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RESUMO

MORESCO, Camila. Avaliagdo do potencial da macrofita Pistia stratiotes na
exposicao de ion cromo (VI): Biossorcéo e tolerancia. 2016. 102 f. Dissertacao —
Programa de Pos-Graduacdo em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2016.

A poluicdo ambiental causada pelas industrias tem elevado a concentracdo de
poluentes no ambiente, principalmente nas &guas. Entre os mais diversos
contaminantes, temos 0s metais, podendo ou ndo ser pesados/toxicos, gerando
efluente de dificil tratamento quando em baixas concentracdes. A busca por medidas
alternativas de tratamentos de efluentes de aguas residuais, tem levado a estudos
utilizando de técnica de fitorremediacdo através das mais diversas matrizes (plantas,
fungos, bactérias) como formas de tratamento de polimento para remover
contaminantes por meio de biossorgdo/bioacumulagéo. No intuito de se utilizar a
técnica de fitorremediacdo para remocdo de metais do ambiente, realizou-se o
bioensaio com a macrofita Pistia stratiotes. Realizaram-se 0s bioensaios com
individuos saudaveis de P. stratiotes aclimatadas em casa de vegetacdo, em
condicdes de temperatura e luminosidade ambiente, durante 28 dias de cultivo. Os
cultivos foram realizados em recipientes de vidro contendo 1 L da solucéo
hidropénica com cromo (VI) na forma de dicromato de potassio, com concentracao
na faixa de 0,10 a 4,90 mg L. Os experimentos foram realizados por Delineamento
Central Composto Rotacional (DCCR), onde a cinética da bioacumulacdo e a
fluorescéncia da clorofila a foram monitoradas em individuos de P. stratiotes durante
o cultivo. As coletas das amostras e da solucdo de cultivo foram realizadas conforme
0 DCCR. Os teores de cromo foram dosados em amostras de P. stratiotes e nas
solugcdes remanescentes pela metodologia de espectrometria de absorcao atdbmica
por chama. A tolerancia de P. stratiotes em relacdo a exposi¢cdo ao cromo (VI) foi
analisada por pardmetros da atividade fisiologica, por meio da fluorescéncia da
clorofila a, utilizando-se o fluorébmetro portéatil PAM (Pulse Amplitude Modulation). O
desenvolvimento de P. stratiotes e sua biomassa foram relacionados ao fator tempo,
enquanto que as capacidades de bioacumulacdo foram fortemente influenciadas
pelos fatores tempo e concentracédo de cromo (VI). Os parametros da fluorescéncia
da clorofila a foram afetados pelo tempo de exposi¢cdo nos bioensaios. Obteve-se
maior remocdo do metal pela raiz em relagdo a folha, alcangcando alta taxa de
remogcdo do metal em solucdo. Os dados experimentais da cinética de remocéao
foram representados pelos modelos cinéticos de Langmuir Irreversivel, Langmuir
Reversivel, Pseudo-primeira Ordem e Pseudo-segunda Ordem, sendo que o melhor
ajuste para a solucao de cultivo foi 0 modelo de Langmuir Reversivel com R2 0,993 e
para a planta o melhor modelo sendo o Pseudo-segunda Ordem com R2 0,760.

Palavras-chave: Fitorremediacdo. Fluorescéncia da clorofila. Metal pesado.
Modelagem cinética. Pistia stratiotes



ABSTRACT

MORESCO, Camila. Potential evaluation of macrophyte Pistia stratiotes in
chromium exposure (VI): Biosorption and tolerance. 2016. 102 p. Dissertation
(Master's degree in Technology Chemical and Biochemical Process) - The Federal
University of Technology - Pato Branco, 2016.

The environmental pollution caused by industries has increased the concentration of
pollutants in the environment, especially in water. Among the most diverse
contaminants, there is the metals, who may or may not to be heavy/toxic, causing
effluent of difficult treatment when in low concentrations. The search for alternative
measures of wastewater effluent treatment has led to studies using phytoremediation
technique through the various matrices (plant, fungi, bacteria) as means of polishing
treatment to remove contaminants by means of biosorption/bioaccumulation. In order
to use the phytoremediation technique for removing metals of the environmental, it
have been performed bioassay with the macrophyte Pistia stratiotes. The bioassays
were realized with healthy plants of P. stratiotes acclimatized in a greenhouse, at
room temperature and lighting conditions during 28 days of cultivate. The cultivations
were performed in glass vessels containing 1 L of the hydroponic solution with
chromium (VI) in the potassium dichromate form with concentration range 0.10 to
4.90 mg L. The experiments were performed by Outlining Central Composite
Rotational (OCCR), where the kinetics of bioaccumulation and chlorophyll a
fluorescence were monitored in plants of P. stratiotes during cultivation. The
collections of the samples and cultive solution were performed according to the
OCCR. The chromium levels were measured in samples of P. stratiotes and the
remaining solutions by the methodology of atomic absorption spectrometry by flame.
The tolerance of P. stratiotes in relation to exposure to chromium (VI) was analyzed
by parameters of physiological activity by means of chlorophyll a fluorescence, using
the portable fluorometer PAM (Pulse Amplitude Modulation). The development of P.
stratiots and their biomass were related to the time factor, while bioaccumulation
capacities were strongly influenced by factors of time and chromium concentration
(VI). The chlorophyll fluorescence parameters were affected by chromium and the
exposure time at the bioassays. It was obtained an higher metal removal from the
root in relation to the sheet, reaching a high rate of metal removal in solution. The
experimental data removal kinetics were represented by kinetic models Irreversibly
Langmuir, Reversible Langmuir, Pseudo-first Order and Pseudo-second Order, and
the best fit for the culture solution was the Reversible Langmuir model with R2 0.993
and for the plant the best model was Pseudo-second order with R2 0.760.

Key words: Phytoremediation. Chlorophyll fluorescence. Heavy metal. Modeling
Kinetic. Pistia stratiotes.
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1 INTRODUCAO

O crescimento desordenado de grandes centros urbanos esta
diretamente ligado ao crescimento industrial e ao desenvolvimento econémico.
Este crescimento industrial ocorre geralmente em margens de rios, sendo esse
fator crucial para grandes industrias que estardo utilizando os corpos d’agua
para lancamentos de seus efluentes. A poluicdo aquatica causada por
efluentes industriais, efluentes de esgotos domésticos, atividades agricolas,
dentre outros, tém elevado consideravelmente a concentracdo de poluentes no
ambiente, afetando de forma diferenciada os diversos ecossistemas.

Outro tipo de poluicdo também causada pela acdo antropogénica € a de
metais pesados, que preocupa, cada vez mais, pesquisadores, 0Orgaos
ambientais e de salde publica. Os metais pesados afetam diretamente
organismos vivos que se desenvolvem na agua, bem como indiretamente, a
populacdo que se utiliza da mesma como fonte de abastecimento. Os metais
pesados, como o cromo (VI), por exemplo, sdo poluentes ndo biodegradaveis,
permanecendo de forma acumulativa nas cadeias tréficas no ambiente.

O uso da biotecnologia esta vinculado a inUmeros processos industriais,
desde a geracdo de produtos até o tratamento de efluentes. Neste caso, por
exemplo, a técnica de fitorremediacdo, que visa atenuar concentracfes de
poluentes no ambiente, vem sendo muito estudada e novos processos estdo
sendo desenvolvidos para os diferentes tipos de poluentes e utilizando-se de
diferentes organismos vivos, portadores de alta capacidade de biossorcéo e
bioacumulacéao.

Bactérias e plantas podem ser utilizadas para os processos de
remediacao e fitorremediacdo, visando a bioacumulagcéo de diferentes metais.
Plantas aquaticas como as macrofitas tém sido utilizadas para esta finalidade
(MAINE; SUNE; LAGGER, 2004; ESPINOZA-QUINONES et al., 2009; KHAN et
al., 2009; RAHMAN; HASEGAWA, 2011). Em paralelo as pesquisas de
bioacumulacdo, avaliadas para remediacdo de solos e agua, sdo também
estudadas as diferentes formas de tolerancia das plantas em relacdo ao

acumulo de poluentes. Nestes tipos de experimentos, parametros fisioldgicos e
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fotossintéticos sdo analisados em plantas, nas mais variadas matrizes
utilizadas na remocdo de poluentes (WOLFF et al, 2009;
SUNDARAMOORTHY et al., 2010; MARQUES; DO NASCIMENTO, 2013;
GONZALEZ et al., 2015).

Diante do exposto, este projeto visa 0 estudo da tolerancia e capacidade

de biossorcao de metal cromo (VI) pela macréfita aquatica Pistia stratiotes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial da macrofita aquatica Pistia stratiotes no processo de

biossor¢éo do ion cromo (VI).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a capacidade de biossor¢cdo do ion cromo (VI) pela macrdfita
aquatica Pistia stratiotes, por meio de um delineamento central
composto rotacional (DCCR), composto por duas variaveis
independentes (concentracao de ion cromo (VI) e tempo de cultivo);

e Avaliar a toxicidade do ion cromo (VI) no desenvolvimento de P.
stratiotes;

e Analisar os parametros de atividade fisiolégica e fotossintética de P.
stratiotes em exposi¢ao ao cromo (VI);

e Ajustar os dados experimentais de biossor¢cdo do ion cromo (VI) em

modelos cinéticos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 POLUENTES AMBIENTAIS

Um dos principais problemas da sociedade no século XXI é a polui¢éo
ambiental. Os principais poluentes incluem o0s metais téxicos, 0s quais
aumentam permanentemente no ambiente como resultado da ampliacdo das
atividades industriais. Uma vez que é impossivel degradar esses poluentes, a
Unica maneira de remové-los do meio ambiente é exclui-los do ciclismo por
meio da diminuicdo de sua concentracdo, com uma possivel recuperacao e
reutilizacdo (CHOJNACKA, 2010).

Os metais séo liberados no meio ambiente principalmente por atividades
como a mineragao, galvanoplastia, tratamento de metais, téxteis, fabricacao de
baterias, curtumes, refino de petréleo, fabricacdo de tinta, pesticidas, papel,
fabricacdo de pigmentos, impressdo e industrias fotograficas, entre outros
(OLGUIN; SANCHEZ-GALVAN, 2012). Metais téxicos de preocupacio
particular em tratamento de efluentes industriais incluem zinco, cobre, niquel,
mercurio, cadmio, chumbo e cromo. Por conseguinte, as tecnologias fisico-
quimicas para a remocdo de metais de &aguas residuais tém sido
extensivamente estudadas e incluem precipitacdo quimica, de permuta idnica,
de adsorcéo, filtracdo por membrana, de coagulacao-floculagdo, oxidacdo com
peréxido de ozbnio/hidrogénio, degradacdo fotocatalitica, flotacdo e métodos
eletroquimicos (FU; WANG, 2011). Muitos desses métodos tém problemas de
eliminacao total do metal, alto custo, dificultando a sua aplicacdo em larga
escala. Além disso, ndo ha um unico processo, com a capacidade para obter a
qualidade desejada da agua, devido a natureza complexa das aguas residuais
e, em seguida, uma combinacdo de diferentes processos € muitas vezes
utilizado (AHMARUZZAMAN, 2011).

Compostos de cromo sao utilizados nas industrias de chapeamento,
preservagcdo da madeira, tingimento téxtil e pigmentagdo, papel, e

bronzeamento. As aguas residuais resultantes desses processos industriais
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contém alta concentracdo de cromo, que contamina o meio ambiente natural,
afetando a saude humana. A industria de curtume, que comumente utiliza
sulfato de cromo (Ill) [Cr(H20)s(OH)SO4] para o processo de bronzeamento é
uma das principais causas para o0 elevado fluxo de cromo para a biosfera,
respondendo por 40% do uso industrial total (SHARMA; ADHOLEYA, 2011).
Outra atividade industrial que contribui com o descarte do cromo (VI) € a
galvanoplastia  (JABASINGH; LALITH; GARRE, 2014; DAI et al., 2015).
Contaminacdo por cromo (VI) tornou-se uma preocupacao importante a nivel
mundial devido aos seus efeitos nocivos nos seres humanos, plantas, animais
e ecossistemas, mesmo em baixas concentracdes. Devido aos seus efeitos
toxicos, a remocao do cromo (VI) de 4guas residuais € vital para a protecao da
salde publica e para o ambiente (ABIGAIL; SAMUEL; CHIDAMBARAM, 2014).

3.2 CROMO

O Cromo foi descoberto pela primeira vez na Sibéria no minério
vermelho de chumbo (crocoita) em 1798 pelo quimico francés Vauquelin. E um
elemento de transi¢cdo localizado no grupo VI-B da tabela periddica com
configuracdo eletronica 3d°4s! no estado fundamental. Sendo encontrado,
preferencialmente, nas formas estaveis de cromo trivalente Cr (lll) e
hexavalente Cr (VI), embora existam varios outros estados de valéncia, que
sdo instaveis e de curta duracdo em sistemas biolégicos. Cromo (VI) é
considerado a forma mais toxica, enquanto cromo (1) € menos movel, menos
toxico e é encontrado principalmente ligado a matéria organica no solo e
ambientes aquaticos (BECQUER et al., 2003; SHANKER et al., 2005).
Geralmente, a reducéo de Cr (VI) a Cr (lll) na natureza pode ocorrer em
plantas por estas apresentarem antioxidantes, mas a sua re-oxidagao pode ser
efetuada pela acdo de microrganismos (KOVACIK et al., 2015).

Entre os diferentes metais pesados, o cromo é um dos poluentes mais
comuns e altamente toxicos liberados em todo o0 mundo em aguas naturais em

concentracOes elevadas de efluentes industriais. A exposi¢cao em longo prazo
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ao cromo trivalente € conhecida por causar reacfes alérgicas na pele e cancer
(ABIGAIL; SAMUEL; CHIDAMBARAM, 2014). O cromo hexavalente é toxico
para todas as formas de vida, incluindo os seres humanos e exibe efeitos
mutagénicos, teratogénicos e cancerigenos em sistemas bioldgicos, devido a
sua natureza oxidante forte (MISHRA et al., 2012).

O cromo é o sétimo elemento mais abundante disponivel na terra e 21°
na crosta terrestre. A sua utilizacdo generalizada em curtimento de couro,
pigmentos, galvanoplastia e ligas converteu-o em um poluente grave do ar,
solo e 4gua. Toxicidade de cromo em plantas € observada em varios niveis, a
partir de rendimento reduzido, através dos efeitos de crescimento sobre folhas
e raizes, a inibicdo da atividade enzimatica e mutagénese (SINHA; SAXENA,
SINGH, 2005; SUNDARAMOORTHY et al., 2010).

Cromo ndo é um elemento essencial para a nutricdo das plantas, mas
pode ser absorvido pelas mesmas. Devido a sua semelhanca estrutural com
alguns elementos essenciais, pode afetar a nutricdo mineral de plantas de uma
forma complexa. Interacdes de cromo com absorcdo e acumulacdo de outros
nutrientes inorganicos tém recebido a maxima atencdo pelos pesquisadores.
Cromo (lll) e cromo (VI) sdo absorvidos pelas plantas por diferentes
mecanismos. Tem sido sugerido que ambas as espécies podem interferir na
absorcdo de varios outros elementos semelhantes, como ions de ferro e
enxofre (PEREIRA; BARTOLOME; SANCHEZ-FORTUN, 2013).

Apesar de ser um metal pesado e causador de problemas aos
organismos quando em excesso, 0 cromo é um elemento essencial a nutricdo
humana, sendo que sua deficiéncia de ingestdo provoca distarbios
relacionados ao metabolismo da glicose, ja que este age como potencializador
da insulina. Ja foram identificados casos de arteriosclerose e lesdes na aorta,
relacionadas a deficiéncia de cromo em ratos e coelhos (BARROS; SOUSA-
AGUIAR, 1991).

Segundo Brasil (2011), os padrdes de lancamento de efluente contendo
ion de cromo, pela Resolugdo n° 430/2011 do CONAMA, ficam estabelecidos
em 0,1 mg L para cromo hexavalente e 1,0 mg L* para cromo trivalente.
Considerando o Conselho Estadual de Meio Ambiente (CEMA) e a Resolucao

n° 0070/2009 os limites para lancamentos de efluentes industriais tanto de
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curtumes; tintura, téxteis e lavanderia industrial; tratamento de superficie
(galvanotécnica) ficam estipulados em 0,5 mg L™ de cromo total (PARANA,
2009).

Aguas residuéarias contendo cromo devem ser tratadas antes de serem
descarregadas para o ambiente. O método mais comumente utilizado para
remover este metal pesado de efluentes liquidos é a precipitacdo alcalina.
Técnicas alternativas de biorremediacdo utilizando fungos (SHARMA;
ADHOLEYA, 2011), algas (FLOUTY; ESTEPHANE, 2012) e plantas
(MARQUES; DO NASCIMENTO, 2013) vém sendo ultimamente estudadas
(MAINE; SUNE; LAGGER, 2004).

3.3 FITORREMEDIACAO

Ambientes contaminados por metais pesados podem ser recuperados
por meio de técnicas fisicas, quimicas ou biolégicas. As muitas tecnologias
convencionais, como precipitacdo quimica, ultrafiltracdo, oxidacdo e reducédo
quimica, tratamento eletroquimico, osmose reversa, coagulacdo e mudancas
ibnicas, entre outras, usadas para remover 0os metais pesados poluentes tém
beneficios e limitacbes (VOLESKY, 2001).

O termo “fitorremediacdo” de origem grega phyto (planta) e do latim
remedium (limpar ou restaurar), baseia-se em atenuar a concentracdo de
poluentes no solo, agua ou ar com plantas de ocorréncia natural, introduzidas
e/ou geneticamente modificadas, que tem a capacidade de acumular poluentes
como metais, pesticidas, solventes, petréleo e seus derivados promovendo a
limpeza desses ambientes contaminados (PRASAD; DE OLIVEIRA FREITAS,
2003).

O principio da fitorremediacdo consiste nos mecanismos de tolerancia
(Figura 1) ao acumulo de metais pelas plantas, de forma a manter as funcdes
celulares mesmo na presenca de grandes quantidades de metais. Estes
mecanismos incluem a compartimentalizacdo dos metais em estruturas sub-

celulares; exclusdo ou diminuicdo do transporte através da membrana; e a
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formacdo de peptideos quelantes (biomoléculas ligadas ao ion metalico), que
auxiliam direta ou indiretamente, a acumulacdo de metais pelas plantas
(COBBETT; GOLDSBROUGH, 2002).

As plantas apresentam uma variedade de mecanismos em resposta aos
metais pesados que estdo relacionados aos diferentes processos de
fitorremediacéo: fitoextracdo (absorcao e acumulagéo de poluentes nos tecidos
da planta), fitodegradagcao (degradagédo dos poluentes pelas plantas e micro-
organismos associados), fitoadsorcdo (adsor¢cdo dos poluentes no sistema
radicular, imobilizando os contaminantes), fitoestabilizacdo (liberacdo de
compostos que podem imobilizar os poluentes); fitovolatizacao (volatizacao dos
poluentes para a atmosfera por intermédio das plantas) e rizofiltracdo
(absorcdo dos poluentes pelas raizes de plantas em ambiente aquatico)
(PILON-SMITS, 2005; ALI; KHAN; SAJAD, 2013).
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Figura 1 - Mecanismo de Fitorremediacao de solos contaminados por metais pesados.
Fonte: OLIVEIRA et al. (2006).
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Para a implantacdo das diversas técnicas de fitorremediacdo, com o
objetivo de remediar dgua e solos contaminados, é fundamental que se
conhecga as caracteristicas fisico-quimicas do solo, dos contaminantes, bem
como sua distribuicdo na éarea impactada. Os vegetais empregados na
recuperacdo de areas contaminadas devem apresentar caracteristicas
especificas, conforme pode ser observado na Tabela 1 (OLIVEIRA et al.,

2006).

Tabela 1 - Pré-requisitos para aplicacdo de fitorremediacdo

Alta taxa de crescimento e producdo de Féacil aquisicdo ou multiplicacdo de

biomassa
Capacidade de absor¢éo, concentracdo e/ou
metabolizag&o e tolerancia ao contaminante

Reten¢éo do contaminante nas raizes

Sistema radicular profundo e denso
Elevada taxa de exsudacéo radicular
Facil colheita, quando necessério a remocéao

da planta da &rea contaminada

propagulos

Capacidade de desenvolver-se bem em
ambientes diferenciados

Ocorréncia natural ou induzida em &reas
poluidas

Facil controle ou erradicacao

Resisténcia a pragas e doencas

elevada,

Capacidade transpiratoria

especialmente em arvores e plantas perenes

Fonte: PIRES et al. (2003).

A técnica de fitorremediacdo é uma tecnologia relativamente recente
com pesquisas realizadas principalmente durante as Ultimas duas décadas
(1990 em diante). A ideia de tratamento usando de fitorremediacdo &
esteticamente agradavel e tem boa aceitacdo do publico. E adequado para
aplicacdo em éareas muito grandes de campo onde outros métodos de
remediacdo ndo sdo rentaveis e/ou praticaveis (ALI; KHAN; SAJAD, 2013;
CHEN et al., 2015). O uso de plantas para remediar solos contaminados é visto
como uma grande promessa, considerada menos invasiva, mais rentavel e
restaurador da estrutura e funcdes do solo em relacdo aos métodos
convencionais (baseado em técnicas como a lixiviagcdo dos poluentes,

solidificac@o/estabilizacéo, sele¢cdo de tamanho e processos pirometallrgicos,
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oxidacdo/reducdo quimica de poluentes, escavacdo (KIDD et al., 2009;
RASCIO; NAVARI-IZZO, 2011).

Macrdfitas aquaticas sdo mais adequadas para o tratamento de aguas
residuais, devido ao seu crescimento rapido, a maior producédo de biomassa e
capacidade de absorcdo de poluente, sendo usadas em areas alagadas
construidas ou naturais (ALI; KHAN; SAJAD, 2013; FAVAS et al., 2014).

3.4 BIOSSORCAO E BIOACUMULACAO

A caracteristica relevante que distingue tracos de metais de outros
poluentes téxicos € que eles ndo sdo biodegradaveis, tendo alta persisténcia
no ambiente. Uma vez que, mesmo em baixas concentracdes esses metais sdo
prejudiciais para 0s organismos vivos, a sua acumulagéo em certas partes do
meio tornou-se um problema bem conhecido e grave. A necessidade de
meétodos baratos e eficientes adequados para a remocao de metais pesados de
aguas residuais tem gerado interesse no estudo dos processos de biossor¢éo e
bioacumulacdo (CHOJNACKA, 2010).

Biossorcdo envolve uma combinacdo de mecanismos de transporte
ativos e passivos, comecando com a difusdo de ions metdlicos para a
superficie de biomassa. Bioprocessos destinados ao acumulo de metal sédo
geralmente divididos em:

e Biossorcao (passivo) adsorgcédo usando biomassa nao-viva, e
e Bioacumulagao por meio de bioensaios, utilizando-se organismos
Vivos.

Biossor¢cdo de ions de metal pode envolver a contribuicdo de
mecanismos de difusdo, de adsorcdo, de quelacdo, de complexacdo, de
coordenacdo ou micro-precipitacdo, dependendo do substrato especifico, ou
seja, da biomassa utilizada (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004; ZOUBOULIS;
LOUKIDOU; MATIS, 2004).

Grandes vantagens destes métodos sdo operacdes de baixo custo, a

seletividade para o metal especifico, a minimizacdo do volume de lamas
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biologicas e quimicas, e alta eficiéncia na desintoxicacdo de efluentes muito
diluidos. Ambos o0s processos, biossorcdo e bioacumulagdo, envolvem
interacdes de metais toxicos com a biomassa, tanto vivos (bioacumulacao) ou
nao-vivos (biossorcdo), sendo que as principais caracteristicas de cada
processo podem ser comparadas na Tabela 2 (FLOUTY; ESTEPHANE, 2012).
A bioacumulacdo € um acumulo de metal intracelular, este processo
envolve a ligacdo de compostos intracelulares, precipitacdo intracelular,
metilacdo e formac&o de quelato. As vezes, ela é chamada de biossorcéo ativa
como o oposto de biossorcdo passiva. Uma vez que depende do metabolismo
celular, pois pode ser inativada pelos inibidores metabdlicos, tais como a baixa
temperatura e a falta de fontes de energia (luz). Uma das diferencas basicas

entre os dois processos € sua cinética e os valores da energia de ativacdo

(KADUKOVA: VIRCIKOVA, 2005).

Tabela 2 - Comparativo entre processos de biossorc¢ao e bioacumulagao

Biossorcéo

Bioacumulacéo

Processo passivo

Biomassa néo viva

Metais estdo vinculados com a superficie
celular

Adsorc¢éo

Processo reversivel

Os nutrientes ndo sao obrigatérios
Processo de estagio Unico

A taxa é rapida

N&o controlado pelo metabolismo
N&o ha perigo de efeito toxico

N&o ha crescimento celular
Concentracao de equilibrio intermediario de
fons metalicos

Processo ativo

Biomassa viva

Metais estdo vinculados com a superficie
celular

Absorcéo

Processo parcialmente reversivel

Os nutrientes sé@o obrigatérios

Processo de duplo estagio

A taxa é lenta

Controle pelo metabolismo

Perigo de efeitos tdéxicos causados por
contaminantes

O crescimento celular ocorre

Muito baixa concentragdo de equilibrio de
jons metalicos

Fonte: CHOJNACKA (2010).

3.5 MACROFITAS AQUATICAS

O termo macréfitas aquaticas constitui uma designacdo geral para os

vegetais que habitam desde brejos até ambientes totalmente submersos,
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sendo esta terminologia baseada no contexto ecolégico, independentemente,
em primeira instancia, de aspectos taxonomicos, segundo o International
Biological Programe (IBP) (ESTEVES, 1998).

Algumas caracteristicas evolutivas de vegetais terrestres que ainda
permanecem nas macrofitas sdo a presenca de cuticula e de estbmatos. Estas
plantas possuem grande amplitude ecoldgica, fazendo parte desta comunidade
diversos grupos taxondmicos, dentre eles as angiospermas, briofitas e
pteridofitas com representantes entre as macrdéfitas aquaticas (ESTEVES,
1998).

Em se tratando do ciclo reprodutivo das macrofitas aquaticas, por ser
relativamente rapido, este pode ser tanto da forma sexuada como assexuada,
permitindo seu desenvolvimento e propagacdo. Condicbes climaticas,
concentracdo de nutrientes, espaco livre entre as plantas e turbuléncia séo
alguns dos fatores que influenciam no crescimento das macroéfitas (THOMAZ;
BINI, 2003).

Segundo Esteves (1998), os principais grupos de macrofitas aquaticas
sdo classificadas (Figura 2) quanto ao seu biotopo e heterogeneidade, que
reflete no grau de adaptacdo das macréfitas ao meio de desenvolvimento:

Macrdfitas aquaticas emersas: plantas enraizadas no sedimento e com
folnas fora d'agua. Ex.: Typha sp., Pontederia sp., Echinodorus sp.,
Eleocharis sp.

Macrdfitas aquaticas com folhas flutuantes: plantas enraizadas no
sedimento e com folhas flutuando na superficie da agua. Ex.: Nymphaea
sp., Vitoria sp. e Nymphoides sp.

Macroéfitas aquéticas submersas enraizadas: plantas enraizadas no
sedimento, que crescem totalmente submersas na agua. A maioria tem
seus oOrgdos reprodutivos flutuando na superficie ou aéreos. EX.:
Myriophyllum sp., Elodea sp., Egeria sp., Hydrilla sp., Vallisneria sp.,
Mayaca sp. e a maioria das espécies do género Potamogeton sp.

Macroéfitas aquaticas submersas livres: sédo plantas que tém rizoides pouco
desenvolvidos e que permanecem flutuando submergidas na agua em

locais de pouca turbuléncia. Durante o periodo reprodutivo emitem flores
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emersas (excecdo de Ceratophyllum sp.). Ex.. Utricularia sp. e
Ceratophyllum sp.

Macrdfitas aquaticas flutuantes: sdo aquelas que flutuam na superficie da
agua. Geralmente seu desenvolvimento maximo ocorre em locais
protegidos pelo vento. Neste grupo, destacam-se: Eichhornia crassipes,

Salvinia sp, Pistia sp, Lemna sp. e Azolla sp.
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Figura 2 — Esquema representativo dos principais grupos de macrofitas.
Fonte: Programa de biodiversidade (2015).

e

As macrofitas aquaticas tém sido utilizadas para a remocao de metais da
agua competindo com outros tratamentos secundarios, sendo o principal
mecanismo de adsor¢cdo de metais através das raizes, bioacumulando nas
raizes e folhas da planta (MIRETZKY; SARALEGUI; CIRELLI, 2004; KAMAL et
al., 2004, MUFARREGE; HADAD; MAINE, 2010; MUFARREGE et al., 2014).

As macrdfitas aquaticas flutuantes Pistia stratiotes L. (alface d'agua),
Spirodela intermedia W. Koch (lentilha) e Lemna minor L. (lentilha) sé&o

exemplos que apresentam uma elevada taxa de crescimento e tém sido usadas
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para a remocdo de metais como cadmio, cromo, chumbo, entre outros
(MIRETZKY; SARALEGUI; CIRELLI, 2004).

A capacidade que as plantas aquéticas possuem de remover metais
pesados de soluces € bem documentada e, na maioria dos casos, 0s metais
sao concentrados nas raizes das plantas e o processo de translocacéo para as
partes aéreas € normalmente lento (LOW; LEE; TAN, 1995).

Estudos de macrdfitas para a bioacumulagéo de poluentes, como metais
pesados, sdo destinados a avaliar a eficiéncia de remocéo ou efeitos toxicos
causados por estes poluentes. Estes estudos sdo de importancia fundamental
ndo sé para entender o comportamento das macréfitas, mas também para
otimizar a depuracdo de efluentes utilizando zonas Umidas artificiais (MAINE;
SUNE; LAGGER, 2004).

3.5.1 Pistia stratiotes

A espécie Pistia stratiotes, popularmente conhecida como alface d’agua,
erva de santa Luzia, lentilha d’agua, flor-d’agua, golfo entre outras dominagdes
gue variam para cada regido do Brasil, € uma planta aquatica flutuante, devido
as folhas esponjosas e aerénquimas. A origem de P. stratiotes é desconhecida
— sendo atribuida & América do Sul ou Africa — e amplamente encontrada em
regibes tropicais. Utilizada em paisagismo de ambientes aquéaticos como
aquarios, lagoas e espelhos d’agua (LORENZI, 1982).

P. stratiotes (Figura 3) pertencente a familia Araceae, de porte herbaceo,
acaule, estolonifera, com propagacao sexuada e assexuada por meio de seus
estoldes (LORENZI, 1982), cuja via preferencial de reproducédo € a vegetativa,
também conhecida como reproducéo clonal (CARDOSO et al., 2005). Esta
espécie possui folhas sésseis, esponjosas, espatuladas, obtusas e densamente
pubescentes, dispostas em rosetas, de coloragdo verde aveludada na face
superior e verde palida esbranquicada na face inferior. A inflorescéncia é

pequena e de cor branca e creme, composta por espadice cercada por uma
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espata pilosa, caracteristica das araceas, encontrando-se no centro da roseta
(LORENZI, 1982; COELHO; DEBONI; LOPES, 2005).

Figura 3 - Pistia stratiotes
Fonte: The Weeds Society of Western Australia Inc. (2015).

Por apresentar grande volume intracelular, chegando a ocupar 71%,
normalmente os tecidos mecanicos e condutores apresentam-se reduzidos ou
até mesmo ausentes, sendo que os estdmatos sdo ausentes ou atrofiados
(THOMAZ; BINI, 2003).

Devido a sua alta capacidade de reproducédo de forma vegetativa e
rapido crescimento, a alface d’agua geralmente é responsavel pela formagao
de grossos tapetes de plantas sobre a superficie aquética, muito encontrada na
regido do Pantanal (COELHO; DEBONI; LOPES, 2005), sendo considerada
como uma espécie daninha, afetando o aproveitamento econémico dos
sistemas aquaticos (LORENZI, 1982).

A macrdfita aquética P. stratiotes tem sido utilizada para a remocéo de
metais pesados como cromo, niquel e zinco (MUFARREGE; HADAD; MAINE,
2010), residuos de mineracao contendo mercurio (SKINNER; WRIGHT;
PORTER-GOFF, 2007), e para o tratamento de esgoto urbano, por sua elevada
taxa de crescimento (ZIMMELS; KIRZHNER; MALKOVSKAJA, 2006).
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3.6 MODELAGEM CINETICA DE BIOACUMULACAO

No intuito de avaliar a eficiéncia na remocao de metais em sistemas de
tratamento de efluentes € de fundamental importancia analisar a cinética de
biossor¢cdo e/ou bioacumulacdo nas macréfitas. Desta forma, pode-se
determinar o tempo de residéncia do efluente no sistema de tratamento para
que se atinjam os padrbes de concentracdo estabelecidos pela legislacéo
vigente (COSTA JUNIOR, 2007).

Deve-se destacar que sdo escassas as publicacbes da cinética de
bioacumulacdo de metais por organismos vivos. Alguns autores (Tabela 3) tém
empregado o0s modelos desenvolvidos para cinética de adsorcdo para
representar a bioacumulacdo de metais por biomassa viva, usando diferentes

modelos e matrizes para o processo de bioacumulacao de diferentes metais.

Tabela 3 - Exemplos de diferentes estudos cinéticos realizados em processos de
bioacumulagéo.

Autor fon Matriz Estudo cinético avaliado
(MAINE; DUARTE; Macrofitas ~
SUNE, 2001) Cd  Lquéticas Adsorgao
Al, Zn,
(Z%ng)MlTT etal, Hg, Pb, Microalgas Langmuir
CuecCd
(BORGMANN; Cinética de saturacao usando modelo
NORWOOD; DIXON, Cd Hyalella azteca ; .
2004) de ligantes bidticos (BLM)
(SUNE et al., 2007) CdeCr Igiaslglamsatrgﬁ;ztgg” € Adsorc¢éo, quelacéo e troca ibnica.
Salvinia
(ESPINOZA- Cr¥ e auriculata, Pistia
QUINONES et al., Cro+ stratiotes, e Modelo cinético n&o estrutural
2008) Eicchornia
crassipes

(ESPINOZA-
QUINONES et al., Pb Salvinia auriculata Modelo cinético nao estrutural
2009)

Modelos de interagdo cinética, que se
(ESPINOZA- Eichhornia assemelham as do tipo de Langmuir
QUINONES et al., PbeP crassipes irreversivel, reversivel e pseudo
2013) primeiro e segundo modelos de

interacéo
(BLANCO et al., CA  Odontesthes Cinética de pgmﬁi.][a ordem e ]
2014) Cu 6+e bonariensis mecanismos de difus&o passiva de

Cr bioacumulacéo
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Quantificar os parametros cinéticos € de grande importancia para um
processo industrial. Estes parametros permitem a determinagéo da velocidade
do processo de bioacumulacéo e a forma como as variaveis influenciam na sua
eficiéncia. De posse dos parametros cinéticos e com a modelagem cinética
amplia-se o conhecimento e torna-se possivel a aplicacdo desta técnica para o
tratamento em efluentes reais contaminados com metais pesados (COSTA
JUNIOR, 2007).

Dentre os varios modelos cinéticos, alguns que apresentam potencial
para determinar os parametros para o0s ensaios de bioacumulacdo serdo
avaliados, entre eles os modelos de Langmuir Reversivel e Irreversivel,

Pseudo-primeira Ordem e Pseudo-segunda Ordem.
3.6.1 Modelo de Langmuir

A isotérmica de Langmuir € aplicavel, quando existe uma forte interacao
especifica entre o soluto e o adsorvente. Esta isoterma prediz a saturacao dos
sitios de adsorcao de soluto-moléculas, indicando a formacdo de monocamada
(GHOSH, 2006). O modelo cinético de Langmuir reversivel é representado pela
Equacdo (2), sendo que para efetuar os demais célculos define-se a

quantidade de cromo acumulado na planta pela equacgéo (1).

q(t)= G &

Sendo q(t) a quantidade de cromo (VI) acumulado por grama de
macréfita (mg gt) no tempo t; Co a concentragdo da agua no tempo inicial (mg
L-1); C(t) a concentracdo média na agua no tempo t (mg L*); V volume da

solucéo de cultivo e m a massa de macrofita (g).



33

r(0=kaC ()]0, a®]-koC(1) (2)

Sendo r(t) a taxa de bioacumulacdo de cromo (VI) pela macrofita no
tempo t (mg g* d1); C(t) a concentracdo média na dgua no tempo t (mg L™Y);
q(t) a quantidade de cromo (VI) acumulado por grama de macréfita (mg g1) no
tempo t e gmax quantidade maxima de cromo (VI) acumulado por grama de
macrdfita (mg g); ka a taxa constante de bioacumulagéo (L d* mg*na agua) e
ko a taxa de devolucdo do metal ao meio de cultivo (L d* mg™ na agua).

A equacdo de Langmuir pode refletir adequadamente sistemas de
adsorcao reversiveis e irreversiveis e € caracterizada pelo desenvolvimento de
monocamada que indica a capacidade de saturacdo conforme descrito na
Equacéo (3) (KO; PORTER; MCKAY, 2001).

r()=kaC(D[Aa-aD] 3

Sendo r(t) a taxa de bioacumulac¢do de cromo pela macrofita no tempo t
(mg g? d?); C(t) a concentracdo média na agua no tempo t (mg L1); q(t) a
quantidade de cromo (V1) acumulado por grama de macréfita (mg g*) no tempo
t e gmax quantidade maxima de cromo (VI) acumulado por grama de macrofita

(mg g1); kaa taxa constante de bioacumulacéo (L d* mg?na 4gua).

3.6.2 Modelo de Pseudo-Primeira Ordem

O modelo de Lagergren foi o primeiro a ser desenvolvido para um
processo de sor¢cdo de um sistema solido-liquido. Este € o mais utilizado para
determinar a taxa de sorcdo de um soluto em uma solugdo liquida,

representada pela Equacéao (4) de Pseudo-primeira Ordem (AKSU, 2001).
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r(H)=K4[q,,.-a®] (4)

Sendo q(t) a quantidade de cromo (VI) acumulado por grama de
macréfita (mg g') no tempo t; gmax a quantidade méaxima de cromo (VI)
acumulado por grama de macrdfita (mg g') e k1 é a constante de velocidade da

reacdo de Pseudo-primeira Ordem (d1).

3.6.3 Modelo de Pseudo-Segunda Ordem

A equacdo de Pseudo-segunda Ordem também esta baseada na
capacidade de sorcéo da fase soélida. Se a taxa de sorcdo é um mecanismo de
segunda ordem, a equacdo cinética de quimiossorcdo € expressa pela
Equacéo (5) de Pseudo-segunda Ordem (AKSU, 2001).

r(Y)=kz[q, - (O] (5)

Sendo q(t) a quantidade de cromo (VI) acumulado por grama de
macréfita (mg g') no tempo t; gmax a quantidade méaxima de cromo (VI)
acumulado por grama de macréfita (mg g*) e k2 a constante de velocidade de
reacdo de Pseudo-segunda Ordem (g mg* d?).



35

3.7 ANALISES INSTRUMENTAIS UTILIZADAS NA AVALIACAO DA
BIOSSORCAO/BIOACUMULACAO

3.7.1 Espectrometria de Absorcao Atémica

A concentracdo de cromo em aguas naturais € normalmente encontrada
a niveis abaixo de ng mL™?. Muitas técnicas instrumentais modernas séo
utilizadas para determinar a quantidade total de cromo nestas matrizes, tais
como espectrometria de absor¢cdo atdmica com chama, espectrometria de
absorcdo atbmica forno de grafite, espectrometria de emissdo atdmica de
plasma-indutivamente acoplado e espectrometria de massas de plasma
indutivamente acoplado (LIANG; SANG, 2008; KAMAKURA et al., 2014).

Espectrometria de absorcdo atbmica com forno de grafite é
particularmente eficaz devido as seguintes vantagens: (1) a taxa de aumento
de temperatura € rapida; (2) a distribuicdo da temperatura no interior do forno
se torna homogénea; (3) a solugdo da amostra ndo mergulha na fornalha; (4) o
tempo de vida do forno € longo; (5) ndo h& necessidade de um sistema de
refrigeracdo da agua; e (6) o carboneto ndo se forma durante o passo de
pirdlise (KAMAKURA et al., 2014).

A espectrometria de absorcdo atdmica de chama (FAAS) é uma das
técnicas mais populares para a determinacdo de metais com alta precisédo e
exatiddo. No entanto, sua sensibilidade € insuficiente para oligoelementos.
Assim, uma técnica eficiente de pré-concentracdo é geralmente necessaria.
Pelo método FAAS ndo é possivel diferenciar entre as diferentes espécies
guimicas a serem analisadas de uma substancia, mas apenas pode detectar a

guantidade total de substancia em questao (WANG et al., 2012).
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3.7.2 Fluorescéncia da clorofila a

A principal reacao da fase bioquimica da fotossintese trata-se da fixacédo
do CO: acionada pelo ATP e pelo poder redutor produzidos na fase
fotoquimica. Nesta fase (fotoquimica), os elétrons ejetados dos pigmentos
fotossintetizantes ndo utilizados na producdo de ATP e NADP através dos
fotossistemas retornam aos pigmentos reemitindo a luz absorvida, na forma de
fluorescéncia e calor (TAIZ; ZEIGER, 2008). A fluorescéncia é uma parte da
energia absorvida pelas plantas que € perdida, isto é, ndo transferida para a
producéo de energia (BAKER; ROSENQVIST, 2004).

O sinal basico da fluorescéncia possui niveis caracteristicos, que
refletem o “status” da planta naquele momento, em relagdo ao seu proprio
metabolismo e deste com o ambiente em que se encontra (VASCONCELOS
RIBEIRO et al., 2004). O sinal basico da fluorescéncia possui niveis
caracteristicos, sendo os principais e as relacées entre 0s mesmos, utilizados
neste trabalho: a fluorescéncia minima (Fo), maxima (Fm), variavel (Fv), a
relacdo Fv/Fm, potencial fotoquimico Y(Il) e a taxa relativa de transporte de
elétrons ETR (VIEIRA et al., 2010).

A proporcdo de F./Fm fornece uma estimativa da eficiéncia quéantica
fotoquimica maxima do FSIl, este parametro tem sido amplamente utilizado
para detectar perturbacdes induzidas pelo stress no aparelho fotossintético
(BAKER; ROSENQVIST, 2004). O ETR esta diretamente relacionado a
variacdo de intensidade da luz, que tende a aumentar quanto maior a
luminosidade, até que ocorra a saturacdo dos carreadores de elétrons. Em
alguns casos, a curva de ETR pode estar correlacionada a taxa fotossintética
bruta (Ac), apresentando o mesmo padréo da curva de assimilacdo de CO:
(MESSIAS et al., 2006).

As respostas das variaveis da fluorescéncia da clorofila a revelam o nivel
de excitagdo de energia dos pigmentos e sao dependentes do balanco entre o
fluxo de fotons fotossintéticos (FFF) e a soma da taxa de transporte de elétrons
(ETR) e da dissipacdo fotoquimica e térmica. Este dltimo permite estimar o

quenching fotoquimico (gp) e nado-fotoquimico (gn). O aumento do fluxo de
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fotons fotossintéticos promove declinio no gr € aumento no gn. O decréscimo
do gr reflete o estado reduzido do primeiro aceptor de elétrons estavel do PSlI,
a Qa, fornecendo uma estimativa da capacidade do PSIlI em utilizar a energia
luminosa para reducdo do NADP*, indispensavel a assimilacdo fotossintética
do carbono. Por sua vez, o gn indica a eficiéncia da dissipagédo de calor, em
razdo do aumento no gradiente de prétons entre o limen e o estroma do
cloroplasto (MAXWELL; JOHNSON, 2000).

O pulso de modulacdo de amplitude (PAM) — método fluorométrico
comumente usado para estudar a fluorescéncia da clorofila a é capaz de
fornecer parametros que estao relacionados com os processos de atividade de
transporte de elétrons e de dissipacdo de energia fotossintética. Alguns destes
parametros sdo: o rendimento quantico Y(Il) medido quando uma planta esteve
previamente adaptada ao escuro (¢m), € o rendimento quéntico Y(ll) quando
uma planta foi exposta a luz e atingiu o estado estacionario de transporte de
elétrons (¢'m), sdo utilizados para avaliar a maxima capacidade operacional da
planta para converter a energia da luz em energia quimica. Uma vez que estes
parametros estdo relacionados a diferentes eventos no fluxo de transporte de
elétrons fotossintéticos, espera-se que a sua susceptibilidade aos poluentes,
relacionada com os efeitos de escala de tempo, varie, porque diferentes
poluentes tém diferentes locais de acdo (JUNEAU et al., 2001).

Fluorometria vem tornando-se uma técnica muito utilizada, para
obtencado de informacdes rapidas e de forma ndo invasivas sobre performance
fotossintética e a variabilidade de fluorescéncia da clorofila a. A fluorometria
pode ser aplicada em plantas terrestres e aquaticas, e particularmente em
microalgas (WHITE; ANANDRAJ; TROIS, 2013; HERLORY; BONZOM;
GILBIN, 2013). A andlise de fluorescéncia da clorofila a é geralmente avaliada
na planta in vivo, em condi¢gbes de campo, e permite definir o estresse e danos
causados ao aparelho fotossintético a curto e longo prazo, bem como de sua
regeneracao, uma vez quando o estressor é removido. Recentemente, o0 pulso
de amplitude modulada de fluorescéncia tem sido utilizado para monitorar os
efeitos de potenciais poluentes de plantas e algas no ambiente (FRANKART;
EULLAFFROY; VERNET, 2003; BAUMANN; MORRISON; STENGEL, 2009).
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As etapas com as atividades do estudo da bioacumulacdo do ion cromo

(VI) em macrdfitas P. stratiotes sdo apresentadas no fluxograma descrito na

Figura 4.

Cultivo e
manutencdo das
amostras testes
Ensaios de
Bioacumulag&o/Biossor¢ao
com metal Cr(VI)

Andlise de Atividade

Fisiologica e Determinaca
0160 ¢do do metal
Fotossintética (PAM) no material vegetal e

solucéo de cultivo

Estudo cinético de
bioacumulagéo

Figura 4 - Fluxograma das etapas de execuc¢ao do experimento

4.1 AMOSTRAS DAS MACROFITAS AQUATICAS Pistia stratiotes

As macrdfitas aquaticas P. stratiotes coletadas em lagoas de piscicultura

no municipio de Jataizinho - PR, chegaram a Pato Branco - PR por meio de

doacéo de individuos (folhas e raizes) pela Universidade Estadual do Centro-

Oeste de Guarapuava - PR. As amostras de P. stratiotes foram encaminhadas

para o Herbéario da Universidade Tecnolégica Federal do Parana — Campus

Pato Branco e foram catalogadas sob registro HPB 472.

Os individuos de P. stratiotes foram cultivados em recipientes de

polipropileno, com substrato e nutrientes (N:P:K comercial) em casa de
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vegetacdo na UTFPR — Campus Pato Branco, sob temperatura e luminosidade

ambiente para producéo de clones.

4.2 EFLUENTE SINTETICO

O efluente sintético foi preparado com dicromato de potassio (K2Cr207),
para obtencao dos ions de cromo (VI). Foi preparado uma solucéo de trabalho
com concentracdo de 1500 mg L' e a partir desta solugdo foram feitas as
diluigbes utilizadas para os cultivos no decorrer do experimento realizado,

conforme apresentado na Tabela 4.

4.3 ENSAIOS DE BIOACUMULAGAO DO CROMO (V)

Os ensaios de bioacumulacdo/biossorcdo foram realizados por meio de
um Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR). Esta metodologia
permite considerar simultaneamente varios fatores em diferentes niveis e as
interacbes entre eles, utilizando um pequeno numero de experimentos (DE
LIMA, 2010). Segundo Barros Neto, Scarminio e Bruns (2001), um
planejamento composto central rotacional para k fatores, devidamente
codificados é formado de trés partes:

1. Uma parte chamada de fatorial (ou cubica), contendo um total de nsat
pontos de coordenadas X =-1 ou X; =+1;
2. Uma parte axial (ou estrela), formada por nax=2k pontos com todas as

coordenadas nulas exceto uma, que € igual a um certo valor a (ou -a);

3. Um total de ncentr €nsaios realizados no ponto central, onde, X =... xk =0.

As repeticbes no ponto central tém duas finalidades: fornece uma
medida do erro puro e estabiliza a variancia da resposta prevista (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).



40

O delineamento experimental (DCCR) para o0s bioensaios esta
especificado na Tabela 4. Os fatores (variaveis independentes codificadas) x1 e
x2 foram concentragdo de cromo (VI) em mg L e X2=1t (tempo de exposicao).

Tabela 4 - Matriz do delineamento experimental para o estudo do processo de
bioacumulacado de cromo (VI) pela macroéfita Pistia stratiotes

Variaveis Codificadas Variaveis Reais
Ensaios C(mg LY t (dias) C(mg L% t (dias)

X1 X2 X1 X2
1 -1,00 -1,00 0,80 6
2 -1,00 1,00 0,80 24
3 1,00 -1,00 4,20 6
4 1,00 1,00 4,20 24
5 -1,41 0,00 0,10 15
6 1,41 0,00 4,90 15
7 0,00 -1,41 2,50 2
8 0,00 1,41 2,50 28
9 0,00 0,00 2,50 15
10 0,00 0,00 2,50 15
11 0,00 0,00 2,50 15
12 0,00 0,00 2,50 15
13 0,00 0,00 2,50 15

X1,X2 = variaveis codificadas (utilizadas nos diferentes niveis de planejamento experimental); X1,
X2 = variaveis reais (utilizadas no experimento, C (concentracao de ion cromo (VI)) e t (tempo
de contato)).

Para realizagcdo dos experimentos foram utilizados individuos de P.
stratiotes com massa aproximada entre 5 a 10 g. Primeiramente os exemplares
foram aclimatados em solucdo nutritiva. Os bioensaios foram realizados em
recipientes de vidro com capacidade de um litro de solugdo nutritiva

apresentada na Tabela 5.



Tabela 5 - Composic¢éo de solugdo para meio de cultivo

Macronutrientes  Estoque Volume* Micronutrientes Estoque Volume**
(gLh (mL) (gL (mL)
KNO3 101,10 2,00 H3BO3 2,86 0,13
Ca(NO3)2.4H20 236,16 1,00 MnCl2.4H20 1,81 0,05
KH2PO4 136,08 0,50 ZnS04.7H20 0,22 0,65
MgS0Oa4.7H20 246,37 0,25 CuS04.5H20 0,08 0,37
(NH4)sM07027.H20 0,02 1,14
FeCls 16,76 0,04
NaEDTA 36,75 1,8

*Volume adicionada para cada litro de solug&o nutritiva.

**Preparar a solucdo com estes micronutrientes adicionando cada um deles na ordem da

tabela e depois da solu¢éo pronta, adicionar 1mL por litro de solugdo nutritiva.
Fonte: Adaptado de Hoagland e Arnon (1972).

Os experimentos de bioacumulacéo/biossorcao foram realizados durante
28 dias, como documentado na Figura 5. Parametros como temperatura e
luminosidade dependeram das condi¢bes ambiente. O volume da solucao foi

controlado, com reposicdo de agua destilada, para amenizar as perdas por

evaporacao, ndo sendo feita a reposicdo de nutrientes.

Figura 5 - Montagem do experimento de bioacumulagéo de cromo pela Pistia stratiotes
em estufa: a) Inicio do experimento; b) Surgimento de algas; c) Desenvolvimento de
microalgas; d) Algas aderidas no frasco de cultivo.
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O Exp.l foi realizado entre novembro a dezembro de 2014 conforme
DCCR apresentado na Tabela 4. Observou-se logo na primeira semana do
experimento, o desenvolvimento de microalgas nas solucdes de cultivo, como
também o desenvolvimento da biomassa com o surgimento de novos clones
(brotos). As amostras (biomassa e solucéo de cultivo) foram coletadas em dias
pré-estabelecidos, sendo feito a medicdo de biomassa Umida e seca das
amostras de P. stratiotes, que foram secas em estufa a temperatura de 70 °C
até massa constante.

No intuito de evitar o desenvolvimento de microalgas, um novo
experimento (Exp. 2) foi realizado durante a estagcdo com temperatura amena
(maio-junho/2015) e desinfeccdo com NaClO comercial (2,0 a 2,5 % de ClI),
diluido na proporcdo de 1:6 (mediante testes preliminares), onde as raizes da
macréfita P. stratiotes ficaram em contado com essa solugcdo por 90 s.
Diferente do esperado, observou-se uma desidratacdo da macrofita nos
primeiros dias e surgimento de microalgas ap6s o 10° dia de experimento
(Figura 6).

Figura 6 - Experimento com desinfec¢cdo da macrofita Pistia stratiotes: a) Desidratac&o
(queima) das folhas; b) Surgimento de microalgas.
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A relacdo de composi¢do da biomassa em relacdo ao teor de agua foi
determinada a partir de secagem da biomassa Umida em estufa a temperatura
de 70°C até massa constante. A determinacdo da umidade possibilitou a
verificacdo do teor de agua na biomassa, onde os valores foram obtidos

através da Equacéo (6).

U= (%), 100% (6)

Mg

Sendo U o teor de umidade; Ms a massa seca (g); e Mra massa umida
final (g). O acompanhamento da biomassa foi realizado comparando os valores
iniciais e finais, através da Equacao (7) abaixo.

AM=M¢-M; (7)

Sendo AM ganho de biomassa (g); Mi a massa inicial (g) e Ms a massa
umida final (g). Partindo do ganho de biomassa pode-se determinar a taxa de

crescimento em relagdo ao tempo de experimento, pela Equagéo (8).

_AM
Te=— (8)

Sendo Tc a taxa de crescimento (g.d!); AM = Mt — Mi 0 ganho de
biomassa (g); e At =t - ti 0 Intervalo de tempo (d).

Para o estudo da influéncia das variaveis teor de umidade, numero de
clones e taxa de crescimento da macrdfita P. stratiotes foi realizado um
delineamento experimental composto completo 22, incluindo 4 pontos axiais e 5

repeticdes no ponto central totalizando 13 ensaios.
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4.4 ANALISE DE CONCENTRAGAO DE CROMO (VI)

As amostras de solucéo de cultivo foram filtradas na casa de vegetacéo
com filtro coador de café para separar as microalgas da solucdo, foram
acidificadas com HNO3 (65%) e novamente filtradas com filtro qualitativo, sendo
por fim refrigeradas (4°C) para posterior analise.

As amostras das macrofitas, apos secagem, foram separadas em raizes
e folhas, sendo trituradas separadamente, para determinar o acumulo de cromo
(VI) tanto na parte radicular quanto na parte aérea da planta.

As amostras foram digeridas com a mistura digestora, HNO3s (65%) e
H202 (30%) (ESPINOZA-QUINONES et al., 2008), em chapa aquecedora a
uma temperatura inferior a 100 °C para evitar que as amostras entrem em
ebulicdo, até digestdo completa (Figura 7). Depois de resfriadas, as amostras
digeridas foram avolumadas a 50 mL. Em seguida, foram filtradas em filtro
qualitativo para analise utilizando técnica de espectrometria de absorcéo
atdmica em chama.

As amostras contendo ion cromo (VI) foram analisadas por
espectrometria de absor¢cdo atdomica por chama (PinAAcle 900 Atomic
Absorption Spectrometers — PerkinElmer) utilizando-se como gas comburente a
mistura de C2H2 (3,30 L min') e ar (10 L mint), comprimento de onda de

357,87 nm, obtendo curva de calibragdo com coeficiente Rz = 0,9994.

Figura 7 - Digestao das amostras de biomassa seca em chapa aquecedora.
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4.5 FLUOROMETRIA

O método fluorométrico foi utilizado para avaliar parametros
relacionados a atividade fisioldgica e fotossintética das macrofitas expostas ao
efeito do ion cromo (VI). Os parametros estimados por meio da fluorescéncia
foram determinados por DCCR, sendo as variaveis (codificadas e reais)

analisadas, apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Matriz do delineamento experimental para o estudo do processo de
bioacumulacdo de cromo (VI) pela macrofita Pistia stratiotes e estudo de atividade
fisioldgica através de método fluorométrico

Variaveis Codificadas Variaveis Reais
Ensaios t (dias) C(mg L% t (dias) C(mglL?
X1 X2 X1 X2
1 -1,00 -1,00 2 0,80
2 -1,00 1,00 2 4,20
3 1,00 -1,00 10 0,80
4 1,00 1,00 10 4,20
5 -1,41 0,00 0 2,50
6 1,41 0,00 12 2,50
7 0,00 -1,41 6 0,10
8 0,00 141 6 4,90
9 0,00 0,00 6 2,50
10 0,00 0,00 6 2,50
11 0,00 0,00 6 2,50
12 0,00 0,00 6 2,50
13 0,00 0,00 6 2,50

X1,X2 = variaveis codificadas (utilizadas nos diferentes niveis de planejamento experimental); X1,
X2 = varidveis reais (utilizadas no experimento, C (concentragcdo de ion cromo (VI)) e t (tempo
de contato)).

O experimento foi realizado da mesma forma descrita para 0os ensaios
anteriores (coleta das amostras), sendo que nesse foram realizadas as leituras
de fluorescéncia em setembro/2015. A fluorescéncia da clorofila a de folhas de
plantas de P. stratiotes foi avaliada apdés um periodo de 20 minutos de

adaptacao ao escuro, pela inducao da cinética da fluorescéncia lenta utilizando
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um fluorbmetro portatil (Portable Chlorophyll Fluorometer - PAM-2500, Walz,
2008), conforme Figura 8.

As avaliac6es foram realizadas no periodo das 08:00 as 10:00 h, e foram
avaliados o0s parametros: Fo (fluorescéncia basal) e Fm (fluorescéncia
maxima), F'm - nivel de fluorescéncia maxima induzida por pulsos de
saturacéo, Y(Il) rendimento quéantico fotoquimico efetivo do PSIl (converséo
fotoquimica), ETR - Taxa de Transferéncia Relativa de Elétrons. Foram
calculados os seguintes parametros: Fv/Fm - eficiéncia fotoquimica quantica
maxima do PSII, Y(NO) - soma da dissipacdo de calor ndo regulada e emissao
de fluorescéncia, Y(NPQ) - dissipacdo de energia térmica regulada envolvendo
variacdo de pH e mecanismos protetivos, Y(I1)+Y(NO)+Y(NPQ) = 1 (representa
a conversao de energia fotoquimica e nao fotoquimica (GENTY; BRIANTAIS;
BAKER, 1989).

Figura 8 - Equipamento portatil PAM-2500 e detalhe do clipe foliar utilizado para
adaptacdo no escuro.
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4.6 ESTUDO CINETICO DE BIOACUMULACAO

Utilizou-se individuos de P. stratiotes com massa aproximada entre 5 a
10 g de material fresco em recipientes de vidro com volume de um litro. Como
base nutricional, foi seguida a metodologia adaptada de Hoagland e Arnon
(1972).

Apoés resultados preliminares do planejamento de bioacumulacéo, foi
estabelecido o valor de concentracdo de 2,5 mg L?! de cromo (VI) a ser
utilizado no estudo de cinética e o tempo de exposicdo da macrdfita ao ion
cromo (VI) estabelecido em 28 dias. O experimento foi realizado em triplicata
em casa de vegetacdo com condicdes ambiente de Iluminosidade e
temperatura. O volume da solucdo foi controlado com reposicdo de agua
destilada, para amenizar as perdas causadas pela evaporagdo, nao sendo

repostos os nutrientes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DO COMPORTAMENTO DE BIOMASSA

No intuito de analisar a composicdo da biomassa e 0 seu
desenvolvimento durante o experimento em exposi¢ao ao ion de cromo (VI), os
experimentos foram denominados Exp.1 e Exp.2. No Exp.2 realizou-se a
desinfeccdo das macrdfitas, com hipoclorito, como descrito no subitem 4.3 dos
Materiais e Meétodos. Foram registradas as massas iniciais e finais dos
exemplares utilizados e a reproducédo das amostras pelo surgimento de novos
clones (brotos).

A desinfeccdo foi realizada nas macrofitas no Exp.2 para evitar o
desenvolvimento de microalgas, fator marcante no Exp.l realizado entre
novembro e dezembro de 2014, com temperatura média de 23,1 °C segundo
dados do IAPAR. Assim foi realizado o novo experimento entre maio e junho
de 2015, ja que nesse periodo as condi¢cbes climaticas da cidade de Pato
Branco — PR sdo amenas (17, 6 °C segundo IAPAR). Em geral, as
temperaturas ideais para cultivo de microalgas sdo superiores a 20 °C,
variando para cada espécie (LOURENCO, 2006).

As variaveis independentes estudadas foram concentracdo de cromo
(VI) e tempo. A matriz do delineamento experimental Tabela 7 apresenta os
tratamentos utilizados para a andlise do comportamento de biomassa e suas

respostas.
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Tabela 7 - Matriz do delineamento experimental para o estudo do comportamento de biomassa da macréfita Pistia stratiotes, mostrando as

variaveis codificadas e reais e variaveis dependentes

Ensaios codficadas | rels Mi (9) Mr (9) Ms(corna) (9) Msgaz (9)  Clones  Umidade (%) Tc (g d)
[Cr] Tempo [Cr] T Expl Exp2 Expl Exp2 Expl Exp2 Expl Exp2 Expl Exp.l Exp2 Expl Exp2
1 -1,00 -100 080 6 10500 7,150 15,234 5866 0488 0,297 0,102 0,095 0 96,13 93,32 0,789 -0,214
2 -100 100 080 24 9740 5200 47,279 6,120 2,449 0,306 0,755 0,063 15 9322 9397 1,564 0,038
3 100 -100 420 6 680 6,085 8658 4,524 0586 0288 0,131 0,087 O 91,72 91,71 0,330 -0,260
4 1,00 1,00 420 24 10222 6,846 47,158 6,141 2,421 0,348 0,772 0,124 19 9323 9231 1539 -0,029
5 -4 000 010 15 7508 7,365 28,810 5857 1,413 0255 0,377 0,090 6 93,79 94,11 1,420 -0,101
6 141 0,00 49 15 6196 6,455 16223 5431 0,793 0317 0,147 0,086 3 9421 92558 0,668 -0,068
7 000 -141 250 2 7007 6,174 7,498 4,670 0488 0274 0,102 0089 0 92,13 92,23 01176 -0,662
8 000 141 250 28 g474 5543 56,859 12,014 2,843 0544 0,797 0,126 24 93,60 9442 1745 0,233
9(C¢) 000 000 250 15 7927 5225 24448 6,358 1,391 0,203 0,495 0,111 4 92,29 9506 1,101 0,076
10(€¢) 000 000 250 15 7962 5780 26,877 8,979 1,456 0,332 0,461 0,163 92,87 9449 1261 0,213
11(¢) 000 000 250 15 5538 4915 20,198 5542 1,024 0,217 0,325 0,107 3 93,32 9415 0,977 0,042
12(C) 000 000 250 15 7756 5863 34,039 6,141 1582 0,246 0588 0,088 15 93,62 9456 1,752 0,019
13(C) 0,00 000 250 15 5764 7344 22156 9272 1079 0295 0415 0,110 6 9326 9563 1,093 0,129

Mi: Massa Umida inicial; Mr: Massa Umida final; Ms: Massa seca final: Tc: Taxa de crescimento.
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De acordo com as condicbes utilizadas no processo de
bioacumulacao/biossorcdo de cromo (VI) por P. stratiotes, o teor de umidade
das amostras variou de 91,72% a 96,13% para o Exp.1 e 91,71% a 95,63%
para o Exp.2. Estes valores foram muito semelhantes, evidenciando-se que o
teor de umidade dos exemplares ndo sofreu alteracdo de um tratamento para
outro.

Em relacdo a taxa de crescimento, observa-se taxas superiores a 1,0 g
d? a partir do 15° dia (Exp.1), sendo que o surgimento de clones também foi
observado a partir desse ponto. No Exp.2 observou-se taxas de crescimento
nulas nos primeiros 15 dias, em funcdo da desinfeccdo ter causado uma
desidratacdo da planta e ser um estresse a mais no desenvolvimento das
mesmas. Ressalta-se que o desenvolvimento e reproducdo da macrdfita P.
stratiotes, ocorreu apés duas semanas de cultivo (fase de adaptagdo), mesmo
nos exemplares que passaram por desinfeccdo, sendo que a mesma mostrou-
se adaptada a presenca de cromo (VI) e desenvolveu-se adequadamente,
independente das concentracoes.

A partir dos valores anteriormente citados (Tabela 7) foi feita uma
andlise estatistica, obtendo a estimativa dos efeitos dos fatores avaliados no
processo de bioacumulacdo de cromo (VI) e suas interacbes com seus
respectivos erros. Foi realizado também a analise de variancia (ANOVA) sobre
o conjunto de dados das variaveis dependentes, sendo elas a umidade,
namero de clones e taxa de crescimento.

Na Tabela 8 podem-se observar os valores dos efeitos estimados,
coeficientes de regressao, as interagcdes com parametros significativos e nao
significativos, além do erro associado aos efeitos e aos coeficientes e o valor
da probabilidade p, para o teor de umidade das amostras de P. stratiotes
utilizadas nos bioensaios. Na analise das estimativas dos efeitos foram
considerados os fatores significativos para o intervalo de confianca de 95%
(p<0,05). Os fatores que foram significativos a este intervalo de confianca

encontram-se em negrito.
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Tabela 8 — Efeitos estimados, coeficientes de regresséo e interagdes para o teor umidade
da macrofita Pistia stratiotes Exp.1

Fatores Efeitos EEfgi?oSs tealc p-valor Coeficientes Cerircrioente
Média* 0,931 0,004 230,112 0,000000 0,931 0,004
[Cr] (mg L) (L) -0,010 0,006 -1,489 0,179975 -0,005 0,003
[Cr] (mg L) (Q) 0,010 0,007 1,454 0,189290 0,005 0,003
Tempo (dia) (L) 0,002 0,006 0,266 0,797675 0,001 0,003
Tempo (dia) (Q) -0,001 0,007 -0,196 0,850071 -0,001 0,003
[Cr] (L) x Tempo (L) 0,022 0,009 2,440 0,044726 0,011 0,005

Fatores estatisticamente significativos (p<0,05) em negrito

O teor de umidade observado no Exp.1 da macrdfita P. stratiotes foi
influenciado pela interacdo entre os fatores concentracdo e tempo e foi
significativo ao nivel de 5% de significancia. De acordo com Rodrigues e
Lemma (2009), para verificar a qualidade do ajuste do modelo é necessério
realizar Analise de Variancia (ANOVA).

A Tabela 9 apresenta a analise de variancia para a variavel resposta teor
de umidade da macrofita P. stratiotes para o Exp.l, considerando-se o

delineamento proposto no planejamento.

Tabela 9 - Andlise de variancia para o teor umidade da macroéfita Pistia stratiotes Exp.1

Fonte de Variacéo SQ GL QM Fealc p-valor
[Cr](L) 0,000181 1 0,000181 2,218532 0,179975
[Cr(Q) 0,000173 1 0,000173 2,113859 0,189290
Tempo (L) 0,000006 1 0,000006 0,070920 0,797675
Tempo (Q) 0,000003 1 0,000003 0,038472 0,850071
[Cr] (L) x Tempo (L) 0,000487 1 0,000487 5,956035 0,044726
Residuo 0,000573 7 0,000082

Total 0,001432 12

Rz = 0,60025; Ftab, 5:7,0,05 = 3,97

O modelo para o teor de umidade foi significativo no Exp.1 e apresentou
coeficiente de determinacdo R2 0,60025; indicando que 60,03% da
variabilidade dos dados pode ser explicada pelo modelo proposto, enquanto
para o Exp.2 o coeficiente foi de R? 0,86035 (86,04%) (Apéndice A e B). A
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significancia entre as médias € ainda comprovada pelo valor de Fcac, que neste
caso foi superior ao valor tabelado, evidenciando a diferencga significativa entre
as meédias dos tratamentos. A diferenca entre o teor de umidade do Exp.1 e
Exp.2 néo foi muito grande, mas a resposta aos tratamentos sim.

O fator de estresse inicial causado pela desinfeccdo das macrofitas no
Exp.2 utilizando de hipoclorito pode ter sido o fator que gerou a maior
significancia dos fatores analisados, pois as macrofitas ficaram mais sensiveis
e consequentemente susceptiveis ao tratamento.

Os dados obtidos foram analisados por regressao multipla e os modelos
linear e quadratico que representam o teor de umidade no Exp.1 e Exp.2 sédo
dados pelas equacdes (9) e (10), respectivamente, descritas somente pelos

termos significativos:

Umidade Exp.1=0,931+0,11 Crt 9)

Umidade Exp.2=0,948-0,007 Cr+0,005 t-0,007 Cr?-0,009 t2 (10)

Onde, Cr é concentracdo de cromo e t tempo. A Figura 9 apresenta os
graficos de superficie de resposta e curvas de contorno para a variavel
resposta teor de umidade da macrdfita P. stratiotes, em funcdo dos parametros

concentracdo de cromo (VI) e tempo.
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Figura 9 - Gréafico de superficie (a) e (c) e curva de contorno (b) e (d) para o teor umidade
das amostras da macréfita Pistia stratiotes nos experimentos Exp.1 e Exp.2,
respectivamente.

De acordo com a Figura 9, para o Exp.1 pode-se observar maiores
valores de umidade nas amostras onde a concentracédo de cromo foi inferior a
0,8 mg L* até o 6° dia e com concentragéo superior a 4,2 mg L apés 24 dias.
Para o Exp.2 que sofreu desidratacdo devido a desinfeccdo, observa-se que a
umidade apresentou forte significancia entre o periodo de 15 a 24 dias com
concentracdes inferiores a 2,5 mg L' sendo notavel a maior area de
significancia da resposta. Em paralelo a resposta grafica, analisando os
ensaios 3 e 7 da Tabela 7, com 2 dias de contato verificou-se valores
semelhantes de umidade para o Exp.1 e Exp.2 mas como base em apenas um
ponto ndo pode-se comparar os efeitos causados pela concentracdo. J& com 6
dias analisa-se 2 extremos de concentragao, ficando evidenciado para ambos

0S experimentos que quanto maior a concentracdo do metal no meio de cultivo
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menor sera a quantidade de agua da biomassa, comprovando que inicialmente
h& uma desidratacdo com a concentracdo mais elevada do metal, mas apés 15
dias de cultivos a planta reestabelece um equilibrio apresentando valores
semelhantes.

A resposta dependente niumero de clones de P. stratiotes observada no
Exp.1 foi influenciada pelo fator tempo (L). Denota-se com este fato, que
quando o tempo avanca, o numero de clones também aumenta, mesmo na
presenca de cromo. A concentracdo de cromo (VI) ou estresse causado
estimula o desenvolvimento da reproducdo vegetativa como mecanismo de
sobrevivéncia. Pode-se inferir que P. stratiotes adapta-se a certos niveis de
cromo, nessas condicdes.

O modelo para numero de clones foi significativo e apresentou
coeficiente de determinacdo R2? 0,86643 (Apéndice C e D); indicando que
86,64% da variabilidade dos dados pode ser explicada pelo modelo proposto.
Devido a condicdo climéatica (temperatura amena) e desinfeccdo com
hipoclorito que causou a desidratacao inicial, durante o Exp.2 ndo se observou
0 surgimento de novos clones de P. stratiotes.

Os dados obtidos foram analisados por regressao multipla e o modelo
linear que representa o nimero de clones é dado pela equacédo (11) descrita

somente pelos termos significativos:

Numero de Clones=6,800+8,493 t (11)

Onde, t tempo. A Figura 10 apresenta os graficos de superficie de
resposta e curvas de contorno para a variavel resposta niamero de clones da
macrdfita P. stratiotes, em funcéo dos parametros concentracdo de cromo (VI)

e tempo.
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Figura 10 - Gréfico de superficie (a) e curva de contorno (b) para o nimero de clones da
macrofita Pistia stratiotes para Exp.1

O fator que mostrou-se de maior significancia em relacdo ao niamero de
clones foi o tempo, mas se analisarmos em paralelo os ensaios 2 e 4, com
mesmo tempo de cultivo (24 dias) e concentracfes de cromo (VI) diferentes
(0,80 e 4,20 mg L1), obteve-se maior nimero de clones para a maior
concentracdo (15 e 19), ressaltando que o estresse eleva o numero de clones
devido a resposta de sobrevivéncia da planta a essa condigéo.

A taxa de crescimento da macrdfita P. stratiotes no Exp.1 foi influenciada
pelo fator tempo (L) e no Exp.2 pelo fator tempo (L) e (Q). Fica evidente que o
fator determinante na taxa de crescimento é o tempo.

O modelo para taxa de crescimento foi significativo tanto no Exp.1
quanto no Exp.2, apresentando coeficiente de determinagdo R? 0,86323
(Apéndices E e F) e R2 0,84074 (Apéndices G e H), indicando que 86,32% e
84,07% da variabilidade dos dados pode ser explicada pelo modelo proposto
para o Exp.1 e Exp.2, respectivamente.

Os dados obtidos foram analisados por regressdo mdultipla e o modelo
linear e quadratico que representam a taxa de crescimento sdo dados pelas
equacodes (12) e (13) descrita somente pelos termos significativos:

Tc Exp.1=1,237+0,525 t (12)
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Tc Exp.2=0,219 t- 0,147 2 (13)

Onde, t tempo. A Figura 11 apresenta os gréficos de superficie de
resposta e curvas de contorno para a variavel resposta taxa de crescimento da
macréfita P. stratiotes, em funcéo dos parédmetros concentracdo de cromo (VI)
e tempo.
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Figura 11 - Gréfico de superficie (a) e (c) e curva de contorno (b) e (d) para a taxa de
crescimento da macrdfita Pistia stratiotes Exp.1 e Exp.2, como respectivamente.

Semelhantemente ao observado em relagdo ao numero de clones, a
taxa de crescimento é dependente do fator tempo de experimento tanto no

Exp.1 quanto no Exp.2, apresentando valores mais altos em concentragbes
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menores de cromo (VI). Os resultados de Tc reforcam os aspectos discutidos
anteriormente para o teor de umidade, no Exp.2 ela foi susceptivel no inicio
devido a desinfeccdo, independente da concentragdo. Isso ndo ocorreu no

Exp.1, onde a Tc no inicio foi mais afetada pelas concentracées mais elevadas.

5.2 CONCENTRACOES DE CROMO (VI) NAS AMOSTRAS

Para a andlise da influéncia do fator concentracdo de cromo
remanescente e presente na solucdo de cultivo, raiz e folhas da macrofita P.
stratiotes foi realizado um delineamento experimental composto completo 22,
incluindo 4 pontos axiais e 5 repeticdes no ponto central totalizando 13 ensaios.
As variaveis independentes estudadas foram concentracdo de cromo (VI) e
tempo. A matriz do delineamento experimental Tabela 10 apresenta todos os
resultados das concentracfes de cromo nas raizes e folhas de P. stratiotes,
bem como o cromo remanescente nas solugdes.

De maneira geral, observa-se uma rapida taxa de remocdo de cromo
(VI) com poucos dias de contato, semelhante a pesquisa de Maine et al.
(2004), onde em 48 horas obteve uma remocao de quase 80% de cromo em
solucéo. De forma semelhante ao observado nesse trabalho, com mais dias de
contato entre planta e solugdo do metal, essa taxa de remocao torna-se lenta,
mas a planta continua a remover o metal da solugéo.

A maior absorcao pela raiz em relacédo a parte aérea fica evidente, tanto
para o Exp.1l quanto para o Exp.2, reforcada por vérios trabalhos ja realizados
por Maine et al. (2001, 2004), Sinha et al. (2005, 2009) e Sufie et al. (2007).

Importante ressaltar que com o desenvolvimento de microalgas pode ter
havido uma competitividade em relacdo ao substrato e na bioacumulacdo do
ion cromo (VI) pelas microalgas e a P. stratiotes (EISLER, 2010; ABDEL-
RAOUF; AL-HOMAIDAN; IBRAHEEM, 2012). Essa interferéncia das
microalgas na bioacumulacdo do ion cromo (VI) pode ser apontada como
causa pela qual néo foi possivel fechar o balanco de massa para o metal (metal

restante na solucéo de cultivo + metal acumulado pela macrdfita).
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Tabela 10 - Matriz do delineamento experimental para o estudo de concentracdo de solucédo de cultivo, raiz e folha da macréfita Pistia stratiotes,

mostrando as variaveis codificadas e reais e respostas

e Variaveis Codificadas Variaveis Reais CrS(mgL?Y) CrR(mgg?) CrF(mg g™
neaos [Cr] Tempo [Cr] (mg LY t(dia) Expl Exp2 Expl Exp2 Expl Exp2
1 -1,00 -1,00 0,80 6 0,170 0,753 0,284 0,436 0,011 0,063
2 -1,00 1,00 0,80 24 0,007 0,119 0,060 0,072 0,014 0,005
3 1,00 -1,00 4,20 6 2,731 3,477 5,228 3,744 0,114 0,206
4 1,00 1,00 4,20 24 0,272 0,439 0,265 6,551 0,018 0,224
5 -1,41 0,00 0,10 15 0,141 0,071 0,030 0,000 0,007 0,000
6 1,41 0,00 4,90 15 1,848 1,625 2,216 8,715 0,190 0,225
7 0,00 -1,41 2,50 2 2,025 ?? 2,358 1,482 1,041 0,095 -0,013
8 0,00 1,41 2,50 28 0,437 0,166 1,068 0,242 0,056 0,003
9 (C) 0,00 0,00 2,50 15 0,487 0,133 0,418 5,390 0,019 0,064
10 (C) 0,00 0,00 2,50 15 0,142 0,126 0,652 2,355 0,021 0,067
11 (C) 0,00 0,00 2,50 15 0,320 0,136 0,689 2,106 0,000 0,086
12 (C) 0,00 0,00 2,50 15 0,193 0,134 0,346 4,140 0,030 0,040
13 (C) 0,00 0,00 2,50 15 0,080 0,171 0,748 3,969 0,022 0,038

Cr S: Concentragéo de cromo em solucdo remanescente; Cr R: Quantificagdo de cromo na raiz; Cr F: Quantificacdo de cromo na folha



59

Comparando os ensaios do Exp.1 e Exp.2 em relagéo a concentracao de
cromo na solugcdo de cultivo, observa-se taxa de remocdo rapida em tempos
menores, mas com tempo de contato maior a planta continua a remocao de
forma lenta obtendo assim, a continuidade da remocdo do metal, tendo
comportamento semelhante aos demais trabalhos citados acima. Essa rapida
taxa de remocéo fica evidente quando analisa-se os dados de acumulo de
cromo (VI) na raiz e folha, com maiores valores acumulados nos primeiros dias
de contato e maior disponibilidade de ions cromo (VI) em solucéo.

Nas Tabelas 11 e 12 pode-se observar os valores da andlise estatistica
para a variavel de resposta cromo na solucdo de cultivo do Exp.1. Na analise
das estimativas dos efeitos foram considerados os fatores significativos para o
intervalo de confianca de 95% (p<0,05). Os fatores que foram significativos a

este intervalo de confianga encontram-se em negrito.

Tabela 11 - Efeitos estimados, coeficientes de regressdo e interagcbes para a
concentracdo de cromo remanescente na solucdo de cultivo da macréfita Pistia
stratiotes Exp.1

Fatores Efeitos Ef:rari?;s tealc p-valor Coeficientes Coefircri(:ante
Média* 0,244 0,099 2,462 0,043356 0,244 0,099
[Cr] (mg L) (L) 1,311 0,157 8,348 0,000069 0,655 0,078
[Cr] (mg L) (Q) 0,591 0,168 3,613 0,009821 0,296 0,084
Tempo (dia) (L) -1,217 0,157 -7,752  0,000111 -0,608 0,078
Tempo (dia) (Q) 0,828 0,168 4,916 0,001722 0,414 0,084
[Cr] (L) x Tempo (L) -1,148 0,222 -5,172  0,001292 -0,574 0,111

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05) em negrito

A concentragao de cromo (VI) na solugéo de cultivo remanescente de P.
stratiotes tanto no Exp.1 quanto no Exp.2 foi fortemente influenciado pelos
fatores concentragdo de cromo (VI) e tempo lineares (L) e quadréticos (Q), bem
como pela interagdo dos dois fatores. Logo, conclui-se que pequenas variagoes
nestes fatores, alteram significativamente os niveis de respostas.

A Tabela 12 apresenta a analise de variancia para a variavel resposta do
cromo na solucéo de cultivo dos ensaios com P. stratiotes, considerando-se o

delineamento proposto no planejamento.
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Tabela 12 - Andlise de variancia para a concentracdo de cromo remanescente na solucao
de cultivo da macréfita Pistia stratiotes Exp.1

Fonte de Variacéo SQ GL QM Fealc p-valor
[Cr](L) 3,435 1 3,435 69,69610 0,000069
[Cr](Q) 0,608 1 0,608 12,34028 0,009821
Tempo (L) 2,961 1 2,961 60,09169 0,000111
Tempo (Q) 1,191 1 1,191 24,16513 0,001722
[Cr] (L) x Tempo (L) 1,318 1 1,318 26,74936 0,001292
Residuo 0,345 7 0,049

Total 9,664 12

R2 =0,9643; Ftab, 5:7,0,05 = 3,97

O modelo para concentracdo de cromo (VI) remanescente em solucdo
de cultivo apresentou coeficiente de determinacdo R2? 0,9643 para Exp.1 e R2
0,99227 (Apéndice | e J) para Exp.2, indicando que 96,43% e 99,23%,
respectivamente da variabilidade dos dados podem ser explicadas pelos
modelos propostos. A significancia entre as médias é ainda comprovada pelo
valor de Fcarc, que neste caso foi muito superior ao valor tabelado para todos os
fatores analisados, evidenciando a diferenca significativa entre as médias dos
tratamentos.

Os dados obtidos foram analisados por regressdo mdultipla e os modelos
quadraticos que representam a concentracdo de cromo remanescente S&o

dados pelas equacgdes (14) e (15) descrita somente pelos termos significativos:

Cr S Exp.1=0,244+0,655 Cr+0,296 Cr?-0,608 t+0,414 t-0,574 Crt (14)

Cr S Exp.2=0,655 Cr+0,341 Cr2-0,984 t+0,743 t2-0,601 Cr t (15)

Onde, Cr concentragédo de cromo (VI) e t tempo. A Figura 12 apresenta
os graficos de superficie de resposta e curvas de contorno para a variavel

resposta em funcéo dos parametros: concentracao de cromo e tempo.
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Figura 12 - Gréafico de superficie (a) e (c) e curva de contorno (b) e (d) para a
concentracdo de cromo remanescente em solucdo de cultivo da macréfita Pistia
stratiotes Exp.1 e Exp.2, respectivamente.

Analisando a Figura 12 pode-se observar a forte influéncia da
concentracéo elevada em periodos de tempos menores, tanto no Exp.1 quanto
no Exp.2. As maiores taxas de remocdo foram nas seguintes condi¢des:
concentracdes mais elevadas de cromo em tempos menores de cultivo.

O acumulo de cromo (VI) na raiz de P. stratiotes, no Exp.1 foi
influenciada pelos fatores lineares concentracdo de cromo e tempo (L) e pela
interacdo concentracdo e tempo (L). No Exp.2 os fatores significativos nas
respostas foram a concentracdo de cromo (L) e o tempo (Q). O modelo para
concentracdo de cromo (VI) na raiz de P. stratiotes foi significativo e
apresentou coeficiente de determinagcdo R2 0,85376 (Exp.1) e R2 0,89072 (Exp.
2) (Apéndices K a N), indicando 85,38% e 89,07% da variabilidade dos dados

podem ser explicadas pelos modelos propostos.
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Os dados obtidos foram analisados por regressdo mdultipla e os modelos
linear e quadrético que representam o a concentracdo de cromo nas raizes de
P. stratiotes sdo dados pelas equacbes (16) e (17) descritas somente pelos

termos significativos:

Cr R Exp.1=1,030Cr - 0,722t - 1,185 Cr t (16)

Cr R Exp.2=3,592 + 2,765Cr - 1,425 t* (17)

Onde, Cr concentracdo de cromo (VI) e t tempo. A Figura 13 apresenta
os graficos de superficie de resposta e curvas de contorno para o teor de
cromo nas raizes de P. stratiotes, em funcéo dos parametros: concentracao de
cromo e tempo.

No Exp.1 observa-se a forte influéncia de concentracdes mais elevadas
de cromo em periodos curtos nos resultados de acumulo de cromo (VI) pela
raiz de P. stratiotes. No Exp.2 no intervalo de tempo de 6 a 28 dias com
concentracfes elevadas para os resultados de melhor significancia. Essa
diferenca entre os dois experimentos deve-se ao fato da realizacdo da
desinfeccdo no Exp.2 onde as macrdfitas ficaram mais sensiveis as condi¢cdes

do tratamento.
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Figura 13 - Gréfico de superficie (a) e (c) e curva de contorno (b) e (d) para o acumulo
de cromo naraiz da macrofita Pistia stratiotes Exp.1 e Exp.2, respectivamente.

O acumulo de cromo (VI) em folhas de P. stratiotes, foi influenciada
apenas pelo fator linear (L) concentragéo de cromo no Exp.1 e pelo fator linear
(L) e quadratico (Q) da concentracdo de cromo no Exp.2. Sendo assim, o
acumulo de cromo (VI) em folhas da macréfita € influenciado pelo fator
concentracgéo.

O modelo para acumulo de cromo (VI) na folha de P. stratiotes foi
significativo e apresentou coeficiente de determinagcédo R2 0,77868 para o Exp.1
(Apéndices O e P), indicando que 77,87% da variabilidade dos dados e R?
0,85462 para 0 Exp.2 (Apéndices Q e R) indicando 85,46% de significancia.

Os dados obtidos foram analisados por regressao multipla e os modelos
linear e quadratico que representam os teores de cromo nas folhas de P.

stratiotes sdo dados pelas equacdes (18) e (19) descrita somente pelos termos
significativos:
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Cr F Exp.1=0,046 Cr (18)
Cr F Exp.2=0,059+0,087 Cr+0,042 Cr? (19)

Onde, Cr concentracdo de cromo (VI). A Figura 14 graficos de superficie

de resposta e curvas de contorno para a variavel resposta em funcdo dos
parametros: concentragdo de cromo e tempo.
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Figura 14 - Gréafico de superficie (a) e (c) e curva de contorno (b) e (d) o acimulo de
cromo na folha da macroéfita Pistia stratiotes Exp.1 e Exp.2, respectivamente.

Observa-se, por fim, que o acumulo nas folhas das macrofitas foi maior

guando a mesma ficou exposta a solucdes de concentra¢coes mais elevadas de
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cromo (VI) tanto para o Exp.1 quanto para o Exp.2, sendo que o Exp.2 mais
sensivel ao tratamento devido ao estresse inicial causado pela desinfeccéo.
Tais resultados reforcam que o acumulo de metal na folha ocorre somente por
adsorcao por contato direto da folha com a solucdo de cultivo, acreditando néo

haver translocagéo do metal da raiz para a folha.

5.3 ANALISE DE FLUORESCENCIA

Para o estudo da influéncia das variaveis de fluorescéncia da macrofita
P. stratiotes foi realizado um delineamento experimental composto completo 22,
incluindo 4 pontos axiais e 5 repeticdes no ponto central totalizando 13 ensaios.
As variaveis independentes estudadas foram concentragcdo de cromo (VI) e
tempo. A matriz do delineamento experimental (Tabela 13) apresenta os

tratamentos utilizados para os parametros de fluorescéncia.

Tabela 13 - Matriz do delineamento experimental para o estudo de pardmetros de
atividade fisiolégica da Pistia stratiotes, mostrando as variaveis codificadas e reais e
respostas

Variaveis Variaveis
Ensaios Codificadas Reais Respostas
t [Crl(mg t [Cr]

@dia) LY (dia) (mgLy T Fm Ko R/FaoY() ETR - qe

-1,00 -1,00 2 0,80 0,961 4,373 3,412 0,7802 0,447 30,4 0,812
-1,00 1,00 2 4,20 1,034 4,437 3,403 0,7670 0,419 32,9 0,810
1,00 -1,00 10 0,80 1,004 4,547 3,543 0,7792 0,384 32,1 0,736
1,00 1,00 10 4,20 1,092 4,656 3,564 0,7655 0,367 30,7 0,761
-1,41 0,00 0 250 1,202 3,896 2,694 0,6915 0,380 40,5 0,776
1,41 0,00 12 250 1,018 4,330 3,312 0,7649 0,337 28,2 0,606
0,00 -1,41 0,10 0,989 4,228 3,239 0,7661 0,524 43,8 0,818

8 0,00 1,41 490 1,167 4,858 3,691 0,7598 0,490 40,9 0,800
9(C) 0,00 0,00 250 1,005 4,771 3,766 0,7894 0,524 43,8 0,832
10 (C) 0,00 0,00 250 1,052 4,642 3,590 0,7734 0,478 40,0 0,801
11 (C) 0,00 0,00 250 1,115 5,053 3,938 0,7793 0,459 38,4 0,816
12(C) 0,00 0,00 250 1,069 4,974 3,905 0,7851 0,491 41,0 0,811
13(C) 0,00 0,00 250 1,048 4,904 3,856 0,7863 0,441 36,8 0,763

N o o b~ 0N B

o OO O O O O O
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A partir dos valores anteriormente citados (Tabela 13) foi feita uma
andlise estatistica, obtendo a estimativa dos efeitos dos fatores avaliados no
processo bioacumulacdo de cromo (VI) avaliando atividade fotossintética da P.
stratiotes através de parametros de fluorescéncia. Foi possivel observar que o
maior valor de fluorescéncia inicial foi no ponto de tempo zero, com valor de
1,202; para fluorescéncia maxima obteve-se o maior valor em um dos pontos
centrais (5,053) e menor valor no ponto de tempo zero (3,896), por fim a razédo
de Fv/Fm apresentou maior valor em um dos pontos centrais (0,7894) e menor
valor no ponto de tempo zero (0,6915).

Analisando pontos de tempos iguais e concentracdes diferentes, ensaios
1-2, 3-4 e 7-8 pode-se observar que quando a concentragcdo € maior, 0S
parametros Fo, Fv e Fm analisados apresentam maior valor. J4 a andlise das
respostas Y(ll), ETR e gr para os mesmos tempos observa-se que os maiores
valores ocorreram para as menores concentracoes, sendo que alguns ensaios
diferem dessa logica.

Para uma mesma concentracao e tempo de contato diferentes, ensaios
5-6 observa-se a grande diferenca no valor de transporte de elétrons, sendo
40,5 para o tempo inicial e 28,2 para o tempo final de 12 dias de experimento,
evidenciando a interferéncia da presenca do metal durante o tempo analisado.

Por se tratar de um experimento bioldgico, as respostas diferem até
mesmo quando comparado os ensaios de ponto central, onde as condi¢cbes
analisadas sdo as mesmas. A fim de obter a significancia real do tratamento, os
dados serao analisados conforme o DCCR proposto.

A resposta ndo significativa para os parametros de fluorescéncia inicial
pode ser justificada em relacdo ao pouco metal que foi absorvido pelas folhas,
sendo mais uma evidencia que o mesmo fica adsorvido na superficie da folha e
nao é incorporado pela mesma.

A relacdo Fv/Fo tem se mostrado mais sensivel na avaliacdo de
toxicidade e tem o mesmo significado que F./Fm. Em pesquisa desenvolvida
por Appenroth et al. (2001) onde foi utilizado a macrofita Spirodela polyrhiza e
solucdo de cromato, apresenta valores de Fo, Fm e Fv semelhante aos obtidos
nesse trabalho.

Ja Paiva et al. (2009) trabalhou com aguapé Eichhornia crassipes e ions

de cromo (Ill) e (VI) ndo observou diferenca significativa de Fv/Fm, mas para
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menores valores de Fo enquanto Fm € Fv com 2 dias de contato mantiveram
valores elevados. Porém, observou-se diferenca significativa para Fv/Fo e
também para ge (menor ge para 10 mM de cromato com 2 dias). Os metais ao
ligarem-se com o sitio ativo Rubisco tende a diminuir sua afinidade para CO:z e
isso ird afetar o processo fotossintético. A diminuicdo dos valores de Fm é
resposta de problemas de ultraestrutura do cloroplasto o que acaba afetando a
taxa de transporte de elétrons, comprovada pelas diferencas significativas
observadas neste parametro.

Na Tabela 14 podem-se observar os valores dos efeitos estimados,
coeficientes de regresséo, as interagcdes com parametros significativos e nao
significativos, além do erro associado aos efeitos e aos coeficientes, bem como
o valor de p, para a variadvel de resposta Fo da macrofita P. stratiotes. Na
andlise das estimativas dos efeitos foram considerados os fatores significativos
para o intervalo de confianca de 95% (p<0,05). Os fatores que foram

significativos a este intervalo de confianca encontram-se em negrito.

Tabela 14 - Efeitos estimados, coeficientes de regresséo e interagdes para Fo da
macro6fita Pistia stratiotes

Fatores Efeitos EI?;?OSS tealc p-valor Coeficientes Cerircrioente
Média* 1,0578 0,0311 34,0359  0,0000 1,0578 0,0311
Tempo (dia) (L) -0,0398  0,0491 -0,8100 0,4446 -0,0199 0,0246
Tempo (dia) (Q) 0,0166 0,0527 0,3145 0,7623 0,0083 0,0263
[Cr] (mg L) (L) 0,1032 0,0491 2,0998 0,0739 0,0516 0,0246
[Cr] (mg L) (Q) -0,0154  0,0527 -0,2927 0,7782 -0,0077 0,0263
Tempo (L) x [Cr] (L)  0,0075 0,0695 0,1079 0,9171 0,0038 0,0347

Analisando os resultados dos efeitos de regressdo, nenhum dos fatores
utilizados no experimento apresentou diferenca significativa na resposta de Fo
(fluorescéncia inicial), sendo somente a média significativa.

De acordo com Rodrigues e Lemma (2009), para verificar a qualidade do
ajuste do modelo é necessario realizar Analise de Variancia (ANOVA).

A Tabela 15 apresenta a analise de variancia para a variavel resposta Fo

da macrdéfita P. stratiotes, considerando-se o delineamento proposto no
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planejamento, comprova o teste de efeitos de regressdo onde n&o observa-se

influéncia das variaveis no tratamento utilizado.

Tabela 15 - Andlise de varidncia para Fo da macroéfita Pistia stratiotes

Fonte de Variacao SQ GL QM Fealc p-valor
Tempo (dia) (L) 0,003169 1 0,003169 0,656112 0,444595
Tempo (dia) (Q) 0,000478 1 0,000478 0,098932 0,762283
[Cr] (mg L) (L) 0,021293 1 0,021293 4,409001 0,073897
[Cr] (mg L) (Q) 0,000414 1 0,000414 0,085680 0,778229
Tempo (L) x [Cr] (L) 0,000056 1 0,000056 0,011647 0,917086
Residuo 0,033806 7 0,004829

Total 0,059350 12

R2 = 0,43038; Ftab, 5:7,0,05s = 3,97

Nota-se através da Figura 15 que os pontos estdo fora da area de
significaAncia, evidenciando que varidveis utilizadas no tratamento néo

apresentaram diferenca na resposta do mesmo.
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Figura 15 - Gréfico de superficie (a) e curva de contorno (b) para Fo da macroéfita Pistia
stratiotes

Para a variavel Fm, os resultados dos efeitos de regresséo, juntamente
com a média, somente o fator tempo (Q) apresentou diferenca significativa na

resposta de Fm (fluorescéncia maxima), sendo que o fator linear do tempo e a
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concentracéo de cromo (VI), bem como a interagao dos fatores ndo produziram
diferenca.

O modelo para Fm apresentou coeficiente de determinacéo significativo
sendo o0 R2 0,81944 (Apéndices S e T), indicando que 81,94% da variabilidade
dos dados pode ser explicada pelo modelo proposto. A significancia entre as
médias é ainda comprovada pelo valor de Fcac, que neste caso foi superior ao
valor tabelado para todos os fatores analisados, evidenciando a diferenca
significativa entre as médias dos tratamentos.

Os dados obtidos foram analisados por regressao multipla e o modelo
quadratico que representa Fm € dado pela equacdo (20) onde somente 0s

termos significativos estdo descritos.

F.,=4,869-0,334 2 (20)

Sendo t tempo em dias. A Figura 16 apresenta os graficos de superficie
de resposta e curvas de contorno para a variavel Fm de P. stratiotes em fungao

dos parametros concentracdo de cromo (VI) e tempo.
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Figura 16 - Gréfico de superficie (a) e curva de contorno (b) para Fn da macréfita Pistia
stratiotes
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Através da Figura 16, observa-se a forte influéncia das respostas para
valores com concentracdo e tempo no ponto central, apresentando uma éarea
grafica ampla.

Analisando os resultados para a resposta Fv, a mesma € semelhante a
Fm, onde juntamente com a média somente o fator tempo (Q) apresentou
diferenca significativa na resposta de Fv (fluorescéncia variavel), sendo que o
fator linear do tempo e a concentracdo de cromo (VI), bem como a interacéo
dos fatores ndo produziram diferenca.

O modelo para Fv apresentou coeficiente de determinacéo significativo
sendo 0 R? 0,78627 (Apéndices U e V), indicando que 78,63% da variabilidade
dos dados pode ser explicada pelo modelo proposto. A significancia entre as
médias é ainda comprovada pelo valor de Fcac, que neste caso foi superior ao
valor tabelado para todos os fatores analisados, evidenciando a diferenca
significativa entre as médias dos tratamentos.

Os dados obtidos foram analisados por regressdo multipla e o modelo

quadratico que representa Fv € dado pela equacéo (21)

F,=3,811-0,342 2 (21)
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Figura 17 - Gréfico de superficie (a) e curva de contorno (b) para variavel resposta Fv
da macrofita Pistia stratiotes
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Através da Figura 17, nota-se a forte influéncia das respostas para
valores com concentra¢do e tempo no ponto central. Como a variavel Fv esta
diretamente relacionada a Fm, 0s graficos obtidos sdo muito semelhantes ao da
Figura 16, pois as respostas sao dependentes.

Para a resposta Fv/Fm, tem-se baixa significancia, pois o efeito de Fo
diretamente relacionada a esta resposta, onde juntamente com a média
somente o fator tempo (Q) apresentou diferenca significativa na resposta,
sendo que o fator linear do tempo e a concentracédo de cromo (VI), bem como a
interac&o dos fatores ndo produziram diferenca.

O modelo para FJ/Fm apresentou coeficiente de determinacéo
razoavelmente significativo sendo o R2 0,58185 (Apéndices X e W), indicando
que 58,19% da variabilidade dos dados pode ser explicada pelo modelo
proposto. A significancia entre as meédias € ainda comprovada pelo valor de
Fcalc, que neste caso foi superior ao valor tabelado para todos os fatores
analisados, evidenciando a diferenca significativa entre as médias dos
tratamentos.

Os dados obtidos foram analisados por regressao multipla e o modelo
quadratico que representa Fv/Fm é dado pela equacao (22):

£+=0,783-0,020 t* (22)
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Figura 18 - Gréafico de superficie (a) e curva de contorno (b) para Fv/Fm da macréfita
Pistia stratiotes
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Por meio da Figura 18, a influéncia das respostas para valores com
tempo no intervalo de 2 a 10 dias, independente da concentracao.

Para a resposta de rendimento fotoquimico, Y(Il), apresenta média dos
efeitos significativa, sendo que somente o fator tempo (Q) apresentou diferenca
significativa na resposta, tanto o fator linear do tempo e a concentragéo de
cromo (VI), bem como a interacdo dos fatores nao produziram diferenca.

O modelo para Y(ll) apresentou coeficiente de determinacéo significativo
sendo o R? 0,86396 (Apéndices Y e Z), indicando que 86,40% da variabilidade
dos dados pode ser explicada pelo modelo proposto.

Os dados obtidos foram analisados por regressdo multipla e o modelo

quadratico que representa Y(ll) € dado pela equacao (23):

Y(11)=0,479-0,067 t? (23)

Onde t € tempo em dias. A Figura 19 apresenta os graficos de superficie
de resposta e curvas de contorno para a variavel resposta Y(Il) da macrofita P.

stratiotes, em funcéo dos parametros concentracdo de cromo (VI) e tempo.
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Figura 19 - Grafico de superficie (a) e curva de contorno (b) para Y(Il) da macréfita Pistia
stratiotes
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Por meio da Figura 19 acima ficou bem evidenciado que no periodo de
tempo no intervalo de 2 a 10 dias a maior eficiéncia da macrofita variando
pouco na faixa de concentracdo utilizada, sendo que o ponto de maior
significancia foi no tempo de 6 dias com concentracéo inferior a 2,5 mg L.

Seguindo o mesmo padrao de resposta do Y(Il), observa-se que a taxa
de transporte de elétrons é dependente do fator de tempo (Q), sendo que a
concentracdo de cromo (VI) ndo ird apresentar significancia no resultado do
tratamento.

O modelo para ETR apresentou coeficiente de determinacdo levemente
significativo sendo o R2 0,53927 (Apéndices AA e BB), indicando que 53,93%
da variabilidade dos dados pode ser explicada pelo modelo proposto.

Os dados obtidos foram analisados por regressdo mdultipla e o modelo

quadrético que representa ETR é dado pela equacgéo (24):

ETR=40,000-4,531 2 (24)

Onde t € tempo em dias. A Figura 20 apresenta os graficos de superficie
de resposta e curvas de contorno para a variavel resposta ETR da macréfita P.

stratiotes, em funcéo dos parametros concentracdo de cromo (VI) e tempo.
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Figura 20 - Gréfico de superficie (a) e curva de contorno (b) para variavel resposta ETR
da macrofita Pistia stratiotes
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Para a taxa de transporte de elétrons, no ponto central de tempo 6 dias,
observa-se a maior significancia dos resultados, sendo que a concentracao nao
foi o parametro que influenciou o resultado.

Por fim a dltima variavel analisada que apresentou significancia foi ge,
sendo que o comportamento foi semelhante ao de Y(ll) e ETR, apresentando a
média e o fator tempo (L e Q) significativos na resposta, sendo que a
concentracdo de cromo (VI), bem como a interacdo dos fatores ndo produziram
diferenca.

O modelo para ge apresentou coeficiente de determinagéo significativo
sendo o R? 0,73932 (Apéndices CC e DD), indicando que 73,93% da
variabilidade dos dados pode ser explicada pelo modelo proposto.

Os dados obtidos foram analisados por regressdo mdultipla e o modelo

quadratico que representa gr € dado pela equacao (25):

0p=0,805-0,046 t-0,049 t2 (25)

Onde t € tempo em dias. A Figura 21 apresenta os graficos de superficie
de resposta e curvas de contorno para a variavel resposta ge da macrdfita P.

stratiotes, em funcéo dos parametros concentracdo de cromo (VI) e tempo.
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Figura 21 - Grafico de superficie (a) e curva de contorno (b) para variavel resposta qP da
macrofita Pistia stratiotes
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Por fim a dissipacdo fotoquimica apresentou maior significAncia em
relacdo ao tempo, faixa de 2 a 6 dias, sendo que a concentracdo foi

independente na resposta de forma semelhante ao observado para ETR.

5.4CINETICA

ApOs a andlise estatistica da influéncia das variaveis independentes na
capacidade de absorcdo do ion cromo (VI) foi definido as variaveis de:
concentragdo de solugdo com valor 2,5 mg L e tempo de contato de 28 dias.

Na Tabela 16, sédo apresentadas as concentracdes de solugdo de cultivo
(C(1)), a biomassa (m(t)) e a quantidade de metal por massa de planta (q(t)),
analisou-se 0 comportamento cinético da quantidade de metal presente na
solucdo de cultivo e na planta ao longo do tempo empregando diferentes
modelos cinéticos, modelo de Langmuir Reversivel, Langmuir Irreversivel,

Modelo de Pseudo-primeira Ordem e modelo de Pseudo-segunda Ordem.

Tabela 16 - Concentraces de cromo (VI) ao longo do experimento

t (dia)

C(t) (mg L™)

m(t) (9)

q(t) (mgg™)

1 0,764 £ 0,030 6,675 + 0,688 0,368 £0,072
0,514 + 0,088 7,024 £ 0,491 0,514 +£0,072
0,208 + 0,040 7,680 1,127 0,703 + 0,107
13 0,037 + 0,004 16,375 £ 2,229 0,339 £ 0,150
20 0,040 + 0,029 10,547 £ 1,152 0,201 + 0,032
28 0,025 +0,011 35,128 + 4,413 0,274 +£0,173

Durante o experimento cinético, foram observadas duas principais
etapas no crescimento da biomassa da macrdfita (Figura 22): a aclimatagéo
nos primeiros cinco dias e a partir do vigésimo segundo dia, o crescimento da

planta e o surgimento de clones.
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Importante ressaltar que com o desenvolvimento de algas pode ter
havido uma competitividade em relacdo ao substrato e na bioacumulacdo do
ion cromo pelas algas cloroficeas e a P. stratiotes.

B Biomassa
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n
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30 A
i /
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@© /
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/
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Figura 22 - Biomassa experimental ajustada ao polindbmio de ordem 4

Esse comportamento da biomassa observado deve ser levado em
consideracdo no estudo da remocdo do cromo (VI) pela planta. Para isto foi
ajustado a curva comportamental em um polindmio (R2 0,95301), conforme
Equacédo (26). Em que foi empregado um modelo empirico devido ao grande
namero de varidveis que estdo envolvidos no crescimento da planta, dentre

eles: luminosidade, concentragao de nutrientes, temperatura, entre outros.

m(t)=7,832-1,397t+0,515t2-0,038t°+8,19.10t* (26)

Sendo m(t) massa da biomassa em g e t tempo em dias. A Figura 23
apresenta o monitoramento do ion cromo (VI) acumulado na parte aérea e

radicular da planta.
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Figura 23 - Avaliacdo da concentracdo de cromo (VI) naraiz e folhas
da macrofita Pistia stratiotes em func&o do tempo de cultivo

Observa-se na Figura 23, que no primeiro dia de cultivo retém-se
praticamente todo o metal pela macrofita sendo que a maior parte dele fica nas
raizes quando comparada ao retido nas folhas (ODJEGBA; FASIDI, 2004).
ApGs os primeiros cinco dias, pode-se observar o decaimento na concentragdo
pois diretamente relacionada a isto tem-se o aumento da biomassa e o
desenvolvimento de microalgas, que possivelmente esta competindo com a
macrofita no acamulo tanto de nutrientes quanto do metal em solucéo.

Comportamentos semelhantes foram observados por Costa Junior
(2007) para os estudos da remocéo do ion Pb (Il) por macréfita P. stratiotes, o
qual observou-se aclimatagdo no inicio do experimento e crescimento de
biomassa a partir do 21° dia. Na avaliacdo da acumulacédo do ion, o estudo
apresentou maior acumulo nos primeiros dias seguido de estabilidade da
concentracéo do ion na planta no decorrer do experimento.

Realizando os calculos através das equacgfes descritas na Subsecéo 3.6
tem-se os seguintes resultados apresentados na Tabelas 17 para Langmuir
Reversivel e Irreversivel.

Os modelos de Pseudo-primeira Ordem e Pseudo-segunda Ordem

também foram estudados, porém ndo houve ajustes aos dados experimentais,
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sendo os coeficientes de determinacdo (R?) de 0,5845 e 0,5821,

respectivamente.

Tabela 17 - Parametros cinéticos de remocdo do cromo (VI) em Pistia stratiotes ao longo
do tempo pelo modelo de Langmuir Reversivel e Irreversivel

Parametros cinéticos Langmuir Reversivel Langmuir Irreversivel
gmax (Mg g1) 0,260 0,578
Ka (L d* mg?) 1,040 1,040
Kb (d1) -0,330 -
R2 0,993 0,993

A cinética de bioacumulacdo, segundo o modelo de Langmuir reversivel

e irreversivel, bem como os dados experimentais referentes a concentracdo do

cromo (VI) na solugéo de cultivo séo apresentados na Figura 24.
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Figura 24 - Acumulo de ions cromo (VI) na macréfita Pistia
stratiotes ao longo do tempo pelo modelo de Langmuir Reversivel,

Irreversivel e os dados experimentais

O tempo de equilibrio para remocao de cromo (VI) foi estabelecido em

13 dias com porcentagem de remocéo de 98,5% de cromo (VI) e a quantidade
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acumulada na macréfita foi de 0,2332 mg g*, sendo a maior remocdo no
primeiro dia. Este resultado indica que existe um mecanismo rpido de
biossorcéo entre a solucdo e o sistema radicular da macrofita, enquanto que o
processo de bioacumulacéo do ion é aparentemente mais lento.

De acordo com os ajustes matematicos e o coeficiente de determinacéo
para ambos os modelos irreversiveis e reversiveis, pode-se observar que ha
ajuste para ambos. A quantidade maxima de cromo (VI) acumulado por grama
de macroéfita foi de 0,578 mg g para o modelo de Langmuir Irreversivel,
enquanto que os valores das constantes de velocidade otimizada (Ka) foram de
1,040 L d* mg?! para ambos os modelos cinéticos. Ja a constante Ky de -0,330
L d* mg?!indica a taxa de devolugdo do ion no meio de cultivo, podendo ser
uma resposta do estresse da planta devido ao contato inicial e saturacdo da
superficie de contato causada pelo metal. Essa taxa de devolug&o prevista pelo
modelo ndo pode ser medida pelos dados experimentais, por meio da Figura
24 nao se observa essa taxa de devolucdo, admite-se que a readsorcéo do ion
pela macrofita foi de forma muito rapida.

Conforme estudos de Espinoza-Quifiones et al. (2009a), ndo existe um
processo reversivel ocorrendo no processo de biossorcdo de cromo pela P.
stratiotes. De forma contraditéria aos estudos ja realizados, obteve-se como
melhor modelo Langmuir Reversivel para descrever a cinética do ion cromo
(V) devido ao valor de gmax experimental 0,2332 mg g aproximar ao do
modelo proposto. Assim, o modelo que melhor descreve a cinética do ion
cromo (VI) pela macrdéfita aquatica € o modelo de Langmuir Irreversivel, em
gue nédo é admitida a devolucéo do ion a fase fluida.

Os modelos também foram testados para a macrofita, tanto Langmuir
Reversivel quanto Irreversivel ndo obtiveram ajuste dos dados experimentais
ao modelo com R2 de 0,4538 para ambos. Abaixo na Tabela 18 sédo exibidos os
parametros cinéticos de Pseudo-primeira e Pseudo-segunda Ordem para a

cinética aplicada a macrofita.
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Tabela 18 - Parametros cinéticos de remocédo do ion cromo (VI) ao longo do tempo pelo
modelo de Pseudo-primeira Ordem e Pseudo-segunda Ordem

Parametros cinéticos Pseudo-primeira Ordem Pseudo-segunda Ordem
gmax (Mg g1) 0,00045 0,07013
Ka (d1) -0,46100 -6,95589
R2 0,68211 0,76025

A cinética de bioacumulacdo para a macrofita, segundo o modelo de
Pseudo-primeira Ordem e Pseudo-segunda Ordem, bem como os dados
experimentais referentes a concentracdo do cromo (VI) sédo apresentados na

Figura 25.

B Experimental
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Concentragao (mg g'1)

T
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (dia)

Figura 25 - Acimulo de ions cromo (VI) na macréfita Pistia stratiotes
ao longo do tempo pelo modelo de Pseudo-primeira Ordem,
Pseudo-segunda Ordem e os dados experimentais

De acordo com os ajustes matematicos e o coeficiente de determinacao
para os modelos de Pseudo-primeira Ordem e Pseudo-segunda Ordem, pode-
se observar que ha ajuste mais significativo para o segundo modelo. Sendo
gue a quantidade maxima de cromo (VI) acumulado por grama de macrdfita foi
de 0,07013 mg g* para o modelo de Pseudo-segunda Ordem. Enquanto que,
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os valores das constantes de velocidade otimizada (Ka) foram de -0,46100 e -
6,95589 L d* mg* respectivamente.

O processo mais utilizado na remocéao de ions € realizado com o uso de
biomassa seca, havendo dessa forma poucos trabalhos de remocéo de metais
usando biomassa viva (LODEIRO et al., 2005). Neste estudo adotaram-se
plantas vivas, que ao longo do tempo alteram sua biomassa e estéo sujeitas as
variaveis nao controlaveis, como é o caso da temperatura, incidéncia solar,
efeito toxico do metal, entre outros fatores, o que reforca a necessidade do
ajuste da biomassa para a compreensdo do processo, pois o0 crescimento de
biomassa viva como uma funcdo do tempo € um importante parametro
dindmico em modelos cinéticos biossorcdo a ser considerado (ESPINOZA-
QUINONES et al., 2009).

Com base nos dados experimentais observa-se que a maior parte da
remocdo dos ions de cromo (VI) ocorre no primeiro dia, sendo que essa
remocao foi maior que 50% da concentracdo de cromo (VI) em solucao,
sugerindo um mecanismo de rapida adsorcéo pela planta. O contato das folhas
com a solucdo é o principal fator da concentracdo de cromo (VI) na parte aérea
(FRITIOFF; GREGER, 2006).

Em estudo semelhante utilizando microalgas, a cinética de biossor¢cao
apresentou dois modos distintos de adsorcao: adsorcdo rapida seguida de
adsorcdo nao-linear lenta. Esta alteragdo no mecanismo de adsor¢ao pode ser
atribuida a capacidade do ion cromo hexavalente para formar mdultiplas
ligacdes ibnicas na superficie da célula. No periodo inicial de adsorcédo, em que
a superficie de contato entre os ions de metal e a massa celular € elevada e
todos os locais de ligacdo estdo disponiveis; assim os ions metélicos ligam-se
rapidamente na superficie celular através da formacao de ligagdes mdltiplas.
Dessa forma, os sitios sdo rapidamente esgotados. A medida que 0 processo
continua, a concentracdo de ions metalicos diminui, 0 que por sua vez reduz
significativamente a velocidade de colisdo; ao mesmo tempo o numero de
locais de ligacao disponiveis também diminui drasticamente, aumentando a
resisténcia para o processo de adsor¢cdo (GOKHALE; JYOTI; LELE, 2008).

Comparando os mais diversos trabalhos encontrados na literatura, pode-
se observar uma discrepancia dentre os varios estudos, pois cada tipo de

biomassa (planta, fungo, bactéria, microalgas, entre outras) ira comportar-se de
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maneira diferente para cada ion de metal em estudo, devido a especificidade
da fisiologia de cada matriz analisada (REGIER et al., 2013).

De forma semelhante a Maine et al. (2001 e 2004) e Suiie et al. (2007),
ressalta-se por fim, que no presente estudo ficou evidenciado a rapida
adsorcdo do ion cromo (VI) no periodo inicial, obtendo ajuste em modelos de
adsorcao, mas a partir do 5° dia os dados néo se ajustam mais aos modelos

testados sendo que fica evidente o processo de bioacumulacéo.
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6 CONCLUSAO

A macrdfita Pistia stratiotes sofre efeito do metal nos primeiros dias de
contato, quanto maior a concentracdo maior o efeito negativo no
desenvolvimento da macrofita. Apds um periodo de aproximadamente 15 dias,
pode-se observar boa adaptacdo ao contato do ion cromo (VI), sendo que a
variavel concentracdo nao evidencia diferencas no desenvolvimento das
plantas, tanto que as mesmas mesmo com a bioacumulagédo do metal crescem
e se reproduzem, desprendendo novos clones.

A analise por espectroscopia de absor¢cdo atdmica por chama mostrou-
se eficiente na deteccdo das concentracfes do metal cromo (VI) em estudo,
ndo tendo necessidade de anéalise em forno grafite.

Os resultados de andlise de atividade fisiol6gica e fotossintética da
macrofita analisadas por meio de PAM apresentou dentro do DCCR valores
significativos para a variavel tempo, sendo que a concentracao ndo apresentou
diferencga significativa nas respostas. Isso é forte evidencia que a macrofita
somente adsorve o metal em solucao, pois o fator concentracdo ndo apresenta
influéncia no processo fotossintético.

Por meio dos parametros da cinética de remoc¢ao metal do cromo (VI)
em todos os modelos testados foi observada que a taxa de remocao é rapida
nos primeiros dias, confirmando que o principal mecanismo de remocéo pelas
macrofitas € a biossor¢ao.

Dentre os modelos testados, para a solucdo de cultivo o modelo de
Langmuir Reversivel foi o que apresentou melhor ajuste dos dados
experimentais com R2 de 0,993, j& nos modelos aplicados para a planta o
melhor ajuste foi no modelo de Pseudo-segunda Ordem com R2 0,760, sendo
gue na planta os dados experimentais ndo apresentam um bom ajuste nos
altimos dados.

A macrofita P. stratiotes pode ser considerada uma boa alternativa na
remocado de metais por biossorgcdo/bioacumulacdo sendo uma opcgao para
tratamento de efluentes. A macrofita foi resistente e adaptou-se a faixa de
concentragdo utilizada no presente estudo, sendo eficiente na remogéo de

metal presente na solucéo utilizada no cultivo das plantas, sendo que a maior
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remocao ficou evidenciada nos primeiros dias de contato. Consequentemente,
0 uso da macréfita P. stratiotes em processo fitorremediativo deve ser
considerado alternativo e viavel, pelo menos em estagios intermediarios ou
finais visando a remocao complementar ou residual (baixas concentracdes) de

ions cromo (VI) em sistemas de tratamentos para aguas residuarias.
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APENDICES

APENDICE A - Efeitos estimados, coeficientes de regresséo e interagbes para o teor de
umidade da macréfita Pistia stratiotes Exp.2

Fatores Efeitos EEgi?oss tealc p-valor Coeficientes Cerircrioente
Média* 0,948 0,003 360,217 0,000000 0,948 0,003
[Cr] (mg L) (L) -0,014 0,004 -3,261 0,013842 -0,007 0,002
[Cr] (mg L) (Q) -0,017 0,004 -3,783  0,006865 -0,008 0,002
Tempo (dia) (L) 0,011 0,004 2,621 0,034343 0,005 0,002
Tempo (dia) (Q) -0,017 0,004 -3,827 0,006484 -0,009 0,002
[Cr] (L) x Tempo (L) -0,000 0,006 -0,043 0,967237 -0,000 0,003

APENDICE B - Anélise de variancia para o teor umidade da macréfita Pistia stratiotes
Exp.2

Fonte de Variacgéo SQ GL QM Fealc p-valor
[Cr](L) 0,000368 1 0,000368 10,63522 0,013842
[Cr(Q) 0,000495 1 0,000495 14,31174 0,006865
Tempo (L) 0,000238 1 0,000238 6,87134 0,034343
Tempo (Q) 0,000507 1 0,000507 14,64517 0,006484
[Cr] (L) x Tempo (L) 0,000000 1 0,000000 0,00181 0,967237
Residuo 0,000242 7 0,000035

Total 0,001735 12

R2 = 0,86035; Frab, 5:7,0,05 = 3,97

APENDICE C - Efeitos estimados, coeficientes de regresséo e interacées para o nimero
de clones da macroéfita Pistia stratiotes Exp.1

Fatores Efeitos EEf:rari?oSs tealc p-valor Coeficientes Cerircric:ante
Média* 6,800 1,685 4,035 0,004966 6,800 1,685
[Cr] (mg L) (L) -0,061 2,665 -0,023 0,982474 -0,030 1,332
[Cr] (mg L) (Q) -2,175 2,858 -0,761 0,471454 -1,088 1,429
Tempo (dia) (L) 16,985 2,665 6,374  0,000377 8,493 1,332
Tempo (dia) (Q) 5,325 2,858 1,863 0,104690 2,663 1,429
[Cr] (L) x Tempo (L) 2,000 3,769 0,531 0,612043 1,000 1,884

APENDICE D - Andalise de variancia para o numero de clones da macrofita Pistia
stratiotes Exp.1

Fonte de Variacéo SQ GL QM Fealc p-valor
[CrI(L) 0,0074 1 0,0074 0,00052 0,982474
[Cr(Q) 8,2272 1 8,2272 0,57927 0,471454
Tempo (L) 576,9996 1 576,9996 40,62639 0,000377
Tempo (Q) 49,3141 1 49,3141 3,47219 0,104690
[Cr] (L) x Tempo (L) 4,0000 1 4,0000 0,28164 0,612043
Residuo 99,4181 7 14,2026

Total 744,3077 12

R2 = 0,86643; Ftab, 5:7,0,05 = 3,97
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APENDICE E - Efeitos estimados, coeficientes de regressao e intera¢des para a taxa de
crescimento da macréfita Pistia stratiotes Exp.1

Fatores Efeitos EEfgi?oSs tcalc p-valor Coeficientes Cerircrioente
Média* 1,237 0,110 11,200 0,000010 1,237 0,110
[Cr] (mg L) (L) -0,387 0,175 -2,215  0,062290 -0,193 0,087
[Cr] (mg L) (Q) -0,166 0,187 -0,887 0,404295 -0,083 0,094
Tempo (dia) (L) 1,051 0,175 6,017 0,000533 0,525 0,087
Tempo (dia) (Q) -0,250 0,187 -1,334  0,224070 -0,125 0,094
[Cr] (L) x Tempo (L) 0,217 0,247 0,879 0,408486 0,109 0,123

APENDICE F - Anélise de variancia para a taxa de crescimento da macréfita Pistia
stratiotes Exp.1

Fonte de Variacao SQ GL QM Fealc p-valor
[Cr](L) 0,299 1 0,299 4,90842 0,062290
[Cr(Q) 0,048 1 0,048 0,78757 0,404295
Tempo (L) 2,208 1 2,208 36,20275 0,000533
Tempo (Q) 0,108 1 0,108 1,77868 0,224070
[Cr] (L) x Tempo (L) 0,047 1 0,047 0,77290 0,408486
Residuo 0,427 7 0,061

Total 3,121 12

R2 = 0,86323; Ftab, 5:7,0,05s = 3,97

APENDICE G - Efeitos estimados, coeficientes de regress&o e interacdes para a taxa de
crescimento da macroéfita Pistia stratiotes Exp.2

Fatores Efeitos EEf:rari?oSs tealc p-valor Coeficientes Cerircric:ante
Média* 0,096 0,055 1,735 0,126419 0,096 0,055
[Cr] (mg L) (L) -0,017 0,087 -0,196  0,850250 -0,009 0,044
[Cr] (mg L?) (Q) -0,163 0,093 -1,750 0,123631 -0,082 0,047
Tempo (dia) (L) 0,437 0,087 5,022  0,001527 0,219 0,044
Tempo (dia) (Q) -0,293 0,093 -3,141 0,016366 -0,147 0,047
[Cr] (L) x Tempo (L) -0,011 0,123 -0,087 0,932759 -0,005 0,062

APENDICE H - Andlise de variancia para a taxa de crescimento da macréfita Pistia
stratiotes Exp.2

Fonte de Variacao SQ GL QM Fealc p-valor
[Cr](L) 0,000582 1 0,000582 0,03838 0,850250
[Cr(Q) 0,046441 1 0,046441 3,06176 0,123631
Tempo (L) 0,382508 1 0,382508 25,21788 0,001527
Tempo (Q) 0,149608 1 0,149608 9,86332 0,016366
[Cr] (L) x Tempo (L) 0,000116 1 0,000116 0,00765 0,932759
Residuo 0,106177 7 0,015168

Total 0,666705 12

R2 =0,84074; Ftab, 5:7,0,05s = 3,97
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APENDICE | - Efeitos estimados, coeficientes de regressdo e interacdes para a
concentracdo de cromo remanescente na solucdo de cultivo da macréfita Pistia

stratiotes Exp.2

Fatores Efeitos Err'os tcalc p-valor Coeficientes E'rr.o
Efeitos Coeficiente
Média* 0,140 0,061 2,281 0,056545 0,140 0,061
[Cr] (mg L) (L) 1,310 0,097 13,515 0,000003 0,655 0,048
[Cr] (mg LY (Q) 0,682 0,104 6,556 0,000317 0,341 0,052
Tempo (dia) (L) -1,969 0,097 -20,307  0,000000 -0,984 0,048
Tempo (dia) (Q) 1,485 0,104 14,288  0,000002 0,743 0,052
[Cr] (L) x Tempo (L) -1,202 0,137 -8,768  0,000051 -0,601 0,069

APENDICE J - Anélise de variancia para a concentracdo de

solucdo de cultivo da macrofita Pistia stratiotes Exp.2

cromo remanescente na

Fonte de Variagao SQ GL QM Fealc p-valor
[Cr](L) 3,433 1 3,433 182,6451 0,000003
[Cr]1(Q) 0,808 1 0,808 43,0013 0,000317
Tempo (L) 7,752 1 7,752 412,3724 0,000000
Tempo (Q) 3,837 1 3,837 204,1374 0,000002
[Cr] (L) x Tempo (L) 1,445 1 1,445 76,8809 0,000051
Residuo 0,132 7 0,019
Total 17,021 12

R2 =0,99227; Ftab, 5:7,0,05s = 3,97

APENDICE K - Efeitos estimados, coeficientes de regress&o e interacbes para o acimulo
de cromo naraiz da macrofita Pistia stratiotes Exp.1

Fatores Efeitos E%trari?c?s tealc p-valor Coeficientes Cerircric:ante
Média* 0,570 0,313 1,821 0,111457 0,570 0,313
[Cr] (mg L) (L) 2,060 0,495 4,159 0,004249 1,030 0,248
[Cr] (mg L) (Q) 0,683 0,531 1,285 0,239792 0,341 0,266
Tempo (dia) (L) -1,443 0,495 -2,913 0,022559 -0,722 0,248
Tempo (dia) (Q) 0,835 0,531 1,571 0,160197 0,417 0,266
[Cr] (L) x Tempo (L) -2,369 0,701 -3,381 0,011740 -1,185 0,350

APENDICE L - Andlise de variancia para o acGmulo de cromo presente na raiz da

macrofita Pistia stratiotes Exp.1

Fonte de Variacao SQ GL QM Fealc p-valor
[CrI(L) 8,490 1 8,490 17,29418 0,004249
[Cr(Q) 0,810 1 0,810 1,65031 0,239792
Tempo (L) 4,166 1 4,166 8,48648 0,022559
Tempo (Q) 1,211 1 1,211 246776  0,160197
[Cr] (L) x Tempo (L) 5,612 1 5,612 11,43233 0,011740
Residuo 3,436 7 0,491

Total 23,498 12

Rz = 0,85376; Ftan, 5:7,0,05 = 3,97
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APENDICE M - Efeitos estimados, coeficientes de regressédo e interacfes para o
aclmulo de cromo na raiz da macrofita Pistia stratiotes Exp.2

Fatores Efeitos EEgi?oss tealc p-valor Coeficientes Cerircric;nte
Média* 3,692 0,532 6,752  0,000264 3,592 0,532
[Cr] (mg L) (L) 5,631 0,841 6,576  0,000311 2,765 0,421
[Cr] (mg L) (Q) 0,864 0,902 0,957 0,370224 0,432 0,451
Tempo (dia) (L) 0,329 0,841 0,391 0,707669 0,164 0,421
Tempo (dia) (Q) -2,849 0,902 -3,159  0,015952 -1,425 0,451
[Cr] (L) x Tempo (L) 1,586 1,190 1,333  0,224286 0,793 0,595

APENDICE N - Andlise de variancia para o acimulo de cromo na raiz da macrofita Pistia
stratiotes Exp.2

Fonte de Variagéo SQ GL QM Fecalc p-valor
[CrI(L) 61,18075 1 61,18075 43,23936 0,000311
[Cr(Q) 1,29713 1 1,29713 0,91674 0,370224
Tempo (L) 0,21593 1 0,21593 0,15261 0,707669
Tempo (Q) 14,11958 1 14,11958 9,97898 0,015952
[Cr] (L) x Tempo (L) 2,51409 1 2,51409 1,77683 0,224286
Residuo 9,90453 7 1,41493

Total 90,63458 12

R2 =0,89072; Ftap, 5:7,0,05 = 3,97

APENDICE O - Efeitos estimados, coeficientes de regresséo e interaces para o acimulo
de cromo na folha da macréfita Pistia stratiotes Exp.1

Efeitos Erros tealc p-valor Coeficiente Erro
Efeitos S Coeficient
Fatores e

Média* 0,018 0,015 1,212 0,264667 0,018 0,015
[Cr] (mg L) (L) 0,091 0,024 3,794 0,006764 0,046 0,012
[Cr] (mg L) (Q) 0,056 0,026 2,171 0,066519 0,028 0,013
Tempo (dia) (L) -0,037 0,024 -1,551 0,164787 -0,019 0,012
Tempo (dia) (Q) 0,033 0,026 1,284 0,239898 0,017 0,013
[Cr] (L) x Tempo (L) -0,049 0,034 -1,446 0,191286 -0,025 0,017

APENDICE P - Andlise de variancia para o acimulo de cromo na folha da macrofita Pistia
stratiotes Exp.1

Fonte de Variacao SQ GL QM Fealc p-valor
[Cr](L) 0,017 1 0,017 14,39733 0,006764
[Cr(Q) 0,005 1 0,005 4,71325 0,066519
Tempo (L) 0,003 1 0,003 2,40627 0,164787
Tempo (Q) 0,002 1 0,002 1,64949 0,239898
[Cr] (L) x Tempo (L) 0,002 1 0,002 2,09236 0,191286
Residuo 0,008 7 0,001

Total 0,037 12

R2 = 0,77868; Ftab, 5:7,0,05 = 3,97
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APENDICE Q - Efeitos estimados, coeficientes de regressao e interaces para o acimulo

de cromo na folha da macréfita Pistia stratiotes Exp.2

Fatores Efeitos Eiri?oss tealc p-valor Coeficientes Cerircricv)ante
Média* 0,059 0,019 3,045 0,018705 0,059 0,019
[Cr] (mg L) (L) 0,175 0,031 5,700 0,000735 0,087 0,015
[Cr] (mg LY (Q) 0,084 0,033 2,553 0,037964 0,042 0,016
Tempo (dia) (L) -0,004 0,031 -0,138 0,893834 -0,002 0,015
Tempo (dia) (Q) -0,027 0,033 -0,813 0,443182 -0,013 0,016
[Cr] (L) x Tempo (L) 0,038 0,043 0,886 0,405051 0,019 0,022

APENDICE R - Andlise de variancia para o acimulo de cromo na folha da macréfita Pistia

stratiotes Exp.2

Fonte de Variagao SQ GL QM Fealc p-valor
[Cr](L) 0,060954 1 0,060954 32,49406 0,000735
[Cr]1(Q) 0,012222 1 0,012222 6,51536 0,037964
Tempo (L) 0,000036 1 0,000036 0,01915 0,893834
Tempo (Q) 0,001239 1 0,001239 0,66038 0,443182
[Cr] (L) x Tempo (L) 0,001472 1 0,001472 0,78490 0,405051
Residuo 0,013131 7 0,001876

Total 0,090319 12

R2 = 0,85462; Fta, 5:7,005 = 3,97

APENDICE S - Efeitos estimados, coeficientes de regresséo e interacdes para Fn da

macroéfita Pistia stratiotes

Fatores Efeitos EE;:?:S tealc p-valor Coeficientes Cerircrioente
Média* 4,869 0,083 58,896 0,000 4,869 0,083
Tempo (dia) (L) 0,252 0,131 1,926 0,096 0,126 0,065
Tempo (dia) (Q) -0,668 0,140 -4,767 0,002 -0,334 0,070
[Cr] (mg L) (L) 0,266 0,131 2,035 0,081 0,133 0,065
[Cr] (mg L) (Q) -0,238 0,140 -1,699 0,133 -0,119 0,070
Tempo (L) x [Cr] (L) 0,022 0,185 0,122 0,907 0,011 0,092

APENDICE T - Andlise de variancia para F, da macrdfita Pistia stratiotes

Fonte de Variacéo SQ GL QM Fealc p-valor
Tempo (dia) (L) 0,126698 1 0,126698 3,70789 0,095541
Tempo (dia) (Q) 0,776448 1 0,776448 22,72323 0,002043
[Cr] (mg L) (L) 0,141500 1 0,141500 4,14108 0,081315
[Cr] (mg L) (Q) 0,098656 1 0,098656 2,88723 0,133086
Tempo (L) x [Cr] (L) 0,000506 1 0,000506 0,01482 0,906541
Residuo 0,239189 7 0,034170

Total 1,324693 12

R2 = 0,81944; Ftab, 5:7,0,05 = 3,97
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APENDICE U - Efeitos estimados, coeficientes de regressio e interacfes para F, da

macrofita Pistia stratiotes

Fatores Efeitos EEgi(t);s tealc p-valor Coeficientes Cerircrict)ante
Média* 3,811 0,091 41,803 0,000 3,811 0,091
Tempo (dia) (L) 0,291 0,144 2,022 0,083 0,146 0,072
Tempo (dia) (Q) -0,685 0,155 -4,430 0,003 -0,342 0,077
[Cr] (mg L) (L) 0,163 0,144 1,129 0,296 0,081 0,072
[Cr] (mg L) (Q) -0,223 0,155 -1,441 0,193 -0,111 0,077
Tempo (L) x [Cr] (L) 0,015 0,204 0,074 0,943 0,007 0,102

APENDICE V - Andlise de variancia para F, da macrofita Pistia stratiotes

Fonte de Variagao SQ GL QM Fealc p-valor

Tempo (dia) (L) 0,169940 1 0,169940 4,08938 0,082858
Tempo (dia) (Q) 0,815448 1 0,815448  19,62267 0,003045
[Cr] (mg L) (L) 0,053012 1 0,053012 1,27566 0,295921
[Cr] (mg L) (Q) 0,086291 1 0,086291 2,07649 0,192778
Tempo (L) x [Cr] (L) 0,000225 1 0,000225 0,00541 0,943401
Residuo 0,290895 7 0,041556

Total 1,361020 12

R2=0,78627; Ftap, 5:7,005 = 3,97

APENDICE X - Efeitos estimados, coeficientes de regresséo e interacdes para a F,/Fr da

macroéfita Pistia stratiotes

Fatores Efeitos EE;:?:S tealc p-valor Coeficientes Cerircrioente
Média* 0,783 0,009 82,916 0,000 0,783 0,009
Tempo (dia) (L) 0,025 0,015 1,697 0,134 0,013 0,007
Tempo (dia) (Q) -0,041 0,016 -2,549 0,038 -0,020 0,008
[Cr] (mg L) (L) -0,009 0,015 -0,602 0,566 -0,004 0,007
[Cr] (mg L) (Q) -0,006 0,016 -0,378 0,716 -0,003 0,008
Tempo (L) x [Cr] (L) 0,000 0,021 -0,011 0,992 -0,000 0,011

APENDICE W - Andlise de variancia para F./Fn, da macréfita Pistia stratiotes

Fonte de Variacao SQ GL QM Fealc p-valor
Tempo (dia) (L) 0,001282 1 0,001282 2,878272 0,133598
Tempo (dia) (Q) 0,002895 1 0,002895 6,497532 0,038158
[Cr] (mg L) (L) 0,000161 1 0,000161 0,362232 0,566244
[Cr] (mg L) (Q) 0,000064 1 0,000064 0,143125 0,716406
Tempo (L) x [Cr] (L) 0,000000 1 0,000000 0,000113 0,991821
Residuo 0,003119 7 0,000446

Total 0,007458 12

Rz = 0,58185; Ftan, 5:7,0,05 = 3,97
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APENDICE Y - Efeitos estimados, coeficientes de regresséo e interacdes para Y(Il) da
macroéfita Pistia stratiotes

Fatores Efeitos Eiri?oss tealc p-valor Coeficientes Cerircrict)ante
Média* 0,479 0,013 36,536 0,000000 0,479 0,013
Tempo (dia) (L) -0,044 0,021 -2,122 0,071502 -0,022 0,010
Tempo (dia) (Q) -0,134 0,022 -6,049 0,000517 -0,067 0,011
[Cr] (mg L) (L) -0,023 0,021 -1,124 0,298262 -0,012 0,010
[Cr] (mg L) (Q) 0,014 0,022 0,637 0,544349 0,007 0,011
Tempo (L) x [Cr] (L) 0,006 0,029 0,188 0,856386 0,003 0,015

APENDICE Z - Anélise de variancia para Y(ll) da macrofita Pistia stratiotes

Fonte de Variagao SQ GL QM Fealc p-valor
Tempo (dia) (L) 0,003864 1 0,003864 4,50319 0,071502
Tempo (dia) (Q) 0,031391 1 0,031391 36,58680 0,000517
[Cr] (mg L) (L) 0,001083 1 0,001083 1,26232 0,298262
[Cr] (mg L) (Q) 0,000348 1 0,000348 0,40585 0,544349
Tempo (L) x [Cr] (L) 0,000030 1 0,000030 0,03526 0,856386
Residuo 0,006006 7 0,000858

Total 0,044149 12

R2 = 0,86396; Ftab, 57,005 = 3,97

APENDICE AA- Efeitos estimados, coeficientes de regressio e interacdes para ETR da
macroéfita Pistia stratiotes

Fatores Efeitos EEf:rari?oSs tealc p-valor Coeficientes Cerircrioente
Média* 40,000 2,141 18,681 0,000000 40,000 2,141
Tempo (dia) (L) -4,474 3,385 -1,321 0,227908 -2,237 1,693
Tempo (dia) (Q) -9,063 3,631 -2,496 0,041222 -4,531 1,815
[Cr] (mg L) (L) -0,750 3,385 -0,222 0,830934 -0,375 1,693
[Cr] (mg L) (Q) -1,063 3,631 -0,293 0,778270 -0,531 1,815
Tempo (L) x [Cr] (L) -1,950 4,788 -0,407 0,695966 -0,975 2,394

APENDICE BB - Andlise de variancia para ETR da macrofita Pistia stratiotes

Fonte de Variacao SQ GL QM Fealc p-valor
Tempo (dia) (L) 40,0281 1 40,0281 1,746185 0,227908
Tempo (dia) (Q) 142,8329 1 142,8329 6,230938 0,041222
[Cr] (mg L) (L) 1,1259 1 1,1259 0,049117 0,830934
[Cr] (mg L) (Q) 1,9633 1 1,9633 0,085648 0,778270
Tempo (L) x [Cr] (L) 3,8025 1 3,8025 0,165880 0,695966
Residuo 160,4622 7 22,9232

Total 348,2769 12

R2 =0,53927; Ftab, 5:7,0,05s = 3,97
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APENDICE CC - Efeitos estimados, coeficientes de regress@o e interacdes para gp da
macroéfita Pistia stratiotes

Fatores Efeitos EEfgi?oSs tealc p-valor Coeficientes Cerircrioente
Média* 0,805 0,014 59,529 0,00000 0,805 0,014
Tempo (dia) (L) -0,091 0,021 -4,275 0,00368 -0,046 0,011
Tempo (dia) (Q) -0,099 0,023 -4,308 0,00353 -0,049 0,011
[Cr] (mg L) (L) -0,001 0,021 -0,029 0,97788 0,000 0,011
[Cr] (mg L) (Q) 0,019 0,023 0,841 0,42811 0,010 0,011
Tempo (L) x [Cr] (L) 0,014 0,030 0,447 0,66860 0,007 0,015
APENDICE DD - Anélise de variancia para gpr da macrofita Pistia stratiotes

Fonte de Variagéo SQ GL QM Fealc p-valor
Tempo (dia) (L) 0,016691 1 0,016691 18,27324 0,003679
Tempo (dia) (Q) 0,016951 1 0,016951 18,55736 0,003533
[Cr] (mg L) (L) 0,000001 1 0,000001 0,00083 0,977883
[Cr] (mg L) (Q) 0,000646 1 0,000646 0,70738 0,428108
Tempo (L) x [Cr] (L) 0,000182 1 0,000182 0,19952 0,668597
Residuo 0,006394 7 0,000913

Total 0,042048 12

R2 = 0,84794; Ftap, 5:7,0,05 = 3,97



