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RESUMO

O Céadmio constitui um metal pesado que oferece altos riscos a salude humana e que
pode afetar o funcionamento do ecossistema em niveis residuais devido a sua alta toxicidade,
seu tempo de persisténcia, que excede décadas e ao fato de sua biodisponibilidade ndo diminuir
a longo prazo. O arroz (Oryza sativa L.) possui a capacidade de incorporar quantidades
importantes de Cd?* em seus tecidos e, por esta razio, é hoje o cereal que mais incorpora este
metal na dieta humana por ingestdo, ocasionando sérios problemas de saide como a doenga
conhecida como “Itai-Itai”, que tem como principais sintomas fortes dores nos 0ssos e
frequentes fraturas. Por esta razdo plantas de arroz foram utilizadas neste estudo em associagédo
com os materiais naturais para avaliacdo dos efeitos do Cd?* nestas. Materiais como 0s
derivados da matéria organica vem sendo utilizados atualmente na remediacdo de solos e
efluentes, porém estudos sobre os riscos de seu uso sdo hoje escassos e muitas vezes
controversos. A utilizacdo de matéria organica humificada, como Vermicomposto e seus
derivados é uma alternativa sustentavel na remediacdo de solos e efluentes contaminados por
metais pesados, devido a sua composicdo quimica ambientalmente nao agressiva, baixo custo
de producéo, e possivel aplicacdo em diversas culturas vegetais. O objetivo deste estudo foi
investigar as caracteristicas do biochar, vermicomposto (VC), sua fracdo solida (RVC) e
humina para serem usados na remediacdo de solos contaminados com Cd?*. Para tal foi
realizada a caraterizacdo das interacdes entre o metal e 0os materiais, através de isotermas de
adsorcéo de Freundlich e Langmuir, técnicas espectroscopicas CP MAS *C-RMN e FTIR, foi
também avaliada a capacidade de cada material para biodisponibilizar o Cd?* para plantas de
arroz, através da determinacdo de parametros de desenvolvimento radicular e foliar e dos
contetidos de Cd?* nos tecidos das plantas e no substrato. A morfologia da superficie dos
materiais foi avaliada mediante microscopia eletrénica de varredura (MEV). Este estudo
demonstra que o biochar utilizado e a humina ndo sdo materiais eficientes para serem utilizados
na remediacdo. O biochar, embora apresentando uma elevada retencdo de Cd?* permitiu a
biodisponibilizagdo do Cd?* aumentando o actimulo nos tecidos das plantas de arroz. O VC e
RVC resultaram materiais com elevada capacidade de retencdo de Cd?* com uma baixa
disponibilizagdo do metal. Especificamente o RVC pode constituir um material eficiente para
fins de remediacdo. Adverte-se sobres os riscos no uso dos materiais estudados para fins de
remediacdo de solos contaminados com Cd?* e propdem-se a utilizagdo deste novo material
para fins de fitorremediacao.

Palavras-chave: Metal pesado, retencao, biodisponibilizacdo



ABSTRACT

Cadmium is a heavy metal and it offers high risks to human health and it can affect
ecosystem functioning at trace levels due to high toxicity, persistence time, which transcends
decades and the fact that its bioavailability not diminish the long term. Rice (Oryza sativa L.)
has the ability to incorporate large amounts of Cd?* in their tissues and, therefore, today is the
cereal that further incorporates this metal in the human diet by ingestion, causing serious health
problems like the known disease as "lItai-Itai", whose main symptoms severe pain in bones and
frequent fractures. For this reason rice plants were used in this study in combination with natural
materials to assess the effects of these Cd?*. Natural materials such derived from organic matter
is currently being used in the remediation of soils and effluents, but studies on the risks of its
use today are scarce and often controversial. The use of humified organic matter like
vermicompost and its derivatives is a sustainable alternative for the remediation of soils and
sewage contaminated by heavy metals due to their chemical composition environmentally non-
aggressive, low production cost and possible application in various crops. The aim of this study
was to investigate the characteristics of biochar, vermicompost (VC), its solid fraction (RVC)
and humin for use in the remediation of soil contaminated with Cd?*. For this was performed
characterization of the interactions between the metal and the material through Freundlich and
Langmuir adsorption isotherms, spectroscopic techniques CP MAS 3C-NMR and FTIR was
also evaluated the ability of each material to provide Cd?* to plants rice, by determining the
root and leaf development parameters and Cd?* content in plant tissues and the substrate. The
surface morphology of the materials was performed using scanning electron microscopy
(SEM). This study demonstrates that biochar used and humin are not effective materials for use
in remediation. The biochar, although showing a high retention of Cd?* allowed the bio
availability of Cd?* increasing the accumulation in tissues of rice plants. VC and RVC resulted
materials with high Cd?* retention capacity with a low availability of the metal. Specifically,
the RVC can be an effective material for remediation purposes. We warn the risks of use the
materials studied for soil remediation purposes contaminated with Cd?* and propose the use of
a new natural source material for phytoremediation purposes.

Key words: Heavy metal, retention, bioavailable



\Y%

AF

AH

BCF

CETESB

CP MAS *C-RMN

DAT
FTIR

IHSS

MEV
MOBI
MOS
PC1
PCA
RVC
SH

Tl

VC

LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

vibracgdes de estiramentos;
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1. INTRODUCAO

O cadmio é um dos metais mais ecotoxicos que causa efeitos sobre todos 0s processos
bioldgicos de seres humanos, animais e plantas (TORRES et al., 2000; PINTO et al., 2004;
BENAVIDES et al., 2005; KABATA-PENDIAS, 2011). Este metal esta presente naturalmente
nos solos em concentragdes de 0,1-1 mg Kg* (ALLOWAY, 2013). No entanto, alteracdes em
sua concentracdo podem ocorrer devido a fatores naturais, como a atividade vulcanica, a erosdo
de rochas sedimentares e fosfaticas e os incéndios florestais mas, é através das atividades
antropicas, como mineracdo, producdo, consumo e disposi¢do de produtos contendo cadmio
que seus niveis nos solos sdo fortemente alterados, podendo chegar a faixas criticas, atingindo
corpos d’agua e entrando na cadeia alimentar, ocasionando danos ao meio ambiente e a saude
humana (CETESB, 2012; KABATA-PENDIAS, 2011).

De acordo com Taylor e Percival (2001), entre 55% e 90% do Cd na solu¢édo do solo
esta na forma de fon livre Cd?* que é prontamente disponivel para captacio pelas plantas. O ion
Cd?* pode formar uma série de espécies idnicas e também complexos com a matéria organica
ou com proteinas em sistemas bioldgicos (TORRES et al., 2000; SPOSITO, 2008; KABATA-
PENDIAS, 2011). Embora os mecanismos de selecdo bioldgica de elementos quimicos
permitam que as plantas controlem, até certo ponto, sua composicao quimica, essa barreira €
um pouco limitada no que diz respeito a metais pesados, como Cadmio. Por esta razdo as
concentragOes destes elementos em plantas sdo, muitas vezes, correlacionadas com sua
abundancia no meio de crescimento (KABATA-PENDIAS, 2011).

O conhecimento a respeito de métodos que impecam ou diminuam a captacdo do
Céadmio pelas plantas sdo de extrema importancia para a seguranca ambiental, pois podem evitar
riscos associados a introducao do metal na cadeia alimentar e consequentemente no organismo
humano.

Atualmente, todas as tecnologias existentes para a remediacdo de metais pesados
(remediacdo quimica, fitorremediacdo ou remediacdo microbiana) possuem vantagens e
desvantagens. Existe, portanto, uma necessidade de técnicas integradas que sejam ao mesmo
tempo seguras e econdmicas. A aplicacdo de materiais naturais associados a fitorremediacéo
pode oferecer enormes beneficios de salde publica, ambientais e de custos. No entanto, estudos
sobre 0s riscos de seu uso séo hoje escassos e muitas vezes controversos.

As Substancias himicas (SH) que séo derivadas da degradacdo quimica e bioldgica de
vegetais e animais e de residuos de atividades de microrganismos, formam produtos que tendem
a associar-se em estruturas quimicas complexas e mais estaveis do que os materiais de origem.
A interacdo das SH com ions metélicos como Cd?* é de grande importancia e esté relacionada
com suas caracteristicas estruturais como a presencga de um grande nimero de grupos funcionais
oxigenados (CO2H2, OH fenois, C = O) (SCHNITZER 1978; SHOBAA; CHUDNENKOB,
2014).

A utilizacdo de matéria organica humificada, como Vermicomposto e seus derivados
(Humina e &cido humico) é uma alternativa sustentavel na remediacdo de solos e efluentes
industriais e urbanos contaminados por metais pesados, devido a suas propriedades como
composicdo quimica ambientalmente ndo agressiva, baixo custo de producdo, e possivel
aplicacdo em diversas culturas (GARCIA et al., 2013a). Esta tecnologia tem demonstrado,
através de pesquisas recentes, excelentes resultados na retencdo de metais pesados como Cd,
Pb, Ni, Cu, Zn (SINGH; KAUR, 2014; GARCIA et al., 2013b; WANG et al., 2012;
URDANETA et al., 2008; JORDAO et al., 2007). A formac&o de complexos organometalicos
e quelatos de diferentes estabilidades e caracteristicas estruturais entre as SH e metais pesados,
como o Cadmio, permite o controle da disponibilidade desses metais para as plantas,
diminuindo ou até mesmo impedindo a absorgéo destes.
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Outro derivado da matéria organica apresenta grande potencial para diversos fins na
agricultura é o Biochar, formado pela pirolise de biomassas, tem sido utilizado como meio para
melhorar a fertilidade do solo, aumentar a resisténcia de plantas ao estresse hidrico, atenuante
de mudancas climaticas e remediacdo de pesticidas e determinados metais pesados em solos,
(BORCHARD et al., 2012; DOAN et al., 2015; JARAMILLO, et al., 2015; KHAN, et al., 2013;
MELDO et al., 2013). No entanto, segundo Pellera e Gidarakos (2015) as interacdes ocorridas
entre Biochar e determinados metais como Cd sdo de natureza eletrostatica, portanto
caracterizada como adsorc¢do nao-especifica. Neste tipo de interacdo os ions metélicos estdo em
equilibrio com o sistema aquoso, podendo se tornar disponiveis para o sistema radicular das
plantas. Isto se deve a configuracdo eletrénica do grupamento funcional da superficie do
Biochar (SPOSITO, 2008).

Estudos de remediagdo de areas contaminadas por Cd?* envolvendo o arroz (Oryza
sativa L) como planta modelo sdo importantes, pois este constitui o cereal que mais incorpora
Cd?* na dieta humana por ingestdo (MEHARG et al., 2013) e porque constitui um modelo
vegetal com capacidade de incorporar quantidades importantes do metal em seus tecidos e ao
mesmo tempo permite estudar os mecanismos responsaveis (JIANG et al., 2012). Isto porque o
arroz apresenta caracteristicas genéticas que permitem o acumulo e transporte do Cd?* desde a
raiz até a parte aérea e para os graos (UENO et al., 2009).

Desta forma uma avaliacdo dos diferentes tipos de interacGes e potenciais de retencédo
de fons como Cd?* por estes materiais (Biochar, VC e Humina) sdo de grande importancia e
ainda raros na literatura.



2. OBJETIVO GERAL

Este estudo objetivou avaliar o uso de materiais como Vermicomposto (VC), sua fracao
solida residual (RVC), Biochar e Humina como potencializadores na fitorremediacao de solos
contaminados por Cadmio (Cd?*) em associa¢do com o uso de plantas de arroz (Oryza sativa
L).

2.1. Objetivos Especificos

1- Caracterizar espectroscopicamente as interagdes ocorridas entre os materiais e 0 Cd?*;

2- Avaliar a biodisponibilizagio de Cd?* dos materiais para as plantas de arroz;

3- Sugerir 0 uso do material mais eficaz e seguro na remediacdo de &reas contaminadas por
Cd?".



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Metais Pesados

O termo Metal Pesado, apesar de ambiguo, vem sendo utilizado a muito tempo para
definir o grupo de metais e metaloides de massa atdmica relativamente alta (> 5 g cm), dentre
0s quais pode-se destacar Pb, Cd, Cr, As e Hg que além de ndo possuirem funcdo nos
organismos, causam problemas de toxicidade aos vegetais e animais em qualquer concentragdo
(ALLOWAY, 2013). Outros termos como Metais toxicos ou Elementos Trago (CALLENDER,
2014) também sdo utilizados por alguns autores para tal grupo de elementos. Muitos elementos
classificados como metais pesados, em concentragfes adequadas, sdo essenciais para plantas e
animais, como o Zn e Fe por exemplo (SHERAMETI; VARMA, 2010).

A Poluicéo por metais pesados € um problema global, embora sua gravidade e niveis de
poluicdo variem de um lugar para outro. Pelo menos 20 metais séo classificados como toxicos
com metade deles sendo encontrados no ambiente em concentragdes que representam grandes
riscos para a saude humana. A liberacdo desses metais sem tratamento adequado representa
uma ameaca significativa para a salde publica devido aos altos niveis de reatividade,
persisténcia, bioacumulacdo e acumulacdo na cadeia alimentar, além de desencadearem
diversas reagOes quimicas e ndo serem metabolizaveis (AKPOR; MUCHIE, 2010).

Em muitos casos, as fontes antropogénicas destes metais superam as contribuicdes
provenientes de fontes naturais (intemperismo, erupcdes vulcanicas, incéndios florestais) por
varias vezes (CALLENDER, 2014). A aplicacao de residuos urbanos e industriais contendo
uma variedade de poluentes, na agricultura, é responsavel pela ocorréncia das mais elevadas
concentracdes de metais como o ferro (Fe), manganés (Mn), cobre (Cu), zinco (Zn), chumbo
(Pb), cromio (Cr), niquel (Ni), cddmio (Cd) e cobalto (Co) em solos agricolas (KABIR et al.,
2012), que consequentemente entram na cadeia alimentar e se tornam perigosos para 0s seres
humanos e animais.

Existem varias fontes potenciais de poluicdo por metais no solo, porém a principal é
através da purificacdo e transformacdo de metais pela industria, que podem gerar efeitos
negativos expressivos a longo prazo no ecossistema do solo. Por exemplo, a mineracdo de
rochas contendo sulfureto podem causar drenagem &cida que, por sua vez, aumenta a liberacdo
de metais pesados, incluindo arsénio (As) para a atmosfera pela reacdo com oxigénio e agua
(LAWRENCE; HIGGS, 1999). A aplicagdo a longo prazo de fertilizantes fosfatados, onde 0s
metais pesados estdo presentes como impurezas e a deposicdo de poeira de fundi¢do no solo
podem também aumentar os niveis de metais pesados. Solos agricolas proximos a industrias de
processamento de metal sdo mais vulneréveis a esses riscos (AHMAD et al., 2015).

A contaminacdo do solo por metais pesados cresce paralelamente ao desenvolvimento
de regiBes industriais, agricolas e grandes centros onde fabricas, veiculos motorizados e
residuos municipais sdo suas mais importantes fontes (ALLOWAY, 2013; KABATA-
PENDIAS, 2011).

Ao contrario de poluentes organicos que podem se degradar formando componentes
menos nocivos, como resultado de processos bioldgicos ou quimicos, os metais pesados nao
sdo degradaveis por processos naturais, especialmente quando o conteldo metalico elementar
é consideravel (KABIR et al., 2012). Além do mais, a persisténcia de contaminantes no solo é
muito maior do que em outros compartimentos da biosfera e a contaminagao do solo por metais
pesados, parece ser quase permanente. Metais acumulados em solos se esgotam lentamente por
lixiviagdo, absorcdo pelas plantas ou erosdo. O solo age como um amenizador natural de
contaminantes, controlando o transporte de elementos quimicos e substancias para a atmosfera,
hidrosfera, e biota. No entanto, o papel mais importante do solo é a sua produtividade, o que é
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fundamental para a sobrevivéncia dos seres humanos. Assim, a manutencdo das funcdes
ecoldgicas e agricolas do solo € de responsabilidade da humanidade (KABATA-PENDIAS,

2011).

A Tabela 1 mostra os principais efeitos de alguns metais pesados em plantas.

Tabela 1: Principais efeitos de alguns metais pesados em plantas.

Metal Efeitos
Céadmio Diminui a germinacdo das sementes, teor de lipidios, e 0 crescimento das
(Cd) plantas; induz a producao de fitoquelatinas
Cromo (Cr) | Diminui a atividade enzimatica e crescimento das plantas; produz dano a
membrana, clorose e danos a raiz
Cobre (Cu) | Inibe a fotossintese, o crescimento da planta e o processo reprodutivo; diminui a
area de superficie do tilacoide
Mercurio | Diminui a atividade fotossintética, absorcao de agua e enzimas antioxidantes;
(Hg) acumulacdo fenol e prolina
Niquel (Ni) | Reduz a germinagdo das sementes, acimulo de massa seca, a producao de
proteinas, clorofilas e enzimas; aumento de aminoacidos livres
Chumbo | Reduz a producéo de clorofila e o crescimento; aumenta superéxido dismutase
(Pb)
Zinco (Zn) | Reduz a toxicidade de Ni e a germinacdo de sementes; aumenta o crescimento
das plantas e ATP / relacdo de clorofila

(Fonte: GARDEA-TORRESDEY et al., 2005)

Dentre os metais pesados, 0 Cadmio é considerado como sendo um dos mais ecotoxicos
e exibe efeitos adversos sobre todos os processos biolégicos de seres humanos, animais e
plantas. Este metal possui um grande potencial negativo para afetar o meio ambiente e a
qualidade dos alimentos (KABATA-PENDIAS, 2011).

3.1.1. Cadmio

O Cédmio (Cd) é um metal ndo-essencial que esta naturalmente presente nos solos, onde
se encontra na forma do cation divalente (Cd?*) em concentracdes que variam entre 0,1-1,0 mg
kg e raramente ocorre na natureza em sua forma pura (KABATA-PENDIAS, 2011).

Apesar da concentracdo de Cd no solo representar apenas fracdes minimas dos cations
trocaveis totais ou de cations na solucdo do solo, afetando pouco a quimica do solo, o Cd pode
afetar o funcionamento do ecossistema em niveis residuais devido a sua alta toxicidade, pois 0
seu tempo de persisténcia excede décadas e sua biodisponibilidade ndo diminui a longo prazo
(ALLOWAY, 2013). De acordo com a CETESB (2014) os valores para Cadmio no solo s&o:

Tabela 2: Valores para Cadmio no solo (CETESB, 2014)

Valor de Valor de Valor de Intervencdo (V1) (mg kg peso seco)
Referéncia prevencéo (VP)
Qualidade (VRQ) (mg kg peso . . . .
(Mg kg™ peso seco) Agricola Residencial Industrial
Seco)
<0,5 13 3,6 14 160




A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) classificou Cd e Pb
como 0s metais pesados mais perigosos devido a sua maior acumulacdo no ambiente (AHMAD
etal., 2015).

As fontes antropogénicas de Cd no meio ambiente sdo as principais responsaveis pelos
altos indices de contaminagdo do solo e corpos d’agua e incluem: atividades de mineragéo,
producdo, consumo e disposicao de produtos que utilizam cadmio (baterias de niquel-cadmio,
pigmentos, estabilizadores de produtos de PVC, recobrimento de produtos ferrosos e néo-
ferrosos, ligas de cadmio e componentes eletronicos) e as fontes onde o cadmio é constituinte
natural do material que esta sendo processado ou consumido: metais ndo-ferrosos, ligas de
zinco, chumbo e cobre, emissBes de industrias de ferro e aco, combustiveis fosseis (carvéo,
Oleo, gés, turfa e madeira), cimento e fertilizantes fosfatados. Os niveis de cadmio nos
fertilizantes variam amplamente e dependem da origem das rochas fosfaticas (CETESB, 2012).

O Cédmio esta associado a depositos de minério de Zn e Pb, e seus minerais de origem
sdo principalmente esfalerita, biotita, anfibolio e esmitsonita. Durante o processo de
intemperismo o Cd forma compostos simples, tais como CdO, Cd(OH),, CdCl, e CdF que séo
facilmente mdveis e seguem o Zn, especialmente em processos de sedimentacdo e/ou ainda
podem formar varios tipos de ions complexos e quelatos organicos. Pode ocorrer como espécies
catidnicas: CdCI*, CdOH*, CdHCO3*, CdHS", e espécies anidnicas: CdCls’, Cd (OH)s", Cd
(OH)4>, Cd(HS) 4 (KABATA-PENDIAS e SADURSKI, 2004). As espécies quimicas de Cd
predominantes em solucdes aquosas variam em funcao do pH destas, conforme demonstrado
no diagrama de especiacgdo (Figura 1). Os compostos de Cd sdo conhecidos por serem isotipicos
com outros cétions, tais como Zn?*, Co?*, Ni?*, Fe?*, Mg®" e, em alguns casos, de Ca?*
(KABATA-PENDIAS, 2011; CETESB, 2012).
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Figura 1: Diagrama de especiacdo quimica de cadmio em funcdo do pH (PIETROBELLI et
al., 2013; SANTOS et al., 2014)

As concentragdes de Cd no solo que oferecerem risco a saude humana sdo muito
inferiores aquelas necessaria para causar efeitos visuais fracos nos vegetais e na biota do solo
(LU et al., 2014). Os efeitos sobre a satde humana estéo relacionados a exposicao através da
cadeia alimentar e corresponde a > 90% da exposi¢do humana ao metal, principalmente através
da ingestéo de cereais ou batatas. A exposi¢do moderada e continua ao Cd é muito mais grave
do que situacGes Unicas de alto consumo, pois 0 Cd tem uma meia-vida bioldgica longa de 15-

6



20 anos no organismo humano e seus efeitos se manifestam principalmente em pessoas idosas
(> 50 anos) (ALLOWAY, 2013; FERNANDES; MAINIER, 2014).

Carnes, peixes, ovos e laticinios contém pouco cadmio — menos de 0,01 pg/g de peso
umido, porém o6rgéos internos, como figado e rins, podem conter concentra¢fes mais elevadas.
Produtos vegetais contém mais cadmio que produtos de origem animal. Fumantes estdo ainda
mais expostos ao cadmio devido a acumulacdo natural de altas quantidades do metal nas folhas
de tabaco. Estima-se que esta exposi¢éo seja de 1,7 ug de cadmio por cigarro e cerca de 10% ¢
inalado quando se fuma (CETESB, 2012). Gréos de arroz podem conter, particularmente
elevados niveis de cadmio. O arroz &, portanto, uma preocupacdo especial em regiGes onde
possui grande importancia na dieta. Além disso, subpopulacGes especificas, como bebés e
criancas, tém taxas de consumo de alimentos mais elevados por unidade de massa corporal; e
vegetarianos, que tém uma dependéncia aumentada em graos e vegetais, tendem a ter maiores
taxas de exposicao ao cadmio através desses alimentos (MEHARG et al., 2013).

A intoxicacdo cronica causada por Cd leva a disfungéo tubular dos rins, o que leva a um
aumento da excrecdo de Ca e de proteinas de baixo peso molecular e, finalmente, a osteomalacia
(amolecimento dos 0ssos) gerando a doenga conhecida como “ltai-Itai”, que tem como
principais sintomas fortes dores nos ossos e frequentes fraturas. A doenca foi identificada
inicialmente no Japdo por volta dos anos 50, quando diversos moradores de Toyama foram
acometidos pelos sintomas apds o consumo frequente de arroz irrigado com agua contaminada
por Cd (ALLOWAY, 2013; LU et al., 2014).

Outros efeitos graves podem ocorrer ainda, como sintomas gastrointestinais agudos,
bem como sintomas respiratorios tardios entre pessoas que utilizam carbonato de cddmio em
p6 como agente de polimento, ocasionados tanto pela inalacdo quanto pela ingestdo deste
composto de cddmio. Estudos realizados por Parizek e Zahor (1956) e Parizek (1960) relatam
a ocorréncia de necrose nos testiculos de animais, quando expostos a determinadas doses de
sais de cadmio. Outros efeitos reprodutivos e genéticos, bem como a inducdo de cancro,
também foram considerados como possiveis efeitos criticos (NORDBERG, 2009).

Devido a semelhanga quimica com outros metais (cobre, zinco, célcio.), os ions de
cadmio podem deslocé-los de sitios normalmente ocupados por esses metais em enzimas no
figado, nos rins, nos intestinos, no pancreas e testiculos dos mamifero, levando a inibicdo da
funcdo enzimatica por ndo possuir 0s atributos quimicos necessarios para conferir atividade
bioquimica; e também substituir o calcio no tecido 6sseo, (FERNANDES; MAINIER, 2014;
TORRES et al., 2000).

O cadmio apresenta uma afinidade particular por grupamentos sulfidrilas e hidroxilas e
por ligantes contendo Nitrogénio. Como resultado dessas interagfes o metal pode inativar
muitas enzimas importantes, levando a inibicdo da fotossintese, da taxa respiratdria e outros
processos metabdlicos nas plantas (PINTO et al., 2004). O cadmio pode ainda alterar a captacéo
de minerais pelas plantas através de seus efeitos na disponibilidade desses minerais no solo ou
através da reducdo na populacdo de microrganismos edéaficos (SANITA DI TOPPI;
GABBRIELLI, 1999).

3.2. Matéria Organica do Solo

A matéria organica do solo (MOS) é constituida por uma mistura de produtos vegetais
e animais vivos ou em Vérios estgios de decomposicdo e de substancias quimica e
biologicamente sintetizadas (KABATA PENDIAS, 2011).

A transformacdo dos materiais vegetais e animais € realizada através de processos de
decomposicdo, mineralizacdo, estabilizacdo e humificacdo, inicialmente realizado por
formigas, cupins, oligoquetas e outros organismos da mesofauna. Em seguida, este é
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transformado por enzimas produzidas por diversos micro-organismos, que vdo promover a
répida perda dos compostos menos recalcitrantes, como agucares, aminoacidos, proteinas e
celulose. Posteriormente o produto organico intermediario é biodegradado por uma variedade
maior de microrganismos. A decomposi¢do de compostos mais resistentes é feita gradualmente
por fungos e actinomicetes e ttm como produtos finais hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
carboidratos, proteinas, lipideos, acidos organicos de baixo e elevado peso molecular,
peptideos, aminoacidos, fragmentos de lignina e substancias humicas (FONTANA, 2009;
KABATA PENDIAS, 2011).

A MOS desempenha um papel importante no que diz respeito a manutencéo e melhoria
da qualidade do solo, influenciando nos atributos fisicos, quimicos e bioldgicos do solo tais
como: capacidade de troca de céations (CTC), pH, condutividade elétrica (CE), ciclagem de
nutrientes, complexacdo de elementos toxicos do solo, estimulagcdo da biota do solo,
disponibilizacéo de nutrientes, protecéo contra erosao, garantindo a produtividade e a qualidade
ambiental , sendo considerada a principal indicadora da qualidade do solo, principalmente em
sistemas agricolas. A quantidade de MOS depende da entrada de material organico, da sua taxa
de mineralizacdo, da textura do solo e do clima, entre outros fatores (COSTA et al., 2013).

Assim, a perda de matéria organica representa um dos principais processos de
degradacdo do solo, pois, além de aumentar a erosdo, afeta a qualidade do solo e causa
alteracdes nos regimes de suprimento de dgua e nutrientes, na lixiviacéo e acidificacdo do solo,
e reducdo da atividade bioldgica (LAL, 2001).

Os compostos mais estaveis da MOS sdo as substancias hdamicas (SH), que sdo
fracionadas em &cidos humicos (AH), acidos falvicos (AF) e humina. SH possuem estruturas
gue contém um numero relativamente grande de grupos funcionais (CO2, OH, C = C, COOH,
SH, CO2H), com uma grande afinidade para interagir com ions metélicos. Devido a uma
combinacdo particular de diferentes grupos (principalmente, OH e SH), SH sdo capazes de
formar complexos com certos cations e ainda exercerem um papel importante na adsorcao de
Cd, Cu, Ni e possivelmente Pb para hidréxidos de Fe. Desta forma a MOS € altamente
importante no controle dos processos de adsor¢do / coprecipitacdo da maior parte dos Metais
Pesados (KABATA PENDIAS, 2011).

3.2.1. Substancias himicas

As Substancias himicas (SH) sdo os principais constituintes organicos de solos e
sedimentos, estdo largamente distribuidas ao longo da superficie da terra e ocorrem em quase
todos os ambientes terrestres e aquaticos (SCHNITZER, 1978). Representam a fracdo da
matéria organica humificada em solos e desempenham um papel fundamental em vérias funcdes
do solo e das plantas, influenciam na adaptacéo das plantas a condi¢cdes de estresse ambiental
através do aumento da disponibilidade de nutrientes. As SH tém ainda um efeito direto sobre
0s processos metabdlicos da planta relacionados ao crescimento e desenvolvimento
(BERBARA; GARCIA, 2014).

De acordo com normas estabelecidas pela Sociedade Internacional de Substancias
Humicas — IHSS as SH sao divididas quimicamente em trés constituintes principais, com base
em suas solubilidades em meio aquoso. A fracdo &cido falvico, que possui cor amarelo-parda e
é soluvel em qualquer valor de pH da solucéo, a fragdo acido himico de cor castanho escuro €
solivel em meio alcalino e insolivel em meio acido diluido e a fragdo humina que é insoluvel
e permanece ligada a matriz mineral do solo (STEVENSON, 1982).

As definicdes sobre a estrutura das substancias himicas surgiram a partir da utilizagéo
de técnicas degradativas e de espectroscopia, e podem ser reunidas em trés principais, onde a
mais aceita pelos pesquisadores da IHSS é a visdo de que as substancias himicas sao
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macromoléculas de um polieletrolito que tem sua conformacdo variavel de acordo com as
condic@es da solucao do solo (e.g. forga idnica, pH). Essa definicdo trata as substancias himicas
como um coloide organico que pode ter as suas principais propriedades acessadas, tais como
massa molecular, densidade de carga elétrica e acidez. Este modelo explica macroscopicamente
as principais interacdes das substancias humicas, como capacidade de adsorcdo e complexacgéo
de ions, interacdo com minerais do solo, sendo por esta razdo consolidado como o0 modelo mais
aceito (CANELLAS et al., 2005).

Outra propriedade muito importante das SH e que esta relacionada com suas
caracteristicas estruturais € a sua capacidade de interagir com ions metalicos. Interacdes entre
SH e ions influenciam as caracteristicas do solo, exercendo assim impacto sobre as plantas. As
SH podem formar compostos complexos de diferentes estabilidades e caracteristicas quimicas
com ions metalicos. Portanto, processos importantes para o desenvolvimento das plantas, tais
como precipitacao dissolucdo, troca ibnica, mobilidade, transporte e acumulacéo de nutrientes,
a quimica e atividade bioquimica de metais sdo fortemente determinados pelas SH. Isto se deve
aos grupos funcionais (CO2, Hz, OH fenois, C = O, -COOH, -NH>) presentes em sua estrutura,
0 que permite estabelecer ligacBes mais estaveis do que as presentes no solo, fazendo com que
0os elementos metalicos estejam mais disponiveis (SCHNITZER, 1978; SHOBAA;
CHUDNENKO, 2014).

Com metais pesados, por exemplo, as SH formam compostos complexos na seguinte
ordem de estabilidade: Pb*> Cu?*> Ni?*> Co?*> Zn?*> Cd**> Fe?*> Mn?*> Mg?" (IRVING;
WILLIAMS, 1953; KABATA PENDIAS, 2011).

O nitrogénio pode desempenhar um papel importante na criagcdo de fortes locais de
ligacdo para determinados metais. A hidrélise &cida de substancias humicas libera varias formas
de nitrogénio como amdnia, aminoacidos e agucares aminados. No entanto, uma quantidade
consideravel do nitrogénio liberado encontra-se em compostos nao identificados, enquanto que
cerca de metade do nitrogénio ndo € liberado por hidrélise &cida. Outro elemento que pode ser
importante na criacdo de fortes locais de ligacdo é o enxofre, 0 que é especialmente favorecido
por metais polarizaveis tais como o mercurio (TIPPING, 2002).

Devido a sua alta disponibilidade e por ser uma fonte sustentavel e limpa, o
vermicomposto (VC) derivado da agricultura é uma excelente matéria-prima para a obtencéo
de SH e sua eficiéncia é confirmada por importantes estudos recentes que relatam sua
capacidade de aumento da produtividade de culturas, melhoria das condic¢des do solo e retengédo
de metais pesados (GARCIA et al., 2013a; GARCIA et al., 2013b; SINGH; KAUR, 2014)

3.2.2. Vermicomposto

Alguns residuos necessitam de uma prévia decomposicdo antes de serem aplicados ao
solo, a fim de reduzir possiveis efeitos nocivos a salde humana, as plantas e ao solo, como por
exemplo a contaminagdo com organismos patogénicos, a imobilizacdo de N decorrente da
elevada relacdo C/N de alguns materiais, possiveis alteracdes no pH do solo decorrentes da
elevada acidez ou alcalinidade dos residuos. Desta forma a vermicompostagem € uma técnica
relativamente simples e importante de decomposi¢ao que requer pouco consumo de energia e
fornece um material estabilizado, principalmente quanto a pH, relacdo C/N, em tempo menor,
se comparado com a compostagem (CASTILHOS et al, 2008).

O vermicomposto (VC) resultante deste processo de reciclagem de residuos organicos
em fase sélida contida em residuos agricolas, urbanos e industriais, por agdo de minhocas e
micro-organismos oferece uma importante alternativa para resolver economicamente e
ambientalmente os problemas destes dejetos organicos. VC constitui ainda um excelente
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fertilizante organico capaz de melhorar atributos quimicos (oferta, melhor retencéo e ciclagem
de nutrientes), fisicos (melhoria na estruturacéo e formagéo de agregados) e bioldgicos do solo
(aumento da diversidade de organismos benéficos ao solo) (EMBRAPA, 2011; HERVAS et al.,
1989).

A vermicompostagem de diferentes residuos é uma alternativa ecoldgica a ser utilizada
como pratica agricola porém, alguns aspectos devem ser analisados previamente como o tipo
de matéria prima utilizada, tipo de solo a ser aplicado e a espécie vegetal, afim de se obter os
melhores resultados possiveis e sem oferecer riscos de perdas.

Os materiais humificados obtidos a partir do VC permitem a proposicéo de tecnologias
inovadoras e sustentaveis, conforme demonstrado no protocolo desenvolvido pelo grupo de
pesquisa em Matéria Organica e Bioestimulantes organicos (MOBI) na Universidade Agraria
de Havana, em colaboracdo com a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro que realizou
estudos com o objetivo de melhorar a sustentabilidade da agricultura com produtos humificados
solidos e liquidos, obtidos a partir de vermicomposto de esterco bovino (Figura 2).

Reducbes significativas das concentracGes de metais em efluentes liquidos foram
obtidas em estudos através de interacbes com substancias humicas de vermicompostos
conforme descrevem Garcia et al (2013b), Jorddo et al. (2007), Singh e Kaur (2014), Urdaneta
et al. (2008) e Wang et al. (2012). Estes materiais contém um grande nimero de sitios de sor¢édo
gue interagem com o0s metais. A fracdo organica do vermicomposto representa cerca de 50%
do seu peso (HERVAS et al., 1989).

Diante deste potencial apresentado pelos materiais humificados derivados do VC para
descontaminacdo e/ou amenizacdo de ambientes contaminados por metais pesados, estudos
sobre o0s riscos de sua utilizacdo merecem grande importancia para que técnicas seguras e
eficientes sejam adotadas como novas tecnologias agricolas.
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i N ® Obtencdo de agromateriais Re ndimento das
Caracterizacdo ¥ culturas
® Agromateriais humificados Aplicacdo no solo
Residuos humificados @
! @
Propriedade quimica Resultados em escala
Caracterizagdo laboratorial
U@de agromateriais @
Proposi¢do de tecnologias ‘
agricolas ecoldgicas
A tod dutividade d . - = .
umento ?::I;?Jr: lvidade da Melhoria das condigdes do solo Retengdo de metais pesados

Figura 2: Protocolo de trabalho aplicado pelo grupo de pesquisa MOBI para obtencéo de
tecnologias agricolas ecoldgicas a partir de vermicomposto de esterco bovino. Passo 1:
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Caracterizacdo e ensaios de bioatividade em plantas. Passo 2: Procedimentos para obtencao de
agromateriais humificados. Passo 3: Recuperacdo de materiais residuais e caracterizacdo das
suas propriedades e atividades. Passo 4: Teste das propriedades do material em escala
laboratorial. Passo 5: Ensaios das propriedades dos materiais em condi¢des agricolas em escala
de campo. Passo 6: Tentativa de introducdo das tecnologias em processos agroindustriais e
produtivos. Adaptado de (GARCIA et al., 2013a).

3.3. Biochar

H& séculos povos indigenas aplicam uma tecnologia simples e eficaz para melhorar a
qualidade de seus solos, aumentando sua produtividade através de uma mistura de residuo
mineral, materiais organicos carbonizados e em decomposic¢do. Esta ideia de queimar fontes
ricas em carbono para aumentar o estoque no solo e melhorar suas propriedades quimicas,
fisicas e bioldgicas, surgiu a partir de estudos com a chamada ‘terra preta de indio” em sitios
pré-historicos da Amazénia Central, que despertou interesse no meio cientifico ao perceberem
a presenca de solos muito férteis em locais de grandes manchas pretas nos solos que, acredita-
se, possa ser uma mistura de eventos naturais, como incéndios, combinados com a influéncia
humana (ANDRADE, 2015; Pronatura International, 2016; WAYNE, 2012). A partir do
conhecimento indigena, pesquisadores estdo hoje redescobrindo as vantagens de adicionar
biomassa carbonizada (biochar) aos solos.

O Biochar ¢ um produto poroso, carbonado obtido a partir da pirolise (queima em
ambiente limitado em oxigénio) de materiais organicos. Diversos materiais podem ser
utilizados como matérias-primas, incluindo lamas, materiais vegetais e adubos. Embora o uso
de carvéo vegetal (biochar de madeira) seja comum a muito tempo, a ideia de utilizar outras
matérias-primas para a producdo de biochar é nova e relativamente inexplorada (PAZ-
FERREIRO et al., 2014).

A lenta alteracdo da superficie do biochar ao longo do tempo pode contribuir para uma
melhor retencdo de nutrientes e, portanto, favorecer a fertilidade nos solos tropicais
(BORCHARD et al., 2012). A eficiéncia da utilizagdo do Biochar na agricultura com a
finalidade de melhorar a fertilidade do solo, contribuir para o sequestro de C e como
condicionador, vem sendo amplamente comprovada em estudos recentes (BORCHARD et al.,
2012; DOAN et al., 2015; KHAN, et al., 2013; REZENDE et al., 2011). Sua grande area de
superficie e capacidade de troca catibnica, que sdo determinadas pelo material utilizado e
temperatura de pir6lise, permitem ainda a sor¢cdo de contaminantes organicos e inorganicos em
sua superficie, reduzindo a mobilidade de poluentes em solos contaminados (BEESLEY et al.,
2011).

O potencial do biochar para retencdo de contaminantes organicos e inorganicos no solo
é relatado por estudos como mencionado por Lu et al. (2014), que destaca também a
importancia da escolha cuidadosa das matérias-primas e temperaturas de pirolise, pois alguns
materiais e/ou temperaturas conferem ao biochar derivado, menor eficacia de retencdo de
contaminantes quando comparados a outras condi¢cdes (de matéria-prima e temperatura). De
acordo com Houben et al. (2013) a quantidade de biochar utilizada também tem influéncia
direta sobre sua eficiéncia de retencdo/imobilizacdo de contaminantes, como metais pesados.

Conforme demonstrado por Melo et al., (2015) em seu trabalho, o biochar aumentou a
capacidade de adsorcdo de Cd e Zn em solos tropicais onde foi adicionado, porém a constante
de afinidade (KI) para Cd foi inferior em comparagdo com os solos sem biochar. Isto indica que
as reacdes de sorcdo ou precipitacdo sdo reversiveis sob condicdes de alteragdes do pH, como
acidificacdo do meio. Pellera e Gidarakos (2015) descrevem também que, a retencao de cddmio
pelo biochar pode ser atribuida a adsor¢do nao especifica (troca de ions), precipitacdo sob a
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forma de CdCOs e / ou de coprecipitacdo com CaCOs, 0 que indica também uma menor
estabilidade na interacdo. Por esta razéo a utilizagdo do biochar com finalidade de retencdo de
contaminantes, como metais pesados, deve ser cuidadosamente avaliada em escala laboratorial
e principalmente a longo prazo, antes de ser efetivamente aplicada em campo, afim de se evitar
perdas por reversao da retencéo.

3.4. Fitorremediacéo

A aplicacdo de fertilizantes, pesticidas e herbicidas na agricultura, necessarios para
proteger a producdo, juntamente com a deposigdo atmosférica de emissdes industriais e urbanas
e ao descarte de poluentes, dentre os quais, 0s metais pesados, através de efluentes industriais,
criam problemas ambientais, tais como a acumulagdo dessas substancias quimicas no solo, nos
corpos d’agua e a absorcéo pelas plantas, oferecendo risco aos seres humanos e animais. A
contaminagdo por metais pesados pode ser considerada como uma das ameacas mais criticas
para o solo e recursos hidricos, bem como para a saide humana (YOON et al., 2006).

A descontaminacéo do solo é um processo extremamente caro e demorado, e 0s metodos
atualmente disponiveis sdo insuficientes para esta tarefa (SAIER; TREVORS, 2010). A busca
por processos menos danosos ao meio ambiente, o tratamento dos efluentes gerados e a
remediacdo de areas contaminadas vem crescendo nas Ultimas décadas, amparada por estudos
de impacto ambiental, legislacbes ambientais mais severas e eventos mundiais em prol do
movimento sustentavel. Dentre tais tecnologias, a fitorremediacdo pode fornecer uma solugéo
de custo eficaz, duradoura e estética para recuperacdo de sitios contaminados e portanto é
considerada uma técnica extremamente importante.

A fitorremediacdo é uma palavra formada pelo prefixo grego "fito", que significa planta,
e pelo sufixo latim "remedium™ que significa para limpar ou restaurar (CUNNINGHAM et al.,
1997). O termo se refere a um conjunto de tecnologias a base de plantas com capacidade natural
ou geneticamente adaptadas, muitas vezes em conjunto com seus microrganismos associados a
rizosfera, para extracdo, degradacédo, imobilizagcdo ou acumulo de metais pesados, compostos
aromaticos, hidrocarbonetos naturais e produtos quimicos sintéticos, tais como pesticidas,
herbicidas, fungicidas e antibioticos, de ambientes contaminados (MOOSAVI;
SEGHATOLESLAMI, 2013; SAIER; TREVORS, 2010).

A ideia de usar plantas acumuladoras para remover metais pesados e outros compostos
foi introduzido pela primeira vez em 1983, mas esta técnica ja vem sendo realizada a mais de
300 anos sobre descargas de aguas residuais (MOOSAVI; SEGHATOLESLAMI, 2013).

A fitorremediacdo pode ser classificada em diferentes aplicacoes, tais como fitofiltracdo
ou rizofiltragdo, que consiste na remocdo pelas raizes das plantas de contaminantes nas aguas
residuais, aguas de superficie ou na agua subterranea extraida; fitoestabilizacdo, nesta
abordagem, as caracteristicas quimicas e biolégicas dos solos poluidos sdo alterados pelo
aumento do teor de matéria organica, capacidade de troca catidnica (CTC), nivel de nutrientes,
e acOes bioldgicas, reduzindo a biodisponibilidade do contaminante; fitovolatilizacdo, que € a
extracdo de contaminantes, como Hg e Se pelas raizes, conversdao em formas néo toxicas e a
liberacdo destes na atmosfera através de suas folhas. Este mecanismo ocorre também para
compostos organicos; fitodegradacdo, que é a utilizacdo de plantas e microrganismos para a
absorcéo, metabolismo e degradacdo ou mineralizacdo de contaminantes organicos atraves de
enzimas especificas; fitoextracdo/fitoacumulagdo, nesta técnica a planta remove contaminantes,
tais como Cd, de agua, solo e sedimentos através de suas raizes, onde se acumulam ou sé&o
transportados e acumulados nas partes aéreas, que podem ser removidas e incineradas
(AHMADPOUR et al., 2012; JADIA; FULEKAR, 2009), tal como mostrado na Figura 3.
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Figura 3: Tecnologia de Fitorremediacdo. Adaptado de (MOOSAVI; SEGHATOLESLAMI,
2013)

Fitoestabilizacdo e fitoextracdo sdo as técnicas de fitorremediacdo mais adotadas para
solos contaminados com metais pesados (SANTOS et al., 2007).

Geralmente, as plantas ideais para fitoextracdo sdo aquelas consideradas
hiperacumuladoras, que devem possuir alta capacidade de acumular niveis toxicos de metais
em suas partes aéreas, alta taxa de crescimento e tolerancia a salinidade e pH elevado. Além
disso, essas plantas devem produzir grande quantidade de biomassa seca, capaz de serem
colhidas e deve absorver e translocar metais para suas partes aéreas de forma eficiente
(AHMADPOUR et al., 2012). As plantas mais comuns, testadas para fitorremediacdo foram
listados por Felix et al., (1999): Alyssum murale, caerulescens Thlaspi, Nicotiana tabacum, Zea
mays, Brassica juncea e Salix viminalis. A capacidade de varias espécies de plantas de culturas
agricolas, como mostarda, rabanete, nabo, colza e amaranto, para acumular quantidades mais
elevadas de alguns metais (Cd, Cr, Cu, Ni e Zn) foi investigada também.

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das plantas que apresentam potencial para remediar
solos contaminados com baixos teores de Cd, conforme demonstrado por Murakami e Ishikawa
(2007), onde a cultivar Milyang 23 acumulou até 15% do Cd total no solo.

A restauracdo das propriedades originais do solo pode nunca ser alcancada,
especialmente usando métodos técnicos. No entanto, a boa recuperacdo das propriedades do
solo pode atingir bons resultados ao utilizar-se o0 melhor de cada tecnologia para cada tipo de
solo e para o tipo e concentragdo dos contaminantes (KABATA-PENDIAS, 2011).

3.5. Fenémeno de adsorcéo

Dentre os processos que afetam a disponibilidade de metais pesados, como cadmio no
solo, a adsorcao (acumulo de elementos quimicos na interface solo-solucéo) destaca-se pela sua
grande importancia (ALLOWAY, 2013).
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A adsorc¢do € o processo através do qual uma substancia quimica reage no limite comum
de duas fases contiguas por interac@es fisicas ou quimicas (RODRIGUES, 2014; SPOSITO,
2008). Neste processo ocorre uma separacgao que envolve o acimulo ou a concentragdo de uma
substancia (adsorbato) em uma superficie solida adsorvente que se deve a uma rapida formacéo
de uma concentracgdo interfacial de equilibrio, seguida de uma lenta difusdo das moléculas de
soluto para dentro dos poros do adsorvente (RODRIGUES, 2014).

A complexidade das reacdes envolvidas nesse processo deve-se aos diversos
componentes do solo, que interagem entre si, assim como da natureza multielementar da
solucdo do solo. Dependendo da natureza dos coloides, os grupos funcionais em suas
superficies determinam uma maior ou menor adsor¢ao do metal. No processo de adsorcdo os
grupos funcionais da matéria organica sao superficies reativas importantes da fase coloidal dos
solos, com grande variedade de sitios de adsor¢do (LINHARES et al, 2008).

A quantidade de um elemento adsorvido em razdo da concentracdo remanescente na
solucdo de equilibrio pode ser representada por isotermas de adsorcdo (MC-BRIDE, 1994). As
isotermas sdo equacdes matematicas usadas para descrever a adsorgdo sem, no entanto, fornecer
informacBes sobre o mecanismo das reacGes envolvidas. As equacdes nos permitem obter
parametros que possam ser relacionados com propriedades dos solos (NASCIMENTO,;
FONTES, 2004).

Os ions podem ser adsorvidos por meio de ligac6es covalentes denominadas de adsorcao
especifica, adsor¢do quimica ou quimissorcdo que caracteriza-se pelo compartilhamento de
elétrons entre os compostos adsorvidos e a superficie do adsorvente, tornando o processo pouco
reversivel e lento ou por meio de ligacGes de natureza eletrostatica, no qual os ions sdo retidos
por forgas fisicas de ligacdo entre as moléculas, de baixa intensidade e portanto reversivel —
adsorcdo fisica ou fisissor¢do (Van der Waals) sendo denominadas de adsor¢do ndo especifica
(MURANAKA, 2010; MOREIRA, 2004).

Dentre os modelos que descrevem a adsorcao de elementos no solo, 0os mais citados na
literatura s@o os propostos por Langmuir e por Freundlich. A isoterma de Langmuir se baseia
no fato da adsorcéo ocorrer em sitios uniformes com recobrimento em monocamada e afinidade
ibnica independentemente da quantidade de material adsorvido, fornecendo um parametro
guantitativo, relacionado a maxima capacidade de adsorcdo, e um qualitativo, que expressa a
energia de ligacdo. O modelo de Freundlich considera a ndo uniformidade das superficies reais
e, quando aplicado ao solo, descreve bem a adsorcdo idnica dentro de certos limites de
concentracdo, mas acima deles apresenta dificuldade em considerar a quantidade de ions
presentes no solo (LINHARES et al., 2008; SOUZA et al., 2007).

Adsorcdo é reconhecida como um método efetivo e promissor no tratamento de aguas
residuais contaminadas com elementos toxicos. O carvao ativado é um dos adsorventes mais
utilizados para tratar efluentes contaminados, com corantes por exemplo, no entanto seu alto
custo e dificuldade de regeneragdo limitam o seu uso (CERVELIN, 2010).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de Realizacéo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Biologia e Matéria Orgéanica do
Solo e em camara Fitotron, localizados no Departamento de Solos da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro.

4.2. Origem dos materiais estudados (VC, residuo do VC-RVC, Biochar e Humina) e
preparo dos substratos

O VC foi obtido na Fazendinha Agroecoldgica pertencente a EMBRAPA Agrobiologia-
Seropédica, RJ e produzido a partir de restos vegetais e esterco bovino. O material RVC foi
obtido a partir da extragdo de SH do mesmo VC utilizado neste estudo, segundo a metodologia
descrita por Garcia et al. (2013b). O Biochar foi cedido pela Dra. Beata Moaki e foi obtido a
partir de cana de agicar na EMBRAPA Arroz e Feijao, Santo Antonio de Goias, GO. A Humina
foi obtida a partir de um solo organico coletado na localidade de Santa Cruz, Baixada
Fluminense, Rio de Janeiro, através do protocolo de extracdo estabelecido pela IHSS.

Os quatro materiais (VC, RVC, Biochar e Humina) foram previamente levados a
agitacdo por 24 horas em garrafas contendo solugdo de Cd.Cl (1g L) em mesa agitadora a 120
rpm. Apds repouso de 3 horas os sélidos foram secos ao ar livre por 24 horas e em estufa a
50°C por mais 24 horas. Os substratos foram preparados em proporcdes baseadas em critérios
experimentais estudados previamente e relatados na literatura. Para o Biochar a proporcao foi
de 7,5 g kg™* segundo o critério de melhorias nas condicBes do solos (ZHAO et al., 2014;
BORCHARD et al., 2012), para o VVC a proporcao de 200 g kg segundo o critério de estimulos
em plantas e melhorias das condic¢des do solo (STEFFEN et al., 2011; MANH; WANG, 2014),
para RVC foi utilizado 22 g kg™* segundo o critério de proporcio para a retengdo de metais
pesados (GARCIA etal., 2013b) e Huminaem 5 g kg * segundo o critério de abundancia natural
(FONTANA et al., 2001; GUARESCHI et al., 2013).

4.3. Aplicacédo das isotermas de Adsorcdo para a modelagdo da retencédo de Cd?* nos
materiais

Os dados de retencdo de Cd?* para a construcio das isotermas de adsor¢ao foram obtidos
da seguinte forma: uma massa de 20 g de cada material foi colocada em contato com solucdes
aquosas de concentracdes crescentes de Cd?* (1 mg L™; 5 mg L™%; 20 mg L%; 50 mg Le 100
mg L™) na forma de Cloreto de Cadmio (CdClz) em um volume final de 100 ml mediante
agitacdo por 240 minutos para Biochar (pH=4.23), 360 minutos para o0 VC (pH=5.03), 150
minutos para a Humina (pH=4.88) e 190 minutos para RVC (pH=5.01), baseado em
experimentos previos realizados em nosso laboratorio. Apds a agitacdo as suspensdes foram
filtradas e as concentrages no sobrenadante foram quantificadas mediante absorcéo atdmica
(VARIAN 55B Atomic Absorption Spectrometer).

Os dados de retengdo foram ajustados a isoterma de Langmuir em sua forma linearizada
segundo a equacdo:

C. 1 C. (1)

_l’_
Qe meéx Qmé.x
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Em que: C. é a concentragdo do metal no equilibrio (mg L), Qe é a quantidade de metal
absorvida por grama de cada material (mg g?), “b” é a constante de absor¢do de Langmuir a
uma temperatura dada (L mg™?) e Qméx ¢ a capacidade méaxima de absor¢do (mg g™2).

O modelo da isoterma de Freundlich usada em sua forma linear corresponde a seguinte
equacao:

1
log(Q) = log K¢+ - log C, (2)

Em que: Ke (mg g1) e “n” sdo os parametros relacionados a capacidade e afinidade da
retencéo respectivamente.

4.4. Caraterizacdo espectroscopicas dos materiais

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos na faixa de 4.000 - 400 cm™, em
espectrometro de infravermelho da marca NICOLET (FT-IR), modelo 6700, com transformada
de Fourier (FTIR), utilizando pastilhas de KBr (5 mg de cada material + 200 mg de KBr).

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear com polarizacdo cruzada e rotacao
em torno do angulo magico CP MAS 3C-RMN foi realizada no aparelho Bruker AVANCE Il
RMN a 400 MHz, equipado com sonda de 4mm Narrow MAS e operando em sequéncia de
ressonancia de *C a 100.163 MHz. Para a obtencéo dos espectros, as amostras dos materiais
humificados foram colocadas em um rotor (porta-amostra) de diéxido de zircénio (ZrOz) com
tampas de Kel-F sendo a frequéncia de giro de 8 £ 1 kHz. Os espectros foram obtidos pela
coleta de 2048 data points para igual niamero de digitalizacdes a um tempo de aquisicdo de 34
ms e com intervalo de reciclagem de 5s. O tempo de contato para a sequéncia em rampa de H
ramp foi de 2 ms. A coleta e elaboracdo espectral foram realizadas utilizando o Software Bruker
Topspin 2.1. Os decaimentos livres de inducdo (FID) foram transformados aplicando um zero
preenchimento igual a 4k e posteriormente um ajuste por funcéo exponencial (line broadening)
de 70 Hz.

4.5 Aplicacdo de quimiometria para o estudo da influéncia estrutural na retencéo de Cd?*

As analises quimiométricas de componentes principais (PCA) envolvendo os dados
espectrais de 3C-CP/MAS NMR e FTIR de todos os materiais foram realizados utilizando o
programa Unscrambler® X 10.3 package (Camo Software AS Inc., Oslo, Norway). Os espectros
13C-NMR e FTIR dos materiais com e sem Cd?* foram carregados a partir do software e
normalizados por area (area normalization). As analises PCA de cada material foram realizadas
utilizando um algoritmo NIPALS, método de validacgdo CROSS VALIDATION.

4.6. Experimentos de biodisponibilizacédo de Cd?* para as plantas de arroz

4.6.1. Material vegetal e condicdes experimentais

O experimento de assimilagio de Cd?* foi realizado utilizando-se plantas de arroz
(Oryza sativa L.) da variedade Piaui, cujas sementes foram cedidas pelo Laboratdrio de
Nutricdo Mineral de Plantas-UFRRJ. As plantas foram cultivadas em camara de crescimento
(Fitotron) com as seguintes condicGes: (ciclo de luminosidade: 12/12 h (luz/escuro), fluxo
fotossintético de fotons: 250 umol m2 s™1, umidade relativa: 70% e temperatura: 28 °C/24 °C
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(dia/noite). As sementes de arroz foram previamente desinfestadas com Hipoclorito de sédio
(2%) por 10 minutos e posteriormente lavadas com &gua destilada. As sementes foram
transferidas para potes com gaze e agua destilada para germinacdo. Quatro dias apds a
germinacédo das sementes, as plantulas foram transplantadas a potes que continham o substrato
composto por areia inerte lavada e autoclavada e misturada a cada um dos materiais enriquecido
com Cd?* (170 mg Cd?* g~* (material)) apoiados nos dados experimentais obtidos das isotermas
de adsorcdo (o valor do Cd?* retido foi comprovado por quantificagdo mediante absorcéo
atdbmica). Apds a transferéncia das plantas aos substratos foi acrescentada solucdo de Hoagland
(HOAGLAND; ARNON, 1950) modificada a ¥ da forca ionica total. Apés sete dias foi
adicionada solugdo de Hoagland a Y2 da forca ionica total. Durante todo o experimento foi
mantida uma lamina de agua destilada sobre os substratos. O delineamento experimental
utilizado em todos os experimentos foi inteiramente casualizado, utilizando um total de cinco
plantas por pote com 4 repeticdes por tratamento. Foram incluidos ainda um tratamento controle
apenas com areia, sem a solugédo de Cd2Cl e outro com areia e a solugéo de Cd.Cl.

4.6.2. Determinacdo dos parametros radiculares

O sistema radicular das plantulas de arroz foi distribuido em uma camada de dgua em
uma bandeja de acrilico (30 cm x 20 ¢cm) para a digitalizacdo a 600 dpi (Epson Expression
10000XL). As imagens das raizes foram convertidas para um formato em tons de cinza de oito
bits e analisadas e quantificadas quatro caracteristicas diferentes: comprimento (mm), area de
superficie (mm?), diametro médio (mm) e nimero de raizes, mediante utilizacdo do software
WinRhizo Arabidopsis, 2012b (Régent Instruments, Quebec, Canada Inc.). As imagens foram
analisadas usando um grid de calibracdo como uma escala de referéncia e alteraram-se as
configuracBes de entrada para raizes palidas em um fundo preto (WinRhizo Arabidopsis
2012b). Em seguida os dados foram analisados através do software XLRhizo (Régent
Instruments, Quebec, Canada Inc.). Foram realizadas também andlises de comprimento, &rea
de superficie e diametro médio para as partes aéreas das plantas. Posteriormente as plantas
foram secas ao ar livre por 24 horas, raizes e parte aérea foram separadas e levadas a estufa para
secagem a 60°C até peso constante, para determinacdo de massa seca foliar e radicular.

4.6.3. Determinacdo do contetido de Cd?* nos tecidos das plantas

O conteudo de Cd?* nos o6rgdos das plantas de arroz foi quantificado mediante
espectrometria de absorcdo atdmica (VARIAN 55B Atomic Absorption Spectrometer). Os
tecidos radiculares e foliares foram macerados e submetidos a digestdo em bloco digestor,
mediante mistura de acidos Nitro-Percléricos concentrados (HNO3/HCIO4), 6:1. Apds a
digestdo as amostras foram completadas até 25 ml com agua destilada e filtradas em papel filtro
para a determinacéo de Cd?* (TEDESCO et al., 1997).

4.6.4. Determinacéo dos conteudos biodisponiveis e trocaveis nos substratos

Ao final do experimento realizou-se a extragdo de Cd?* biodisponivel a partir dos
substratos utilizando H2O deionizada e de Cd?* trocavel utilizando MgClz (1 mol L™?). Os
substratos foram mantidos em contato por agitacdo com cada extrator durante 20 horas em mesa
agitadora, centrifugados e posteriormente feita a leitura em espectrofotdmetro de absorcdo
atdbmica (VARIAN 55B Atomic Absorption Spectrometer) (URE et al., 1993).
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4.6.5. Indices de Fitoextragéio

Para conhecer a quantidade de Cd?* que foi translocada dos substratos até as plantas e
acumulado nos tecidos foi calculado o fator de bioconcentragdo (BCF): BCF=Cd?* (plant tissue)
/Cd?* (soil) (ZHUANG et al., 2007).

A capacidade das plantas para translocar o Cd?* desde a raiz até a parte aérea foi calculado
pelo indice de translocacdo (TI): TI=Cd?* (parte aérea) / Cd?* (raiz)*100 (ZACCHINI et al.,
2009).

4.7. Caracterizagdo morfologica dos materiais mediante Microscopia eletronica de
varredura (MEV)

A caracterizagdo morfoldgica do VC, RVC, Biochar e Humina foi realizada mediante a
obtencdo de imagens microscopicas por digitalizacdo superficial dos substratos secos aos 7 e
18 DAT. Foi utilizado o microscépio eletronico de varredura Tabletop Microscope, Model
TM3000, Hitachi High-Tec, em alto vacuo e feixe acelerado de 15KV como fonte de luz.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Modelacédo da retencéo de Cd?* utilizando as Isotermas de Langmuir e Freundlich

O comportamento das isotermas de adsorcao em tipo “L” apresentado pelos quatro
materiais indica interagdo do Cd?* em nivel superficial até a saturacdo dos sitios disponiveis
(GILES et al., 1960) (Figura 4A). As isotermas linearizadas de Langmuir (Figura 4B) mostram
o melhor ajuste da retencdo do Cd?* em Biochar (R2= 99.18, p<0.001) e um pobre ajuste para
a retencdo em VC (R2=30.80, p<0.001). As isotermas de Freundlich linearizadas (Figura 4C)
mostram um melhor ajuste da retencdo de Cd?* nos materiais RVC (R2= 95.51, p<0.001),
Humina (R2= 94.32, p<0.001) e VC (R2=82.50, p<0.001).

O melhor ajuste ao modelo Langmuir no biochar indica que a retencdo neste material
ocorre através da formacdo de monocamadas, onde os sitios de retencdo apresentam uma
afinidade equivalente pelo Cd?* (Figura 4B) (FOO; HAMEED, 2010). Contrariamente no VC,
0 baixo ajuste ao modelo Langmuir e um melhor ajuste ao modelo de Freundlich indicam uma
heterogeneidade das carateristicas quimicas dos seus sitios de ligacdo. No entanto, os ajustes
ao modelo de Freundlich pelos materiais RVC e Humina indicam que nestes materiais existem
os sitios de ligacdo com maior diversidade e heterogeneidade, € possivel que a retencao nestes
materiais aconteca inicialmente mediante ligacBes quimicas e posteriormente através de
interacOes de natureza mais eletrostaticas (Figura 4C) (FOO; HAMEED, 2010).

A) Biochar Vermicompost Vermi-residual Humin
F 9 600F = q s g z| e
00 0.0000 . — p=0.0000 =] 0F 00000 ~ 800F b=0.0000 -
s00f R=87.617  ® ™ " .} s00f R=98.38 1 s00f R=96.69 * 1 so0f R=99.85 g
= ) T o , _ g
o 300} / / 400 / 400 y
E w/ 300F e { 300 o 1 300} -
@ 200F / E /
<} / 200F / { 200f / i 200p
100fs/ 1 100} % 1 100 ’l- { 100} =
olf L . A 0-; . J og 3 u“ ]
B) 0 3 6 9 12 15 18 0 1 2 3 4 0 2 4 6 8 10 12 0 02 04 06 08 1 12
095t p=0.0000 ¥ p=0.0317 #F p=0.0000 ?'p=0.0000 s
_ = = . = A
~ooaf R=99.18 L . R=30.80 /‘.__ 20f R=60.49 e 1 _'R 88.72 _
3 e ] ety 1 |s .
2003 ‘..-‘ 1 . o N LI
@ af 1 12 7 1 T
D02 A Y . .~ Yied
Q ; r 1
rd + 4 e s
Oo‘m. o ] z‘. . i 1 o4}
L g .
off d ok o oob e ok ]
0 3 6 9 12 15 18 0 1 2 3 4 0 2 4 6 8 10 12 0 02 04 08 08 1 12
C) Ce(mgL") Ce(mgL") Ce(mgL") Ce (mg.L")
3Fp=0.0000 ] *'p=oooco ] *'fp=0.0000 1 *'[ p=0.0000
25} R=74.49 e ™1 27} R=82.50 & | »7lR=95.51 « 1 27} R=94.32 Vd
e e . »
8 2 - i 23 , 1 23} P 1 23}
- - -
D15} oy { 18t s 1 18 / 1 18} /
o - - y
= b { 15fee - 1 15} P 1 15t P
* @ - /
05 1 11¢ 1 11F / 1 11
ok, d o7L® i 07L* 4 o7l a = . E
-26 -1,6 -0,6 04 14 <15 -1 07 03 01 05 09 -16 -11 -06 -01 04 09 14 -3 -2 -1 0 1
Log Ce Log Ce Log Ce Log Ce

Figura 4: Isotermas de adsorcdo de Cd?* nos materiais estudados. Na horizontal, A: isotermas
gerais de adsorcdo, B: isotermas de Langmuir linearizadas e C: isotermas de Freundlich
linearizadas. Valores de retencdo ajustados através de regressdo linear simples e valores de
significancia para p<0.05, n=15.
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Os parametros obtidos a partir das isotermas de Langmuir mostram que RVC apresenta
a maior capacidade de retencdo, seguido do Biochar, o0 VC e a Humina respectivamente (Tabela
3). Os menores valores do parametro “b”, relacionado com a energia de adsorcdo, indicam que
o Cd?* apresenta as interagdes mais fortes com os materiais VC e RVC, possivelmente
interacdes de natureza quimica (JORDAO et al., 2009; GARCIA et al., 2013b). O parametro
“kF” obtido a partir das isotermas de Freundlich e relacionado com a capacidade relativa de
adsorcdo (IQBAL et al., 2009; JORDAO et al., 2009; GARCIA et al., 2013b) mostra 0s maiores
valores nos materiais VC e RVC, assim como o pardmetro “n”, com valores de 1<n<10 e
relacionado com a intensidade da adsorcdo (IQBAL et al., 2009; JORDAO et al., 2009;
GARCIA et al., 2013b), mostrou que nos quatro materiais a retencéo é favoravel com o maior
valor para o biochar.

Tabela 3: Parametros de adsorcao obtidos a partir das Isotermas de Freundlich e Langmuir.

Materiais b (L mg?) Qmax(mgg?)  ke(mgg? n
Parametros de Langmuir Parametros de Freundlich
VvC 0.34 206.80 283.85 1.18
Biochar 1.95 238.90 171.14 2.20
RVC 0.12 348.01 292.81 1.22
Humina 1.03 171.91 175.43 1.27

A andlise de componentes principais-PCA (99.9% da variancia total explicada) na
Figura 5A mostra na PC1 (99.9%) uma relacdo dos materiais com as maiores concentracoes
adicionados, o que sugere que as diferencas na retencdo devido a quantidade retida sdo mais
evidentes quando os materiais interagem com 50 e 100 mg L de Cd?*. A PCA (91.31% da
variancia total explicada) realizada a partir dos parametros obtidos das isotermas de adsorgédo
mostra uma estreita relagdo dos materiais com o parametro “n” (PC1 63.12%) (Figura 5B)
confirmando as interagBes favoraveis entre os materiais e o Cd?".
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Figura 5: Andlises de Componentes Principais (PCA) que relaciona os diferentes materiais
estudados com as diferentes concentragbes: (A) e para 0s materiais com os diferentes
parametros obtidos das Isotermas de Langmuir e Freundlich: (B).
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5.2. Caracterizacdo da retencdo de Cd?* nos materiais mediante técnica espectroscopicas
e quimiométrica

5.2.1. Caracterizacdo da retencdo mediante CP MAS *C NMR

Os materiais VC, RVC e humina apresentam uma presenca estrutural semelhante de
tipos de carbono (Figura 6). Em termos de quantidade, VC apresenta maior predominio de
carboxilas (10.71%) quando comparado com RVC (6.40%) e a humina (7.14%), assim como
VC e RVC apresentam maior quantidade de estruturas alifaticas oxigenadas e nitrogenadas
quando comparadas com a humina (Tabela S1 em anexo). O Biochar apresentou predominio de
estruturas aromaticas substituidas (Ar-O, N; 62.50%) e elevada presenca de carboxilas (8.65%)
e carbonilas (2.88%).

Os espectros CP MAS *C NMR dos quatro materiais com e sem o Cd?* retido as cinco
concentragOes adicionadas, ndo mostraram mudangas na presenca dos picos (Figura 6).
Também ndo foram observadas mudancas importantes nas quantidades de estruturas detectadas
através da integracdo das regides nos espectros, assim como também ndo houve mudancgas nas
propriedades de aromaticidade e alifaticidade dada pela retencdo do Cd?* (Tabela S1 em anexo).
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Figura 6: Espectros CP MAS C NMR dos diferentes materiais estudados com e sem os
diferentes niveis de Cd?* retidos.

Para detectar mudangas estruturais ocorridas na interagdo com o Cd?* pouco visiveis
pela observacdo dos sinais nos espectros (Figura 6), assim como a contribuicdo de cada
estrutura, foram desenvolvidas analises quimiomeétricas aplicando PCA a partir das matrizes
dos espetros puros e integrados por regido (Figura 7). As analises de PCA dos espectros puros
(Figura 7A, B, C, D) mostraram diferencas estruturais entre os materiais sem Cd?* e com Cd?*
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retido as maiores concentragdes. As concentracdes de 50 e 100 mg L de Cd?* ocasionaram no
VC as maiores diferencas estruturais, observadas pela sua separacao a valores negativos na PC1
(78%) (Figura 7A). No Biochar, as mudangas estruturais ocorrem a partir da interagdo com
concentragdes superiores a 5 mg L™ de Cd?* (Figura 7B). Ja na Humina e no RVC as mudancas
nas estruturas ocorreram a partir da interagdo com a concentracio mais baixa de Cd** (1 mg L~
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Figura 7: PCA realizado a partir do carregamento dos espectros puros CP MAS *C NMR com
e sem os diferentes niveis de Cd?* retidos: (A, B, C e D) e a partir do carregamento da integracéo
das diferentes regides nos espectros com e sem o Cd®*retido (A1, B1, C1 e D1).
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A PCA realizada a partir da integragdo por regido nos espectros permitiu conhecer a
participacdo das estruturas presentes nos materiais na interagdo com o Cd?* (Figura 7A1, B1,
Cle D1). No VC as estruturas oxigenadas (-COOH, CAr-0O, Calk-O e Calk-di-O) apresentam
relagdo com o material sem e com o Cd?* retido a concentragdes entre 1-20 mg L™, enquanto
que, estas estruturas ndo aparecem relacionadas com o VC em interacdo com as maiores
concentragdes de Cd?* (50-100 mg L1). Nesta linha de raciocinio, a interacdo do VC com
elevadas concentracdes de Cd?* parece produzir mudangas estruturais envolvendo as estruturas
mais oxigenadas, isto poderia ser uma consequéncia do envolvimento deste tipo de estrutura na
formacdo de ligagBes quimicas com o Cd?* (Figura 7A1). No Biochar, as interagdes com
concentracdes de Cd?* superiores a 1 mg L™ parecem provocar mudancas envolvendo estruturas
—COOH e -C=0 (Figura 7B1). De forma diferente, na Humina todas as concentracdes de Cd?*
exercem mudancas através da interagdo do Cd?* com as estruturas -COOH, C=0 e Calk-di-O
(Figura 7C1) enquanto que, no RVC, concentracdes menores de Cd?* parecem explorar
estruturas de tipo Calk-O, N o que provoca mudangas estruturais que disponibilizam estruturas
oxigenadas, permitindo o favorecimento da reten¢do com Cd?* a concentragdes superiores a 1
mg L (Figura 7D1).

5.2.2. Caracterizacgdo da retencdo mediante FTIR

Os quatros materiais caracterizados mostraram grupamentos funcionais semelhantes e
ionizados que favorecem a interagdo com Cd?* (Figura 8). Em todos os materiais foram
registradas bandas de absorgio em ~3400 cm™ e vibragGes de estiramentos (v) —OH e/ou —NH
(alcoois, acidos carboxilicos e amidas). Bandas entre 1620 cm™ e 1650 cm™ pertencem a v C=C
aromatico, v C=0 de amida I, v simétrico -COO-. As bandas entorno de ~1035 cm™ e ~1110
cmt se correspondem com v —OH de alcoois alifaticos e polissacarideos (MUSCOLO et al.,
2007; DROUSSI et al., 2009; AMIR et al., 2010; Ll etal., 2011; RUSSELL et al., 2006) (Figura
8).

Assim como observado na caracterizacio mediante 3C NMR, os espectros FTIR de
todos os materiais com e sem 0 Cd?* retido ndo revelaram mudangas visiveis nos grupamentos
funcionais para nenhuma das concentragdes analisadas (Figura 8).
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Figura 8: Espectros FTIR dos materiais com e sem os diferentes niveis de Cd?* retidos.

A partir das matrizes espectrais dos materiais com e sem interagdo com Cd?* foi também
desenvolvida analise de PCA (Figura 9). A aplicacdo desta técnica também permitiu observar
as mudancas nos grupamentos funcionais que ndo resultaram evidentes mediante a anélise
visual dos espectros FTIR. Aqui se mostra como 0s espectros correspondentes ao VC em
interacdo com as maiores concentracdes de Cd?* resultaram diferentes quando comparados ao
VC sem interagdo com o Cd?*. Este mesmo comportamento foi também observado para o
Biochar, a Humina e RVC (Figura 9). Estes resultados permitiram confirmar o encontrado
quando aplicada a PCA a partir dos dados de 3C NMR.
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Figura 9: PCA realizado a partir do carregamento dos espectros puros FTIR com e sem 0s
diferentes niveis de Cd?* retidos: (A, B, C e D).

Exceto para RVC, a capacidade do Biochar, Humina e VC para reter Cd?* ja é conhecida
na literatura (FINE et al., 2005; BEESLEY; MARMIROLI, 2011; UCHIMIYA et al., 2011,
ANDREAS; ZHANG 2014; PARK et al., 2015), porém, um estudo comparativo entre eles
utilizando técnicas quimiométricas para entender as mudancas estruturais e grupamentos
qguimicos envolvidos na retencdo sdo escassos. Aqui nds observamos que todos os materiais
estudados apresentam uma elevada capacidade de retencdo de Cd?* (Tabela 3), sendo RVC e
Biochar os de maiores quantidades de Cd?* retido. No Biochar, VC e Humina, os grupamentos
-OH, -NH e -COO- (Figura 8) que fazem parte de estruturas oxigenadas (e.g. -COOH e -C=0)
(Figura 7A1, B1 e C1) estdo diretamente envolvidas na retencio de Cd?*. O RVC mostrou que
os grupamentos —OH e —NH em estruturas Calk-O,N podem constituir os sitios inicias de
retencdo de Cd?* (Figura 8), disponibilizando posteriormente outros grupamentos oxigenados
como —COOH (Figura 7D1) como resultados de mudancas estruturais provocadas pela
interagdo com o Cd?* (Figura 7D e 9D).

5.3. Capacidade dos materiais para disponibilizar Cd?* em plantas de arroz

As plantas de arroz resultaram um modelo vegetal satisfatério para o estudo da
toxicidade do Cd?* pela disponibilizagio dos diferentes materiais. O crescimento das plantas
foi diferencialmente afetado em funcdo do tipo de material onde foram plantadas. O efeito de
inibicdo do crescimento foi visivel nas plantas que cresceram no Biochar e na Humina e este
efeito resultou semelhante ao exercido pela toxicidade de Cd?* disponivel (Figura 10 a 14).
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Figura 10: Tamanho das plantas apés 7 dias. Onde A=VC, B=RVC, C=Controle, D=Biochar,
E=somente Cd?* e F=Humina.

Figura 11: Tamanho das plantas apos 14 dias. Onde A=Controle, B=RVC, C=VC, D=Biochar,
E=somente Cd?* e F=Humina.




Figura 12: Tamanho das plantas apds 16 dias. Onde A=RVC, B=VC, C=Controle, D=Biochar,
E=somente Cd?*, e F=Humina.

Figura 13: Tamanho desenvolvido pelas plantas apds 18 dias. Onde A=RVC, B=VC,
C=Controle, D=Biochar, E=somente Cd?*, e F=Humina.
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Figura 14: Aspecto das plantas apds 18 dias nos substratos contendo areia e 0s materiais com
o Cd*.

A quantificacio do Cd?* presente nos tecidos radiculares e foliares das plantas de arroz
demonstram o quanto deste metal é liberado por cada material no substrato (Figura 15A e 15B).
As plantas que cresceram no substrato contendo Humina e Biochar apresentaram o maior
acumulo de Cd?" no sistema radicular junto com as plantas que cresceram com Cd?*
biodisponivel. Contrariamente, as plantas que cresceram em substrato com VC e RVC
acumularam menor quantidade de Cd?* nas raizes e esta quantidade foi ligeiramente superior
as plantas do tratamento controle. Estes resultados demostram que Humina e Biochar sao
materiais que disponibilizam com facilidade o Cd?* para sua assimilacdo pelas plantas, ao
mesmo tempo em que VC e RVC sdo materiais que disponibilizam menor quantidade deste
metal para sua tomada e acumulacdo pelo sistema radicular. A presenca de Cd?* nas plantas
reafirma que na Humina e no Biochar, 0 metal se encontra retido mediante interacGes mais
fracas ou que os sitios de ligagdo com os quais 0 Cd?* interage estdo estruturalmente dispostos
de forma mais superficial, como consequéncia do anterior o acesso das raizes a este metal
estaria mais facilitado. Isto porque na interacdo destes materiais com o sistema radicular das
plantas, a exsudacdo de acidos e consequente acidificacdo da rizosfera poderia liberar com
maior facilidade o Cd?* que se encontra mais fracamente ou superficialmente retido.

O contetido de Cd?* nos tecidos foliares indica o acumulo pela translocacéo deste metal
desde a raiz até as folhas (Figura 15B). As plantas que cresceram em condicdes de Cd?*
disponivel tiveram uma maior quantidade de Cd?* translocado desde a raiz até as folhas.
Também nas plantas que cresceram no substrato contendo Humina e Biochar houve um maior
acumulo de Cd?* nas folhas pela translocacio deste metal. Este resultado constitui uma
confirmacéo da facilidade destes materiais para disponibilizar o Cd?* e ser acumulado pelas
plantas. Contrariamente, as plantas que cresceram nos materiais VC e RVC mostraram uma
baixa translocacio e acumulo do Cd?* nos 6rgaos foliares.
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O indice de translocacdo (TI) reafirma o explicado anteriormente (Figura 15C). O
elevado TI mostrado pelas plantas crescidas em Cd?* indica que a biodisponibilidade do metal
constitui um fator importante para seu acimulo em parte aérea. As plantas crescidas em Humina
e Biochar com Cd?* retido mostraram os maiores valores de translocagdo do metal quando
comparados com as plantas crescidas em VC e RVC. Este resultado constitui mais uma
confirmacdo da capacidade da Humina e Biochar para biodisponibilizar o Cd®*. O fator de
bioconcentragio do Cd?* (BCF) também resultou elevado nas plantas crescidas em Cd?* como
consequéncia da biodisponibilidade do metal (Figura 15D). Novamente, a Humina e o Biochar
propiciaram nas plantas os maiores valores de BCF confirmando novamente a
biodisponibilidade deste metal nestes substratos.

4
A) 6 - —&— Biochar B)
—@— Control
—v— Cd
5 1 —A— Humin
. —&— VC — 3
o —=— RVC E’
24 5
g £ )
g 21 N
= © 1
e g
14 o
l:@ a - e e
0le— e —®——@ 0{ 8=— g = ="
1ra 2da 3ra 4ta 1ra 2da 3ra 4ta
C)iso D)0.0%

0.030 +
150

0.025 +
140 -

0.020 A
F130—-

BCF

0.015 ~

20
0.010 A

0.005 -

Biochar Humin Cd2+ VvC RVC Biochar Humin Cd2+ vC RVC

Figura 15: ConteGdo de Cd?' nos tecidos radiculares e foliares das plantas de arroz
quantificados em quatro momentos diferentes até os 18 DAT (A e B). Indice de translocacéo
(T1) (C) e Fator de Bioconcentracdo (BCF) (D) calculado aos 18 DAT.

O Cd?* assimilado pelas plantas crescidas nos substratos contendo os diferentes
materiais provocou toxicidade em diferentes niveis afetando os pardmetros de crescimento. Em
todos os materiais testados as plantas sofreram inibicdo do crescimento do sistema radicular
quando comparado com o tratamento controle (Figuras 16 a 18). O comprimento da raiz, a area
radicular e o nimero de raizes foram parametros afetados pela toxicidade do Cd?* liberado pelos
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diferentes materiais (Figura 18). As plantas crescidas nos materiais VC e RVC tiveram seu
sistema radicular menos afetado, contrariamente, as plantas em crescimento no Biochar e na
Humina apresentaram as afetacdes mais drésticas.

Para o caso especifico do diametro radicular, as plantas crescidas em todos os materiais
com Cd?* desenvolveram um engrossamento da raiz (Figura 16), isto constitui uma
comprovacao de que os efeitos prejudiciais produzidos nas plantas crescidas nos materiais se
correspondem com efeitos toxicos do Cd?* isto porque, é conhecido na literatura que o aumento
no diametro da raiz e um mecanismo de defesa das plantas em condigdes de estresse por metais
pesados (MAKSIMOVIC et al., 2007; LUX et al., 2011).
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Figura 16: Diametro radicular avaliado nas plantas crescidas nos diferentes substratos
contendo Cd?* retido. Barras representam o valor médio + ES (erro padrao) para cinco replicas,
segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 17: Volume radicular avaliado nas plantas crescidas nos diferentes substratos contendo
Cd?* retido. Barras representam o valor médio + ES (erro padrdo) para cinco replicas, segundo
o teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 18: Parametros de crescimento radicular avaliados nas plantas crescidas nos diferentes
substratos contendo Cd?* retido. Barras representam o valor médio + ES (erro padréo) para
cinco replicas, segundo o teste de Tukey (p<0,05).

O desenvolvimento da parte aérea nas plantas ndo teve a mesma resposta que o sistema
radicular em todos os materiais. O comprimento das folhas e a area foliar das plantas crescidas
em VC e RVC foram estimulados e apresentaram resultados superiores ao tratamento controle
(Figuras 19 e 20). Contrariamente, estes parametros foliares resultaram mais afetados nas
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plantas que cresceram em Humina e Biochar. O diametro foliar ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos (Figura 21).
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Figura 19: Comprimento foliar avaliado nas plantas crescidas nos diferentes substratos
contendo Cd?* retido. Barras representam o valor médio + ES (erro padrdo) para cinco replicas,
segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 20: Area foliar avaliada nas plantas crescidas nos diferentes substratos contendo Cd?*
retido. Barras representam o valor médio + ES (erro padrao) para cinco replicas, segundo o teste
de Tukey (p<0,05).
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Figura 21: Diametro foliar avaliado nas plantas crescidas nos diferentes substratos contendo
Cd?* retido. Barras representam o valor médio + ES (erro padrdo) para cinco replicas, segundo
o teste de Tukey (p<0,05).

Em seu conjunto, os resultados sugerem que no Biochar e na Humina se produz a
liberagdo de maior quantidade de Cd?* em interagdo com as raizes das plantas (Figura 15). Este
Cd?* biodisponivel ¢ acumulado nas raizes e translocado para as folhas o que produz efeitos de
toxicidade nas plantas de arroz e provoca inibigdo do crescimento e desenvolvimento radicular
e foliar. De forma contraria ao biochar e a humina, nos materiais VC e RVC se produz a
liberagdo de menor quantidade de Cd?* biodisponivel para as plantas e como consequéncia as
guantidades acumuladas em raizes e folhas foram menores quando comparadas com o resto dos
tratamentos, isto resultou em uma menor toxicidade por parte do Cd?*, o que refletiu
diretamente em uma menor inibicdo do sistema radicular quando comparado com o controle,
porém em um estimulo do sistema foliar.

A quantidade de biomassa produzida pelos tecidos foliares e radiculares foram também
determinadas nestes experimentos (Figuras 22 e 23). Nas plantas crescidas no Biochar e na
Humina com Cd?* retido houve dréstica afetacdo na producdo de biomassa tanto nas folhas
quanto nas raizes quando comparado com o controle e os tratamentos restantes. De forma
contraria, as plantas crescidas nos materiais VC e RVC desenvolveram quantidades de
biomassa radicular equivalente as plantas do tratamento controle e nas plantas crescidas em
RVC, as quantidades de biomassa foliar resultaram superiores ao controle.
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Figura 22: Massa seca radicular determinada nas plantas crescidas nos diferentes substratos
contendo Cd?* retido. Barras representam o valor médio + ES (erro padrao) para cinco replicas,
segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 23: Massa seca da parte aérea determinada nas plantas crescidas nos diferentes
substratos contendo Cd?* retido. Barras representam o valor médio + ES (erro padrio) para

cinco replicas, segundo o teste de Tukey (p<0,05).

Estes efeitos na producgédo de biomassa exercidos nas plantas crescidas em VC e RVC
carregados com Cd?* podem ser atribuidos a uma resposta do metabolismo de defesa
antioxidativo onde a sinteses de proteinas de defesa e transporte, podem estar sendo sintetizado
para atenuar o efeito toxico do Cd?* (GILL; TUTEJA, 2011). Ao mesmo tempo, fragmentos de
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moléculas himicas presentes nestes materiais humificados podem estar exercendo efeitos de
protecdo antiestresse através de uma protecdo antioxidativa (GARCIA et al., 2012; 2014) ou
estimulando o crescimento através de mecanismo de agdo hormonal (CANELLAS et al., 2002;
2013; DOBBSS et al., 2010).

A quantificacdo do Cd?* remanescente nos substratos apds os 18 dias de crescidas as
plantas pode confirmar o discutido sobre a intensidade da retencdo e a capacidade para
biodisponibilizar o metal (Figura 24). No final do experimento, o VC apresentou um elevado
contetido de Cd?* trocavel no substrato, as plantas que cresceram neste material apresentaram
um baixo contetido de Cd?* nos seus tecidos, isto comprova que o Cd?* retido no VC néo é
facilmente liberado e por tanto a sua retencéo € forte. O RVC apresentou maior quantidade de
Cd?* trocavel do que biodisponivel fornecendo também baixas quantidades para assimilacio
das plantas, isto significa que o baixo contetido de Cd?* que € liberado por este material para as
plantas se encontra formando ligacdes fracas ou com sitios estruturalmente mais superficiais.
O mesmo comportamento foi encontrado para o Biochar, porém as plantas crescidas neste
material acumularam elevadas quantidades de Cd?* o que significa um predominio de ligacdes
fracas ou mais superficiais entre o Biochar e o Cd?* por outro lado, uma elevada quantidade
trocavel permaneceu no Biochar no final do experimento, isto pode sugerir que a retencao de
Cd?* ocorre predominantemente mediante interacdes eletrostaticas ou oclusas dentro do
material. O mesmo comportamento foi mostrado pela humina, apresentando os valores mais
baixos de Cd?* trocavel no final do experimento, o que sugere que o Cd?* liberado por este
material em interagdo com as plantas se encontrava tanto em forma de interagdes fracas como
também estruturalmente superficiais.
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Figura 24: Quantidade de Cd?* biodisponivel (extrator H,0) e trocavel (extrator MgCly)
extraidos a partir dos substratos no final do experimento (18 DAT). Letras diferentes significam
diferencgas estatisticas entre as médias (minudsculas para extrator MgCl. e maiusculas para H20).
Barras representam o valor médio £ ES (erro padrdo) para trés replicas, segundo o teste de
Tukey (p<0,05).
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Neste trabalho foram avaliados materiais que vem sendo utilizados na fitorremediacédo
de solos contaminados com metais pesados. O biochar, apesar de possuir uma elevada
capacidade de retencdo de Cd?*, quando ocupados todos os sitios e em interagdo com as raizes
das plantas, biodisponibiliza uma elevada quantidade de Cd?* que é acumulado nos tecido das
plantas. Isto significa que a utilizacdo de Biochar para fins de fitorremediacdo deve ser
monitorada e as aplicacdes de biochar ao solo tém de serem renovadas, alguns cuidados na
utilizacdo de biochar para estes fins também foram observadas por outros autores, em outras
condigdes experimentais (KHAN et al., 2013; MELO et al., 2015). A Humina néo resultou um
material idéneo para fins de fitorremediacdo, além de possuir a mais baixa capacidade de
retencdo de Cd?*, este material permite a biodisponibilizacido do metal para as plantas com
facilidade. Isto significa que em solos contaminados com Cd?*, o favorecimento da
mineralizag&o visando formagdo de huminas como fragéo resultante da humificagdo do carbono
enddgeno ndo contribui para diminuir o Cd?* biodisponivel. Os resultados mais promissores
foram encontrados com VC e RVC. O VC apresentou uma elevada retengdo de Cd?* e as plantas
crescidas em presenca deste material acumularam os menores valores nos seus tecidos, além
disso, a parte aérea das plantas foi estimulada pelo material ainda com o Cd?* retido. O RVC
resultou um material ndo s6 com elevada retencdo, mas também com baixa biodisponibilizacéo
do Cd* e como consequéncia baixo actmulo do metal nos tecidos das plantas, que
apresentaram os menores efeitos de inibi¢do do crescimento radicular, assim como um estimulo
da parte aérea. Com base nestes resultados e a possiveis riscos ambientais propGem-se a
utilizacdo do material RVC para fins de fitorremediacdo como material mais seguro em areas
contaminadas com Cd?*. Esta capacidade de RVC para reter metais pesados foi observada em
estudos prévios (GARCIA et al., 2013b), no entanto, os resultados mostrados aqui, testando o
Cd?* como contaminante s&o inéditos na literatura.

5.4. Caracterizacdo morfolégica dos materiais mediante Microscopia eletronica de
varredura (MEV)

As anélises correspondentes a morfologia dos materiais VC, RVC, Biochar e Humina
aos 7 dias e ao final do experimento (18 dias) sdo apresentadas nas figuras 25 e 26.

As fotomicrografias permitiram observar caracteristicas morfol6gicas superficiais
predominantemente heterogéneas com relevo irregular e aspecto rugoso, para VC (Figura 25D).
Enquanto que RVC apresenta uma superficie relativamente compactada, com algumas fissuras,
porém com uma organizacdo mediante agrupamentos de particulas pequenas até formar
agregados de maior tamanho (Figuras 25C e 26C). J& para Humina observa-se uma superficie
bastante compactada (Figura 25B) e para o Biochar € possivel descrever uma superficie
altamente porosa (Figura 25A) assim como observado por Jaafar et al. (2014, 2015) em seus
trabalhos. A morfologia superficial irregular de VC e RVC favorecem as interacbes com ions
metalicos como o Cd?*. Assim como a elevada area superficial especifica ocasionada pela
porosidade do Biochar reflete a boa acessibilidade destes locais para os ions Cd** (COSTA et
al., 2011) e a superficie compactada apresentada pela Humina proporciona a este material uma
caracteristica desfavoravel a interagdo com Cd?*.

Atraves da MEV também foi possivel observar a presenca de regides brilhantes nas
superficies dos materiais, 0 que representa uma evidéncia visual da adsorgdo do metal (Cd?*)
em suas estruturas superficiais conforme relatado nos trabalhos de Bardy et al. (2008) e Laribis
et al. (2008) em estudos de retencdo de metais em materiais humificados e materiais do solo
utilizando MEV.
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Figura 25: Microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos substratos apds 7 dias de
experimento. Onde A = Biochar, B = Humina, C = RVC e D = VC, com aumentos de 250 x e
500 x, respectivamente.
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Figura 26: Microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos substratos ap6s 18 dias de
experimento. Onde A = Biochar, B = Humina, C = RVC e D = VC, com aumentos de 250 x e
500 x, respectivamente.
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6. CONCLUSOES

Em conclusdo, os resultados obtidos neste estudo confirmam a hipotese de trabalho, sendo
comprovado que as carateristicas que cada material apresentou na retencdo do Cd?* definem a
quantidade deste metal disponibilizado e como consequéncia sua toxicidade nas plantas de
arroz. Conclui-se que o Biochar constitui um material que deve ser monitorado rigorosamente
se utilizado em técnicas de remediagdo de solos contaminados com Cd?* ou quando aplicados
para aumentar o rendimento de culturas em solos de estado desconhecido em termos de
contaminacdo por metais pesados. A Humina constitui um material inviavel e pouco eficiente
para fins de remediagdo por Cd?*. O Vermicomposto de esterco bovino pode ser utilizado para
este fim, porém, outros cuidados ambientais ndo avaliados neste trabalho devem ser advertidos,
como a solubilidade das substancias hiimicas presentes, formando compostos estaveis com Cd?*
que poderiam deslocar o metal do lugar de aplicacdo ou ser arrastrado por solubilidade.
Finalmente o material mais promissor foi o residuo solido da extracdo de substancias himicas
de vermicomposto bovino, constituindo um material inédito na literatura para este fim. Adverte-
se sobre 0s riscos na utilizacdo destes materiais para a remediacao de solos contaminados com
Cd?* e propdem-se a utilizacdo de um novo material em associagdo com o processo de
fitorremediacdo (o residuo solido da extracdo de substancias himicas de vermicomposto
bovino).
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ANEXOS

Tabela S1: Quantidade (%) do tipo de carbono obtido pela integracdo das regides nos espectros CP/MAS *CNMR com e sem 0s metais retidos.

Materiais 0-46 46-59 59-91 91-110 110-142 142-156 156-186 186-230 Arom Alif
CAIk-H,R | CAIK-O,N | CAIKk-O | CAIk-di-O | CAr-H,R | CAr-O,N | CCOO-H,R | CC=0
Hul 39,29 7,14 15,18 4,46 19,64 5,36 7,14 1,79 25,00 75,00
Hu1-1 mg.L* 54,13 6,42 13,76 4,59 16,51 2,75 1,83 0,00 19,27 80,73
Hu 1-5mg.L* 38,39 7,14 16,07 4,46 19,64 5,36 7,14 1,79 25,00 75,00
Hu 1-20 mg.L*! 36,61 7,14 16,07 4,46 19,64 5,36 8,04 2,68 25,00 75,00
Hu 1-50 mg.L*! 28,85 7,69 17,31 4,81 22,12 6,73 9,62 2,88 28,85 71,15
Hu 1-100 mg.L™* 33,91 6,96 16,52 4,35 20,00 6,09 8,70 3,48 26,09 73,91
RVC 20,80 10,40 37,60 9,60 10,40 4,80 6,40 0,00 15,20 84,80
RVC-1 mg.L? 19,82 9,01 37,84 9,91 9,91 5,41 8,11 0,00 15,32 84,68
RVC-5 mg.L? 20,00 9,09 37,27 9,09 10,91 5,45 8,18 0,00 16,36 83,64
RVC-20 mg.L? 19,82 9,91 36,04 9,91 10,81 4,50 9,01 0,00 15,32 84,68
RVC-50 mg.L* 19,82 9,91 36,04 9,91 10,81 5,41 8,11 0,00 16,22 83,78
RVC-100 mg.L? 19,82 9,01 36,04 10,81 10,81 5,41 8,11 0,00 16,22 83,78
VC 17,86 9,82 33,93 9,82 12,50 5,36 10,71 0,00 17,85 82,14
VC-1mg.L? 20,54 9,82 33,93 8,93 11,61 5,36 9,82 0,00 16,96 83,03
VC-5mg.L* 19,47 9,73 35,40 9,73 11,50 4,42 9,73 0,00 15,92 84,07
VC-20 mg.L* 19,47 9,73 34,51 9,73 12,39 4,42 9,73 0,00 16,81 83,18
VC-50 mg.L*! 23,81 10,48 32,38 8,57 10,48 4,76 9,52 0,00 15,23 84,76
VC-100 mg.L*! 24,27 9,71 32,04 8,74 10,68 4,85 9,71 0,00 15,53 84,46
Biochar 10,57 --- 0,96 1,92 62,50 8,65 2,88 71,15 28,84
Bio-1 mg.L™! 9,47 --- 0,00 1,05 67,36 11,57 5,26 78,94 21,05
Bio -5 mg.L*! 17,28 --- 3,70 7,40 62,96 9,87 6,17 72,83 27,16
Bio -20 mg.L ! 17,44 — 2,32 4,65 70,93 8,13 2,32 79,06 20,93
Bio -50 mg.L ™! 14,77 " 3,40 5,68 72,72 6,81 1,13 79,54 20,45
Bio -100 mg.L™*! 15,90 ~-- 2,27 5,68 70,45 7,95 2,27 78,40 21,59
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