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MARTIN, Neiva. Estudo da Reduc¢ao de Cr(VI) Usando Espécies de Macroéfitas
Aquaticas Vivas pela Técnica de Fluorescéncia de Raios-X de Alta Resolugao.
104p. 2008. Dissertacao (Mestrado em Engenharia Quimica). Universidade Estadual

do Oeste do Parana.

RESUMO

Neste trabalho foi feito o experimento de bioacumulagado do cromo trivalente e
hexavalente por trés espécies de macrofitas aquaticas: Salvinia auriculata, Pistia
stratiotes e Eicchornia crassipes, visando verificar a ocorréncia do processo de
reducdo do Cr(VI) durante a biossor¢ao. Previamente, um teste de especiacao de
cromo baseado em extracdo quimica do cromo trivalente a partir de uma solugao
hidropdnica dopada com cromo hexavalente, foi realizado em diferentes pHs, para
verificar se o pH da solugao nutritiva pode ser o responsavel pela redug¢ao natural do
estado de oxidagcdo do cromo antes do processo de biossor¢cédo pelas plantas. Nao
foi observada a redugao do Cr(VI) para Cr(lll) no pH da solugédo de cultivo. Pelas
caracteristicas da técnica de Fluorescéncia de Raios-X de Alta Resolugdo em
Energia (HR-XRF), que permite medir a energia das linhas espectrais de raios X K
com alta resolugdo em energia (em torno de 2,0 eV) para a regidao dos metais de
transicdo, foi possivel estudar a mudangca do estado de oxidagdo do cromo
hexavalente através das linhas espectrais KB13, KB2s € KB”, que traz informagao
sobre o estado de oxidacdo do metal e seu ambiente quimico. As medidas de HR-
XRF foram realizadas na cadmara de vacuo XRD1, no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron, em Campinas. Apds a coleta, discos compactados de raizes secas e
padroes de compostos de cromo foram preparados. Cada disco de amostra, o
analisador esférico, e o detector de radiacdo foram acomodados em um circulo de
Rowland com arranjo de Johann. Durante as medidas, um detector foi usado para
monitorar a intensidade do feixe de raios X monocromaticos incidentes. Todas as
amostras foram irradiadas com feixe monocromatico de 6,1 keV. Os espectros de
emissdao foram normalizados pelas contagens do monitor, e subtraida as
contribuigdes da matriz orgénica e da borda de absorgdo do cromo. Baseado na
intensidade da linha espectral Kpps das amostras de raizes e padrbes, a

concentracdo de cromo total nas plantas foi calculada, indicando que esta é de
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aproximadamente 1,0% por biomassa seca apdés 27 dias de experimento. Os
espectros de emissao Cr-Kj das raizes das macrdfitas tratadas com Cr(lIl) ou Cr(VI)
foram comparados, e as suas linhas espectrais KB,s5 mostraram-se idénticas em
energia e largura para as trés plantas aquaticas, sugerindo que a redugéo do cromo,
de hexavalente para trivalente, ocorreu em todos os casos estudados. A largura do
pico para a linha espectral KB, 5 em todas as amostras de raizes mostrou-se maior
que nas amostras de compostos de cromo, o que pode ser explicado pelo fato de
que é possivel haver diferentes ligantes para o ion cromo na estrutura organica das
raizes. Baseado nesses resultados, a redugao do Cr(VI) para Cr(lll) ocorreu durante
0 processo de biossor¢cao do cromo pelas raizes das macrofitas aquaticas. Desta
forma, verifica-se que estas macrofitas tém um grande potencial para detoxificar e
acumular ions cromo, podendo ser utilizada com eficiéncia na remog¢ao de metais

em efluentes industriais.

Palavras-chave: Cromo hexavalente, cromo trivalente, macroéfitas vivas, HR-XRF.
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MARTIN, Neiva. Hexavalent chromium detoxification by living aquatic
macrophytes root-based biosorption using high resolution x-ray fluorescence
104p. 2008. Dissertation of Science Master in Chemical Engineering. Parana West

State University.

ABSTRACT

In this work, the chromium ions bioaccumulation experiment was carried out
using three species of aquatic macrophytes: Salvinia auriculata, Pistia stratiotes and
Eicchornia crassipes, in order to confirm the hexavalent chromium detoxification
during the biosorption process. Previously, a chromium speciation test based on
chemical extraction of trivalent chromium from hexavalent chromium-doped
hydroponic solutions was also performed at different pH, in order to verify if the
nutritive solution pH could be responsible by the natural reduction of oxidation state
on chromium before the biosorption process by the plants. No reduction from Cr(VI)
to Cr(lll) was observed at all solution pH. Based on the peculiar characteristics of
High Resolution X-ray Fluorescence technique (HR-XRF), which allows to measure
the X-ray KB spectral line energy with good energy resolution (around 2,0 eV) for the
transition metal region, the change on oxidation state of hexavalent chromium was
possible to study through the KB3, KB2s and KB” spectral lines, which bring up
information on chromium oxidation state and chemical environment. The HR-XRF
measurements were performed at the XRD1 vacuum chamber available in the
National Laboratory of Synchrotron Light, located near Campinas city. After
collection, dry roots and chromium compound standard were prepared in compact
disk by pressing. Each sample disk, spherical curved analyzer, and radiation detector
were placed in a circle of Rowland within an arrangement of Johann. Another
radiation detector was also used to monitoring of monochromatic X-ray beam
intensity during the measurements. All the samples were irradiated by a 6.1 keV
monochromatic X-ray beam. All the emission spectra were normalized to the monitor
counts, and subtracted the organic matrix contribution and chromium absorption
edge. Based on the spectral KB, 5 peak intensity of roots and standard samples, the
total chromium uptake concentration in plant was calculated, indicating that there is

approximately 1.0 % of chromium per dry biomass after 27 days of experiment.
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When both Cr-KB spectra of macrophytes roots with Cr(lll) and Cr(VI) treatment were
compared, their spectral KB, s peak were identical in energy and width for the three
aquatic plants, suggesting that the chromium reduction from hexavalent to trivalent
form have occurred in all cases studied. The peak width at half maximum for KBz 5 in
all root samples were slightly larger than the chromium compound samples, which
can be explained by the fact that there is the possibility to have different ligands to
chromium ions inside the biological structure of roots. Based on these results, the
chromium detoxification from hexavalent to trivalent form have actually happened
during the biosorption of chromium into the macrophytes roots. Finally, these aquatic
macrophytes have a great potential to detoxificate and accumulate of chromium ions

that can be very useful to the metal removal from industrial effluents.
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XVi



1. INTRODUGAO

O crescimento da populacdo e a decorrente necessidade de aumento na
producao de alimentos e na industrializagdo exigem um crescente consumo de agua
para os mais variados fins (SCHNEIDER & RUBIO, 2003). Deste modo, a geragao
de aguas residuarias ou efluentes industriais e seu despejo em corpos de agua traz
uma enorme preocupacdo quanto a poluicdo ambiental. Entre os poluentes
encontrados no meio aquatico, podem-se citar os metais pesados, 6leos, pesticidas,
corantes, reagentes tensoativos, entre outros (BRAILE & CAVALCANTI, 1993).

Em se tratando de metais pesados, a maioria destes é prejudicial a uma
variedade de espécies vivas, incluindo os seres humanos, causando disfung¢des
organicas que podem levar esses organismos a morte. Em particular, o cromo é
introduzido no meio ambiente pelo despejo de efluentes das industrias metalurgicas,
de cromagem, de tintas, de pigmentos e curtumes. Ele apresenta-se, comumente,
em dois estados de oxidagdo: trivalente e hexavalente. Dentre eles, o cromo (lll) é
considerado elemento tragco essencial para os animais em baixas concentracdes,
pois esta envolvido no metabolismo da glicose, lipideos e proteinas em mamiferos.
Por outro lado, o cromo (VI) é ndo essencial e toxico, mesmo em baixas
concentragdes (MATOS, 2006).

Entretanto, se o cromo (lll) for liberado para o0 meio ambiente, ndo ha garantia
de que o mesmo permanecera neste estado, pois processos de oxidagcdo podem
formar cromo (VI) (UNEP, 1991 citado por SILVA & PEDROZO, 2001; RICHARD &
BOURG, 1991 citado por CHAVES, 2005; OUTRIDGE & SHEUHAMMER, 1993
citado por BULUT et al., 2007). O cromo (VI), por sua vez, penetra facilmente nas
células, onde sofre reducédo para cromo (lll) e causa danos a estrutura celular.
Dessa forma, ocorre um aumento na concentragdo de cromo (lll) acima do normal,
causando um desequilibrio e transformando-o em téxico (PAULINO, 1993). Sendo
assim, atividades antropogénicas que liberem cromo (lll) ou (VI) sdo igualmente
indesejaveis.

No tratamento de efluentes industriais que contém cromo, tem sido aplicada
uma enorme variedade de métodos, que geralmente envolvem precipitagao,
oxidagao ou reducao, filtracdo, troca ibnica (com resinas quelantes, carvao ativado,

etc.) (RODRIGUES et al., 2006). Pela aplicagao de alguns destes métodos, pode-se



obter bons resultados na remocédo de metais pesados. Porém, podem apresentar
custo elevado, visando atender as normas ambientais vigentes quanto ao despejo
de efluentes. Um método alternativo, mais recente, tem sido o uso de plantas no
tratamento de efluentes industriais, conhecido como Fitorremediacdo. Suas
principais vantagens sdo: o baixo custo, a possibilidade de aplicagdo em grandes
areas contaminadas, e o tratamento in situ; sendo este menos agressivo ao meio
ambiente (CUNNINGHAM et al., 1996).

Em efluentes que contém cromo no estado hexavalente, ha necessidade de
fazer a detoxificacdo do mesmo, levando-o a forma trivalente, por processos
quimicos, bioldgicos, ou ambos. Essa redugcdo do cromo pode ser feita naturalmente
por algumas espécies de plantas, tal como a macroéfita aquatica flutuante Eicchornia
crassipes, durante o processo de remogao de nutrientes e metais pelas raizes da
planta (LYTLE et al., 1998).

A detoxificagdo do cromo por outras espécies de plantas tem sido uma das
motivagdes do presente trabalho, de modo a ndo restringir o uso a uma unica
espécie no processo de reducdo do Cr(VI). Porém, existem outras plantas aquaticas
que podem ter esse potencial de detoxificacdo natural. Dentre elas estdo a Salvinia
auriculata e a Pistia stratiotes, muito comuns na regido sul do Brasil.

O estudo da especiacdo do cromo, depois de adsorvido/bioacumulado pela
planta, pode ser feito por métodos convencionais, que envolvem extragao quimica.
Porém, esses métodos podem introduzir alteracbes nos resultados, tornando-os
menos confiaveis (LYTLE et al., 1998). Outros métodos ndo convencionais, sem a
introdugdo de contaminantes, tém sido utilizados. Estes sdo baseados na
espectroscopia de raios-X. Na atualidade, a espectroscopia de raios-X tem se
tornado uma poderosa ferramenta na fisica e quimica moderna com o intuito de
obter informacdes das propriedades fisicas e quimicas de amostras, sem requerer
abertura quimica da mesma.

As técnicas espectroscopicas utilizadas para esse tipo de analise sao: PIXE,
Fluorescéncia Raios-X por Reflexdo Total (SR-TXRF) e Fluorescéncia de Raios-X
com Alta Resolucdo em Energia (HR-XRF) (PERANIEMI & AHLGREN, 1995). Esta
ultima (HR-XRF) permite desvendar efeitos quimicos na estrutura eletronica de
atomos que conformam um composto organico ou inorganico, podendo extrair

informacdes sobre o estado de oxidacdo do metal bem como de sua forma de



ligagdo no composto, gracas ao poder de resolugdo do instrumental nas linhas
espectrais satélites do metal (TIRAO et al. 2006).

Dessa forma, o presente trabalho propde-se investigar, utilizando a técnica
HR-XRF, se as macréfitas aquaticas Salvinia auriculata, Pistia stratiotes e Eicchornia
crassipes sao capazes de fazer a redugcédo do cromo (VI) para cromo (lll), e, portanto,
serem usadas como biorremediadoras de corpos de agua e detoxificadoras do
metal.

Para uma melhor abordagem do assunto, este trabalho foi dividido em
capitulos, da seguinte forma: além da introdugcdo apresentada no Capitulo 1, no
Capitulo 2 é abordada a revisao bibliografica sobre o metal cromo e as macrdfitas
aquaticas estudadas. No Capitulo 3 s&o apresentadas as técnicas espectrométricas
utilizadas na parte experimental do trabalho. No Capitulo 4 sdo abordados os
materiais € métodos empregados em todos os experimentos. No Capitulo 5 sao
descritas a reducado e o tratamento dos espectros de emissao gerados para cada
amostra, e comparados aos resultados obtidos de amostras padrbes (compostos de
cromo Il e VI), discutindo os estados de oxidagdo do cromo e possiveis ligantes no
entorno quimico. Por fim, no Capitulo 6 sdo apresentadas as principais conclusdes

encontradas e sugestdes para trabalhos futuros.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Metais Pesados

Metais pesados sdo definidos como o grupo de elementos quimicos que
possuem numero atdmico maior que 20 ou densidade igual ou superior a 5g/cm?®
(BARCELO & POSCHENRIEDER, 1992). Podem ser encontrados na forma
elementar (sem alteragdes) ou formando compostos (BRADY & HUMISTON, 1981).

Alguns desses metais, conhecidos como micronutrientes, sdo essenciais para
animais e plantas, em pequenas quantidades. O Conselho Nacional de Meio
Ambiente (CONAMA) é a instancia que estipula os limites maximos aceitaveis
desses metais em aguas. Estes limites encontram-se na resolugdo CONAMA
357/2005, onde ¢é estabelecido que a concentragdo maxima de cromo total em
aguas das classes | e Il é de 0,050 mgL". A resolugdo CONAMA 20/1986

estabelecia 0,500 mgL™" para o cromo (lIl) e 0,050 mgL™ para o cromo (VI).

2.2. Formas Toxicas de Metais

Verifica-se na literatura que a toxicidade de um metal esta mais relacionada
com a sua forma quimica (especiacado), do que com a concentragao total no meio
aquatico (ANDREW et al., 1977; LUOMA, 1983; WANG, 1987; MEADOR, 1991;
ALLEN & HANSEN, 1996; MA et al., 2003; LOMBARDI et al., 2002; GIESY et al.,
1977 citado por CHOUERI, 2004; KIM et al., 2001 citado por CHOUERI, 2004;
GAGNETEN & VILA, 2001 citado por CHOUERI, 2004; SUNDA & GUILLARD, 1976
citado por KRISHNAN et al., 2007;). Sendo assim, a toxicidade do metal depende da
concentracdo de ions livres no meio aquatico, e ndo da concentracao total do metal.
Além disso, os autores supra citados afirmam que a matéria organica dissolvida
reduz a concentracdo de ions livres no meio, e consequentemente, atenuam a
toxicidade para organismos aquaticos.

O que diferencia um metal pesado de outros poluentes toxicos € a sua nao
biodegradabilidade. A toxicidade do metal se deve a sua habilidade de ligagcdo com

as moléculas de proteinas e prevenir a replicacdo do DNA e subsequente divisao



das células. Portanto, € essencial a remogao desses metais pesados da agua, antes

de disponibiliza-la para os mais diversos usos.

2.3. O Cromo

O cromo foi descoberto na Russia em 1765 por P. S. Hallas, mas o elemento
s6 foi isolado em 1797 pelo quimico francés Louis-Nicholas Vauquelin (ARFSTEN et.
al., 1998 citado por SILVA & PEDROZO, 2001). Ele preparou o metal a partir do
tratamento de crocoita (PbCrs) com acido cloridrico diluido. O 6xido de cromo,
residuo da reagéo, foi aquecido, originando o metal cromo. A palavra cromo vem do
latim chroma e significa cor, isso porque os compostos de cromo sdo bastante
coloridos.

O cromo é um metal cinza de numero atdbmico 24, massa atémica 51,99q,
com estrutura cristalina cubica de corpo centrado. E o sétimo metal mais abundante
na Terra como um todo, e ndo € encontrado livre na natureza, mas pode ser
encontrado em forma de compostos, naturalmente em plantas, rochas, animais,
solos e gases, podendo formar também varios compostos téxicos. E um metal sem
odor e muito resistente a corrosdo. Os estados de oxidacdo mais comuns do cromo
sao (Il), (1) e (VI). Os mais estaveis sao os trivalentes e os hexavalentes, além da
forma elementar, aparecendo na composicdo de Oxidos, sulfatos, cromatos,
dicromatos e sais basicos.

O cromo (VI) eventualmente sera convertido em cromo (lll), por meio de
espécies redutoras como substancias organicas, sulfeto de hidrogénio, enxofre,
sulfeto de ferro, aménio e nitrito (USPHS, 1997 citado por SILVA & PEDROZO,
2001; KIMBROUGH et al., 1999 citado por BAYER, 2005). Essa forma trivalente
geralmente n&o migra significativamente em sistemas naturais. Ao contrario, ela é
rapidamente precipitada e adsorvida a particulas suspensas e sedimentos de fundo.
No entanto, mudancas nas propriedades quimicas e fisicas de um ambiente aquatico
podem resultar em mudancas no equilibrio cromo (lll)-cromo (VI) (RICHARD &
BOURG, 1991 citado por CHAVES, 2005).

Ja foi mostrado que os ions de cromo (lll) e (VI) acumulam-se em muitas
espécies aquaticas, especialmente em peixes que se alimentam no fundo, como o

peixe Ictalurus nebulosus; e em moluscos bivalves, como a ostra Crassostrea



virginica, o mexilhdo Mytilus edulis e o0 molusco Mya arenaria (KIMBROUGH et al.,
1999 citado por BAYER, 2005).

No solo, o cromo (Ill) é relativamente imdvel devido a sua forte capacidade de
adsorcao nesse meio. Em contraste, o cromo (V1) é altamente instavel e movel, visto
que nao é facilmente adsorvido em solos em condi¢des naturais (MUKHERJEE,
1998). As reacgdes de redox (oxidagdo do cromo (lll) em cromo (VI) e redugdo do
cromo (VI) em cromo (lll)) sdo processos importantes que afetam a especiagao e,
consequentemente, a biodisponibilidade e toxicidade do cromo nos solos. A
oxidagdo pode ocorrer na presengca de Oxidos de manganés e ferro, em solos
frescos e umidos (anaerdbicos), e sob condi¢cdes levemente acidas. A redugao pode
ocorrer na presencga de sulfeto e ferro (Il) (condicbes anaerodbicas), e € acelerada
pela presenca de matéria organica no solo (MUKHERJEE, 1998).

2.4. Toxicidade e Essencialidade do Cromo

O grau de toxicidade do cromo varia com seu estado de oxidagcédo, e os
compostos de cromo (VI) sdo mais nocivos que os compostos de cromo (lIll)
(PAULINO, 1993).

O cromo (lll) & considerado um nutriente trago essencial, necessario para o
metabolismo de glicose, proteinas e gordura em mamiferos. Os sinais de deficiéncia
em humanos incluem perda de peso e tolerancia diminuida a glicose (GOYER, 1996
citado por BRIGDEN, 2000; USPHS, 1997 citado por SILVA & PEDROZO, 2001). As
exigéncias minimas diarias de cromo (lll) para uma boa saude ndo sé&o conhecidas,
mas estima-se, para humanos, que uma ingestdo diaria de 50-200 pg/dia seja
segura e adequada. No entanto, embora seja um nutriente alimentar essencial,
doses muito altas podem ser prejudiciais (USPHS, 1997 citado por SILVA &
PEDROZO, 2001).

O cromo (VI) € nao-essencial e toxico. Os compostos sao corrosivos e
reacdes alérgicas na pele ocorrem logo apds o contato, independente da dose.
Exposicdes breves a niveis elevados podem resultar na ulceragao da pele exposta,
em perfuragdes no trato respiratério e na irritagcdo do trato gastrointestinal. Danos ao
rim e ao figado também foram relatados (USPHS, 1997 citado por SILVA &

PEDROZO, 2001). Além disso, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer



(IARC, 1998 citado por BRIGDEN, 2000) classifica os compostos de cromo (VI)
como carcindgenos conhecidos. A exposi¢gao ocupacional prolongada a niveis de
cromo aéreo mais altos do que os presentes no ambiente natural foi associada ao
cancer de pulmé&o. Os individuos que apresentam maior risco incluem os que
trabalham em industrias de producéo de cromato e os envolvidos na fabricagdo e no
uso de pigmentos de cromo; riscos semelhantes podem existir em trabalhadores que
lidam com ligas de cromo, em soldadores de ago inoxidavel, e em chapeadores de
cromo (USPHS, 1997 citado por SILVA & PEDROZO, 2001; KIMBROUGH, 1999
citado por BAYER, 2005).

Os sais de cromo (VI) sdo, geralmente, soluveis no pH biolégico, tendo assim
facil penetragdo nas células. Ja os sais de cromo (lll) sdo praticamente insoluveis,
dificultando sua passagem para o interior da célula (FELCMAN, 1988 citado por
FERREIRA, 2002).

O cromo (lll) é essencial para a vida humana. Porém, o mesmo pode
converter-se em cromo (VI), que é altamente toxico. Os compostos de cromo (llI)
sdo bastante corrosivos, e as partes do corpo mais atingidas sdo a pele e o sistema
respiratorio, podendo causar até perfuragdo do septo nasal. O cromo (VI) também é
téxico para a vida aquatica. O grau de toxicidade depende de alguns fatores, como:
temperatura, pH, tempo de exposigao, dureza e oxigénio dissolvido.

Os sintomas de toxicidade visiveis causados as plantas por niveis excessivos
de cromo sdo: a diminuigdo de crescimento, atrofia no desenvolvimento radicular,
enrolamento e descoloragao das folhas e em algumas culturas, folhas com manchas
vermelho-amarronzadas contendo areas de necrose (RICHARD & BOURG, 1991
citado por CHAVES, 2005).

As principais fontes de cromo lancadas nos efluentes sdao provenientes de
industrias de aco inoxidavel, tratamento de couro, produgdo de pigmentos, entre
outras.

Ha diversos processos para o tratamento de efluentes com cromo. Entre eles
estao a precipitacdo caustica, eletrdlise, evaporagdo e osmose reversa, mas podem
apresentar inconvenientes, como alto consumo de energia, aplicabilidade limitada,
baixa capacidade de remocéo, entre outros (FOURNIER, 1975 citado por
BARCELOUX, 1999).



2.5. Fitorremediacao

A fitorremediacédo é um processo que utiliza sistemas vegetais para recuperar
aguas e solos contaminados por poluentes organicos ou inorganicos. Esta area de
estudo, tomou impulso quando se verificou que a zona radicular das plantas
apresenta a capacidade de biotransformar moléculas organicas exogenas. A
rizosfera tem sido desde entdo estudada por sua importante funcdo de utilizar
moléculas poluentes como fonte de nutrientes para os diversos microorganismos
que coabitam essa regiao.

Na fitorremediagao, as plantas sao utilizadas para remover metais pesados da
agua ou do solo através de cinco mecanismos: adsorgdo e assimilagdo dos
contaminantes (fitoacumulacdo); volatilizagdo dos contaminantes na atmosfera
(fitovolatilizagao); degradagdo dos contaminantes dentro do tecido da planta
utiizando enzimas (fitodegradacao); estimulo de biodegradacdo através de
atividades na rizosfera das plantas (rizodegradacdo); adsorgdo e precipitagéo,
eliminando a biodisponibilidade de metais pesados e toxicos dos solos
(fitoestabilizagdo) (FLATHMAN & LANZA, 1998).

As substancias alvo da fitorremediacao incluem metais (Pb, Zn, Cu, Cr, Ni,
Hg, Se), compostos inorganicos, elementos quimicos radioativos (U, Cs, Sr),
hidrocarbonetos derivados de petroleo (BTEX), pesticidas e herbicidas (bentazona,
compostos clorados, etc), explosivos, solventes clorados e residuos organicos
industriais (PCPs, PAHSs), entre outros (CUNNINGHAM et al., 1996).

Esta € uma técnica alternativa aos tratamentos convencionais de remocéao
fisica da camada contaminada do solo, ou do bombeamento e tratamento de aguas,
pois apresenta baixo custo, aplicacdo em grandes areas contaminadas, e a
possibilidade de realizar o tratamento in situ, agredindo menos o meio ambiente
(CUNNINGHAM, 1996). Além disso, apos o vegetal absorver o contaminante do
solo, a planta pode ser armazenada para tratamento subseqlente, podendo ser
metabolizada, ou entdo, o contaminante é transformado em produtos n&o téxicos ou
menos toxicos.

Mas, para realizar a fitorremediagao, alguns fatores devem ser considerados.
O tipo de poluente, a concentragdo e a presenca de toxinas no solo ou ndo agua
devem estar dentro dos limites de tolerancia da planta. Portanto, € fundamental

conhecer o metabolismo do sistema vegetal a ser empregado e os fatores



determinantes da técnica para posterior avaliagao de sua eficiéncia (CUNNINGHAM
et al., 1996).

2.6. Macréfitas Aquaticas

Podem ser consideradas macrofitas aquaticas os vegetais visiveis a olho nu
com partes fotossinteticamente ativas permanentemente, ou por diversos meses,
todos os anos, total ou parcialmente submersas em agua doce ou salobra, podendo
ainda ser flutuantes (IRGANG & GASTAL Jr., 1996).

Segundo o Programa Internacional de Biologia (IBP), macrofita aquatica é a
denominagdo mais adequada para caracterizar vegetais que habitam desde brejos
até ambientes verdadeiramente aquaticos, destaformas incluem vegetais
desde macroalgas até plantas vasculares.

Macrofitas aquaticas podem viver livres, enraizadas ou flutuantes, como € o
caso do aguapé. Outras flutuantes comuns no Brasil sdo a alface-d'agua (Pistia
satratiotes) e as plantas dos géneros Salvinia, Lemna e Azolla. Com estrutura para
se manterem flutuantes, elas possuem o peciolo (base da folha) cheio de tecido
esponjoso.

As macrofitas sdo classificadas como submersas, flutuantes ou emergentes e
encontram-se distribuidas em varios ambientes, desde agua doce até agua salina, e
possuem varias caracteristicas favoraveis para acumulagao de metais, tais como:

° Sao organismos predominantes na produgcdo de biomassa em
ecossistemas litordneos altamente produtivos, tais como regides alagadas e
bancos marinhos (BRIX & SCHIERUP, 1989);

o As folhas e epiderme possuem grande area superficial que
funciona como armadilha para material particulado, como sitios para sorgéao de
ions metalicos e acumulagdo de poluentes (BISHOP & DEWATER, 1988
citados por VALITUTTO, 2004);

o Algumas espécies podem absorver metais pelas raizes e
rizomas, assim como pelas folhas (WELSH & DENNY, 1980; HEISEY &
DAMMAN, 1982 citado por VALITUTTO, 2004);



o Muitas macrofitas aquaticas sao fixas e, portanto, sdo uteis
como indicadores para varios contaminantes (SAY et al., 1981 citado por
VALITUTTO, 2004).

Alguns exemplos de macrofitas sdo mencionados, de acordo com suas
caracteristicas:

o Macrofitas aquaticas emersas: enraizadas, porém com folhas
fora d'agua. Ex: Eleocharis sp, Typha domingensis.

o Macrdfitas aquaticas com folhas flutuantes: enraizadas e com
folhas flutuando na superficie da agua. Ex: Nymphaea sp, Nymphoides sp.

o Macréfitas aquaticas submersas enraizadas: enraizadas,
crescendo totalmente submersas na agua. Ex: Egeria densa, Mayaca sp.

o Macroéfitas aquaticas submersas livres: permanecem flutuando
submergidas na agua. Geralmente prendem-se a peciolos e caules de outras
macrofitas. Ex: Utricularia sp.

o Macroéfitas aquaticas flutuantes: flutuam na superficie da agua.
Ex: Pistia stratiotes, Eichhornia crassipes.

Os tipos de macrdfitas existentes estao esquematizados na Figura 2.1.

Macrdfilas

mer
Smarkes Macrdfitas

submersas

Macrifilas anraizadas

submarsas
livres

Macrofitas
flutuantes

Macrofitas com
folhas flulvantes

Fonte: ESTEVES, 1998.
Figura 2.1 - Tipos de macrofitas aquaticas.
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Diversas espécies de plantas aquaticas podem agir como “fitorremediadoras”,
removendo residuos solidos em suspensdo, nutrientes, metais pesados, bactérias e
outras substéncias organicas toxicas encontradas em efluentes (LEWIS, 1995).

Alguns exemplos de plantas aquaticas comumente encontradas no Brasil séo
a Eicchornia crassipes (aguapé, lirio d'agua, jacinto d’agua, baroneza, rainha dos
lagos), a Pistia stratiotes (alface d’agua), a Salvinia sp. (samambaia da agua,
marrequinha, erva-de-sapo, mureré) (FORNO & HARLEY, 1979).

Essas plantas crescem rapidamente, desde que em ambientes que
contenham nitrogénio e fésforo. Em pesquisas realizadas nas décadas de 60 e 70,
observou-se que essas plantas podem remover metais pesados, fendis e outros
poluentes presentes no meio aquatico (WOLVERTON, 1975; KAWAI & GRIECO,
1983; PINTO et al, 1987; LEE & HARDY, 1987).

A habilidade que as plantas aquaticas possuem de remover metais pesados
em solugbes € bem documentada e, na maioria dos casos, 0os metais sao
concentrados nas raizes das plantas e o processo de translocacdo para as partes
aéreas é normalmente lento (LOW & LEE, 1990 citado por VALITUTTO, 2004).

2.6.1. Salvinia auriculata

A Salvinia auriculata € uma planta pertencente a familia das Salviniaceaes, do
género Pteridophyta. E uma samambaia livre-flutuante que consiste basicamente em
um sistema de brotos. O médulo morfologico basico € um ramo. Cada ramo consiste
em um talo contento trés folhas, um broto de apical e dois laterais que brotam e
podem se desenvolver em ramos novos. Duas dessas trés folhas sdo verdes e
flutuam, possuem na sua superficie pequenos cabelos que funcionam como
repelentes da agua. As verdadeiras raizes estdo ausentes; e a terceira folha
adaptou-se e submergiu absorvendo agua e ions funcionando basicamente como
uma raiz (FORNO & HARLEY, 1979). A Salvinia auriculata pode ser vista na Figura
2.2
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Figura 2.2 - Salvinia auriculata.

A Salvinia auriculata € macrofita comum de agua doce, e sob condi¢des
favoraveis € rapidamente disseminada por propagagao vegetativa, colonizando
extensas superficies de agua em um tempo reduzido (PEIXOTO et al., 2005).

As elevadas taxas de crescimento, e a sensibilidade dessa planta a diferentes
agentes toxicos, justificam sua utilizagdo como espécie bioindicadora de poluicdo em
ecossistemas aquaticos (GARDNER & AL-HAMDANI, 1997).

A Salvinia auriculata é conhecida popularmente como “Orelha-de-rato”.

2.6.2. Pistia stratiotes

A Pistia stratiotes (Figura 2.3) pertence a familia das Araceaes, do género
Spermatophyta. Possui folhas que sdo dispostas em rosetas, e as radicais tém o
peciolo maior e mais largo do que as outras; sdo espatuladas, obtusas, com a face
superior de cor verde aveludada, pulverulentas, tendo sete nervuras simples e
longitudinais; a face inferior € de cor verde palida esbranquigada e cutanilhosa; as
folhas radicais tém nove centimetros de comprimento sobre dois centimetros de

largura na base e seis centimetros no apice; as outras folhas sdo de tamanho
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variavel, atingindo, as vezes, até doze centimetros de comprimento sobre nove
centimetros de largura no apice (VALITUTTO, 2004).

Figura 2.3 - Pistia stratiotes.

As raizes sao fibrosas, e apresentam de 20 a 30 centimetros de comprimento,
bastante numerosas, e formam como que uma longa tranga de cabelos, dispostas na
agua verticalmente (SCHULTHORPE, 1967).

A Pistia stratiotes € conhecida popularmente como “Alface-d’agua”.

2.6.3. Eicchornia crassipes

A Eicchornia crassipes (Figura 2.4) pertence a familia das Pontedereaceaes,
do género Spermatophyta. Apresenta ampla distribuicdo em regides tropicais e
subtropicais. E uma planta nativa do Brasil, provavelmente da Amazénia, tendo uma
distribuicdo extensiva no Norte e Nordeste do Brasil, e também na Venezuela, sendo
particularmente abundante no Pernambuco e na Bacia Amazbnica (BEYRUTH,
1992).

Atualmente, a Eicchornia crassipes pode ser encontrada em mais de
cinquenta paises do mundo (BAVARESCO, 1998).
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A Eicchornia crassipes também é conhecida como “Jacinto d’agua”, e no
Brasil, recebe ainda os nomes de baronesa, camalote, lirio d’agua, rainha dos lagos
e aguapé, entre outros. E uma planta constituida de 95% de agua, consistindo de
raizes, rizomas, estoldes, peciolos, folhas e inflorescéncias. Sua produtividade pode
alcancgar de 150 a 400 ta™ em locais nos quais a temperatura média é de 27°C e ha
disponibilidade de nitrogénio e fésforo na agua (PEDRALLI, 1996).

Variam em altura desde alguns centimetros até cerca de um metro,
suspensas na agua ou fixas no fundo, quando em aguas rasas.

O sistema radicular do aguapé funciona como um filtro mecéanico e retém
material particulado (organico e mineral) existentes na agua, e cria um ambiente rico
em atividades de fungos e bactérias, passando a ser um agente de despolui¢ao,
reduzindo a DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), a taxa de coliformes e a

turbidez das aguas poluidas.

Figura 2.4 - Eicchornia crassipes.
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2.7. Nutricao Vegetal

Carbono, hidrogénio e oxigénio s&o essenciais para a nutricdo dos vegetais.
Porém, os mesmos necessitam também de outros elementos que lhe sirvam de
nutriente, como é o caso de alguns elementos que podem aparecer em distintas
concentracdes. Os que aparecem em maior concentracdo sdo chamados de
macronutrientes (Nitrogénio, Potassio, Calcio, Magnésio, Fosforo, Enxofre), listados
na Tabela 2.1. Os que ocorrem em menores quantidades sao conhecidos como
micronutrientes (Cloro, Ferro, Boro, Manganés, Zinco, Cobre, Niquel, Molibdénio).

Os micronutrientes, listados na Tabela 2.2, sdao, em sua grande maioria,
constituintes de regides muito especificas de enzimas (como o centro de reagéo),
tornando-se essenciais a baixas concentracées. Por sua vez, os macronutrientes
sao constituintes naturais de proteinas — e assim de todas as enzimas, de acidos
nucléicos, e de outras macromoléculas — ou atuam como agentes osméticos, sendo
necessarios em maiores quantidades. Os elementos minerais tais como Nitrogénio,
Potassio, Calcio, Magnésio, Fosforo e Enxofre aparecem em maiores concentragbes
e podem atingir até 5% do peso seco; enquanto que, os micronutrientes sao
encontrados em quantidades reduzidas dentro do corpo do vegetal (menos de
0,01%) (EPSTEIN, 1975).

Tabela 2.1 - Principais macronutrientes em plantas.

Macronutrientes Fungao

Nitrogénio (N) E essencial na estrutura de todos os amino4cidos e em todas as
proteinas sejam elas estruturais ou cataliticas (enzimas).

Potassio (K) E ativador enzimatico, na sintese de ATP, de carboidratos, na migragéo
de fotoassimilados, na respiracao e sintese de proteinas.

Calcio (Ca) Tem fungéo estabilizadora da parede celular, no sistema de membrana

das células, e na lamela média fazendo a ligacdo entre os radicais das

pectinas.
Magnésio (Mg) Tem fungao estrutural na molécula de clorofila
Fésforo (P) Sua principal fungdo é a transferéncia de energia. E estrutural nos

acidos nucléicos.
Enxofre (S) E componente estrutural dos aminoacidos sulfurados, como cisteina e

metionina.

Fonte: EPSTEIN, 1975.
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Tabela 2.2 - Principais micronutrientes em plantas.

Micronutrientes Fungao

Cloro (Cl) E um co-fator da fotossintese. Possui um papel fundamental no
mecanismo regulagéo do funcionamento dos estdmatos.

Ferro (Fe) E um dos componentes estruturais dos citocromos e das ferrodoxinas,
na transpiracéo e na fotossintese.

Boro (B) Auxilia na formacdo de complexos organicos estaveis, com fendis e
boratos, entre outros.

Manganés (Mn) E um dos ativadores enzimaticos da sintese protéica, do Ciclo de Krebs,

da fotossintese, e da formagéao de clorofila.

Zinco (Zn) E um ativador de varias enzimas.
Cobre (Cu) E um ativador de varias enzimas de oxi-redugao
Niquel (Ni) E essencial & atividade enzimatica da uréase, no metabolismo do

nitrogénio, e de enzimas ligantes do enxofre.

Molibdénio (Mo) Atua especificamente no metabolismo do nitrogénio.

Fonte: EPSTEIN ,1975.

2.8. Bioacumulagao e Biossorgao de Metais Pesados

Bioacumulacdo é o nome dado ao processo de captacao e retencdo de uma
substancia ou contaminante por um organismo a partir de qualquer fonte (agua,
sedimento, outro organismo), via qualquer rota, e se constitui em efeito nocivo
quando induz resposta biolégica adversa (VIDOTTI & ROLLEMBERG, 2004).

O termo bioacumulagao tem sido aplicado quando envolve organismos Vvivos,
enquanto que biossorcdo € o termo mais adotado quando estdo envolvidos
organismos mortos (AKSU et al.,, 1999). Isso porque a bioacumulacdo €& um
processo que envolve metabolismo, sendo dependente da energia da biomassa, que
deve estar ativa; e a biossorgdo € um processo passivo, independente da energia da
biomassa, no qual a captura dos ions é realizada mesmo estando a biomassa
inativa.

O processo de bioacumulagdo varia grandemente entre os diferentes
organismos. Os invertebrados tém uma capacidade particularmente alta de
concentrar metais e outros materiais encontrados no seu ambiente ao filtrarem o
plancton, durante a alimentagdo. Como os metais podem formar complexos estaveis

com compostos organicos, ha uma tendéncia em serem fixados nos tecidos, e nao
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excretados, o0 que se traduz em elevada meia vida bioldgica — e isto talvez seja um
dos maiores problemas apresentados pelos metais com relagdo aos seus efeitos
sobre os organismos aquaticos, associado a transferéncia na cadeia alimentar
(VIDOTTI & ROLLEMBERG, 2004).

No processo de bioacumulacdo, o metal € captado pelas células vivas que
utilizam caminhos diferenciados, como o transporte através da membrana celular, a
sintese de proteinas intra e extracelulares com capacidade de formar ligagcdo com
metais, a precipitagdo extracelular e a formacdo de complexos como resultado da
excregao de metabdlitos (MESQUITA, 1995).

A biossorgao é um processo onde se utiliza sdlidos de origem vegetal ou
microorganismos na retenc&o, remogao ou recuperagao de metais pesados em um
ambiente aquoso (COSSICH et al., 2000).

A biossorcao de metais € um importante componente no tratamento de
efluentes liquidos, e segue mecanismos complexos, principalmente troca idnica,
quelagao, adsorcao por forgas fisicas e o aprisionamento de ions capilares inter e
intrafibrilares em espagos de rede de polissacarideos estruturais (VOLESKY &
HOLAN, 1995).

2.9. Entorno Quimico na Adsorg¢ao de Metais

A remocao de metais pesados de efluentes liquidos ocorre principalmente
por troca idnica. No caso das plantas aquaticas, o radical organico responsavel é o
grupo carboxila (R-COO-). No meio natural, esse sitio encontra-se ocupado por
cations que existem em maior concentragdo no ambiente, como H*, Na*, K*, Ca*?,
Mg*?, Fe*2. Porém, quando em contato com ions como Cu*?, Zn*?, Ni*?, Cd*?, Pb*?,
Cr*3, existe uma tendéncia quimica de ocorrer a substituicdo dos metais alcalinos e
alcalinos terrosos pelos metais de transigcdo (SCHNEIDER et al., 2001).

Existem varios fatores que influenciam a acumulagao de metais pesados por
plantas aquaticas, tais como: qualidade da alimentacao e disponibilidade de alimento
(GORBI et al, 2002), temperatura da agua e comprimento da cadeia alimentar
(BOUDOU & RIBEIRE, 1989), relagao superficie-volume (KOIVISTO et al, 1992),
tempo de exposi¢cao e concentracdo do metal na agua (BORGMANN et al, 1993),

condigbes fisico-quimicas do ambiente, estagio fisiolégico e desenvolvimento do
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organismo (RAINBOW & WHITE, 1989), e estratégias de acumulacdo de metais
particulares de cada espécie (RAINBOW & WHITE, 1989; BORGMANN et al, 1993).

Dessa forma, embora células vivas e mortas sejam capazes de acumular
metais, pode haver diferencas nos mecanismos envolvidos em cada caso,
dependendo da extensao da dependéncia metabdlica (GADD, 1990).

A capacidade de bioacumulagcdo de metais pelas plantas € resultado das
interacdes de varios fatores, tais como: adsorcdo, absorcao, interagdo com sitios
metabdlicos, estocagem e eliminagdo do metal. A importancia de cada um desses
mecanismos na resposta da planta depende, ndo sé das caracteristicas biolégicas,
mas também das condi¢des ambientais (VALITUTTO, 2004).

A absorcao de metais pelas células, particularmente pelas raizes, é facilitada
por mecanismos proprios de transporte e acumulagdo, pois varios metais sao
necessarios as plantas como micronutrientes. No entanto, a planta ndo pode evitar a
entrada de elementos toxicos pelos mesmos mecanismos (LARCHER, 2000).

Os metais conseguem penetrar nas células por sistemas de transporte como
difusdo e osmose (HAIDER et al., 1983).

O mecanismo de passagem dos metais da membrana plasmatica das células
das plantas ocorre por meio da formagcdo de complexos entre ions metalicos e
ligantes bioldgicos (fitoquelatinas e acidos organicos) presentes nos organismos que
conseguem capturar e acumular metais essenciais e toxicos (VALITUTTO, 2004).

As proteinas sao as responsaveis pelas ligagdes de varios metais em plantas
(REDDY & PRASAD, 1989). Essas proteinas tém sido isoladas e caracterizadas em
varios organismos, sendo encontrado trés principais aminoacidos — acido glutamico,
cisteina e glicina, que formam peptideos com estrutura geral (y-glutamil-cisteinil),-
glicina, onde n pode variar de 2 até 11, sdo chamados de fitoquelatinas (Figura 2.5).
A cisteina € um aminoacido que possui grupos sulfidril (SH), que tém alta afinidade
pelos metais, 0 que confere as fitoquelatinas a capacidade de ligarem-se aos ions
metalicos, formando complexos e, detoxificando as células pela diminuicdo dos ions
livres no citoplasma (HAIDER et al., 1983; GRILL et al., 1985; SOLTAN et al., 1992;
MAITANI et al., 1996).
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Fonte: VALITUTTO, 2004.
Figura 2.5 - Estrutura da fitoquelatina.

As plantas sao capazes de produzir alguns acidos organicos de baixo peso
molecular, tais como os acidos malico e citrico, que também sao quelantes de ions
metalicos, pois formam complexos com 0s mesmos, que por sua vez, Sao
compartimentalizados no vacuolo das células (TAIZ & ZEIGER, 1998; CLEMENS,
2000).

2.10. Remocgao de ions Cromo por Macréfitas Aquaticas

A remocao de cromo utilizando macrdfitas aquaticas tem sido amplamente
estudada. As plantas removem os metais do corpo de agua pela adsorgao superficial
e/ou pela absorgéo e os incorporam dentro de seu sistema ou 0s armazenam numa
forma quimica. As macrofitas aquaticas Eicchornia Crassipes (aguapé), Pistia
stratiotes (alface dagua) e Salvinia auriculata (orelha de rato) tem sido recentemente
estudadas pela sua cinética de adsor¢ao dos ions de cromo (lll) e cromo (VI)
presentes numa solucéo nutritiva (ESPINOZA-QUINONES et al., 2006).

A reducado do Cr(VIl) pode ser executada abioticamente pelas reagbes com
ions aquaticos, pela transferéncia de elétron na superficie do metal, pela reducao
com substancias humicas e outros organismos moleculares, e também pelo tecido
da planta liofilizado (MIKALSEN et al., 1991).

A capacidade de bioacumulacédo dos metais Zn, Co, Cr, Ni, Cu e Fe na raiz e

na parte aérea da Eicchornia crassipes foi estudada. Os resultados obtidos
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mostraram niveis mais altos dos metais nas raizes, com excec¢ao do Niquel, que
apresentou niveis semelhantes nas duas partes (ZARANYIKA et al., 1994).

Schneider, 1995, prop6s a utilizacdo das partes secas da Eicchornia
crassipes como sorventes de baixo custo para remogdo de metal pesado
proveniente da contaminacdo quimica de industrias de mineragdo. A raiz foi o
compartimento que apresentou maior taxa de acumulo de ions de metais pesados
divalentes, e o conjunto da biomassa foi considerado um bom sorvente para Zn, Cu,
Cd e Pb.

A planta Potamogeton pectinatus detoxificou altas concentragbes de
manganés acumulado quando absorveu, pelas raizes, Mn(ll) aquoso e o oxidou a
um oxido de manganés(lll) ndo téxico nos tecidos e folhas (LYTLE et al., 1995;
LYTLE et al., 1996).

Em um estudo de Salt et al., 1997, foi demonstrado que o cadmio, na seiva
xilema do B. juncea foi quelado pelo oxigénio (presente nos acidos organicos) e
ligantes sulfuricos (fitoquelantes) no transporte, acumulagdo e detoxificagdo de
cadmio.

No trabalho de Lytle et al., 1998, verificou-se que houve redugao de Cr(VI)
para Cr(lll), e que a mesma ocorreu nas raizes finas laterais da Eicchornia
crassipes. Somente Cr(lll) foi encontrado no interior da planta, tanto na raiz quanto
na parte aérea. Além disso, o numero de coordenagao do Cr(lll) dentro da planta foi
seis (6), indicando apenas ligagdes do tipo Cr-O. Também foi observado que o Cr(lll)
era translocado para o interior da planta ligado a acidos organicos; e nas raizes, o
cromo foi encontrado na forma de ions Cr(lll) hidratados.

Em outro estudo, Zayed et al., 1998, demonstraram o acumulo e translocagao
dentro das culturas horticolas. Eles investigaram diferentes espécies de plantas, e
em todas elas, a biorreducdo de Cr(VI) para Cr(lll) foi observada. Mais
especificamente, todas as plantas foram capazes de converter ou reduzir CrO4%, que
€ toxica, a espécies nao toxicas de Cr(lll). Eles também mostraram que a redugéo
do metal ndo acontece no meio hidropbnico, sugerindo que a mesma aconteca
dentro da planta.

As espécies de plantas aquaticas como Nelumbo nucifera Gaertn e
Nymphaea Alba L. tém capacidade de acumular cromo em meio aquoso. Em

condigdes experimentais, estas espécies acumularam mais de 3000mg de cromo por
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quilograma de tecido. E concluiram que esse metal € muito toxico para as plantas
(VAJPAYEE et al., 1999; VAJPAYEE et al., 2000).

Klumpp et al., 2002, analisaram amostras de aguas do Rio Cachoeira (Sul da
Bahia), onde havia sido utilizado fungicida contendo cobre nas plantagbes de cacau.
Para tanto usaram a Eicchornia crassipes como bioindicador. Nas amostras foram
determinadas concentragdes de cobre, aluminio, cromo, nitrogénio e fésforo. E o
maior acumulo foi observado nas raizes da macrdfita.

A sobrevivéncia e o comportamento de um grupo de plantas em diversas
concentragdes de metais pesados foram observados por Soltan et al., (2003). Entre
estas plantas estava a Eicchornia crassipes, e os metais estudados foram: Cd, Co,
Cr, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn. Os resultados mostraram que esta planta pode sobreviver
em uma mistura de metais pesados em concentragdes de até 3 mgL'1, ou em
solugdes que contenham até 100 mgL™" de Pb ou 100 mgL™" de Cd. As plantas
também exibiram uma reacéo de desprotonag¢ao durante a remogao do metal, o que
foi detectado como resultado da diminuicdo do pH no meio, sendo explicada através
da complexagdo com aminodacidos, grupos carboxilicos e hidroxilicos de moléculas
presentes na mitocondria da Eicchornia crassipes. Esse processo de remogao das
espécies quimicas por esta planta é feito através das células da membrana via
difusdo ou osmose (HAIDER et al.,, 1983) e reflete a introdugcdo da sintese de
compostos como metalotioninas ou fitoquelatinas que possuem afinidade especifica
de ligacdo com metais pesados.

A mesquita (Prosopis spp.), uma espécie de planta do deserto, quando
cultivada em meio hidroponico, € capaz de acumular Cr(VI) do meio de cultivo,
transformando-o em Cr(lll), uma forma menos tdxica, dentro dos tecidos vegetais
(ALDRICH et al., 2003). No experimento, as plantas foram cultivadas com Cr(VI) em
concentracdes de 75 e 125 mgL™". O actmulo encontrado nas folhas indicou que a
mesquita poderia ser classificada como um hiperacumulador de cromo. Eles também
utilizaram espectroscopia de absor¢do de raios-X (XAS) para investigar os
mecanismos de ligacdo e os ligantes do Cr(VI) nos tecidos da mesquita. Os
resultados revelaram que o Cr(VI) é absorvido pelas raizes e sua reducgao a Cr(lll)
ocorre nas folhas da planta. Observaram, ainda, que nos tecidos e raizes da plantas
cerca de 1-6% do cromo permanecia em seu estado hexavalente. O restante foi
encontrado na forma inorganica trivalente ou ligados a acidos organicos, também na

forma trivalente.
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Park et al., 2004, mostraram que a biomassa da Ecklonia sp. pode reduzir
Cr(VI) para Cr(lll). A analise por espectroscopia fotoeletrénica de raios-X revelou que
o cromo estava ligado a biomassa na forma trivalente. Durante a redugéo do Cr(VI),
alguns do carbonos organicos da biomassa foram oxidados a carbonos inorganicos
(HCO'3 e COy). A taxa de remocgao de Cr(VI) aumentou com a diminuicdo do pH da
solugdo. Porém, eles afirmam que Cr(VI) podera ser totalmente adsorvido da
solugéo, até mesmo em pH 5,0, desde que o tempo de contato seja suficiente. Eles
constataram que apenas 223g da biomassa da alga Ecklonia € necessaria para a
reducao de 1 mol de Cr(VI), enquanto 834g de FeSO4. 7H,0, que é o redutor de
Cr(VI) comumente usado é necessario para reduzir a mesma quantidade de Cr(VI).

Park et al., 2005, estudaram a alga Ecklonia sp. e verificam que a mesma é
capaz de reduzir Cr(VI) para Cr(lll). Eles investigaram os mecanismos que regem
essa reducao. Entre os diversos tratamentos quimicos usados, os que apresentaram
melhores resultados foram os tratamentos acidos, para remogao de Cr(VI) na fase
aquosa, enquanto solvente organico melhorou significativamente a eficiéncia da
remogao de cromo total no equilibrio. A biomassa foi sujeitada a modificacbes
quimicas dos grupos amino e carboxila para analisar seus papéis na remogao do
Cr(VIl). Os resultados mostraram que a metilagdo do grupo amino diminuiu
significativamente a taxa de remogao do Cr(VI), mas a aminagdo do grupo carboxila
aumentou significativamente a taxa de remogao do Cr(VI). Entretanto, a esterificacéo
do grupo carboxila e carboxilagdo do grupo amino diminui a taxa de remogao do
Cr(VI). Estes resultados indicaram que os aminoacidos e grupos carboxilas fazem
parte da remoc¢ao do Cr(VI) em fase aquosa.

O acumulo de Cr(VI) em solugdo aquosa usando a Nymphaea spontanea foi
investigado por Choo et al.,(2006). Os resultados mostraram que essa planta é
capaz de acumular Cr(VI) até o limite de 2,119 mgL™" de uma solucdo de 10 mgL™.
As raizes da planta acumularam maior quantidade, seguida pelas folhas e peciolos.
Concluiram também que a maturidade da planta exerce grande influéncia sobre a
remogao e acumulagcdo de Cr(VI), pois as plantas de nove semanas de idade
removeram mais Cr(VI), seguidas por aquelas de seis e trés semanas de idade.

A remocao de cadmio e cromo pelas macrofitas aquaticas Pistia stratiotes e
Salvinia herzogii foi estudada por Suiie et al., (2007). Eles observaram que o
processo de absor¢cao de cromo e cadmio envolve duas fases: uma rapida e outra

lenta. A fase rapida de absor¢cao de cadmio é diferente para cada espécie de planta;
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ja para a absorcao de cromo nao ha diferenga entre as espécies. Ja a fase lenta é
diferente para cada espécie e para cada metal. O processo biolégico no qual ha a
absorcao intracelular com a subsequente translocacao para as folhas das plantas
pode ser o processo principal da adsor¢do de cadmio pela Salvinia herzoggi; e
adsorgao, quelagao e troca idnica podem ser o principal processo para adsorgao
desse metal pela Pistia stratiotes. Para adsor¢do de cromo, o principal processo € a
adsorcao, quelacido e troca ibnica para ambas as espécies. Para a fase lenta, os
mecanismos sao diferentes para cada espécies, provavelmente porque a
precipitacdo de cromo induzida pelas raizes ocorre na Pistia stratiotes.

A eficiéncia da macrofita aquatica Eicchornia crassipes como bioindicador e
alternativa na remogao dos metais pesados toxicos Cd, Pb e Cr em biofertilizantes
de origem suina foi avaliada. As macrofitas foram cultivadas no biofertilizante
durante 30 dias. Passado esse periodo, foram coletadas, separadas em parte aérea
e raiz, secas e trituradas. As determinacdes de Cd, Pb e Cr foram realizadas por
digestdo nitro-peroxido e técnicas de espectrometria de absorgao atébmica. Eles
concluiram que a Eicchonia crassipes € eficiente na remog¢ado de metais pesados
téxicos de biofertilizantes provenientes de dejetos suinos, sendo que as maiores
concentragcdes foram encontradas nas raizes, e nao na parte aérea (GONCALVES
JUNIOR et al., 2008).

Foram testadas as potencialidades da biomassa seca da Eicchonia crassipes,
Valisneria spiralis e Pistia stratiotes na remog¢ao de metais pesados (Cd, Ni, Zn, Cu,
Cr e Pb) em solugdes aquosas mono e multicomponentes (VERMA et al., 2008). O
pH das solugbes era de 6,0. A Valisneria spiralis foi a mais eficiente, enquanto a
Eicchonia crassipes foi a menos eficiente para a remogéao de todos os metais. Eles
concluiram que a presengca de outros ions metalicos ndo influenciou
significativamente a capacidade de sor¢ao da biomassa. Ficou provado que a troca
ibnica é o principal mecanismo envolvido na remogdo dos metais. Ndo houve
diferenga significativa na quantidade do metal adsorvido quando comparadas as
solugcdes contendo apenas um metal com aquelas contendo varios metais.

O uso da fitorremediagdo tem recebido especial atengdo quando sua
aplicagado pode ser realizada in situ, por meio de plantas que detoxificam metais
através de mecanismos de quelagao, redug¢ao ou oxidacgao.

Em varios estudos para reducido de cromo hexavalente por plantas
(ROMHELD & MARSNER,1983; MICERA & DESSI, 1988; LIU et al, 1995;
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DUSHENKO et al, 1995), técnicas de extracdo quimica foram necessarias, a fim de
determinar as espécies de cromo no tecido vegetal, introduzindo provavelmente
alteracbes nos resultados da especiacdo. No entanto, quando espectroscopia de
raios-X € aplicada usando fontes de luz altamente intensas (luz sincrotron), obtém-
se as vantagens de ressaltar transicbes eletrbnicas muito fracas e
consequentemente, especiar ions de cromo nos tecidos de plantas vivas, como nas
macrdfitas aquaticas (LYTLE et al., 1998).
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3. ESPECTROSCOPIA DE RAIOS-X

Alguns estudos foram realizados e indicaram que certas plantas tém
habilidade de reduzir o Cr(Vl) para Cr(lll) (LYON et al., 1969; ROMHELD &
MARSHNER, 1983; MICERA & DESSI, 1988; LIU et al., 1995; DUSHENKOV et al.,
1995). Porém, alguns desses estudos foram conduzidos utilizando técnicas de
especiagao que requereram extracdo quimica de materiais da planta antes da
determinacdo da espécie de cromo nos tecidos das mesmas. Entretanto, tais
processos de preparagao de amostras podem alterar a especiagéo resultante.

Para minimizar tal problema, pode-se utilizar a espectroscopia de raios-X. A
espectroscopia de raios-X tem sido amplamente utilizada em analises elementares
como também para estudo da estrutura eletrénica de materiais. Um considerado
avanco técnico nas fontes de luz tem produzido dados experimentais que
contribuem para um melhor entendimento dos processos de absor¢cao e emissao
que ocorrem ao redor das moléculas e solidos. Os experimentos de absorg¢ao
abrangem, principalmente, o estudo das estruturas moleculares, enquanto os
experimentos de emissao sao utilizados para o estudo das estruturas eletronicas
(TIRAO et al., 2006).

Dentre as técnicas analiticas empregadas para determinacdo do estado de
oxidacdo de metais presentes em amostras de plantas, esta a Fluorescéncia de

Raios-X de alta resolugéo.

3.1. Fluorescéncia de Raios-X

A analise por fluorescéncia de raios-X é um meétodo quali-quantitativo
multielementar baseado na medida das intensidades (numero de raios-X detectados
pro unidade de tempo) dos raios-X caracteristicos emitidos pelos elementos que
constituem a amostra, quando excitada por particulas como elétrons, prétons ou ions
produzidos em aceleradores de particulas ou ondas eletromagnéticas (raios-X e
gama emitidos por radionuclideos), alem do processo mais utilizado, que é através
de tubos de raios-X (PEREIRA, 1998).

Segundo o postulado de Bohr, as radiagdes sao emitidas somente como
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resultado de uma transferéncia de elétrons entre niveis de energia. Portanto, é
necessario ejetar um elétron de um atomo para iniciar o processo de emissao da
radiagcéo caracteristica daquele atomo. Sendo assim, a ejegcéo de elétrons do nivel K
de atomos para gerar a série espectral K requer que a energia do foéton incidente
supere a energia de ligagao daqueles elétrons ao nucleo.

As energias de ligacdo sdo frequentemente chamadas de energia critica de
excitagdo, visto que elas representam a energia minima que deve ser igualada ou
excedida para ejetar elétrons de um atomo, deixando assim, o atomo em um estado
instavel, necessario para iniciar o processo que permite a emissdo do raio-X
caracteristico (PEREIRA, 1998).

Em processos de absorgdo fotoelétrica (Figura 3.1), um féton é
completamente absorvido pelo atomo e um elétron da camada interna é ejetado.
Parte da energia do féton € usada para vencer o potencial de ligagao do elétron e a
restante € carregada pelo elétron na forma de energia cinética. Apds a interagao, o
atomo é deixado num estado altamente excitado (realmente um ion), pois uma
vacancia foi criada em um dos niveis eletrénicos mais internos. No processo de des-
excitagdo do atomo, ha dois mecanismos presentes: um radiativo e outro nao
radiativo que possibilitam que o atomo, quase imediatamente, volte a sua
configuragdo eletrbnica mais estavel. Esses mecanismos sdo conhecidos como

Auger (processo nao radiativo) e Fluorescente (processo radiativo).

elétron
ejetado

, R eSS
Féton—-aopes
inﬂidﬁn‘f‘ﬁ::'

Atomo excitado

ftomd %5
des-excitado
Fonte: DALBA, 1999-2000.

Figura 3.1 — Excitacdo e des-excitagao atdbmica.
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3.1.1. Mecanismo Auger

O mecanismo Auger (Figura 3.2) € o processo ndo radiativo pelo qual dois
elétrons atdbmicos sdo ejetados sem que haja emissdo de radiagdo. A energia de
des-excitacdo do atomo € imediatamente absorvida através do mecanismo de
converséo interna, onde outro elétron é ejetado espontaneamente. A probabilidade
de produgao de elétrons Auger € aumentada quando a diferenga de energia entre os

estados das camadas diminui.

Ly
AR

o A
Ry

1 elétron Auger

—%-} .

—_—D ls

Fonte: DALBA, 1999-2000.

Figura 3.2 - Processo Auger.

3.1.2. Mecanismo Fluorescente

Quando certa radiacdo, muito energética (raios-X, raios gama, elétrons,
prétons) colide com atomos, a sua energia é absorvida para ejetar elétrons das
camadas mais internas, ionizando o atomo. No processo de des-excitagao, € emitido
féton de raio-X caracteristico devido a transicdo de elétrons entre os orbitais
atbmicos de estados de baixo para alto potencial de ligacdo, como mostrado na

Figura 3.3. Esse processo & conhecido como Fluorescéncia.
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Figura 3.3 - Fluorescéncia de raios-X.

Na des-excitacdo atbmica, ha competicdo entre o processo radiativo
(Fluorescéncia) e o n&o radiativo (Auger). A produgao de raios-X caracteristicos ou
de elétrons Auger € governada pelos rendimentos Fluorescente ou Auger,
respectivamente. Evidéncias experimentais mostram que o rendimento de
Fluorescéncia, calculado pela Equacédo 3.1, € dependente do numero atébmico do

elemento, bem como da série da linha espectral.

A com A 10* serie—K
10* serie— L

Equacgao 3.1 - Rendimento fluorescente para as séries Ke L.

3.2. Producgao de Radiagao Sincrotron

Os raios-X podem ser produzidos por varias fontes baseadas na aceleracao
de cargas elétricas de forma tangencial, no caso de tubos de raios-X; ou de forma
centripeta, no caso da radiagao sincrotron; ou na excitacdo de atomos por feixes
ionizantes, tais como particulas carregadas (ESPINOZA-QUINONES, 2007).

A radiacéo sincrotron é emitida quando um elétron muito rapido, préximo da
velocidade da luz, interage com um campo magnético. Um campo magnético na
regido por onde viaja o elétron causara ao elétron a mudanga de direcdo exercendo
sobre ele uma forga (centripeta) perpendicular tanto a diregdo em que se move o
elétron como a do campo magnético. Este é chamado de bremsstrahlung magnético

ou radiagdo sincrotron. Se os elétrons forem energéticos e o campo magnético
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intenso, a radiagcao emitida pode ser na forma de raios-X. Além disso, se o elétron
esta viajando a velocidades muito proximas a velocidade da luz, a radiagdo é
somente emitida na dire¢ao frontal para a qual o elétron se move. O resultado € um
feixe altamente intenso, polarizado e muito focalizado de radiagdo sincrotron
(ESPINOZA-QUINONES, 2007).

Da eletrodindmica classica a poténcia irradiada (Psg) € proporcional a
mudanga do momento da particula, de massa my e carga elétrica e, conforme a

Equacéo 3.2.

P e’c dp ’
o 6nsoim0c2i dt

Equacao 3.2 - Poténcia irradiada.

Em maquinas circulares, anel de confinamento de particulas carregadas,
existe uma aceleracdo perpendicular a velocidade das particulas (v=pc)
principalmente nos imas dipolares (campo magnético B) com um raio de curvatura p
(p = Bymoc/(eB)). A poténcia total de N particulas confinadas, com y = E/moc?, é dada
pela Equacéo 3.3.

e’cy’

PSR =

= -N
6me, p

Equacao 3.3 - Poténcia total.

Esta expressdo é também valida para um anel tendo todos os imas da
mesma intensidade e seg¢ao transversal livre entre eles.

O comprimento de onda desta radiagdo é uma fungdo da energia das
particulas carregadas e da intensidade do campo magnético que curva a trajetéria
das particulas carregadas. O espectro da radiacédo € um continuo e € caracterizado
por seu comprimento de onda critico (Ac), dado pela Equacédo 3.4, que divide o
espectro em duas partes com igual poténcia: metade da poténcia radiada acima do
comprimento de onda critico e a outra metade abaixo dele.

Ac :4% Egz
cBE

Equacgao 3.4 - Comprimento de onda critico.
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sendo Eq a energia do elétron em repouso (Eq = mec?), B a intensidade do campo
magnético do eletroim&d curvado, E a energia do feixe confinado no anel, e c a
velocidade da luz.

A Equacéao 3.4 se reduz a Equacgao 3.5 quando as particulas carregadas sao

elétrons.

1,864353
<)) G T

Equacgao 3.5 - Calculo do comprimento de onda critico para elétrons.

Numa facilidade de luz sincrotron, os elétrons sao geralmente acelerados por
um canhdo de elétrons. Logo os elétrons sdo injetados dentro de um anel de
confinamento no qual circulam produzindo a radiag&o sincrotron, sem ganhar mais

energia (Figura 3.4).

D10B-XPD 4,
%< D10A-XRD2

DO3B-MX1 ™~ §, s\}.{w & DO5A-TGM
DO4A-SXS “poap xAS

Fonte: www.Inls.br

Figura 3.4 — Facilidades de luz sincrotron no LNLS.

A radiacao sincrotron é emitida tangencialmente ao anel de confinamento
eletrbnico e captada por linhas de luz. As linhas de luz podem se originar nos imas
que curvam o feixe eletrénico, e estdo localizados nos vértices do anel de
confinamento. Na sec¢ao reta das linhas de luz se inserem os dispositivos de controle
(ESPINOZA-QUINONES, 2007). A linha de luz D12A, no Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron, em Campinas, pode ser vista na Figura 3.5.
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Figura 3.5 - Linha de Luz D12A, no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron.

A linha de luz inclui dispositivos 6pticos de raios-X que controlam a largura da
banda, o fluxo de fotons, as dimensdes do feixe, o foco, e a colimagao do feixe. Os
dispositivos 6pticos incluem fendas, atenuadores, monocromadores de cristal e
espelhos. Os espelhos podem ser curvados para focalizar o feixe. Um alto fluxo de
fétons numa pequena area é comumente requerido de uma linha de luz. No final da

linha de luz esta a sala experimental onde amostras sao colocadas na linha do feixe.

3.3. Uso Analitico de Espectroscopia de Raios-X de Alta Resolugao
(HR-XRF)

A espectroscopia de espalhamento inelastico de raios-X em regime de
energia e baixo momento transferido fornece acesso experimental a efeitos de
estado sdélido mostrados em espectro de excitagao eletrénica. Espectrdmetros de
raios-X baseados em fonte de radiagdo sincrotron, que realizam medidas de
espalhamento inelastico ressonante e n&o ressonante de raios-X com alta resolugao
em energia estdo disponiveis. Neste contexto, a espectrometria de espalhamento
inelastico de raios-X tem se tornado uma técnica bem estabelecida para o estudo de
excitagoes eletrénicas na matéria condensada (TIRAO et al., 2004).

Andlise de alta resolugdo em energia dos fotons espalhados pode ser feita

usando um cristal analisador na geometria de quase-retro-difracéo. A potencialidade
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do retroespalhamento de Bragg por monocristais perfeito para atingir resolugdes
muito elevadas (1-meV ), ao longo de uma grande aceitagdo angular do cristal foi
demonstrado por GRAEFF & MATERLIK (1982).

3.3.1. Espectrometria de Raios-X Inelasticos

A espectrometria de raios-X inelasticos € uma técnica simples. Um feixe de
fotons de raios-X bem colimado e monocromatico com energia e momento (E, e ¢, )
€ utilizado para bombardear a amostra. Os fotons espalhados também apresentam
energia e momento (E, e (,). Estes sdo selecionados em comprimento de onda de
acordo com a lei de Bragg, num arranjo de cristais analisadores posicionado sobre
uma superficie esférica (Circulo de Rowland) que cobre um angulo sdlido dQ2. Os
fétons difratados sdo monocromaticos, e sao focalizados num detector de alta
eficiéncia, onde sao coletados. O esquema de um espectrometro de espalhamento

inelastico de raios-X pode ser visto na Figura 3.6.
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Fonte: ESPINOZA-QUINONES, 2007.
Figura 3.6 - Esquema do espectrobmetro de espalhamento inelastico de raios-X.

O numero de fotons espalhados dentro de uma dada energia fornece
informacao sobre as propriedades intrinsecas dos componentes da amostra. Devido
a baixa secao de choque de espalhamento inelastico, somente uma pequena porgao
dos feixes incidentes é espalhada. Portanto, o experimento baseado no
espalhamento inelastico de fétons de raios-X precisa de um feixe incidente intenso e

brilhante; um analisador que permita selecionar uma dada energia e focalizar toda a
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radiacdo difratada num detector, e realizar a analise em energia dos fétons
espalhados, variando o angulo de incidéncia do feixe espalhado sobre o analisador e
a focalizacao no detector.

3.3.2. Geometria do Espectrometro

A anadlise em energia dos fétons de raios-X espalhados pela amostra é
realizada por meio de um espectrdmetro que consiste de um cristal analisador

operando em quase-retro-difragdo, num arranjo do tipo Johann, como mostrado na
Figura 3.7.
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Figura 3.7 - Geometria do espectrometro de fluorescéncia de raios-X de alta
resolucéo.

Com o intuito de manter a correta relagdo geométrica entre a amostra, o
cristal analisador e o detector para uns amplos angulos difratados, sdo necessarios
colocar todos os trés no circulo de Rowland.

O circulo de Rowland & um arranjo céncavo de uma rede de difragdo que
pode ser utilizada na realizagdo de experimento de espectroscopia de difragcdo. No

processo de selecionar um determinado comprimento de onda através da lei de
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Bragg, faz-se necessario minimizar os efeitos de perda de resolugdo, e de
intensidade do feixe monocromatico. A geometria de Rowland serve como um meio
de capturar uma enorme porgdo do angulo soélido sem perda de resolugédo em
energia. Este circulo identifica as corretas posi¢gdes da fonte do feixe espalhado

(amostra) e do detector da radiagao difratada.

3.3.3. Feixe de Raios-X Monocromaticos

No Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas — SP, na
linha de luz D12A existe a camara XRD1 onde se realizam experimentos de
espectroscopia de raios-X espalhados inelasticamente por um processo fluorescente
na amostra.

A fonte de raios-X é extraida do ima D12 de 1,67 T do anel de confinamento
de 1,37 GeV do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron. A energia critica do
espectro de radiacdo sincrotron € de 2,08 keV. A inje¢do da corrente do feixe de
elétrons é da ordem de 120 mA e o tempo de vida do feixe € da ordem de 12 horas
(ESPINOZA-QUINONES, 2007).

Depois da saida da radiagao sincrotron, tem-se um espelho de raios-X com
focalizagao vertical, feito de vidro revestido com Raodio, de 750 mm de comprimento
e 100 mm de largura. O espelho tem a fung¢ao de coletar toda a divergéncia angular
vertical do feixe de luz sincrotron (0,32 mrad para fétons de 6 keV) e opera na
configuragédo de feixe paralelo. Este dispositivo permite diminuir a divergéncia dos
raios-X que chegam até a amostra e, portanto, melhorar a resolugédo em energia do
espectrémetro.

Em seguida, o feixe de raios-X da luz sincrotron € monocromatizado por meio
de um monocromador de cristal duplo de Si(111), em montagem nao dispersiva. A
orientacdo do monocromador foi escolhida de modo a selecionar a energia préxima
a 6,100 keV, acima da borda de absor¢do da camada K do cromo (5989 eV). O
primeiro cristal é planar e montado sobre um bloco de cobre resfriado por agua com
o intuito de remover a carga térmica. O segundo cristal é cilindricamente curvado
com o intuito de focalizar o feixe monocromatico sobre a amostra. O tamanho
horizontal do feixe focalizado na amostra é de aproximadamente 2,5 mm
(ESPINOZA-QUINONES, 2007).
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3.3.4. Analisador Esférico

Para se obter a melhor focalizagdo de uma radiagdo, pode utilizar um arranjo
esférico composto de um grande numero de pequenos cristais monocromadores
planos, cuja distadncia focal € igual ao dobro do raio do circulo de Rowland. O
analisador consiste de um arranjo de pequenos mono cristais de Si(111), colocados
sobre uma superficie esférica com raio de curvatura de 421 mm. O didmetro do
circulo de Rowland corresponde ao raio de curvatura do analisador. A grande area
efetiva do analisador (8,5 cm de didametro) permite coletar radiagdo espalhada num
angulo solido de até 32 msr. O analisador € montado sobre um suporte que o
movimenta por meio de um motor a passos, que permite um alinhamento angular
fino do analisador e, portanto, um preciso posicionamento do feixe focado na janela
de entrada do detector. O suporte do analisador e o motor a passos estdo sobre
uma mesa goniométrica vertical, onde sdo também colocados o porta-amostra e o
sistema de detecgdo. O analisador opera na reflexdo dos planos (333) do Silicio e
esta posicionado no angulo de Bragg de 89,2°. Dessa forma, analisa a radiagéo de
5932,6 eV (TIRAO et al., 2004).

3.3.5. Resolugdo na Optica de Bragg

Quando uma série de ondas paralelas que estdo em fase colide com um
sélido cristalino, o comprimento de onda que emerge pode ser obtido pela Lei de

Bragg, descrida pela Equacgao 3.6:

2d -sen(@)=n- 4
Equacao 3.6 - Lei de Bragg.

sendo, @ o angulo de Bragg, 4 o comprimento de onda, n a ordem de difragéo, e
d o espacamento entre planos no cristal.
A Equacéo 3.7 descreve a energia de um féton, que é quando a radiagao

eletromagnética se comporta como uma particula.
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hc 1,2398-keV -nm
E=hv=—""=
A A(nm)

Equacgao 3.7 - Energia de um foton.

sendo h a constante de Planck (h=4,1357x10""keV -s); € a velocidade da luz

(c=0,29979x10"*nm/s); e 10 comprimento de onda (em NM),

Na Equacédo 3.7, tem-se a relagdo entre a energia da radiagcdo e o seu
respectivo comprimento de onda.

Logo, se o instrumental de HR-XRF (Fluorescéncia de raios X de alta
resolucdo em energia) permite fazer pequenas varreduras angulares no analisador
(A@), consequentemente, pela lei de Bragg (Equacao 3) resulta numa variagdo em
energia (AE) da radiagdo difratada. No detector, a radiacdo € absorvida e
convertida em sinal elétrico que, logo depois, através do multicanal, cada posi¢ao do
analisador é registrada em canais, conformando assim um espectro de XRF. No
espectro HR-XRF, as linhas espectrais caracteristicas do elemento de interesse na
amostra podem estar bem resolvidas ou ndo; isto é, os picos (gaussianos ou
lorentzianos) com certa largura em energia, muito proximos entre si, aparecem no
espectro bem separados energeticamente ou n&o. Esse poder de separagao de
picos espectrais € conhecido como o poder de resolugdo do instrumental. Este
poder de resolugdo do instrumental depende basicamente da geometria do sistema
optico e das leis fisicas que governam os processos de espalhamento ou difragdo no
instrumental. A partir das diferenciacées da Equacao 3.4 e da Equacéao 3.5, pode-se
deduzir o poder de resolugao do analisador expresso pela Equagao 3.8.

9B _194)_ cot(6)-d@
E A

Equacgao 3.8 - Resolugéo do analisador no processo de difragdo de raios-X.

sendo dfa quantidade minima de avango angular do analisador na selegdo da
energia E ou comprimento de onda A; dE a incerteza em energia acarretada pelo
movimento angular do analisador; e d4 a incerteza em comprimento de onda.

Para angulos de incidéncia dos raios-X, relativo a superficie do analisador,
muito proximos de 90° a resolucdo do analisador se torna 6tima, permitindo

identificar e quantificar facilmente linhas espectrais com diferengca em energia muito
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proximas daquelas dada pela resolugdo do instrumental. Portanto, na condi¢gao de
retro-difragcdo de Bragg, os experimentos de HR-XRF com radiagdo sincrotron

possuem alta resolugdo em energia.

3.4. Regras de Selegao

A radiacdo caracteristica surge quando ha um rearranjo dos elétrons nos
orbitais de um elemento metalico sempre que um ou mais elétrons sédo ejetados no
processo de excitagdo. Existe um grande numero de possibilidades de transi¢cdes
eletrénicas, especialmente quando se consideram os varios estados quantizados
que cada elétron pode ter. Porém, essas transi¢des devem obedecer as regras de
selecdo. Para que possam ocorrer, as transicoes eletrobnicas devem ter An>1,
Al=+1eAJ =0o0u 1, onde né o numero quantico principal, 1€ o numero quantico
angular, e J o vetor soma dos numeros quanticos angular e spin.

Os nomes dos estados eletrdnicos sdo uma condensacao das informacgdes
dos niveis quanticos. Por exemplo, quando | =0, o estado é chamado de s; quando
| =1, é chamado de p; quando | =2, é chamado de d; quando | =3, € chamado de f;
e assim por diante.

O J, que é a soma do numero quantico angular e o spin (J =1+5s), determina

0 numero de estados eletrénicos degenerados para cada nivel de energia. Por

exemplo, quando 1=1 e J :%, os dois estados resultantes sdo chamados de p,;

quando I=1e J = % os quatro estados resultantes sdo denominados de p,.

A Tabela 3.1 mostra a constru¢do dos grupos de transigdo, e apresenta
também o numero de elétrons permitido em cada grupo.

A multiplicidade (2J +1) significa o numero de elétrons permitido em cada
grupo. A Figura 3.8 apresenta um diagrama esquematico das principais linhas de

emissao de raios-X nas séries Ke L.
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Tabela 3.1 - Construgdo dos grupos de transicdo e numero de elétrons em cada
estado.

Grupo | S J Multiplicidade
K 0 +1/2 1/2 2
L, 0 -1/2 1/2 2
Ly 1 -1/2 1/2 2
L 1 +1/2 3/2 4
M, 0 +1/2 1/2 2
M, 1 -1/2 1/2 2
My 1 +1/2 3/2 4
My 2 -1/2 3/2 4
My 2 +1/2 5/2 6
N, 0 +1/2 1/2 2
Ny 1 -1/2 1/2 2
Ny 1 +1/2 3/2 4
Niv 2 -1/2 3/2 4
Ny 2 +1/2 5/2 6
(0] 3 -1/2 5/2 6
Oy 3 +1/2 7/2 8

Fonte: JENKINS et al.,1996.
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Figura 3.8 — Diagrama das linhas espectrais das séries Ke L.

Varias linhas espectrais sdo produzidas pelas diferentes transicdes

eletrbnicas. Por exemplo, quando um elétron da camada K é ejetado, um elétron de
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uma camada mais externa (L, M, N,...) podera ocupar essa vacancia produzindo
uma série de linhas de emissao de raios-X denominadas Ka, KB, Ky. Se esse elétron
for proveniente da camada L, que consiste em trés niveis de energia (I, Il e Ill), ele
s6 podera ser um elétron do nivel Il ou lll (respeitando as regras de selegao)
produzindo as linhas Ka. Se os elétrons forem provenientes da camada M, as linhas

espectrais sdo chamadas de Kj; e assim sucessivamente.

3.5. Linhas de Emissao do Cromo

No estado fundamental, o cromo metalico apresenta a seguinte configuragao
eletrdnica: 1s® 2s? 2p® 3s? 3p°® 3d° 4s', onde os orbitais 3d possuem 5 elétrons
desemparelhados. A excitagdo de tais elementos de transigao pela ejecdo de
elétrons da camada 1s provoca transigdes eletrénicas das camadas 2p, 3p e 3d a
camada 1s, com emissédo de raios-X fluorescentes, cujas energias sao dependentes
do numero atdbmico do metal. Quando se tem ions de cromo, as energias dos niveis
eletrbnicos sofrem modificagdes pela presenca do ligante, resultando em algumas
transi¢coes eletrbnicas com emissao de raios-X cuja energia depende do estado de
oxidacao do metal e também de seu ligante.

As transicbes mais internas d&o origem as linhas espectrais Ko. Elas
aparecem quando elétrons da camada L passam a ocupar a vacancia na camada K.
Essa linha espectral é chamada de Ka1 2 (2p32 — 1S120U 2p12 — 1S4p2).

A linha espectral KB4 3 corresponde a transi¢do 3ps»— 1s120u 3p1o— 1sq2. E
€ chamada de linha principal. O efeito do entorno quimico faz com que as linhas
espectrais: a principal KB 3 e as satélites KB” e KB, 5 se desloquem em energia. A
energia da linha espectral KB” tem informagao do tipo de atomo que esta ligado ao
metal, enquanto que sua intensidade fluorescente esta relacionada com o numero
de atomos ligantes e com a distancia entre eles e o metal. Por outro lado, as linhas
espectrais KBz 5 resultam de transigbes que preenchem a camada 1s4, a partir dos
orbitais 3d e/ou 4p do metal e 2p ou 3p do ligante. Esta estrutura de linha mostra
deslocamentos que podem ser usados para caracterizar o estado de oxidagao

(TIRAO et al., 2004). As linhas espectrais do cromo sédo apresentadas na Figura 3.9.
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Figura 3.9 — Linhas espectrais Ko.1 2, KB1,3, KB2,5s € KB” em compostos de cromo.

Porém, determinar o estado de oxidacédo através da intensidade das linhas
espectrais para o cromo nao € um trabalho simples, uma vez que ha uma mistura de
carater dipolar e quadrupolar nessa transicdo (BERGMANN et al., 1999).

As linhas espectrais mais intensas sdo as Ka. As linhas espectrais KB+ 3 sdo
cerca de 8 vezes menos intensas que as Koa. Ja as linhas KB.s5 e KB” (linhas

satélites) sdo cerca de 50-100 vezes mais fracas que as linhas Ka (KORTRIGHT &
THOMPSON, 2001).

A espectroscopia de emissdo de raios-X da banda de valéncia ao carogo
metalico tem permitido extrair informacao na formacao de nano materiais, tais como
carbeto de cromo nano cristalino (SAFONOQV et al., 2006) que por outra técnica nao

seria acessivel.

A Figura 3.10, mostra as linhas satélites do cromo metalico e dos compostos
Cr,03, CrN e Cr3C,, onde pode-se observar que a forma do espectro e,
especialmente a posigao do pico KB”, depende do entorno quimico do cromo. Ha

um deslocamento de energia do pico KB” dependendo do composto ligado ao cromo.
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Figura 3.10 - Espectro de emissao de raios-X K em compostos de cromo.

Da Figura 3.10, pode-se observar que todos os compostos apresentam o
cromo em seu estado de oxidagao trivalente, e o pico KBz 5 apresenta deslocamento
para a esquerda em relacdo ao mesmo pico do cromo metalico.

Um problema que ainda nao foi resolvido € a interpretacdo quantitativa do
espectro KB. No caso de compostos de cromo, observa-se algumas discrepancias
relativas @ mudancga da linha KB13 (IIHARA et al. 1993; GAMBLIN & URCH, 2001);
bem como a intensidade relativa do pico KB,s (HELSEN & KUCZUMOW, 1992,
URSIC et al., 2003).

A simetria dos compostos de cromo varia de acordo com o estado de
oxidacdo do metal. Cromo metdlico, cromo trivalente e cromo hexavalente
apresentam simetria cubica, octaédrica (Oh) e tetraédrica (Td), respectivamente
(TIRAO et al., 2004).

Tirao et al. (2006) realizaram um estudo sobre a relagcédo entre o estado de
oxidacdo do cromo e a largura, intensidade e transicoes de energia das linhas Kf
obtidas num espectrometro de fluorescéncia de raios-X com alta resolugdo em
energia e também num espectrometro convencional. Os espectros para os diferentes

compostos de cromo podem ser vistos na Figura 3.11.
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Figura 3.11 — Espectros de emisséo das linhas Kp para diferentes compostos de Cr
obtidas com espectrémetro: (a) comercial e (b) de alta resolucdo em energia.

Eles observaram que com um espectrébmetro convencional ndo € possivel
verificar o deslocamento em energia para o pico KB, 5 que varia de acordo com o
estado de oxidagdo do cromo. Ja com um espectrometro de alta resolugdo em
energia, € possivel verificar esses pequenos deslocamentos, pois sua resolugao é
da ordem de 1,8 eV para a linha K1 3.

Na Figura 3.12, sdo apresentados os espectros de emissdo KB para os
compostos de Cr(lll) e Cr(VI). A posicao e largura da linha principal KB4 3 também
sao influenciadas pelo estado de oxidagao do metal. A energia desta linha decresce
monotonamente quando o estado de oxidagdo € aumentado (GAMBLIM & URCH,
2001). Ja sua largura cresce linearmente com o estado de oxidagéo (TIRAO, 2006).

Como a energia relativa a linha espectral KB depende do atomo ligante (que
na maioria dos compostos estudados trata-se de oxigénio), a area integrada da linha
KB varia consideravelmente com a quantidade de atomos de oxigénio. Ao
normalizar-se a intensidade da linha KB43 pelo numero de oxigénios ligados por
atomo de cromo, obtém-se a probabilidade de transicdo desta linha por pares Cr-O.
Em seu estudo, TIRAO et al. (2006) observaram que esta intensidade normalizada
decresce exponencialmente como uma funcdo da distancia interatbmica Cr-O e
poderia ser usada para caracterizar a distancia de ligagdo com uma precisao

proxima a 102 A,
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A linha KB25s mostra deslocamento em energia dependendo do estado de
oxidagdo do metal. Na Figura 3.12, pode ser visto claramente sua posi¢ado ao redor
de 5985 eV para o Cr(lll), enquanto que para o Cr(VI) a energia esta préxima de
5990 eV, e para o cromo metalico esta linha espectral apresenta energia em 5988
eV (TIRAO et al, 2004).

A variagao observada de AE,; = EKS,; — EKf, ; se comporta de acordo com a
seguinte relagao: AE, 5(Crlll) < AE,5(Cr°) <AE; 5 (CrVI).

Para caracterizagao dos estados de oxidacdo em compostos desconhecidos,
€ mais conveniente utilizar a relagédo AE; s pois esta € mais sensivel do que aquela

onde relaciona-se somente a energia da linha principal (TIRAO et al, 2004).

Intensidad Normalizada [u.a.)
Intensidad Normalizada [u.a.]

PR |

BT 00560 70 5980

Energia [eV] a) Energia [eV] b)

Fonte: TIRAO et. al., 2004.

Figura 3.12 - Espectros de emisséo fluorescente de alta resolugao para Cr metalico
(....) e compostos (__) correspondentes a simetria (a) octaédrica (Crlll) e (b)

tetraédrica (CrVI).
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Na tabela 3.2 sdo apresentados os parametros das linhas espectrais KB para
os compostos de cromo estudados por Tirao e colaboradores utilizando
fluorescéncia de raios-X com alta resolugdo em energia. Os parametros
apresentados sdo posicdo e largura natural da linha de Kp43; probabilidade de
transicdo por pares Cr-O; e energia relativa das linhas KB"’e KB,5 onde AE;s

significa energia relativa a linha KBz 5 enquanto que AE; 3 é relativa a KB+ 3.
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Tabela 3.2 - Principais parametros obtidos nos diferentes compostos estudados a
partir de medidas de fluorescéncia K de alta resolucgao.

Linha Kf, 5 Linha Kg’ Linha Kg; 5
Composto Prob. de Prob. de
Posigdo [eV] Largura [eV] AE [eV] AE, s [eV]
Trans.(u.a.) Trans.(u.a.)
cr® 5946,82 + 0,03 1,5%0,2 - - 40,9£0,1 -
5946,71 -- -- -- -- --
CrCl, 5948,08 £ 0,07 1,56+0,3 -- -- 35+2 --
= (NOu)Cr 594812 +0,04 2,1+0,1 - - 35,6+ 0,3 -
Z_J’: Cr,03 5948,07 £ 0,04 1,9+0,2 159+04 0,0032 + 0,0003 37,2+0,3 0,040 + 0,007
MgCr,0, 5948,29 £ 0,06 1,5+£0,3 15+£2 0,0023 = 0,0003 371 0,024 + 0,003
CrOs; 5946,99 + 0,03 3,08 £ 0,08 16,5+0,1 0,064 + 0,006 44,0 £0,1 0,066 + 0,006
(NH,).Cr,0; 5946,36 + 0,03 26+0,1 16,3+0,2 0,059 + 0,003 43,5+0,1 0,023 + 0,004
— K,Cr,0, 5946,30 £ 0,02 27+0,6 16,3+ 0,1 0,085 £ 0,004 43,76 £ 0,06 0,034 £ 0,005
E K,CrOy4 5946,18 £ 0,04 25+0,2 16,4 +£0,1 0,09 £ 0,01 43,90+£0,08 0,093 + 0,007
6 5945,03 £ 0,01 -- 14,04 £ 0,02 -- 42,65 £ 0,01 --
Na,CrO, 5947,03 £ 0,09 2,4+0,3 16,3+ 0,1 0,09 £ 0,01 44,0+0,1 0,082 + 0,009
NH,4).CrO, 5946,22 + 0,02 2,8+0,1 16,2+0,2 0,059 + 0,008 43,68 £0,08 0,060 + 0,007

Fonte: TIRAO et. al., 2004.

Os parametros apresentados na Tabela 3.2 mostram uma grande
sensibilidade ao estado de oxidagdo do metal, a relacdo de atomos de oxigénio por

atomo de cromo e a distancia da ligagao Cr-O.

3.6. Borda de Absorcao do Cromo

Quando fotons de raios-X atingem um atomo com energia suficiente, pode
ocorrer a ejecao de um elétron de uma camada interna do atomo. Essa energia
necessaria para ejetar esse fotoelétron é chamada de energia de borda de
absorgao, e sua intensidade depende do elemento e do elétron que esta sendo
ejetado (TASCH & DAMIANI, 2000). A probabilidade de um elétron ser ejetado é
dada pelo coeficiente de absorgao por massa. A Figura 3.13 mostra um grafico do

coeficiente de absorgado por massa versus a energia dos raios-X para o cromo.
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Figura 3.13 — Coeficiente de absor¢ao do cromo por unidade de massa.

O salto brusco ou descontinuidade a 6,0 KeV (HUBBELL & SELTZER, 1996)
representa a energia da borda de absor¢ao necessaria para ejetar um elétron na
camada K do cromo. O aumento da energia resulta em um processo com menor
eficiéncia; e o excesso de energia é convertido em energia cinética para o elétron
ejetado (TASCH & DAMIANI, 2000).

Sendo assim, depois da irradiacdo da amostra com fotons de raios-X com
energia maior que 6,0 KeV, alguns dos atomos de cromo da amostra apresentaréo
vacancias na camada K. Como isto representa um estado instavel, elétrons de
outras camadas irao decair, respeitando as regras de selegao, de modo a preencher
essa vacancia. A energia emitida a partir desta transicdo sera caracteristica do
elemento e da transigdo. Para irradiagdo com fétons menos energéticos, ocorrera

ejecao de elétrons de camadas mais externas do atomo (TASCH & DAMIANI, 2000).

3.7. Espectroscopia de Absorgao Atomica

Espectroscopia de Absorgdo Atdmica (AAS) € uma técnica analitica utilizada
para determinagcado da concentragcao de elementos metalicos em solugdo (WELTZ,
1998). Essa técnica pode ser utilizada para analisar a concentragdo de mais de

sessenta e dois tipos de metais em solugao.
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A técnica utiliza basicamente o principio de que atomos livres (estado gasoso)
gerados em um atomizador sdo capazes de absorver radiacdo de frequéncia
especifica que € emitida por uma fonte espectral; a quantificacdo obedece desta
forma, os principios da lei de Beer-Lambert (BORGES et al., 2005).

A Lei de Beer-Lambert é descrita pela Equacéao 3.9.

A= —loglo(IL) =¢cL

0

Equacao 3.9 - Lei de Beer-Lambert.

na qual A é a absorbéancia; I, é a intensidade da radiagéo incidente; | ¢é a

intensidade transmitida pela amostra; L € o caminho 6ptico da amostra (distancia
que a radiagao percorreu por ela); ¢ é a constante chamada de absortividade molar,
que € uma grandeza caracteristica da espécie absorvente; e ¢ € a concentragao da
espécie absorvente (PERKAMPUS, 1992).

Os componentes fundamentais de um espectrometro de absorcdo atdmica
compreendem uma fonte, que fornece as linhas de emissdo da espécie atbmica
interessada; um nebulizador-combustor, para induzir a amostra na forma de um
aerossol na chama; um monocromador, para isolar o comprimento de onda
desejado, e um sistema apropriado para medir a poténcia do sinal que alcanga o
detector fotossensivel.

Como o atomizador, geralmente se utiliza uma chama, mas forno de grafite ou
plasma também podem ser usados.

Quando o atomo é atomizado, ele passa do estado estavel para o excitado, e
nessa transicao, o mesmo absorve radiacao do feixe. O feixe luminoso é gerado por
uma lampada especifica para cada metal. A quantidade de radiacdo absorvida é
medida pelo detector que transmite as informacdes para um computador, que
contém um banco de dados sobre o metal em estudo. Este banco de dados € obtido
a partir da construgao de uma curva padrao, com solugdes padrdes de concentragao

conhecida do metal.
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3.8. Espectroscopia Ultravioleta — Visivel

A espectroscopia ultravioleta-visivel € uma técnica bastante utilizada em
analises quantitativas de concentragdes de substancias em solugdes. Essa técnica
também é fundamentada na Lei de Beer-Lambert (Equagcdao 3.7), que é a base
matematica para medidas de absorcdo de radiagdo por amostras no estado liquido,
sélido ou gasoso nas regides ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro
eletromagnético.

A espectroscopia na regido UV-VIS do espectro eletromagnético € uma das
técnicas analiticas mais empregadas, em fungao de robustez, custo relativamente
baixo e grande numero de aplicagbes desenvolvidas (LOBINSKI & MARCZENKO,
1992). Os procedimentos envolvem medidas diretas de espécies que absorvem
radiacdo, medidas apds derivacdo quimica e acoplamento a diversas técnicas ou
processos, como cromatografia, eletroforese e analises em fluxo. Além disso,
constitui-se em uma importante ferramenta para determinacdo de parametros fisico-
quimicos, tais como constantes de equilibrio e de velocidade de reagdes (ROCHA &
TEIXEIRA, 2004).

Para se obter informagao sobre a absor¢ao de uma amostra, esta € inserida
no caminho optico do aparelho, e passa-se pela mesma uma radiagao ultravioleta
(UV) elou visivel em um certo comprimento de onda. O espectrobmetro mede o
quanto dessa radiagao foi absorvida pela amostra. A intensidade da radiagao antes

da passagem pela amostra € representada por |,, e apos a passagem é

representada por | . A transmitancia da amostra é definida pela Equacgao 3.10.
T=—
I0

Equacao 3.10 - Transmiténcia da amostra.

A partir dessa informacao, a absorbancia da amostra é determinada para
esse comprimento de onda. Para se ter uma relagcdo entre a absorbancia e a
concentracdo da solucdo, € construida uma curva padrdo com solugdes de
concentracido conhecida do elemento em analise.

Quando se trata de amostra no estado liquido, utiliza-se uma cela

transparente para acomodar a amostra e inseri-la no porta-amostras por onde ira
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passar a radiacdo. E muito importante que o material da cela ndo absorva radiacéo
na faixa de comprimento de onda utilizada. Para espectroscopia apenas na regiao
do visivel, essas celas podem ser de vidro, porém, a espectroscopia na regiao

ultravioleta requer celas especiais, como o quartzo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Solugao de Cultivo das Plantas

Os micro

e

macronutrientes necessarios

para o crescimento e

desenvolvimento das macréfitas aquaticas flutuantes Salvinia auriculata, Pistia

stratiotes e Eicchornia crassipes foram os correspondentes ao cultivo hidropdnico de

plantas (CLARK, 1975). A composigao dos micronutrientes é apresentada na Tabela

4.1, e a dos macronutrientes na Tabela 4.2.

Tabela 4.1 - Micronutrientes e suas concentra¢des na solucéo de Clark.

Massa Mol. Concentragéao (Clark)
Composto Férmula (M)
(g/mol) (mL/L) m-mol/L mg/L

Acido bérico H;BO; 19 61,83 1 19 11747
Sulfato de Zinco ZnS0,.7H,0 2 287,54 1 2 5775,08
Molibdato de aménia  (NH,4)eM07024.4H,0O 0.086 1235,86 1 0,086 106,28
Sulfato de Cobre CuS0,4.5H,0 0.5 249,68 1 0,5 124,84
Cloreto de Manganés MnCl,.4H,0 7 197,91 1 7 1385,3
Cloreto de Ferro FeCl; 40 270,3 - - 277030,

NN

Fonte: CLARK, 1975.

Tabela 4.2 - Macronutrientes e suas concentragdes na solucao de Clark.

] Mﬂzﬁa Concentragao (Clark)
Composto Formula (M)

(g/mol) (mL/L) m-mol/L mg/L
Nitrato de Calcio Ca(NO3),.4H,0 1 236,15 2,53 2,53 597,46
Nitrato de Potassio KNO; 1 101,11 1,3 1,3 131,44
Cloreto de Potéassio KCI 1 74,56 0,5 0,5 37,28
Nitrato de Ambnio NH4NO; 1 80,04 0,9 0,9 72,04
Sulfato de Magnésio MgS0,.7H,0 1 246,48 0,6 0,6 147,88

Ortofosfato de Célcio  Ca(H,P0O4),.H,0 0,023 252 1,5 0,0345 8,59

Fonte: CLARK, 1975.
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A partir de 6xido de cromo (CrOs, massa molar de 99,993 g mol™) e de nitrato
de cromo (Cr(NO3)3.9H,0, peso molecular de 400,143 g mol™”), foram preparadas

solugdes padroes de 1 g L™ de Cr(lll)e Cr(VI).

4.2. Estado de Oxidagao do Cromo na Solugao Hidropodnica

Para a caracterizagao do estado de oxidagcdo do cromo na solugao de cultivo
das macrdfitas, foram utilizadas as técnicas de Espectroscopia de Absorcdo Atdmica
e Espectrofotometria na regiao do Ultravioleta/Visivel.

Para tanto, foi necessaria a construgdo de uma curva padrao de Cr(lll)
complexado com EDTA. Foi pesado em balanga analitica 5,0004g de EDTA e
adicionado em 50 mL de uma solugao de Cr(lll). Essa mistura foi levada a fervura
durante 5 minutos, para a formagao do complexo Cr(llI)-EDTA, que tem coloragao
violeta.

Depois de resfriada, foi completado o volume para 50 mL e a partir dessa
solucao, foram pipetadas aliquotas para o preparo de solugdes de concentragao 0,8;
1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 mgL'1. Foram feitas as medidas dessas solugdes no
Espectrémetro de Absorgao Atdmica com chama de ar/acetileno oxidante (Analitica,
modelo AA932-GBC) para a determinagédo da concentragado de cromo total presente
na amostra. Essas concentracdes foram de 0,547; 0,687; 1,384; 2,221; 2,969; 3,813
mgL™. Posteriormente, foi feita a leitura da absorbancia no Espectrdometro UV-VIS
(Shimadzu, modelo UV — 1601 PC) com comprimento de onda de 550 nm. Com
esses dados, construiu-se a curva padrao para determinagao da concentracdo de
cromo na solucao de cultivo das macrdfitas.

Para analise da influéncia do pH no estado de oxidagao do cromo, variou-se o
pH de uma solugdo hidropdnica (CLARK, 1975) contendo 3,0 mgL™ de ions Cr(VI),
obtidos da solucédo descrita no item 4.1. A variacao do pH foi de 3,03; 3,51; 4,04;
4,57; 5,05; 5,54 e 6,11, e os ajustes foram feitos com solugdes de Na(OH) 0,1 M e
HClI 0,1 M. A cada uma dessas solucbes foi adicionado EDTA( acido
etilenodiamintetracético) em excesso, para que ocorresse a complexagado com 0s
possiveis ions de Cr(lll) ali existentes, uma vez que o EDTA s6 forma complexo com

o Cr(Ill) e ndo com o Cr(VI). A mistura foi aquecida e depois resfriada a temperatura
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ambiente. Fez-se a leitura da absorbancia dessas solugdes no Espectrdmetro UV-
VIS com comprimento de onda de 550 nm.

Com as medidas de absorbancia dessas solugdes e usando a curva padrao,
foi possivel, determinar a concentragéo de ions Cr(lll) nas solugbes analisadas.

Foi realizada a medida no Espectrdmetro de Absorgdo Atbmica para a
determinagcdo do cromo total presente em cada amostra na qual variou-se o pH.
Depois, a concentracdo de Cr(VI) foi determinada subtraindo a concentragdo de
Cr(lll) da concentracdo de cromo total. Como o pH das solugbes de cultivo foi
medido no momento da coleta, foi possivel predizer em qual estado de oxidacao

estavam os ions de cromo nas mesmas.

4.3. Experimento de Bioacumulagao

O experimento de bioacumulagao foi realizado entre os dias 25 de junho a 22
de julho de 2007.

Em recipientes plasticos limpos, com volume maximo de 7 litros, revestidos
com sacos plasticos de polietileno, foram colocados 5 litros de agua deionizada e
solugdo nutritiva de Clark (descrita na sec¢ao 4.1). Como concentragéo inicial de ions
Cr(VI), uma aliquota da solugéo padrao de éxido de cromo 1,0 gL' foi adicionado em
nove recipientes de cultivo de cada planta, dos quais seis correspondiam a uma
concentracdo de 3,0 mgL™, e trés deles correspondiam a uma concentracéo de 5,0
mgL". E o mesmo foi feito com a solugdo padrio de nitrato de cromo (lIl)
nonohidratado 1,0 gL™', como concentracéo inicial de ions Cr(lll). No experimento,
foram utilizadas trés réplicas para cada macrdfita e tipo de ions cromo, Cr(lll) ou
Cr(VIl). No total, foram utilizados dezoito recipientes plasticos. Somente plantas
saudaveis, limpas e aclimatizadas de tamanho uniforme foram selecionadas para o
experimento. Aproximadamente 100, 30 e 30 gramas das plantas Eicchornia
crassipes, Pistia stratiotes e Salvinia auriculata, foram colocadas dentro de cada
recipiente, respectivamente.

Como branco do experimento, aproximadamente 500 gramas de cada planta
foi armazenada em sacos plasticos e em geladeira para posterior preparagao.

Os recipientes contendo as plantas foram colocados em estufa externa, e ali

foram mantidos por 27 dias. Durante esse periodo, foram medidos o pH, a
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temperatura e o nivel da agua de cada recipiente, diariamente. O pH teve um
incremento desde o valor inicial de 3,5 até 5,0 durante as quatro semanas em
estufa. A temperatura média foi de 25°C. A perda de agua através da transpiragao,
evaporagao e manipulagdo foi compensada efetuando a reposigdo com agua
destilada.

A montagem do experimento de bioacumulagdo de ions cromo, por trés

espécies de macrdfitas aquaticas em estufa externa, € mostrada na Figura 4.1.

Figura 4.1 - Experimento de bioacumulagao de Cr(lll) e Cr(VI) pelas macrdfitas
aquaticas Eicchornia crassipes, Pistia stratiotes Salvinia auriculata.

4.4. Coleta das Plantas e Preparo das Amostras

Passados 27 dias, as plantas foram coletadas, lavadas em agua de torneira e
agua destilada, e deixadas em escorredor por cerca de 5 minutos para retirada do
excesso de agua. Depois disso, foram separadas manualmente as raizes da parte

aérea da planta, e cada uma delas foi pesada. Posteriormente, foram

52



acondicionadas em papel Kraft, em separado, e levadas para secagem em estufa a
80°C por 72 horas. Uma vez completo este procedimento, as amostras foram
pesadas para obtencio dos valores em termos de biomassa seca.

Com auxilio de um moinho de pas de acgo, as ftriplicatas foram trituradas
juntamente de modo que ao final se obteve apenas uma amostra de raizes e outra
de folhas para cada macrodfita. Apos isto, foram confeccionadas as pastilhas do po
das amostras, onde aproximadamente 100 mg da amostra da planta (raiz ou folha)
foi prensada e empastiihada em formato cilindrico (5 mm de didmetro e
aproximadamente 2 mm de altura). Para cada um dos nove tipos de amostras, foram
confeccionadas trés réplicas.

Para levantar uma curva de calibragdo da concentracido de cromo no alvo de
po prensado, foram preparadas amostras de calibracdo, fazendo uma mistura de
90% de matriz de planta (folha seca da Eicchornia crassipes) e 10% de uma mistura
de 6xidos de cromo: Cr,0O3 e CrO3; em proporgdes 3:7, 5:5 e 7:3, respectivamente.

Foram confeccionados também padrdes (pastilhas) de calibragdo usando
compostos puros de cromo: Cr,O3 e CrO3 nas seguintes propor¢des 10:0, 9:1, 7:3,
5:5, 3.7, 1:9 e 0:10, respectivamente e ainda um padrao (pastilha) de cromo

metalico.

4.5. Irradiagcao das Amostras

No Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), na camara a vacuo do
difratbmetro da linha experimental D12A, cadmara XRD1, foi montado o
espectrometro de raios X com alta resolugdo em energia, baseado num analisador
em quase-retro-difracdo, como mostrado na Figura 4.2. A linha em vermelho indica a
diregao do feixe monocromatico da linha de luz, a linha em azul a diregdo dos raios-
X espalhados pela amostra, e a linha em roxo a diregao dos raios X difratados pelo

analisador.
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Figura 4.2 — Disposigcao do conjunto amostra-analisador-detector no circulo de
Rowland na camara XRD1.

Dentro da camara foram colocados na periferia do circulo de Rowland o porta-
amostra (no centro da camara XRD1), o analisador (parte superior da camara) e o
detector XRT-100CR (AMPTEK). O analisador e o detector foram montados e
fixados a motores a passo de modo a se deslocarem em torno do circulo de
Rowland, satisfazendo a condi¢ao da lei de Bragg em cada posi¢ao sobre o circulo.

Todas as amostras (pastilhas) foram fixadas no centro do porta-amostra,
como mostrado na Figura 4.3. O porta-amostra era introduzido no orificio especifico
na haste central da camara XRD1, como mostrado na Figura 4.4. Neste caso, a
linha em roxo indica a dire¢ao do feixe monocromatico, a linha em amarelo a diregao
dos raios X espalhados pela amostra, e a linha em verde a direcdo dos raios X

difratados pelo analisador.
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Figura 4.3 — Pastilha de amostra no porta-amostra de teflon.

Figura 4.4 — Disposicdo geométrica do filme de Mylar, porta-amostra e
detector no interior da camara XRD1.

4.6. Espectro de Emissao

A energia do feixe de raios-X monocromatico foi previamente selecionada por
meio de dispositivos que antecedem a camara de espalhamento XRD1, na linha de
luz D12A. Inicialmente foram feitos testes de focalizagdo entre o analisador e o
detector e de posicionamento dos detectores de modo a observar ambas as linhas
espectrais KB13 e KBz 5 do cromo metalico, dos compostos de cromo e das proprias
amostras de plantas. O numero total de intervalos ou de passos que cobrem o
espectro do cromo, contendo as linhas K13 e KpB2s, foi ajustado a 100 passos,

sendo 30 para fazer a varredura na regido do pico KB13 e 70 para a regido do pico
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KB25. Cada passo do sistema corresponde a uma energia especifica do raio-X
difratado ou selecionado pelo analisador, de acordo com a lei de Bragg, cujos fotons
sdo registrados pelo detector e visualizados através de um buffer multicanal
acoplado a eletrénica padrao, na forma de um espectro de emissao.

ApOs os testes preliminares, foi selecionado o tempo de 100 segundos em
cada posig¢ao da configuragdo amostra-analisador-detector para construir o espectro
da regiado da linha espectral KB, 5 devido a baixa estatistica, enquanto que o tempo
foi de 5 segundos para a regido do KBq3. Cada varredura de um espectro de
emissao da amostra foi feita em aproximadamente 2 horas, tempo suficiente para

mostrar as linhas espectrais de interesse no espectro das amostras das raizes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Influéncia do pH no Estado de Oxidagao do Cromo

Realizou-se o levantamento da curva de calibragdo do espectrémetro de
absorcao atomica (AAS) a partir de solugdes diluidas de cromo, na faixa de
concentracdo entre 0,1 e 20,0 mgL'1. Obteve-se a curva de calibracdo do

espectrémetro UV-Vis, como mostrado na Figura 5.1.
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Figura 5.1 - Resposta da absorbancia como fung¢ao da concentracao de Cr(lll).

Usando a curva de calibracdo do UV-Vis, determinou-se a concentracao de
Cr(lll) complexado com EDTA presente em cada amostra onde houve a variagdo do
pH, que inicialmente continha somente Cr(VI). Os resultados obtidos encontram-se
na Tabela 5.1, sugerindo que ndo houve uma reducgao significativa na concentragao
inicial do Cr(VI) nas solugdes hidropdnicas onde variou-se o pH. Por subtracdo da
concentragdo do Cr(lll) daquela de cromo total, foram determinadas as
concentragdes de Cr(VI), apresentadas na Tabela 5.2. Isto € um indicativo que n&o
houve a reducdao do estado de oxidagcdo do cromo, devido ao efeito do pH da

solucao hidropdnica.
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Tabela 5.1 - Concentracao de Cr (lll) em solugbes com variagao de pH.

pH da solugao Absorbancia’ Concentragéao de Cr(lll) (mgL'1)
3,03 0,012 <04
3,51 0,012 <04
4,04 0,010 <04
4,57 0,011 <04
5,05 0,011 <04
5,54 0,011 <04
6,11 0,012 <04

" Medido por UV-vis

Tabela 5.2 - Cromo total, Cr(lll) e Cr(VI), em mgL™, em diferentes pH.

pH da amostra Cr total’ Cr(ln? cr(viy®
(mgL™) (mgL™) (mgL™)

3,03 3.2(1) <04 2,8<

3,51 34 (1) <04 3,0<

4,04 3,3 (1) <04 2,9<

4,57 3.2 (1) <04 2,8<

5,05 3,3(1) <04 2,9<

5,54 3.2(1) <04 2,8<

6,11 3,3(1) <04 2,9<

" Obtido por AAS
2 Obtido por UV-vis
% Subtracgdo de Cr(lll) do Cr total.

Durante o experimento, o pH da solucdo hidropbnica foi monitorado e
permaneceu na faixa de 3,0 a 6,0, como apresentado na Tabela 5.3. Nessas
condigdes de pH, nao é esperado acontecer a redugao do Cr(VI) para Cr(lll) durante

o experimento de biossorgcdo/bioacumulacao pelas trés espécies de macrofitas.

Tabela 5.3 - pH da solucdo de cultivo das macrofitas aquaticas.

Macrofita Estado de Oxidagdo pH 'na montagemdo pH ' no momento da
do Cromo que foi experimento coleta
tratada
Pistia stratiotes 11 3,74 (03) 4,33 (09)
VI 3,79 (07) 6,49 (36)
Salvinia auriculata 11 3,73 (01) 5,05 (67)
VI 3,78 (07) 4,90 (76)
Eicchornia crassipes [l 3,76 (04) 4,90 (33)
VI 3,63 (07) 3,76 (04)

"Média calculada sobre uma triplicata experimental.
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5.2. Reducao dos Espectros de Emissao Cr-Kf3

Na Tabela 5.4 sado apresentados: a relacdo de amostras irradiadas, bem
como os parametros de aquisicdo de cada espectro de emissdo, indicando o
intervalo das posi¢cdes do analisador e detector dentro do circulo de Rowland, o
tempo de irradiagdo em cada posicdo, e o numero total de posi¢cdes do sistema
analisador-detector para conformar cada espectro de emissdo em torno das linhas

espectrais KB13 e KBz 5.

Tabela 5.4 - Condicbes experimentais de irradiacio.

Amostra Tratamento Scan Intervalo Tempo (s) Observagao
S. auriculata 3 mgL™" Cr(llN) 1 30 5 KB13
2 70 50 KBzs
P. stratiotes 3 mgL™” Cr(lll) 3 30 5 KB13
4 70 50 KB2s
E. crassipes 5 mgL'1 Cr(lll) 5 30 5 KB13
6 70 50 KB2s
3 mgL™” Cr(VI) 1 70 100 KB2s
S. auriculata 4 100 5 KB1s + KBz2s
7 70 100 KB2s
P. stratiotes 3 mgL™” Cr(VI) 2 70 100 KB2s
5 100 5 KB1s + KB2s
8 70 100 KB2s
E. crassipes 5 mgL"1 Cr(V1) 3 70 100 KB2s
6 100 5 KB13 + KB2s
9 70 100 KB2s
Mistura 90mg matriz + 3mg de Cr,O3; + 7mg de CrO; 4 30 5 KB13
5 70 30 KBzs
Mistura 90mg matriz + 5mg de Cr,03; + 5mg de CrO; 6 30 5 KB13
7 70 30 KB2s
Mistura 90mg matriz + 7mg de Cr,0O; + 3mg de CrO; 8 30 5 KB13
9 70 30 KBzs
Cr,03 100% Cr;03 4 30 2 KB13
5 70 20 KB2s
Mistura 90% Cr,0;3 + 10% CrOs 6 30 2 KB13
7 70 20 KBzs
Mistura 70% Cr,0;3 + 30% CrO; 8 30 2 KB13
9 70 20 KB2s
Mistura 50% Cr,03; + 50% CrO3 11 30 2 KB13
12 70 20 KB2s
Mistura 30% Cr,03 + 70% CrOs 13 30 2 KB13
14 70 20 KB2s
Mistura 10% Cr,0; + 90% CrOs 15 30 2 KB13
16 70 20 KB2s
CrO; 100% CrO; 17 30 2 KB13
18 70 20 KB2s
Cr metalico cr 17 30 1 KB1s
18 70 10 KB2s

E importante ressaltar que o tempo de irradiagdo das amostras de Cr°, Cr,05

e CrOj, foi relativamente menor se comparado aquele das amostras de raizes de
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plantas. Isso porque a concentragdo de cromo nos 6xidos ou no cromo metalico €
bem maior do que a concentragcdo na raiz da planta. Entdo, para obter um bom
espectro do cromo nas raizes, foi necessario um tempo de irradiacdo maior, da
ordem de algumas horas. Visto que a intensidade da linha espectral Kp,s € bem
menor que a da K1 3, foi necessario aumentar o tempo de irradiagdo em um fator de
quase 40.

Através do software ”SpecReader”, desenvolvido pela equipe técnica do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (ANEXO ), foram selecionados os
parametros: Sba, monitor e detector, que fornecem as informagdes da posi¢cao do
analisador, do monitoramento da intensidade do feixe inicial e da intensidade dos
raios-X vindos do analisador. Usando o software Origin®, versdo 8.0, foram
manipuladas as informagdes do analisador (Sba), do monitor e do detector. O
conjunto de dados dos detectores (monitor ou detector) como fungédo da posigcao do
analisador (sba) conforma um espectro de emisséo de raios X, na regido das linhas

espectrais KB do cromo.

5.2.1. Calibragao em Energia

Das informagbes de geometria do analisador (deslocamento angular a cada
passo do motor de passos) e do angulo de Bragg para quase retro-difragdo do
comprimento de onda da linha espectral principal do cromo (85,824°), foi possivel
converter cada posicdo do motor de passos do analisador (Sba) no seu
correspondente valor em energia (eV), através da equagao 5.1.

8,85

3600’
6, =2,458x107 -[x, — x]+ 85,824°

0, =[x, —x] +0,

Equacgao 5.1 — Conversao de passos do analisador em posi¢coées angulares.

no qual g, =85,824°, que é o angulo de Bragg do analisador para a energia da linha
KpB1,3 do cromo metalico; x, € a posicdo do analisador, em passos, para a linha KB4 3

do cromo metalico; e xsao os passos do analisador, ou seja, os valores da coluna
Sba.
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Cada deslocamento dado pelo motor-a-passo corresponde a girar o
analisador em 8,85 segundos de arco. A primeira parte da Equacdo. 5.1 faz a
conversao de passo do analisador em posi¢ao angular.

Para obter o valor correto de X,, foi necessario ajustar dois picos gaussianos

a linha espectral K13 do cromo metalico, conforme mostrado na Figura 5.2. O valor

encontrado foi x, =1.189,97, correspondente a energia E, =5946,71-eV .
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Figura 5.2 - Ajuste de dois picos Gaussianos no entorno da linha KB4 3 do Cr°.

Em seguida, as posi¢gdes angulares do analisador foram convertidas em

energias, usando as Equagdes 3.4 e 3.5, resumidas na Equacgao 5.2.

E(x)= E(x,)-sen(d,)  _ 5946,71-eV -sen(85,824)
) sen[(x - X)- 8,85 + 0, j ) sen((x — X)- 8,85 +85,824j
‘ 3600 ° ’ 3600

Equacao 5.2 - Conversao de posicédo angular do analisador em energias (eV).

sendo, 6, =85,824"0 angulo de incidéncia do feixe espalhado para selecionar,
através do analisador, a linha espectral Kp,; do cromo metalico (E, =5946,71-eV ),

e X, =1.189,97 a posicdo da mesma linha espectral no espectro de emisséo.
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5.2.2. Normalizagao Relativa a Intensidade de Raios-X Incidente

O fluxo de fétons monoenergéticos da linha de luz ndo era constante ao longo
do tempo de irradiacdo. Sendo assim, foi posicionado na cdmara de espalhamento
XRD1 um detector XRT-100, cuja funcdo foi monitorar o fluxo de raios-X
monocromatico (6,1 keV) incidente na amostra.

Com o auxilio do software “Origin® 8.0”, na funcdo “Smoothing, Adjacent
Averaging”, foi feita a suavizagéo do espectro do monitor, com a média de 6 pontos
adjacentes (Figura 5.3), com o intuito de n&o introduzir nos espectros de emissao as
flutuagbes das contagens do monitor quando se fizer a correcdo dos espectros de

emissao pela intensidade do feixe incidente.

; —+— Monitor

305000 - Media de pontos adjacentes

300000 -
S
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Figura 5.3 - Suavizado do espectro do monitor da intensidade do feixe de raios-X
monocromaticos incidente na amostra e seu “suavizado”.

Em cada posi¢gédo (em passos ou energia) do “sba”, a intensidade dos raios X
coletados pelo detector foi normalizada em relacdo a intensidade suavizada do
detector monitor, gerando-se entdo um novo espectro com o eixo das intensidades

normalizadas, portanto, sem unidades como mostrado na Figura 5.4.
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Este mesmo procedimento foi feito para cada espectro das trés espécies de
macrofitas analisadas, tanto aquelas cultivadas com Cr(lll) quanto as cultivadas com
Cr(VI).

salvinia - cré+

Intensidade Mormalizada (u.a.)
o

0,01 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
5940 5950 5960 5970 5980 5990 6000 6010 6020

Energia (eV)

Figura 5.4 — Espectro Cr-K da Salvinia auriculata tratada com Cr(V1).

5.2.3. Subtracao do Efeito Matriz

Quando se irradia plantas com raios-X, além do espalhamento do metal
adsorvido por ela, ocorre também o espalhamento elastico/inelastico da parte
organica que a compde. Para a retirada dessa contribuicdo da matriz no espectro da
planta, e permanecer apenas o espectro do metal, foi necessario fazer a subtragao
do espectro da matriz em cada um dos espectros.

Ao comparar os espectros dos compostos de cromo ou cromo metalico com
aqueles das plantas tratadas [Cr(lll) ou Cr(VI)] percebeu-se que havia uma
contribuicdo indesejavel da parte organica da planta por baixo da linha espectral

KB2,5, que foi chamado como efeito matriz nos espectros das plantas.
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Com a irradiacdo de uma amostra de planta, sem tratamento com cromo,
obteve-se um espectro, apresentado na Figura 5.5, que apresenta apenas o

espalhamento da parte organica da planta, o que se chamou de “efeito matriz”.
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Figura 5.5 - Espectro de espalhamento de raios-X na matriz da planta.

Com o intuito de reduzir os dados experimentais sem contribui¢cdo espuria, foi
feito um procedimento de subtragcdo da contribuicdo da matriz que permitir isolar a
contribuigdo somente do metal adsorvido ou acumulado nas raizes de cada planta.
Para tanto, a regido do espectro pouco acima da linha espectral KB, s foi isolada e
sua forma foi suavizada, fazendo um ajuste por uma fungdo gaussiana cujo
centréide naturalmente ficava abaixo da linha KB, 5. Feito isto, a fungao de ajuste foi
subtraida de cada espectro, como mostrada na Figura 5.6, permitindo isolar o

espectro de emissdo do Cromo.
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Figura 5.6 - Espectro Cr-K3 com e sem efeito matriz.

Pode-se perceber que no espectro de emissdo, apos a subtragdo, ainda
possui uma contribuigdo intrinseca ao cromo, devido ao fato que no momento que
ocorre a excitagdo dos atomos de Cr pela radiagdo monocromatica incidente (6.1
keV), ha uma contribuicdo esperada relativo ao comportamento da se¢cao de choque
de ionizacdo do atomo a qual possui uma descontinuidade em torno de 6.0 keV
(Figura 3.13). Tal contribuigdo transfere esse deslocamento da linha de base do

espectro, levando o espectro abaixo da linha espectral KB, 5 acima do esperado.

5.2.4. Subtracao do Efeito da Borda de Absorgao do Cromo

Com o intuito de subtrair a contribuicdo da borda de absor¢ao de radiacdo

durante a ionizagdo do cromo, foi necessario obter o espectro de absorcdo do

cromo, como mostrado na Figura 5.7, cuja borda de absorcdo do Cromo é extraida

pela derivada do espectro de absorc¢éao (Figura 5.8).
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Borda de absorgao do Cr (lll) (Cr203)
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Figura 5.7 — Espectro de absorgéo do cromo.
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Figura 5.8 — Derivada do espectro de absorgao do cromo.

O efeito da borda de absor¢ao do cromo em seu espectro de emissao nao é

tdo acentuado como em seu espectro de absorcao (Figura 5.6). Porém, é de forma
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mais suave, como observada na Figura 5.6. Por esse motivo, foi modelado tal efeito
por uma fungdo suave do tipo escaldo, cuja energia do ponto central da regido de
descontinuidade foi associada a energia da borda de absorgédo. O degrau do escalédo
foi descrito de forma suave pela fungao descrita pela Equagao 5.3, cuja largura em
torno da borda de absorgdo corresponde aproximadamente a largura do pico da

derivada da borda de absorc¢ao.

h

f(E)=h, - =
1+exp(—2 )
w

Equacao 5.3 - Funcao Escalao utilizada para subtragdo da borda de absorgao.
sendo hp a linha base mais alta e h é a diferenca entre a linha base mais alta e a

mais baixa do pico KB.s; Eas a energia da borda de absorgdo; e w a largura

estimada da borda de absorgéo, conforme indicado na Figura 5.9.
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Figura 5.9 — Representacéo da borda de absorgéo pela fungao escaléo.

Na Figura 5.9 pode-se visualizar a contribuicdo da borda de absor¢do ao
espectro de emissao na linha espectral KB, 5 que traz informag¢des sobre o estado de

oxidacdo em que se encontra o metal na planta.
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Os parametros hy e h variam para cada espectro. Ja Eaps € w sdo fixos para
todos os espectros.

Ap06s ter determinado todos os parametros da Fungao Escaldo, subtraiu-se a
mesma do espectro da planta tratada com metal, ja subtraido previamente o efeito
matriz. Na Figura 5.10 pode ser visto um espectro onde foi subtraida a borda de

absorcao.

0,01500

= Int_norm s/matriz suav
0,01300 -
—=—F. escaldo
0,01100 -
Int_norm s/ matriz s/ borda

0,00900 -

0,00700 -
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Intensidade normalizada (u.a.)

0,00100 -

5960 5960 5970 5980 5990 6000 6010 6020 6030
-0,00100

Energia (eV)

Figura 5.10 — Espectro Cr-K3 com e sem efeito da Borda de Absorgéo.

Dessa maneira, os espectros apresentam-se sem a contribuicdo da matriz e
da borda de absorcdo, estando na forma adequada para extrair as intensidades das
areas de cada linha espectral, a energia do centréide da linha e sua respectiva

largura.

5.3. Linhas Espectrais Cr-Kp nos Compostos de Cromo
No LNLS foram feitas as irradiagées em pastilhas de cromo metalico (Tabela

5.5), de o6xido de cromo (llIl) (Cr.03) e 6xido de cromo (VI) (CrO3), para serem

usadas como referéncia para as demais analises. Os espectros completos do cromo
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metalico e dos outros dois o6xidos de cromo analisados, com as linhas espectrais
KB13 e KBzs, de cujos espectros foi previamente subtraido o efeito da borda de

absorgao, sao apresentados superpostos na Figura 5.11.
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Figura 5.11 — Superposicdo dos espectros KB do Cr°, Cr,03 e CrOs.

Na Figura 5.11, pode-se observar o deslocamento em energia, tanto em
relacdo as linhas espectrais K13 quanto as Kp,s. Fazendo uma ampliagdo nas
regides das linhas espectrais KB13 e KB25 na Figura 5.10, é possivel visualizar com
mais clareza o deslocamento em energia dessas linhas espectrais quando ha
mudanga no estado de oxidagdo do metal. Essa ampliagcdo € mostrada na Figura
5.12.

Como pode ser observado na Figura 5.12 (a) e (b), o centréide das linhas
espectrais KB13 e KP25 se desloca relativo aquelas do cromo metalico, quando o
cromo se encontra em outro estado de oxidacdo. Esse deslocamento é pequeno na
ordem de poucos €V, 0 que nao seria possivel observar com espectrémetros de
baixa resolu¢cdo, como aqueles tradicionais com resolu¢cdo da ordem de 150 eV. O
espectrometro empregado do tipo High Resolution X-Ray Spectrometer (HR-XRF)
tem se tornado uma ferramenta muito util na especiagdo de metais de transicao

COmMo O cromo.
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Figura 5.12 — Espectros de emisséo do Cr°, Cr,03 e CrO3 na regido da linha
espectral (a) principal KB13 e (b) satélite KBz s.

Para obtencdo dos parametros dessas linhas espectrais, tais como area,
centréide e largura do pico, fez-se um ajuste gaussiano das mesmas. Esses
parametros sdo apresentados na Tabela 5.5. Baseado nesses resultados, a variacao
da energia da linha espectral KBz 5 em relagédo a linha KB4 3 foi calculada através da
Equacgao 5.4. Da mesma forma, a Intensidade Relativa da linha espectral Kp,5 em

relagdo a linha KB4 3 do cromo metalico foi calculada pela Equagao 5.5.
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AE=E

KBs EKﬂl,s

Equacao 5.4 - Variacao da energia da linha espectral KB, 5 em relagdo a KB 3.

I _ I KB, s
relativa —

KBy3

Equacgao 5.5 - Intensidade Relativa da linha espectral KB, 5 em relagdo a KB s,

Tabela 5.5 - Linhas espectrais KB13 e Kp25 para o cromo em diferentes estados de
oxidagéo.

V) Intensidade
Numero i i AE (eV ;
Ud Energia do Energia do FWHM' no FWHM'no Relativa (%)
e K \Y, K \Y
o KBeEV) o KBs(CV) e E Kpis(eV) KpaseV) g,
Oxidacéo Pas —
IKﬂl,S
cr® 0 5946,18 (10) 5988,12 (4) 41,94 (14) 2,83 (10) 5,30 (9) 4,02
Cr,03 11 5947,06 (08) 5985,40 (4) 38,34 (12) 2,89 (14) 4,83(9) 2,47
CrO; Vi 594559 (06) 5990,16 (2) 44,57 (08) 3,40 (10) 4,63 (4) 3,50

' Full Width at Half Maximum (largura do pico & metade da altura).

5.3.1. Linha Espectral KB 3

Para a energia da linha espectral Kpi3, observou-se o0 seguinte
comportamento: E(Cr")>E(Cr’)>E(Cr").

Esse mesmo comportamento foi observado por Tirao et al. (2006) e por lihara
et al. (1993). Ja para a largura desta mesma linha espectral, observou-se a relagao:
FWHM (Cr') > FWHM (Cr"") > FWHM (Cr°).

Estas relacdes podem ser claramente observadas na Tabela 5.5.

A fim de melhor visualizagdo do comportamento da energia e da largura da
linha espectral K313 do cromo, construiu-se o grafico da energia desta linha em
funcdo do numero de oxidagao, e outro da largura em fungdo do numero de

oxidacgao. Estes graficos sdao mostrados na Figura 5.13 (a) e (b), respectivamente.
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Figura 5.13 — (a) Comportamento da energia e (b) da largura da linha espectral Cr-
KB1,3 em fungéo do estado de oxidag&o.

Para o Cr°, a energia da linha KB1 3 encontra-se em 5946,16 eV; para o Cr(lll),
a posigao esta em 5947,06 eV; e para o Cr(VI), a mesma encontra-se em 5945,59
eV. Esses valores da energia obtidos experimentalmente para a linha espectral KB 3
para o cromo em diferentes estados de oxidacao estdo de acordo com os valores
obtidos por Tirao et al., (2006), onde se encontra relatado que a energia para a linha
espectral KBy3 para o Cr°, Cr(lll) e Cr(VI) é de 5946,70 eV; 5947,84 eV; e 5945,97

eV, respectivamente. Comportamento similar foi observado por lihara et al. (1993).
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A largura da linha espectral KpB13 sofreu um acréscimo com o aumento do
numero de oxidacdo do cromo. Essa € uma evidéncia de que tal parametro depende

do estado de oxidagcdo do metal.

5.3.2. Linha Espectral KBz 5

Para a energia da linha espectral KB, 5 e variagdo da mesma, observaram-se
os seguintes comportamentos: E(Cr'")y>E(Cr’) > ECr'™) e
AE(Cr'") > AE(Cr®) > AE(Cr™).

Estas relagcbes estdo de acordo com aquelas apresentadas por Tirao et al.
(2006). Segundo os mesmos, € mais conveniente usar a variacdo da energia da
linha espectral Kp,5 para a caracterizagdo do estado de oxidagdo de compostos
desconhecidos, pois esta € mais sensivel do que aquela que relaciona apenas a
energia da linha espectral Kp s.

Ja para a largura desta mesma linha espectral, observou-se a relagéo:

FWHM (Cr®) > FWHM (Cr") > FWHM (Cr"").

Os gréaficos da energia da linha espectral KB2s em fungdo do estado de
oxidagao do cromo, da largura da linha espectral K25 em fungdo do estado de
oxidagao do cromo, e da intensidade relativa da linha Kp,5 em fungdo do estado de
oxidagao sdo mostrados na Figura 5.14 (a.), (b) e (c), respectivamente.

A energia da linha espectral KB, 5 para o Cr’ encontra-se em 5988,12 eV. Ja
para o Cr(lll), a posicdo desta linha encontra-se deslocada para a esquerda, em
relacdo ao cromo metdlico, estando em 5985,40 eV. E para o Cr(VI), a linha
espectral KB, 5 encontra-se deslocada para a direita, se comparada a mesma linha
do cromo metalico, estando esta na posicdo 5990,59 eV. Esses valores medidos
encontram-se préximos aos observados por Tirao et al. (2006), onde para o cr’,
Cr(lll) e Cr(VI), sdo respectivamente, 5987,72 eV; 5983,08 eV; e 5990,99 eV.
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Figura 5.14 — (a) Comportamento da energia, (b) da largura e (c) da intensidade da
linha espectral Cr-KB25 em fungao do estado de oxidagao.
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5.4. Misturas de Oxidos de Cromo (lll) e (VI)

Foram feitas algumas misturas dos oxidos de cromo (lll) e (VI) (Cr,03 CrOs)
em diferentes propor¢des para verificagao dos parametros relativos a linha espectral
KB2 5 tanto do Cr(lll) quanto do Cr(VI).

Para obtenc&o dos parametros: area, largura da linha espectral e posigao do
centréide, foi feito um ajuste gaussiano para cada mistura contendo diferentes
proporgdes de Cr(lll) e Cr(VI). Esse ajuste gaussiano para as linhas espectrais KBz 5
para cada mistura € mostrado na Figura 5.15.

Apds o ajuste gaussiano da linha espectral KB, s, obtiveram-se os parametros
relativos a mesma, considerando a contribuigdo do Cr(lll) e Cr(VI) em cada mistura.
Estes parametros séo: o centrdide, a largura do pico a metade da altura, (FWHM), e

a area, e sao apresentados na Tabela 5.6.

Tabela 5.6 - Parametros dos picos K25 para as misturas de 6xidos de cromo.

Contribuicao (%) Ajuste Gaussiano (KB;,s) Area (KB2;s)
Cr(lln) Cr(VI)
Cr0s  CrOs —Ccorteide  FWHM  Cenwoide  Fwhm  Coriih - Cr(VD)
(eV) (eV) (eV) (eV)
100 0 5985,40 (4) 4,82 (9) - - 0,290 (6) -
90 10 5985,34 (5) 4,86 (11) 5991,72(5) 1,24(8) 0,275(7) 0,004 (3)
70 30 5985,55 (3) 4,70 (3) 5990,41 (6) 4,16 (7) 0,206 (2) 0,067 (21)
50 50 5985,74 (3) 4,37 (5) 5990,45(3) 3,68(4) 0,143(2) 0,125 (23)
30 70 5987,52 (6) 5,68 (14) 5990,70 (18) 3,46 (6) 0,165(9) 0,128 (8)
10 90 5987,60 (4) 3,47 (12) 5990,72 (14) 3,35(3) 0,080 (7) 0,251 (7)
0 100 - - 5990,16 (2) 4,58 (6) - 0,387 (5)
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Figura 5.15 — Linha espectral Cr-KB, 5 para misturas contendo diferentes proporgdes
de Cr;03 e CrOs. (a) 100% Cr203; (b) 90% Cr203e 10% CrOs; (¢) 70% Cr203 e 30%
CrOs3; (d) 50% Cr03 e 50% CrOg; (e) 30% Cr203 e 70% CrOs; (f) 10% Cr03 € 90%
CrOs3; (g) 100% CrOs.
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5.5. Linhas Espectrais Cr-Kf3 nas Raizes

ApoOs a subtracado dos efeitos da matriz organica e da borda de absorgéao do
cromo dos espectros de emisséo deste nas raizes, foram obtidas as caracteristicas
das linhas espectrais do cromo adsorvido/bioacumulado e seus possiveis estados de

oxidacao ou contribuigdes a linha espectral Cr-Kp2 5.

5.5.1. Salvinia auriculata

O espectro da Salvinia auriculata, cultivada com Cr(VI), foi sobreposto aos
espectros do cromo metalico, 6xido de cromo (lll) e éxido de cromo (VI) para uma
comparagao das linhas espectrais KpB25. Esses espectros superpostos podem ser

vistos na Figura 5.16.
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Figura 5.16 — Linhas espectrais KB, s do Cr°, Cr(lll), Cr(VI) comparadas com a da
Salvinia auriculata tratada com Cr(VI).

O espectro da Salvinia auriculata tratada com Cr(lll) também foi superposto

aos espectros do Cr°, Cr(lll) e Cr(VI). O mesmo é apresentado na Figura 5.17.
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Figura 5.17 — Linhas espectrais KB,5 do Cr°, Cr(lll), Cr(Vl) e da Salvinia auriculata
tratada com Cr(lll).

A semelhanca entre as Figuras 5.16 e 5.17 é bem clara. Analisando-as,
juntamente com os parametros apresentados na Tabela 5.9, observa-se que a
posicdo da linha espectral KB, s encontra-se mais préxima aquela do Cr(lll) (5985,40
eV). Essa evidéncia indica que a maior parte do cromo presente na planta encontra-
se no estado de oxidagao Cr(lll). Por meio dessa observacéo, pode-se dizer que
uma grande parte do cromo adsorvido/bioacumulado pela Salvinia auriculata, que
recebeu Cr(VI), foi reduzido a Cr(lll). Essa observagao torna-se mais evidente
quando se superpde as linhas espectrais KBzs do Cr°, Cr(lll), Cr(VI) e da Salvinia
auriculata tratada com Cr(VI).

Um ajuste gaussiano na linha espectral KB, s forneceu as informagées sobre
os parametros desta linha espectral, tornando possivel a comparacgao entre a planta
que recebeu Cr(lll) durante o cultivo e aquela que recebeu Cr(VI). Comparando-se
os parametros obtidos para a Salvinia auriculata tratada com Cr(lll) com os obtidos
para o cultivo com Cr(VI), percebe-se que ambos se assemelham. A posicdo do

centréide €, praticamente, a mesma, bem como a largura e a area da linha espectral
KB25.

78



Para comparacgao entre os espectros Salvinia auriculata cultivada com Cr(lll)
e com Cr(VI), ambos sédo apresentados em uma mesma figura, conforme a Figura
5.18.
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Figura 5.18 — Linhas espectrais KB, 5 da Salvinia auriculata cultivada com Cr(lll) e
Cr(V).

Na Figura 5.18 é possivel perceber que as linhas espectrais Kp,,5 da Salvinia
auriculata, tanto aquela que recebeu Cr(lll) durante o cultivo , como aquela que
recebeu Cr(VI), estdo localizadas na mesma regido. Pode-se dizer entdo que, nos
dois casos, o cromo possivelmente encontra-se no mesmo estado de oxidagao na

raiz da planta.

5.5.2. Pistia stratiotes

A superposicao dos espectros da Pistia stratiotes cultivada com Cr(VI) e os

espectros do Cr, Cr(lll) e Cr(VI) é mostrada na Figura 5.19.
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Figura 5.19 — Linhas espectrais KB, 5 do Cr°, Cr(lll), Cr(VI) e da Pistia stratiotes
tratada com Cr(VI).

O espectro da Pistia stratiotes tratada com Cr(lll) também foi superposto aos

espectros do Cr°, Cr(lll) e Cr(VI), para comparagao, e € apresentado na Figura 5.20.
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Figura 5.20 — Linhas espectrais KB, do Cr°, Cr(lll), Cr(VI) e da Pistia stratiotes
tratada com Cr(lll).
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A Figura 5.20 mostra a linha espectral Kp, s da Pistia stratiotes cultivada com
Cr(VI) (linha na cor verde). E visivel que o centréide dessa linha espectral (5983,64
eV) encontra-se proximo ao centréide da linha espectral KB, s do Cr(lll).

Comparando-se as Figuras 5.19 e 5.20, percebe-se nitidamente uma grande
semelhanga entre as linhas espectrais KB, s da Pistia stratiotes que recebeu Cr(lll) e
daquela que recebeu Cr(VI) durante o cultivo. E para melhor visualizagdo dos
espectros da Pistia stratiotes tratada com Cr(lll) e Cr(VI), juntou-se ambos na Figura
5.21.

Um ajuste gaussiano das linhas espectrais KB,s forneceu os parametros
apresentados na Tabela 5.9. Pela comparacdo entre os pardmetros das linhas
espectrais KBos para a Pistia stratiotes cultivada com Cr(lll) e Cr(VI), percebe-se
grande semelhanga entre ambos, principalmente em relagéo a posi¢ao do centroide

e a largura do pico.
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Figura 5.21 - Linhas espectrais KB, 5 da Pistia stratiotes cultivada com Cr(lll) e
Cr(VI).

Por meio da Figura 5.21, observa-se que as linhas espectrais Kp, 5 da Pistia
stratiotes que foi cultivada com Cr(VI) ou com Cr(lll) sdo semelhantes. Por meio

dessas observagdes é possivel dizer que a Pistia stratiotes fez a reducdo, se nao
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totalmente, da maior parte do Cr(VI) que recebeu durante o processo de
bioacumulagao.
5.5.3. Eicchornia crassipes

A superposi¢ao dos espectros da Eicchornia crassipes cultivada com Cr(VI) e

os espectros do Cr°, Cr(lll) e Cr(VI) é mostrada na Figura 5.22.
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Figura 5.22 — Linhas espectrais KB, do Cr°, Cr(lll), Cr(VI) e da Eicchornia crassipes
tratada com Cr(VI).

Foi feita também a superposicdo dos espectros da Eicchornia crassipes
cultivada com Cr(lll) e os espectros do Cr°, Cr(lll) e Cr(VI1), que é mostrada na Figura
5.23.
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Figura 5.23 — Linhas espectrais KB, do Cr°, Cr(lll), Cr(VI) e a Eicchornia crassipes
tratada com Cr(lll).

A Figura 5.23 mostra que a linha espectral KB,5 da Eicchornia crassipes
cultivada com Cr(VI) apresenta um centrdide na posi¢cao 5984,48 eV, que € bem
proximo aquele do Cr(lll).

Novamente, comparando-se as Figuras 5.21 e 5.22, nota-se grande
semelhanga entre elas, principalmente quanto a posicdo do centroéide. Para melhor
comparagao, a Tabela 5.8 apresenta os parametros obtidos por meio de um ajuste
gaussiano das linhas espectrais KB25 para aquela que foi cultivada com Cr(VI) e
aquela que recebeu Cr(lll) durante o cultivo.

Pela comparagdo entre os parédmetros das linhas espectrais Kpys da
Eicchornia crassipes cultivada com Cr(lll) e Cr(VI), percebe-se grande semelhanga
entre eles. A largura do pico para a Eicchornia crassipes que recebeu Cr(VI) durante
o tratamento é maior. Na posicao caracteristica da linha espectral KB, 5 do Cr(VI) ha
um alargamento na referida linha da Eicchornia crassipes. Isso indica que ainda ha
Cr(VI) presente na amostra. Porém, a maior quantidade é de Cr(lll), pela posicao da
linha espectral KBy s.

A Figura 5.24 mostra a superposi¢cdo dos espectros da Eicchornia crassipes
cultivada com Cr(lIl) e Cr(VI).
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Figura 5.24 - Linhas espectrais KBz 5 da Eicchornia crassipes cultivada com
Cr(lll) e Cr(VI).

A Figura 5.24 mostra que os centréides da linha espectral KB, s coincidem,
evidenciando que o Cr(VI) foi reduzido a Cr(lll) pela planta, encontrando-se no

menor estado de oxidacao.

5.5.4. Comparacao das Intensidades Relativas das Linhas Cr-Kj

Com o objetivo de comparar a eficiéncia das macrofitas aquaticas em estudo,
fez-se um grafico da Intensidade Relativa da linha espectral Kp,s, obtida pela

Equagédo 5.5, para cada espécie de planta, onde a IKp, refere-se a planta,
enquanto que a 1K, jrefere-se ao Cr°, conforme apresentado na Figura 5.25.

Na Figura 5.25, verifica-se que a intensidade relativa da linha espectral KB, s &
independente do tipo de planta, pois essa grandeza € um parametro intrinseco do
cromo que pode ser associado a probabilidade de transicido eletronica relativa entre
as linhas espectrais KB25 e KB13. A Tabela 5.7 apresenta os parametros da linha

espectral KB, s das macrdfitas que foram tratadas com cromo (lll) e (VI).
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Figura 5.25 — Intensidade relativa da linha espectral KB, 5 em fungdo das macrofitas
aquaticas cultivadas com Cr(lll) e Cr(VI).

Tabela 5.7 - Parametros da linha espectral Kp,5 do cromo nas macrofitas tratadas
com cromo (Ill) e (VI).

Espécie tr:ti:r% ::to Area do pico Centréi((;t\el )do pico FWHI\(IIef\JIt)) pico
S. auriculata Cr-lll 0,0121 (5) 5982,84 (11) 5,30 (02)
Cr-Vi 0,0111 (3) 5982,86 (08) 5,50 (02)
P. stratiotes Cr-lll 0,0128 (2) 5983,64 (08) 6,87 (02)
Cr-Vi 0,0101 (2) 5983,30 (08) 6,61 (02)
E. crassipes Cr-lll 0,0131 (3) 5983,62 (08) 6,87 (02)
Cr-Vi 0,0124 (3) 5984,48 (12) 9,25 (15)

E importante ressaltar que, aparentemente, para todas as plantas, ha um
pequeno deslocamento em energia para a esquerda da linha espectral Kp,5 em
relacdo aquela do Cr(lll) do 6xido. Isso se deve ao fato de que, para obtencéo do
espectro do Cr(lll) utilizou-se 6xido de cromo (lll) (Cr203), que tem o oxigénio como
ligante. Segundo SAFONOV (2006), dependendo de qual elemento esteja ligado ao
cromo, ha um deslocamento em energia bastante evidente, principalmente da linha
espectral KB”, e um pouco menos evidente da linha Kpys. Dessa forma, é bem
provavel que, no interior da planta, os ions cromo nao estejam se ligando apenas ao

oxigénio, e sim a outros elementos, tais como enxofre existente na fitoquelatina, ou
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outros elementos que seriam ligantes na planta. Para confirmacéo de tal hipétese,
seria necessaria uma investigagdo sobre os mecanismos que envolvem a
adsorg¢ao/bioacumulacéo do metal nas plantas e os ligantes que existem na planta.

Para todas as plantas a largura da linha espectral Kp, 5 mostrou-se maior se
comparada as dos 6xidos. E pouco provavel que esse aumento na largura da linha
se deva a possibilidade de haver cromo em estados de oxidagao intermediarios (IV e
V) no interior da planta no momento da coleta. Isso porque esses estados de
oxidagao nao sao estaveis. Uma possivel explicagdo para esse alargamento da linha
espectral KB2s € que, como dito anteriormente, a linha espectral KB, 5 pode sofrer
um pequeno deslocamento em energia, dependendo de qual elemento esteja ligado
ao metal. Na célula da planta, devem existir varios tipos de radicais que servem de
ligante para o cromo. Se os ions metdlicos do cromo se ligarem em radicais
diferentes, o resultado sera mais de uma linha espectral Kp,5 (uma para cada tipo
de ligante), e com pequenos deslocamentos em energia para cada uma delas. Como
a resolugdo do analisador ndo permite fazer a distingdo entre elas, pois esse
deslocamento é bastante pequeno, o que se percebe é um pico alargado. No caso
da Eicchornia crassipes que foi tratada com Cr(VI), o alargamento da linha espectral
KB2,5 na regido de 5990 eV pode ser uma contribuicdo do Cr(VI) que ainda nao foi
reduzido.

Estas observacbes indicam que as macréfitas aquaticas estudadas foram
capazes de reduzir o estado de oxidacdo do cromo, da sua forma mais toxica
(hexavalente) para uma menos tdxica (trivalente). E bem provavel que o mecanismo
envolvido no processo de absorgao/adsorcdo do metal pela raiz e transporte do
mesmo para as outras partes da planta seja semelhante para as trés espécies de
macrofitas estudadas. Ou seja, a redugdo ocorre nas raizes, e entdo o metal é

translocado para as demais partes da planta ja na sua forma reduzida.

5.6. Misturas Contendo Matriz e Oxidos de Cromo (lll) e (VI)
A fim de determinar, de forma qualitativa a concentragao de cromo depois de

bioacumulado pela planta, em nivel de comparacéao, fez-se a mistura de 90mg de

matriz organica com os oxidos Cr,03 e CrO3 em diferentes proporgdes. A Tabela 5.8
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apresenta as propor¢coes de cada mistura, e a porcentagem de Cr(lll) e Cr(VI)
presente em cada amostra.

Para essas misturas foi feito também um ajuste gaussiano da linha espectral

KB2s. O ajuste para cada mistura pode ser visto na Figura 5.26 e os parametros
obtidos por este sao apresentados na Tabela 5.9.

Tabela 5.8 - Propor¢des das misturas de 90mg de matriz e Cr(lll) e Cr(VI).

Mistura Matriz (mg) Cr,0; (mg) galr;;'(?/oe) CrO; (mg) gz\r;ﬁ'(f,l/oe)
1 90 3 2,05 7 3,64
2 90 5 3,42 5 2,60
3 90 7 4,79 3 1,56

Tabela 5.9 - Parametros dos picos KB25 para as misturas de 90mg de planta e
oxidos de Cr(lll) e Cr(VI).

Contribuigao(%) Ajuste Gaussiano (KB.s) Area (KB.;s)
Cr(lln Cr(VI)
Crl) — CrV  —Centréide FWHM  Centréide  FWHM Cr(i Cr(vl)
(eV) (eV) (eV) (eV)
2,05 3,64 5984,81 (02) 2,82 (5) 5989,08 (03) 4,91(04) 0,022 (15) 0,056 (1)
3,42 2,60 5985,78 (04) 4,38 (7) 5990,42 (07) 3,24 (11) 0,055(10) 0,018 (9)
4,79 1,56 5985,56 (10) 4,47 (2) 5989,11 (15) 0,57 (07) 0,081 (04) 0,005 (1)

Com a area da linha espectral KB25 e a concentracdo de cromo presente em
cada amostra, construiu-se o grafico da area da referida linha em fungdo da

concentracao de Cr(lll), que é apresentado na Figura 5.27.
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Figura 5.26 - Linha espectral Cr-K[3, 5 para misturas contendo 90mg da macrdfita
Salvinia auriculata e diferentes proporgdes de Cr(lIl) e Cr(VI). (a) 2,05 mg de Cr(lll) e
3,64 mg de Cr(VI); (b) 3,42 mg de Cr(lll) e 2,60 mg de Cr(VI); (c) 4,79 mg de Cr(lll) e
1,56mg de Cr(VI).
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Por apresentar um melhor coeficiente de correlagao linear, utilizou-se o
grafico da area da linha espectral KB25 em fungao da concentragéo de Cr(lll) para a
determinacao da concentragdo do cromo nas amostras das plantas cultivadas com o
metal nos estados de oxidagao (lll) e (VI). As concentragbes determinadas sao

apresentadas na Tabela 5.10.

Tabela 5.10 - Concentragdo de cromo acumulado nas macrofitas aquaticas.

Espécie Tipo de tratamento Area Cr acumulado (%)
Salvinia auriculata Cr-lll 0,0121 1,12
Cr-Vi 0,0111 1,02
Pistia stratiotes Cr-lil 0,0128 1,20
Cr-Vi 0,0101 0,94
Eicchornia crassipes Cr-lll 0,0131 1,22
Cr-Vi 0,0124 1,15

Os dados apresentados na Tabela 5.10 mostram que as plantas acumularam
cerca de 1,0% (equivalente a 10* ugg™ de biomassa seca) de cromo durante 27 dias
de experimento. Levando em conta que a quantidade de umidade removida na
secagem das raizes foi da ordem de 94%, pode-se dizer que a concentragcdo de
cromo na biomassa Umida (raizes) foi de 0,06 %:; ou seja, 600 pgg™' de raiz Umida.
Os dados apresentados na Tabela 5.11, mostram a concentracdo inicial de ions de
cromo que cada espécie recebeu durante o processo de bioacumulagédo. Apresenta
também a massa das raizes de cada planta depois da coleta das mesmas, e a
massa de cromo acumulada por cada uma delas durante o experimento. Depois de
alguns calculos, utilizando a Equacgao 5.6, foi possivel determinar a concentragéo
aproximada de cromo nas raizes das plantas estudadas, e conhecer a porcentagem

de remocao de cromo da solugao inicial realizada por cada uma delas.

m,_ (mg).6.107>(mg)

remocao(%) = ( S(LC.(mg/L)

).100

Equacgao 5.6 — Calculo da porcentagem de cromo removido pelas macrdfitas.
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no qual m, é a massa da raiz da macrofita, C, € a concentracgo inicial de cromo na

solucao de cultivo, 5 litros € o volume da solugao de cultivo em cada recipiente, e

6.10 é a concentragdo de cromo na raiz Umida.

Tabela 5.11 — Remocéao de cromo pelas macroéfitas aquaticas estudadas.

Concentragao . Massa de Concentragao
L g Massa da raiz . - = /o
Espécie Inicial de (@) cromo naraiz de cromo naraiz Remocao (%)
Cromo (mgL'1) 9 (mg) (mgL'1)
E. crassipes 5,0 36-40 21-24 4,3-4,8 86-98
S. auriculata 3,0 16 9,5 1,9 64
P. stratiotes 3,0 22 13,2 2,6 88

Os valores apresentados na Tabela 5.11 indicam que as macréfitas aquaticas
possuem um enorme potencial de remocdo de cromo, € o bioacumula nas suas
raizes. Este fato mostra que as trés espécies de macréfitas podem ser utilizadas
como fitorremediadoras de efluentes contaminados por cromo, pois convertem o
cromo de uma forma téxica (hexavalente) para outra menos toxica (trivalente), e

apresentam grande eficiéncia na remog¢ao do mesmo.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1. Conclusoes

O estudo da influéncia do pH no estado de oxidacdo do cromo na solugao de
cultivo das plantas mostrou que independente do pH acido, o Cr(VI) ndo sofre
reducdo na solucao nutritiva onde as macréfitas foram cultivadas, indicando que a
reducgao do Cr(VI) ocorre no interior da planta.

A Espectroscopia de Raios-X de Alta Resolugcdo em Energia (HR-XRF)
mostrou-se uma poderosa ferramenta na analise do estado de oxidagdo do cromo
nas macrofitas aquaticas Salvinia auriculata, Pistia stratiotes e Eicchornia crassipes.
A posicdo em energia das linhas espectrais KB” e KB,s5 trouxe informagdes do
estado de oxidagdo do metal. Por meio da técnica HR-XRF, com resolugdo do
analisador de 1,6 eV, foi possivel observar a separacédo dessas linhas, e identifica-
las.

Para comparagao das linhas espectrais do cromo adsorvido/bioacumulado
pelas plantas, fez-se a irradiagao dos oxidos de cromo (lIl) e (VI) (Cr,03 e CrO3) e
cromo metalico, para serem usados como padrdes. Os resultados das analises de
tais linhas espectrais estdo de acordo com os apresentados na literatura.

Através da superposicdo dos espectros das plantas cultivas com Cr(lll) e
Cr(VI), e também dos padrdes de cromo, verificou-se que as linhas espectrais das
macrofitas cultivadas com Cr(VI) foram semelhantes as daquelas cultivadas com
Cr(lll).

A posi¢ao em energia para ambas as estruturas espectrais era a mesma, bem
como a area e a largura da linha espectral quando comparadas na mesma espécie
de planta. Quando comparadas aos padrdes de cromo, também se mostraram
semelhantes aquela do Cr(lll), e bastante distintas daquela de Cr(VI). A Salvinia
auriculata e a Pistia stratiotes apresentam a largura da linha espectral KBgs
semelhante. Ja a Eicchornia crassipes apresentou a linha espectral KB, s bem mais
alargada.

O aumento na largura das linhas espectrais KB, 5 do cromo nas raizes das
plantas em relagdo a mesma linha dos 6xidos de cromo se deve ao fato de que o

cromo deva estar se ligando a outros elementos na planta, que nao seja o oxigénio,
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resultando em varios picos com pequenos deslocamentos em energia, e que pela
superposi¢cao de linhas espectrais vindas de estruturas moleculares ligadas ao
Cromo, deve-se esperar um pico bem alargado.

Através das amostras das misturas de matriz organica e éxidos de cromo (lll)
e (VI) em diferentes propor¢des, foi possivel determinar, a concentracdo de cromo
adsorvido pela macrofita. Os valores encontrados sdo condizentes com o0s
reportados na literatura, mostrando que as macrofitas aquaticas Salvinia auriculata,
Pistia stratiotes e Eicchornia crassipes sdo bioacumuladoras de cromo. Sendo
assim, essas macrofitas podem ser utilizadas, como um método alternativo, para o
tratamento de efluentes contaminados por Cr(lll) ou principalmente, por Cr(VI), uma
vez que as mesmas sdo capazes de bioacumular cromo em suas raizes e folhas e
reduzir o estado de oxidagao do metal, de uma forma altamente toxica para outra

menos toxica.

6.2. Sugestoes

Analisando os resultados obtidos no presente trabalho, observou-se a
necessidade de estudos complementares. Como trabalho futuro, € sugerida uma
simulagcdo em laboratorio, dos possiveis ligantes da planta com o cromo. Para essa
simulagao, seria necessario identificar e, se possivel, isolar cada sitio ativo ao qual o
metal se liga quando em contato com a planta. Depois, em separado, ligar o metal a
esse radical e fazer a analise das linhas espectrais KB” e KB25, como a posigdo em
energia e a largura da linha. Na sequéncia, fazer a comparagdo dos espectros
obtidos com os das plantas que passaram pelo processo de bioacumulagéao.

Outro possivel trabalho seria identificar se o processo de redugao do cromo
ocorre por um mecanismo biolégico ou puramente fisico. Para tal, seria necessario
fazer a adsorcédo de Cr(VI) e Cr(lll) pela biomassa da macréfita morta, nas

concentracdes de Cromo detectadas nas plantas vivas.
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ANEXO

Anexo |

O “SpecReader” € um software que foi elaborado pela equipe técnica do

LNLS, para a leitura e exportacdo dos dados obtidos na irradiagdo das amostras. A

Figura 1 mostra a tela do “SpecReader”.

Scan #13
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Figura 1 — Janela do software “SpecReader”.

A Tabela 1 apresenta como €& o formato do arquivo de saida dos

armazenados para cada scan.
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Tabela 1 - Formato do arquivo de saida de dados armazenados em cada “scan” da
amostra.

#S 2 ascan t 38.9502 42.9502 201

#D Thu Aug 09 11:48:30 2007

#T 1 (Seconds)
#G00000010000005000.10686850-1113.13542 3.13542 0 463.6 838.8
#G1 5.4307 5.4307 5.4307 90 90 90 1.156975216 1.156975216 1.156975216 90 9090 1 1 0 0 -1 0 30.3232 15.1616
89.99999982 1.7 0 0 10.87447001 5.437235006 0 0 0 0 1.540572334 1.190725521
#G2 0

#Q 2.06241 1.6638 2.23119

#P0 80.9639 0 90.000072 7.2 -1.5644e-09 2.217917e-100 0

#P1-16.75 11.719997 89.999999 45 3.5001596 0 18.941578 0.008

#P2 0.94337697 -0.060163488 -0.00089614657 -0.24516753 40.9502 1168 0
#N 9

#L Transl H K L Epoch Seconds C.lon. Monitor Detector

38.9502 2.06241 1.6638 2.23119 678 1 577623 3110 679

39.1502 2.06241 1.6638 2.23119 680 1 577943 3083 706

39.3502 2.06241 1.6638 2.23119 681 1 577805 3150 683

39.5502 2.06241 1.6638 2.23119 683 1 577636 3190 718

39.7502 2.06241 1.6638 2.23119 684 1 577634 3150 727

39.9502 2.06241 1.6638 2.23119 685 1 577603 3064 696

40.1502 2.06241 1.6638 2.23119 687 1 577981 2989 706

40.3502 2.06241 1.6638 2.23119 688 1 577102 3125 703

40.5502 2.06241 1.6638 2.23119 690 1 577709 3101 718

40.7502 2.06241 1.6638 2.23119 691 1 577460 3063 716

40.9502 2.06241 1.6638 2.23119 693 1 577333 3068 655

41.1502 2.06241 1.6638 2.23119 694 1 577526 3154 688

41.3502 2.06241 1.6638 2.23119 696 1 577481 3239 735

41.5502 2.06241 1.6638 2.23119 697 1 577414 3048 670

41.7502 2.06241 1.6638 2.23119 699 1 577428 3190 623

41.9502 2.06241 1.6638 2.23119 700 1 577056 3156 705

42.1502 2.06241 1.6638 2.23119 702 1 577329 3093 710

42.3502 2.06241 1.6638 2.23119 703 1 576758 3150 670

42.5502 2.06241 1.6638 2.23119 705 1 576986 3065 733

42.7502 2.06241 1.6638 2.23119 706 1 577532 3127 681

42.9502 2.06241 1.6638 2.23119 707 1 577207 3123 684
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