma baixa
afinidade quimica pelo Pb (log Ks= 6,5) e é facilmente biodegradavel em solo,

apresentando baixa eficiéncia em acumular Pb na parte aérea.

47



Porém, a comparagao de dados das constantes de estabilidade precisa ser
considerada com cautela. O complexo quelato-metal é controlado pela concentracao
de todos os metais e quelatos, pelas constantes de estabilidade de todos os
complexos e pelas cinéticas de reagdes de coordenacgao. Além de, outras reacoes
de quelato, adsor¢cdo no solo, dissolugdo e degradagao do quelato mineral, sao
substancialmente afetadas pelo metal-quelato (Nowack, 2002).

Kos & Lestan (2004), relataram que aparentemente as concentragdes de Cu
na solucao de solo, aumentadas pela adicdo do acido citrico, ndo foram suficientes
para aumentar a acumulagao pela Brassica rapa.

A eficiéncia da espécie em absorver os metais pesados do solo pode ser
avaliada pela remogao liquida dos metais. Os dados da Figura 3 mostram que os
acidos organicos apresentaram resultado significativo para remogéo de Pb, Cu e Zn,
com excecao de uma aplicagao do acido citrico na remocéo do Zn. A remoc¢ao do Cd
pelas plantas ndo apresentou eficiéncia apos diferentes aplicagdes dos acidos
organicos quando comparada com o controle, provavelmente pela alta solubilidade

desse metal no solo.
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Figura 3. Remocgéao de Cd, Pb, Cu e Zn pela parte aérea da mucuna (ug pote‘1) apo6s

as diferentes aplicagdes 5 mmol kg~ (1, 2 e 3 aplicagdes) dos quelantes. Médias

seqguidas de letras iguais n&o diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott, P<0,05).
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3.4 Efeitos dos acidos organicos na disponibilidade e nas fragées do solo
Os teores de Cd, Pb, Cu e Zn disponiveis extraidos por CaCl, aumentaram de
acordo com aplicagbes sucessivas dos acidos organicos no solo quando

comparados com o controle (Quadro 4).

Quadro 4. Teores de metais (mg dm™) extraidos por CaCl, em solo contaminado
apos as diferentes aplicagdes 5 mmol kg™ (1, 2 e 3 aplicacdes) dos quelantes.

Metal  Controle Acido Citrico Acido Galico

1Apl.  2Ap.  3Apl. 1Apl. 2Apl.  3Apl

Cd 6,4d 6,8¢C 6,9¢c 7,6a 7.2b 7,3b 6,9¢c
Pb 2,4d 5,1b 4,5b 5,6a 4,0c 4,0c 4,5b
Cu 2,1d 3,0b 2,7¢ 3,2a 2,6b 3,3a 3,3a
Zn 13,5d 14,0c  13,0d 176a 1590  16,2b 14,7¢

Os valores com letras iguais, na linha, ndo diferem estatisticamente de acordo com Teste Scott-
Knott com P<0,05

Os teores de Cd, Pb e Zn disponiveis foram maiores com 3 aplicagdes do
acido citrico. No caso do Cu tanto o acido citrico como o galico apresentaram
valores significativamente iguais.

A baixa correlagdo entre os teores de metais extraidos pelo CaCl; e o
somatorio das trés solugdes do solo indica a influéncia da rapida degradagado dos
acidos devido ao longo periodo entre o final do experimento até a obtengdo da
amostra para a realizagdo da extragéo (Quadro 5), como foi observado também no
capitulo 1.

Quadro 5. Correlacbes de Pearson entre o disponivel e as fragcdes do solo
(mg dm™) com somatorio das solucdes do solo (mg L™)

CaCl, Tr MO OxFeA OxFeC

Cadmio

CaCl, - 0,58 -0,72* NS NS
Solugao 0,69** 0,54** - 0,92** NS 0,42*
Chumbo

CaCl, - 0,70** NS -0,62** NS
Solugao 0,48 0,40* NS -0,37* -0,58**

Cobre

CaCl, - 0,61* NS - 0,80** - 0,84**
Solugao 0,38* NS NS -0,67* NS

Zinco

CaCl, - 0,51** -0,77* -0,38* -0,53*
Solugao 0,48 0,53** -0,87* - 0,89** -0,88*

Trocavel (Tr), matéria organica (MO), 6xido de ferro amorfo (OxFeA) e éxido de ferro cristalino
(OxFeC). * P < 0,05; ** P < 0,01; NS — n&o significativo
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Na fragao trocavel, houve aumento significativo nos teores de metais pesados
com adi¢cdo dos acidos citrico e galico, exceto para Cu e Zn trocaveis para 1
aplicacao de acido galico (Quadro 6). Este resultado demonstra que os acidos foram
capazes de solubilizar os metais por periodo de tempo suficiente para a absorg¢ao
vegetal. Isto ndo se reverteu em eficiente fitoextragdo em decorréncia da pequena
producéo de matéria seca da raiz (Quadro 2).

O fracionamento das amostras de solo foi realizado uma semana apos a
ultima aplicagéo dos acidos (final do experimento). Portanto, ndo havia mais o efeito
dos acidos sobre a solubilidade dos metais. Isto sugere a necessidade de mais
estudos sobre a cinética de solubilizagdo e absor¢do de metais em solos tratados

com acidos biodegradaveis.

Quadro 6. Concentracdo de metal nas fragdes do solo (mg dm™): trocavel (Tr),
matéria organica (MO), 6xido de ferro amorfo (OxFeA) e 6xido de ferro cristalino
(OxFeC) com 5 mmol kg ~' de quelantes (1, 2 e 3 aplicagdes)

Controle Acido Citrico Acido Galico
1 Apl. 2 Apl. 3 Apl. 1 Apl. 2 Apl. 3 Apl.
Cadmio
Tr 1,4b 1,6a 1,6a 1,6a 1,6a 1,6a 1,4b
MO 0,6a 0,5b 0,5b 0,4c 0,5b 0,5b 0,5b
OxFeA >LD >LD > LD >LD >LD >LD >LD
OxFeC > LD > LD > LD > LD >LD >LD >LD
Chumbo
Tr 0,5b 1,1a 1,0a 1,1a 1,0a 1,0a 1,1a
MO 1,3d 2,0a 1,4c 1,6b 1,4c 1,4c 1,3d
OxFeA 1,9a 1,6b 1,4b 1,5b 1,8a 1,5b 1,4b
OxFeC 2,5a 1,9¢c 1,8¢c 1,9¢c 2,0c 2,2b 2,2b
Cobre
Tr 1,4c 1,7a 1,4¢c 1,5b 1,3¢c 1,5b 1,7a
MO 4.3a 4.1a 4.4a 3,8a 3,9a 4.3a 4.4a
OxFeA 1,7a 1,4c 1,4¢c 1,2d 1,5b 1,3d 1,4c
OxFeC 1,4a 1,2¢c 1,4a 1,3b 1,3b 1,2¢c 1,1d
Zinco
Tr 7,7d 8.,4c 8,9¢c 9,7b 7,7d 10,7a 8,4c
MO 65,2a 52,3c 54,37Tb  40,99e 54,79b 52,29c  49,77d
OxFeA 0,1a 0,1a 0,1a 0,1a 0,1a 0,1a 0,1a
OxFeC 0,3a 0,3a 0,2b 0,2b 0,3a 0,3a 0,3a

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott com P<0,05); LD —
Limite de Detecgao.

A matéria organica foi a principal responsavel pela retencdo de Cu e Zn no
solo (Quadro 6). Os teores de Cd e Zn ligados a fragdo matéria orgénica foram

significativamente reduzidos apds adicdo dos acidos organicos. No entanto, o teor

50



de Pb aumentou apés a adicao dos acidos, diferentemente do teor de Cu que néo
apresentou alteracdo apdés os tratamentos. A matéria organica promove o
deslocamento de metais de outros sitios de adsorcdo (McBride et al., 1997),
possivelmente o Cu e o Pb foram facilmente adsorvidos nessa fracdo, pois esses
elementos apresentam maior afinidade pela matéria organica.

Os teores de Cd e Zn na fragdo organica foram aparentemente remobilizados
para a fragdo trocavel (Quadro 6). A adicdo dos acidos pode ter contribuido para
reduzir a complexacao das substancias humicas com os metais formando complexos
soluveis, facilitando a translocacdo dos metais no solo.

Foram observadas altas correlagbes inversas entre os teores extraidos por
CaCl, e a solugéo do solo para o Cd e o Zn ligados a matéria orgénica (Quadro 5).
Isso sugere que o Cd e o Zn ligados a esta fragdo nédo estdo em equilibrio com a
solugdo do solo, favorecendo formar ligagdes estaveis com a matéria organica.

As fragcdes Oxido de ferro amorfo e cristalino apresentaram os menores
valores de retengao de Cd e Zn (Quadro 6), enquanto, os maiores valores de Pb e
Cu foram retidos nessas fragdes. Segundo McBride et al. (1997), o elemento Pb
apresenta afinidade por formas mais estaveis (6xidos de Fe/Mn e residual). Os
acidos organicos reduziram o teor de Pb e Cu ligado a fragao 6xido de ferro amorfo.
Para a fragdo oxido de ferro cristalino, os acidos adicionados apresentaram, em
geral, significativa reducéo dos teores de Pb e Cu.

Na fracdo 6xido de ferro amorfo houve uma correlagéo inversa significativa
entre o CaCl, e a solugédo do solo com os teores de Pb, Cu e Zn. A fragao 6xido de
ferro cristalino, apenas os teores de Cu e Zn apresentaram correlagdes inversas,
indicando que o extrator € bastante fraco e ndo extrai metais dessas fragoes.

A reducdo das concentracdes de metais nos oxidos de ferro, em resposta as
doses dos acidos organicos na solugdo do solo, indica que esses acidos,
principalmente o acido citrico, acarretam dissolu¢do dos metais das estruturas
cristalinas e, ou, pobremente cristalizada de minerais dos solos. Os grupos
carboxilicos desses acidos podem dissociar-se liberando facilmente protons em
ampla faixa de pH do solo, atacando os minerais do solo e promovendo sua
dissolugéo; podendo os anions organicos formar complexos soluveis com cations

metalicos (Sposito, 1989).
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4. CONCLUSOES

O 4&cido citrico foi eficiente na solubilizagdo dos metais pesados,
principalmente no tratamento com trés aplicagdes sucessivas.

O &cido galico apresentou baixa mobilizagado de metais pesados no solo em
relagao ao acido citrico.

Em decorréncia da baixa produgdo de biomassa da mucuna preta devido a
toxicidade de Cd, Pb, Cu e Zn no solo, os acidos organicos nao foram eficientes na
fitoextracdo induzidos de metais pesados.

Os metais pesados, exceto o Pb, foram retidos principalmente nas fragcbes
trocavel e matéria organica.

De modo geral, a adigdo dos acidos orgéanicos provocou aumento na fragao
trocavel e reducéo na fragdo matéria organica para Cd, Cu e Zn e na fragdo 6xidos

de ferro amorfo e cristalino para todos os metais.
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Capitulo 1l DISPONIBILIDADE E FRACIONAMENTO DE Cd, Pb, Cu E Zn EM
FUNGAO DO pH E TEMPO DE CONTATO COM O SOLO

RESUMO

A fitoextragcdo tem sido proposta como uma tecnologia alternativa de
remediacdo de solos contaminados com metais pesados. A acumulacdo de metais
nos tecidos da parte aérea das plantas € uma condicio prévia para essa técnica ser
aplicavel. O pH e o tempo de contato influenciam a distribuicdo dos metais entre
fragbes do solo e a eficiéncia da fitoextragdo. Neste sentido, o objetivo deste
trabalho foi estudar a disponibilidade dos metais Cd, Pb, Cu e Zn para a fitoextracao,
bem como suas redistribuicdes no solo, em funcdo do tempo de incubagao em solo
com e sem calagem. O solo recebeu Cd, Pb, Cu e Zn nas doses 20, 150, 100 e 150
mg kg™, respectivamente. As amostras foram incubadas por 210, 180, 150, 120, 90,
60, 30 e 0,5 dia. Terminada a incubag&o, a mucuna preta (Stizolobium aterrimum) foi
cultivada por 30 dias. O EDTA (10 mmol kg™) foi aplicado 7 dias antes da coleta das
plantas. As amostras de solo foram submetidas a extracdo quimica e fracionamento.
A concentragdo de metais pesados e a calagem afetaram a producdo de matéria
seca da parte aérea e da raiz. Em solos sem calagem, o aumento da solubilidade
dos metais aumentou a fitoextragcao de Cd e Zn, mesmo sem aplicacdo do EDTA. A
aplicacao do EDTA ao solo com calagem mostrou-se eficiente para a fitoextragao de
Pb e Cu. A calagem reduziu os teores disponiveis de Cd, Pb, Cu e Zn. A calagem
provocou reducao nos teores de Cd, Pb, Cu e Zn trocaveis e aumento nas fragdes

matéria organica, 6xidos de ferro amorfo e cristalino.
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SUMMARY

AVAILABILITY AND FRACTIONATION OF Cd, Pb, Cu, AND Zn IN SOIL AS A
FUNCTION OF INCUBATION TIME AND pH

Phytoextraction has been proposed as a viable technology to remediate heavy
metal polluted soils. High accumulation of metals in shoots is needed to make such
technique feasible. It is known that pH and incubation time influence the distribution
of metals into soil fractions and therefore affect phytoextraction. Taking this in
account, the objective of the work was to study the fractionation and availability of
heavy metals for phytoextraction as a function of incubation period in soils with or
without liming. The soil samples were applied to Cd, Pb, Cu, and Zn at
concentrations of 20, 150, 100, and 150 mg kg™’ respectively. The samples were kept
incubated for high incubation periods: 210, 180, 150, 120, 90, 60, 30, and 0,5 day.
After that, velvetbean (Stizolobium aterrimum) was cultivated for 30 days. EDTA at
10 mmol kg™ rate was applied 7 days before plants harvest. Soils samples were
fractionated and extracted for the metals with CaCl, solution. The concentration of
heavy metals in soil and the liming affected the dry matter production of roots and
shoots. For not limed samples, the metals solubility increasing hastened the
phytoextraction of Cd and Zn, even without EDTA addition. EDTA application to limed
samples was effective for Pb and Cd phytoextraction. The liming reduced the
available concentrations of Cd, Pb, Cu, and Zn as well as decreased the
exchangeable contents of such metals. Liming also increased the Cd, Pb, Cu, and Zn

concentrations in the organic matter and oxides fractions.
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1. INTRODUGAO

A poluicdo do solo com metais pesados € um sério problema ambiental. Os
metais acumulam em solos devido a processos como deposi¢cao atmosférica oriunda
de atividades industriais, disposi¢ao de lodo de esgoto, rejeitos ou subprodutos
domésticos e industriais, utilizagao de fertilizantes e agrotéxicos. A acumulagcao de
metais no solo pode resultar em diminuicdo da atividade microbiana, da
biodiversidade e da fertilidade, perdas de rendimento das colheitas e danos a saude
de seres humanos e animais pela contaminagcdo da cadeia tréfica (McLaughlin &
Singh, 1999).

A determinacéo da concentracdo de metais no solo e as formas quimicas nas
quais esses elementos se encontram ou predominam associados provéem uma
base racional para avaliar a sua disponibilidade e toxicidade potencial. O uso de
técnicas de fracionamento permite dedugdes sobre a biodisponibilidade, mobilidade
e transporte dos metais, dindmica dos elementos-tracos e transformacgdes entre as
diferentes formas quimicas em solos poluidos (Miller et al., 1986; Araujo &
Nascimento, 2005).

Numerosos esforgos foram empreendidos no desenvolvimento de tecnologias
para remediagdo de solos contaminados, incluindo praticas ex situ, como lavagens
com métodos fisico-quimicos, e praticas in situ, como imobilizacdo de poluentes
metalicos. Esses métodos de remediacdo sdo geralmente muito caros e,
freqlentemente, prejudiciais para as propriedades do solo (textura, matéria organica)
e a fauna microbiana que sdo desejaveis para a restauracdo de locais
contaminados. A fitorremediacdo de solos contaminados por metais pesados tem
atraido atencdo devido seu baixo custo de implementacao e beneficios ambientais
(Salt et al., 1998). A fitorremediacédo € uma técnica que utiliza plantas para remover,
conter, transferir, establizar e/ou degradar, ou tornar inofensivos os contaminantes,
incluindo compostos organicos e metais toxicos (Raskin & Ensley, 2000).

Entre as técnicas mais eficientes de fitorremediacéo, a fitoextracao consiste
no uso de plantas acumuladoras de poluentes para absorver, transportar e
concentrar contaminantes do solo para a parte aérea (Garbisu & Alkorta, 2001). O
processo de fitoextragdo pode ser conduzido de duas formas: continua, onde se
utilizam plantas hiperacumuladora ou induzida, na qual ha inducdo da extragao via

aplicacao de agentes quimicos (Fitz & Wenzel , 2002). Na fitoextragdo induzida, o
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emprego de agentes quelantes, como EDTA, HEDTA e acido citrico, aumentaram a
mobilidade dos metais no solo e suas acumulagdes em plantas (Chen et al., 2003).

Outras técnicas de remediacdo de solo utilizam calcarios, compostos
organicos, fosfatos, oxidos de ferro e manganés para imobilizar metais pesados em
solos contaminados e reduzir a concentracdo de metais na solucdo do solo, pela
reacao de precipitagdo, adsor¢do ou complexo como a matéria organica em alguns
casos estudados (Kabata-Pendias & Pendias, 2001; Galindo et al., 2005). O
processo de adsorcado/dessorcao de metais pesados € controlado pelo pH, potencial
redox, forca ibnica, ions competidores, e pelos constituintes do solo (orgéanicos e
minerais), sendo a importancia relativa desses fatores diferente para os diversos
metais e condic¢des fisico-quimicas do sistema (McBride, 1994).

A calagem é provavelmente o mais importante fator de controle da
disponibilidade de metais pesados para as plantas, visto que esses elementos tém
sua disponibilidade diminuida pela elevacdo do pH do solo. Segundo Knox et al.
(2001), a aplicagao de calcario em solo contaminado foi utilizado para elevar o pH do
solo e reduzir a concentragcao do metal em forma disponivel mediante a precipitagao
deste com o ion carbonato. Essa reacdo pode reduzir a biodisponibilidade de metais
pesados no solo e também reduzir a absorgcédo pela planta (Chlopecka & Adriano,
1996; Nascimento et al., 2006a).

Outro fator a ser considerado quanto a retencdo de metais pesados pelos
coldides é seu tempo de reagdo com o solo. Segundo Barrow (1993), um maior
tempo de contato propicia que o Zn passe para formas mais estaveis, como 6xidos
cristalinos, uma vez que a reacédo pode continuar lentamente com a difusdo dos ions
adsorvidos para o interior das particulas, desmonstrando a importancia do tempo
nas transformagdes do Zn adicionado aos solos. Oliveira et al. (1999) e André et al.
(2003) afirmam que periodos curtos (30 dias) de incubagao do solo com Zn sao
insuficientes para que ocorram todas as reagbes do solo que afetam a
biodisponibilidade.

Assim, é essencial conhecer como o pH e o tempo de incubacéao influenciam
a distribuicdo dos metais entre fragdes do solo. Neste sentido, o objetivo deste
trabalho foi verificar a disponibilidade dos metais Cd, Pb, Cu e Zn para a
fitoextracdo, bem como suas redistribuicbes no solo, em fungdo do tempo de

incubagao dos metais em solo com e sem calagem.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta, caracterizagao e preparagao do solo

O solo utilizado no experimento, classificado como Argissolo Vermelho-
Amarelo distréfico, foi obtido da camada subsuperficial (30 a 60 cm) no Campus da
UFRPE. Amostras do solo (TFSA) foram utilizadas para a caracterizagao quimica e
fisica (Quadro 1), conforme EMBRAPA (1999).

Quadro 1. Caracteristicas fisico-quimicas do solo utilizado no experimento

Caracteristicas Valor
pH (agua 1:2,5) 4,3
Al (cmol, dm™) 0,82
Ca (cmol.dm™) 0,55
Mg (cmol.dm™) 0,50
P (mg dm™) 12,00
K (cmols dm™) 0,05
Na (cmol, dm™) 0,14
H+Al (cmol. dm™) 4,95
N (g kg ") 0,5
C.O.(gkg™ 4,5
CIN 9,1
Fe (mg dm™) 99
Cu (mg dm™) <LD
Zn (mg dm™) 1,45
Mn (mg dm™) 1,48
Cd (mg dm™) <LD
Pb (mg dm™) <LD
Areia (g kg™ 566
Silte (g kg™ 48
Argila (g kg”) 386

< LD - abaixo do limite de detecgao

O solo seco ao ar, destorroado e homogeneizado foi passado em peneira de
4 mm de abertura de malha. Para simular a contaminagdo com metais pesados,
foram acrescentadas em sacos plasticos contendo 1 kg de solo, CdCl,, PbCly,
CuSO4 5(H20) e ZnCl,, de modo a elevar a concentragdo de metais no solo para 20,
150, 100 e 150 mg kg™ de Cd, Pb, Cu e Zn, respectivamente. Apds a adicdo das
solucdes, as amostras de solo permaneceram incubadas durante 210, 180, 150,
120, 90, 60, 30 e 0,5 dia mantidos a umidade em 80 % da capacidade de campo.
Esses tempos de incubacao foram iniciados em diferentes épocas de modo a se ter,

em um mesmo dia os diferentes periodos de equilibrio metal-solo satisfeitos.
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2.2. Conducgao do experimento em casa de vegetacao

Apos o periodo de incubagdo, uma solugdo nutritiva foi aplicada para o
fornecimento de nutrientes as plantas, fornecendo: 250, 240, 150 e 100 mg kg™ de
N, P, K e S, respectivamente, a partir de NH;SO,, NH4H,PO, e KNO3; e os
micronutrientes Fe (FeS04.7H,0), Mn (MnCl,.4H,0), B (H3BO3) e Mo
(Na;Mo0,4.2H,0) foram aplicados em concentragdes de 2, 4, 1 e 0,2 mg kg™,
respectivamente (Nascimento et al. 2006b). A acidez, de metade das amostras, foi
corrigida para pH na faixa de 6,5 — 7,0, utilizando-se carbonato de caélcio e
magnésio (na propor¢ao molar de 3:1), em quantidades previamente definidas em
ensaio de incubacao. As amostras foram transferidas para vasos com capacidade de
1 kg nos quais foi semeado mucuna preta (Stizolobium aterrimum), deixando-se,
apos o desbaste, duas plantas por vaso, as quais foram cultivadas por 30 dias.

Durante o ensaio, as amostras foram mantidas com 80% da capacidade de
retencdo de agua, mediante pesagem e irrigacao diarias para complementagdo da
agua perdida por evapotranspiragdo. Sete dias antes da coleta do experimento foi
aplicado um quelante sintético (EDTA) numa concentragdo de 10 mmol kg™'. Os
tratamentos foram constituidos por oito tempos de incubagdo em amostras com e

sem aplicagao de calagem.

2.3. Coletas das plantas e analise dos metais pesados Cd, Pb, Cu e Zn

Apods a ultima coleta da solugao, foram coletadas as raizes e a parte aérea
das plantas. As raizes foram lavadas abundantemente em agua de torneira e depois
passada agua destilada. Em seguida, juntamente com a parte aérea, foram secas
em estufa com circulagdo forcada de ar a 70° C até atingir o peso constante. Foram
obtidas as massas da matéria seca da parte aérea e da raiz, as quais, e em seguida,
foram trituradas em moinho tipo Wiley e submetidos a digestao nitro-perclorica
(EMBRAPA, 1999) para quantificagdo de metais pesados.

De posse da matéria seca da parte aérea e da raiz e da concentragao dos
metais pesados, foi estimado ainda, o conteudo desses elementos nas diferentes
partes dos vegetais, assim como a remogao desses elementos da seguinte maneira:

Remocéo = PA x MS

PA = Concentragao na parte aérea

MS = Producdo de matéria seca
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2.4 Extragcao dos metais pesados Cd, Pb, Cu e Zn do solo

As amostras do solo foram secas, homogeneizadas e passadas em peneira
de 2 mm de abertura de malha. Sub-amostras do solo foram coletadas para
determinacdo dos teores disponiveis dos metais (Cd, Pb, Cu e Zn) por cloreto de
calcio. Este extrator foi escolhido devido a sua capacidade para extragao de metais
apenas da fase prontamente disponivel.

Para essa extragdo foi utilizada uma solugdo contendo 10 mmol L7, na
relacéo solo:solugéo de 1:10, agitada por 2 horas, em um tubo de centrifuga com
capacidade para 50 mL. Em seguida, amostra foi centrifugada por 10 minutos a

1600 x g, o sobrenadante filtrado (Novozamsky et al., 1993).

2.5 Fracionamento de metais no solo

A extracdo sequencial foi baseada no método de Shuman (1985), com
excecao da fragao oxido de ferro amorfo que foi obtida pelo método de Chao e Zhou
(1983). Esse fracionamento separa os metais nas fragcdes trocavel, ligados a matéria
organica, oxido de ferro amorfo e 6xido de ferro cristalino, como descrito abaixo:
Fragdo Trocavel (Tr) — Cinco gramas de TFSA e 20 mL de Mg(NO3), 1 mol L
foram agitados por duas horas em um tubo de centrifuga com capacidade para 50
mL. Em seguida, amostra foi centrifugada, o sobrenadante filtrado e 20 mL de agua
destilada adicionada ao tubo. A amostra sofreu outra agitagdo, por 3 min, e foi
centrifugada e filtrada. Os dois sobrenadantes foram combinados para analise.
Fragdo 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
relacdo 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 adigdo 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 agitacdo por 30 min. As amostras foram centrifugadas, filtradas e
lavadas como na extracao anterior.
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Fracdo Oxido de ferro cristalino (OxFeC) — Trinta mililitros de (NH4).C204 0,2 mol
L™ + H,C,04 0,2 mol L™ + acido ascorbico 0,01 mol L™, pH 3,0, foram colocados em
contato com a amostra de solo no tubo de centrifuga e aquecido por 30 minutos a
100° C em banho-maria, sendo ocasionalmente agitados. Em seguida, as amostras

foram submetidas a centrifugacéao e a filtragem.

2.6. Delineamento experimental e analises estatisticas

O ensaio foi montado em um delineamento blocos casualizados em esquema
fatorial utilizando-se oito tempos em amostras com e sem aplicagao de calagem,
com 3 repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e a
regressao. Embora ndo foi possivel um ajuste significativo dos dados aos diferentes
modelos de regresséo, optou-se na realizagédo do teste de média (Scott Knott a 5%)
utilizando o software SAEG (Sistema de Analise Estatistica e Genética) da

Universidade Federal de Vigosa.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producgao de matéria seca

A adicdo de metais pesados em diferentes tempos ao solo e a aplicacdo de
calagem influenciaram a producdo de matéria seca da parte aérea e da raiz da
mucuna preta (Quadro 2). A producao de matéria seca foi significativamente menor
nos periodos de incubagdo (30 e 0,5 dia) quando comparado com 210 dias nas
amostras com calagem. A fitotoxicidade dos metais provocou reducdo entre o
primeiro e ultimo tempo de 37 e 39% na raiz, e de 23 e 33% na parte aérea dos
tratamentos sem e com calagem, respectivamente.

Sintomas de toxidez como clorose e necrose foram observados durante o
crescimento das plantas em todos os tratamentos no solo contaminado (Figura 1).
No solo sem calagem, em todos os tempos, foi observado morte de todas as plantas
antes do 21° dia de cultivo (Figura 2). A aplicacdo de agente quelante (EDTA) foi
realizada apenas nos tratamentos com calagem, devido a morte das plantas nos

tratamentos sem calagem.

Quadro 2. Matéria seca da parte aérea e raiz (g pote”') em mucuna preta em solo
contaminado sob diferentes periodos de incubagao

210 dias 180 dias 150 dias 120 dias 90 dias 60 dias 30 dias 0,5 dia
Sem Calagem
P. Aérea 0,83b 0,82b 0,80b 0,86b 0,88 1,16a 0,73b 0,64b
Raiz 0,24b 0,24b 0,199  0,22b 0,22b 0,32a 0,21b 0,15c
Com Calagem
P.Aérea 2,51a 2,00c 1,73d 1,97¢ 2,19 2,14b 1,93c 1,69d
Raiz 0,57a 0,37c 043b 041b 0,58a 0,44b 0,44b 0,35c

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott com P<0,05).

O emprego da calagem com o intuito de elevar o pH do solo, diminuiu a
disponibilidade dos metais pesados, reduzindo levemente os efeitos de toxidez nas
plantas, e aumentou a producédo da biomassa, quando comparados aos tratamentos
sem calagem. Segundo Punz & Sieghardt (1993), a variagdo do pH exerce
importante influéncia, afetando nao somente o suprimento de nutrientes, mas

também a viabilidade das plantas.

64



Figura 1. Mucuna preta no 23° dia de cultivo em solo contaminado
por metais pesados com calagem

Figura 2. Mucuna preta no 23° dia de cultivo em solo contaminado
por metais pesados sem calagem
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3.2Efeitos do tempo de incubagcao e da calagem na disponibilidade e nas
fragoes do solo

A calagem reduziu significativamente os teores de metais disponiveis
extraidos por CaCl; no solo (Quadro 3). Em média, os teores de Cd, Pb, Cu e Zn
decresceram 32, 100, 97 e 63%, respectivamente. O efeito da calagem sobre a
disponibilidade dos metais catidbnicos se deve, principalmente, ao aumento da
capacidade de troca de cations no solo devido a existéncia de cargas dependentes
de pH (Alloway, 1990).

Quadro 3. Teores de metais (mg dm™) extraido por CaCl, em solo contaminado com
metais pesados sob diferentes periodos de incubagao

210 dias 180dias 150 dias 120 dias 90dias 60dias 30dias 0,5dia

Sem Calagem
Cadmio  10,2e 10,9b 12,3a 11,1b 10,6d 10,5d 10,8¢c 10,8¢c
Chumbo 19,2c 20,1c 23,7b 17,3d 15,5e 16,7d 15,9e 25,3a
Cobre 15,2¢ 16,3c 19,4b 16,0c 17,0c 15,9¢ 14,8¢c 24,7a
Zinco 59,3f 69,6d 78,4b 73,1c 63,8e 59,6f 58,8f 81,8a
Com Calagem
Cadmio 6,3f 7,1d 8,8a 7,7c 7,5¢ 7,4c 6,6e 8,2b
Chumbo 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a
Cobre 0,2d 0,3c 0,6b 0,5b 0,3c 0,8a 0,4c 0,9a
Zinco 23,1f 35,0e 52,6b 47 .,5¢ 42,9d 33,8e 32,1e 65,1a

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott, P<0,05).

O maior tempo de contato diminuiu significativamente os teores disponiveis
dos metais pesados no solo (Quadro 3). A diferenca entre 0,5 e 210 dias de
incubacao representou decréscimos de 13, 24, 40 e 39 % nos teores disponiveis de
Cd, Pb, Cu e Zn, respectivamente. Essa baixa reducdo do Cd evidencia o alto
potencial de disponibilidade desse elemento, talvez pelo fato de ter sua adsorgéo ao
solo reduzida provavelmente pelos outros metais que ocorre em elevadas
concentracées no solo estudado.

A solucao extratora CaCl, apresentou alta e significativa correlagdo com a
concentracdo de metal na parte aérea, exceto para o Cu, e com a fragcédo trocavel
(Quadro 4). No entanto, para a fragdo matéria organica, oxidos de ferro amorfo e
cristalino, com excecdo para o Cd, o CaCl, apresentou correlagdo inversa e
significativa. Este resultado indica que o CaCl, foi capaz de discriminar
satisfatoriamente o efeito da calagem sobre a disponibilidade dos metais no solo,
principalmente o Cd e o Zn.

Nos solos sem calagem, os teores de Cd no solo foram encontrados apenas

nas fragdes matéria organica e principalmente na trocavel, pois os teores nos 6xidos
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de ferro ficaram abaixo do limite de detecgado, indicando a baixa afinidade do
elemento com ligagdes mais estaveis do solo (Quadro 5). Isto comprova a alta
biodisponibilidade de Cd, provavelmente devido a sua ligagdo aos coldides do solo
serem inibidas por outros ions metalicos, os quais possuem maior afinidade (Harter,
1991). O tempo de contato influenciou apenas o teor de Cd trocavel, apresentando

uma reducédo de 30% entre o 1° (210 dias) e o 8° tempo de incubagéo (0,5 dia).

Quadro 4. Correlagdes de Pearson entre o disponivel e as fragdes do solo (mg dm™)
e concentragdo de metais na parte aérea (ug kg™) .

Tr MO OxFeA OxFeC Parte aérea
Cadmio
Disp 0,93** -0,91* NS NS 0,75**
Chumbo
Disp 0,97** - 0,94** -0,77** - 0,30* -0,70**
Cobre
Disp 0,97** - 0,96** - 0,80** - 0,86** - 0,40**
Zinco
Disp 0,81** - 0,95** - 0,77 -0,79** 0,80**

Tr: fracdo trocavel;, MO: fracdo matéria organica; OxFeA: fracdo 6xido de ferro
amorfo; OxFeC: fracdo oxido de ferro cristalino. * P < 0,05; **P < 0,01; NS - né&o
significativo.

Na presenga da calagem, o Cd apresentou redugédo média de 60% na fragao
trocavel resultando em um aumento de 40% na fragdo ligada a matéria orgéanica
(Quadro 6). Este resultado indica que a redugdo de Cd trocavel foi resultado da
imobilizacdo desse elemento pela matéria organica. Segundo Alloway (1990), a
adsorcao/dessorcao de Cd esta relacionada principalmente ao pH, em comparacgéao
com o Cu e Pb. Neste tratamento, o tempo de incubac&o n&o apresentou diferenca
significativa.

O chumbo, em solo sem calagem, apresentou-se ligado as fragdes trocavel,
matéria organica e oxido de ferro cristalino (Quadro 5). O tempo de contato
influenciou principalmente o teor de Pb na fracdo matéria orgénica, a qual
apresentou reducao de 33% entre 0,5 e 210 dias.

A aplicagcdo de calagem resultou, em média, em redugéo de 71% do Pb na
fracdo trocavel, mediante a ligagdo com o carbonato, e um aumento de 40% na

fracao 6xido de ferro cristalino, respectivamente (Quadro 6). A presenga da matéria
67



organica promove o deslocamento de metais de outros sitios de adsor¢cdo (McBride
et al., 1997), possivelmente o Pb foi facilmente adsorvido nessa fracao, devido esse
elemento apresentar afinidade pela matéria organica. O aumento do tempo de
contato promoveu aumento de 61, 4, 32 e 21% de Pb nas fragdes trocavel, matéria

organica, oxidos de ferro amorfo e cristalino, respectivamente.

Quadro 5. Concentracdo de metal nas fragdes do solo (mg dm™) sem calagem:
trocavel (Tr), matéria organica (MO), 6xido de ferro amorfo (OxFeA) e 6xido de ferro
cristalino (OxFeC)

210 dias 180dias 150 dias 120 dias 90dias 60 dias 30dias 0,5 dia

Sem Calagem

Cadmio
Tr 7,3a 6,5b 6,2b 6,5b 6,0c 5,3d 6,9a 5,1d
MO 3,0b 3,1b 3,1b 3,1b 3,3a 3,4a 3,2b 3,0b

OxFeA <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
OxFeC <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Chumbo

Tr 51,1b 50,3b 53,4a 48,7¢c 44 .6e 45,5e 46,6d 51,5b
MO 75,2a 69,6b 75,5a 66,0c 62,0d 61,4d 66,1c 50,7e
OxFeA <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
OxFeC 0,4b 1,2a 0,1c 0,5b 0,1c 0,8a 0,1c 1,0a
Cobre

Tr 17,5e 19,4d 24 ,3a 20,4¢c 20,5¢ 19,2d 20,3c 21,4b
MO 37,4a 37,7a 37,9a 37,4a 35,7b 35,0b 35,6b 27,1c
OxFeA 3,7a 2,5¢c 3,1b 2,6¢ 2,4c 1,7d 2,6¢c 2,4c
OxFeC 0,5a 0,3c 0,4b 0,3c 0,3c 0,3c 0,4b 0,3c
Zinco

Tr 35,7a 31,7b 32,8b 39,2a 33,2b 22.8c 39,9a 44 9a
MO 6,3a 6,1b 6,5a 6,1b 5,5¢ 5,2d 6,0b 4,9e
OxFeA 0,1a 0,1a 0,1a 0,1a 0,1a 0,1a 0,1a 0,1a
OxFeC 0,8b 1,0a 0,9b 0,8b 1,2a 1,2a 0,8b 1,1a

Médias seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott, P<0,05).

Os teores de Cu encontrados no solo sem calagem estdo ligados
principalmente as fragdes trocavel e matéria organica (Quadro 5). No entanto, a
concentracdo de Cu em forma trocavel foi inferior ao teor do elemento na matéria
organica, indicando pouca afinidade dos sitios de troca catibnica pelo elemento,
observado por outros autores (Atanossova & Okazaki,1997; Nascimento et al.,
2003). A matéria organica apresenta uma alta afinidade com o Cu, devido a
formagdo de complexos de esfera interna com as substancias humicas (McBride,
1994). Em relagdo ao tempo de incubacado, foi observado aumento de 18% da

concentracdo de Cu na fracéo trocavel e reducao de 28, 37 e 43% na fracdo matéria
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organica, 6xidos de ferro amorfo e cristalino entre o maior e o menor tempo de
contato.

Com a elevagao do pH pela calagem, ocorreu um decréscimo médio de 71%
na fragdo trocavel e aumento de 54, 51 e 38% de Cu nas fragdes matéria organica,
oxido de ferro amorfo e cristalino, respectivamente (Quadro 6). Provavelmente por
um processo de adsorcao especifica, resultando na diminuigdo na disponibilidade do
elemento. No entanto, o maior tempo de contato com o solo provocou redug¢ado na
concentragdo de Cu em todas as fragdes, principalmente na trocavel (63% entre 0,5

e 210 dias de incubagédo com o solo).

Quadro 6. Concentragdo de metal nas fragdes do solo (mg dm™) com calagem:
trocavel (Tr), matéria organica (MO), 6xido de ferro amorfo (OxFeA) e 6xido de ferro
cristalino (OxFeC)

210 dias 180dias 150 dias 120 dias 90dias 60 dias 30dias 0,5 dia

Com Calagem

Cadmio
Tr 2,5¢C 2,6b 2,9a 2,7b 2,4c 2,2d 2,6b 2,3d
MO 5,7a 5,2b 5,4b 5,1b 5,1b 5,0b 5,0b 4,7c

OxFeA <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
OxFeC <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL
Chumbo

Tr 5,1e 16,1c 23,7a 17,0b 13,1d 15,5¢ 13,7d 13,0d
MO 60,2¢c 68,0a 63,3b 62,5b 62,5b 63,2b 63,7b 62,4b
OxFeA 1,1c 1,1c 0,6d 1,1c 0,7d 2,3a 1,3c 1,6b
OxFeC 0,5b 1,0a 1,0a 1,3a 0,1c 1,0a 1,3a 0,6b
Cobre

Tr 2,1¢c 4,2b 5,6a 5,6a 5,1a 4,0b 5,0a 5,6a
MO 66,0e 75,8d 86,9a 75,7d 83,4b 74.6d 80,0c 76,4d
OxFeA 5,5a 7,0a 4.4b 6,1a 4,3b 5,2b 4,2b 6,2a
OxFeC 0,6a 0,6a 0,5b 0,6a 0,5b 0,6a 0,5b 0,6a
Zinco

Tr 0,6¢ 7,1a 3,9b 3,9b 1,7¢c 1,7¢ 2,8b 9,2a
MO 67,1a 55,1b 46,5c 48,1c 49,7c 50,9¢c 50,9¢c 49,1c
OxFeA 0,3a 0,2b 0,2b 0,2b 0,2b 0,2b 0,2b 0,2b
OxFeC 1,5b 1,5b 1,3b 1,3b 1,7a 1,8a 1,4b 1,4b

Médias seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott, <0,05).

Nos solos sem calagem, o Zn foi retido principalmente em formas trocaveis e
na matéria organica (Quadro 5), permanecendo labil no periodo do experimento.
Xiang et al. (1995) relatou que em solos acidos a transformacéo da forma trocavel
para a fracdo organica pode ser importante para reduzir a toxicidade de Zn para as
plantas. O tempo de incubacdo nesse tratamento influenciou principalmente a

fragao trocavel, com reducao de 21% aos 210 dias de contato com o solo.
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Apéds a calagem, o teor de Zn sofreu brusca redugédo média de 89% na fragao
trocavel com concomitante aumento de 89, 47 e 34 % na concentragao do Zn retido
pela matéria organica, oxidos de ferro amorfo e cristalino, respectivamente (Quadro
6). A matéria organica foi a principal responsavel pela retencédo de Zn nos solos
submetidos a calagem. Segundo Isabelle & Alian (2001), a aplicagcdo da matéria
organica em solos contaminados pode eficientemente reduzir a concentragao de Zn
na solugédo do solo. Xiang et al. (1995) reportaram aumentos nos conteudos de Zn
ligado a 6xidos de ferro cristalinos e amorfos em solos calcarios comparativamente a
solos acidos. O menor tempo de incubagdo provocou redugdo em 27% a
concentracdo de Zn na matéria organica quando comparado com o maior tempo de
contato.

De modo geral, o tempo de incubagéo foi um fator de grande importancia
quanto a retencdo dos metais pesados pelas fracbes do solo. No entanto, o tempo
utilizado neste trabalho demonstrou ser insuficiente para verificar a transformagao
dos metais labeis em nao labeis. Segundo Ma & Uren (1997), o Zn adicionado em
ensaios de longa duracédo (5-20 anos) se encontrava, predominantemente, ligado as
formas de oOxidos de ferro e aluminio, enquanto que para o Zn recentemente
adicionado (30 a 360 dias) os maiores teores foram encontrados nas formas mais

reativas (trocavel e soluvel em agua).

3.3Efeitos do tempo de incubacdao e da calagem na fitoextragao induzida de
metais pela mucuna preta

A aplicagdo do agente quelante (EDTA), sete dias antes do final do

experimento, foi realizada apenas nos tratamentos com calagem. O EDTA mostrou-

se eficiente para a fitoextracdo apenas do Pb e Cu, visto que as concentragdes na

parte aérea da mucuna aumentaram em média 68 e 26% , respectivamente, em

relagdo ao solo sem calagem (Quadros 7 e 8).
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Quadro 7. Concentragdo de metal (ug kg™') na parte aérea e raiz, na mucuna preta
em solo contaminado sem calagem
210 dias 180dias 150 dias 120 dias 90dias 60 dias 30dias 0,5 dia
Sem Calagem

Cadmio

P. Aérea 215,7c 282,4b 290,9b 134,6d 141,2d 387,7a 294,6b 191,3c
Raiz 5853,6a 4461,0c 5231,7b 5050,1b 5067,1b 3305,9e 5137,2b 3781,6d

Chumbo

P.Aérea 629a 70,3a 61,0a 38,9p 52,65b 76,2a 54,2b 75,1a
Raiz 1368,7c 1713,3b 3403,3a 1282,5¢ 1406,3c 1883,2b 1749,1b 1202,4c
Cobre

P.Aérea 58,9b 132,6a 1253a 59,3b 74,6b 134,8a 63,8b 83,4b
Raiz 6117,9d 6316,4d 9422,7a 8476,4b 7298,6c 5247,6e 6461,9d 9412,2a
Zinco

P. Aérea 1532,6d 2006,2b 2941,3a 1459,6d 1764,0c 2241,9b 2135,6b 1445,7d
Raiz 15768,2a12148,8¢c13049,5b15031,2a15454,0a10937,1d 13449,6b 15373,2a

Médias seguidas de letras iguais n&do diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott, P<0,05).

Wu et al. (2004) relatam que a adigdo de 3 mmol kg™~ de EDTA aumentou as
concentragdes de Cu e Pb na parte aérea da B. juncea. Segundo Jarvis & Leung,
(2002), a adicdo de EDTA aumentou a translocacdo de Pb em Pinus radiata,
parecendo haver superacdo de barreiras a translocacdo e o Pb quelatado com
EDTA apareceu em quantidades significativas nos tecidos vegetais, destacando-se a
eficiéncia no aumento da solubilidade do Pb. Os dados corroboram os encontrados
pelos autores citados acima, devido a eficiéncia da translocagdo do quelante, as
concentracbes de Pb e Cu na biomassa radicular reduziram 69 e 86%,
respectivamente.

Quadro 8. Concentragdo de metal (ug kg™') na parte aérea e raiz em mucuna preta
em solo contaminado com calagem

210 dias 180dias 150 dias 120 dias 90dias 60 dias 30 dias 0,5 dia
Com Calagem

Cadmio
P. Aérea 127,6a 123,3a 99,8b 98,6b 68,2d 89,0c 554e 89,6¢
Raiz 233,9f 472,5d 324,7¢ 535,4c 203,0f 855,2a 663,8b 347,5e
Chumbo

P. Aérea 103,1d 186,3b 197,8b 170,7b 143,3c 203,5b 144,2c 402,5a
Raiz 493,6b 743,3a 530,8b 5149b 576,7b 527,9b 533,1b 399,5¢c
Cobre

P.Aérea 83,5¢ 138,9b 163,5a 111,3c 97,2c 131,0b 98,6c 160,3a
Raiz 877,3c 1130,6b 1141,0b 1079,0b 877,7c 879,4c 1031,2b 1312,5a
Zinco

P. Aérea 759,4d 890,2c 887,8c 1009,0b 790,1d 910,5¢c 657,6c 1480,2a
Raiz 789,5e 1602,0c 1510,1c 1306,3d 2625,2a 2307,7b 1788,7c 1275,6d

Médias seguidas de letras iguais n&o diferem estatisticamente (Teste Scott-Knott, P<0,05).
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O EDTA nao foi eficiente no aumento da concentragdo de Cd e Zn na parte
aérea da mucuna (Quadros 7 e 8) quando comparado com o solo sem a adigdo do
quelante. Em geral, o pH do solo parece ter o maior efeito na solubilidade ou
retencdo de metais em solos, como indicado na literatura aquele que os metais
catibnicos se tornam menos disponiveis para a planta em solo com pH elevado
(Nascimento et al.,2006a), principalmente o Cd e o Zn que apresentam alta
mobilidade. Além do mais, 0 Zn € um micronutriente altamente mével na planta, e o
Cd, apesar de ndo ser um elemento essencial, mas pela sua semelhanca quimica
com o Zn é facilmente absorvido e translocado no interior das plantas. Deste modo,
no solo sem calagem, as concentragdes médias do Cd e Zn na parte aérea foram 61
e 52 % maiores que no solo com calagem (Quadros 7 e 8). A concentragdo do Cd na
raiz também foi influenciada pelo pH, pois foi reduzida 90 % da sua concentracao

apos a calagem.
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Figura 3. Remogéo de Cd, Pb, Cu e Zn pela parte aérea da mucuna preta (ug pote'1)
dos solos contaminados. Médias seguidas de letras iguais nao diferem
estatisticamente (Teste Scott-Knott com P<0,05).

72



A remocéo do Cd e Zn no solo sem calagem foi influenciada principalmente
pela acidez do solo (Figura 3), devido provavelmente a alta disponibilidade no solo
desses elementos em pH baixo e a maior mobilidade na planta. A adicdo de EDTA
em solo com calagem representou pouca diferenga para o Cd e o Zn. Por outro lado,
a remocao do Pb e Cu foi induzida pela adicdo deste quelante, pois esses elementos
além da baixa mobilidade apresentam afinidade de formar ligagdes mais estaveis no
solo (Alloway, 1990; McBride, 1997).
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4. CONCLUSOES

A concentracdo de metais pesados e a aplicagdo de calagem no solo

afetaram a producéo de matéria seca da parte aérea e da raiz da mucuna preta.

Em solos sem calagem, o aumento da solubilidade dos metais influenciou a
fitoextracdo de Cd e Zn pela mucuna preta sem a necessidade da aplicagao de

agente quelante (EDTA).

A aplicacédo do EDTA no solo com calagem foi eficiente para a fitoextragédo

induzida dos metais Pb e Cu.

O maior tempo de contato (210 dias) diminuiu significativamente os teores

disponiveis dos metais pesados no solo.

A calagem reduziu significativamente os teores de Cd, Pb, Cu e Zn
disponiveis extraidos por CaCl, no solo e provocou redugao nos teores de Cd, Pb,
Cu e Zn trocaveis e aumento nas fragdes matéria organica, 6xidos de ferro amorfo e

cristalino.
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