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RESUMO

A capacidade das plantas de resistir a metais pesados esta associada ao desenvolvimento de diferentes
ecotipos e estratégias intracelulares capazes de lidar com a prevengdo, tolerncia e desintoxicagdo do
estresse por metais pesados. Este estudo teve como objetivo apresentar os efeitos fisiologicos da
exposi¢do ao cobre e cromo em Eichhornia crassipes, medindo a atividade de enzimas redutoras de
oxidagdo (catalase, ascorbato peroxidase e guaiacol peroxidase). O experimento consistiu na exposicao de
50 individuos da espécie em uma solugdo de cromo III a 150 ppm e cobre II a 150 ppm, por 48 h. A
analise quimica dos metais foi realizada com espectrometria de emissdo atdomica com plasma
indutivamente acoplado; catalase, ascorbato peroxidase e guaiacol peroxidase foram analisados por
método colorimétrico em espectrofotometria. As alteracdes observadas nas atividades enzimadticas
mostram que foi ativado o mecanismo de defesa das enzimas: catalase, ascorbato peroxidase e guaiacol
peroxidase. Observando o comportamento do acimulo de metais e enzimas associadas a atividade das
enzimas, pode-se dizer que Eichhornia crassipes possui um sistema de defesa muito eficiente, o que o
torna mais resistente ao cobre, além de acumulador de cromo nas raizes.

Palavras-chave: peroxidase, fitoquelatinas, polui¢do de agua

ABSTRACT

The ability of plants to resist heavy metals is associated with the development of different ecotypes and
intracellular strategies capable of dealing with the prevention, tolerance, and detoxification of heavy
metal stress. This study aimed to present the physiological effects of exposure to copper and chromium in
Eichhornia crassipes, by measuring the activity of oxidation-reducing enzymes (catalase, ascorbate
peroxidase, and guaiacol peroxidase). The experiment consisted on exposng 50 individuals of specie to a
solution of chromium III at 150 ppm and copper II at 150 ppm, for 48 h. Chemical analysis of the metals
was performed with inductively coupled plasma atomic emission spectrometry; catalase, ascorbate
peroxidase, and guaiacol peroxidase were analyzed by colorimetric method in spectrophotometry. The
observed changes in the enzymes activities show the defense mechanisms of the enzymes were activated
mechanism of the enzymes: catalase, ascorbate peroxidase, and guaiacol peroxidase. Observing the
behavior of metal accumulation, and enzymes associated with the activity of the enzymes, it can be said
that Eichhornia crassipes has a very efficient defense system, which makes it more resistant to copper,
and an accumulator of chromium in the roots.

Keywords: peroxidase, phytochelatins, water pollution.
1 INTRODUCAO

A preocupacdo com a contaminagdo de corpos d’agua ndo é recente. No ano 2000 a. C., os egipcios ja
observaram as consequéncias de uma agua inadequada para consumo, levando-os a buscar formas de
purifica-la (COELHO; HAVENS, 2015).
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De acordo com a resolugdo CONAMA 357/2005, rios com aguas adequadas para consumo devem ser
enquadrados como classe 1, quando submetido a tratamento convencional ou avangado. Ja a classe especial,
consiste nos rios em que nao podem ser verificados efeitos toxicos cronicos nos organismos, nao pode haver
materiais flutuantes, incluindo espumas ndo naturais, a concentra¢do de clorofila a, ndo deve ultrapassar 10
pg/L, cromo total deve ser menor que 0,05 mg/L Cr, cobre dissolvido menor que 0,009 mg/L Cu, entre
outros parametros citados na resolugao.

Para resolver casos de contaminacgdo, a comunidade cientifica e académica estd sempre buscando meios
de remedia¢do. Um deles é a possibilidade do uso de plantas, que vem crescendo ao longo dos anos,
tornando-se uma alternativa emergente para restauragio das areas contaminadas (ASSUNCAO, 2012). Em
suma, o método que utiliza as plantas como forma de remediagdo € denominado fitorremedia¢do. Os
contaminantes extraidos do meio se acumulam nas plantas, sem degradagdo, para que depois sejam
descartados adequadamente. Andrade, Tavares e Mahler (2014) definem que a selecdo das espécies a serem
utilizadas depende de fatores como tolerancia aos metais, alto fator de bioacumulacao e curto ciclo de vida.
As macroéfitas aquaticas sdo as mais aplicadas, sendo necessario avaliar a disponibilidade dos individuos da
regido e testar se sobreviveriam em outro ambiente, uma vez que as respostas podem variar (P10, 2012).

De acordo com Ferreira et al. (2016), o Brasil tem a maior riqueza de espécies aquaticas continentais do
mundo, tendo um enorme potencial econdomico e social quando manejadas adequadamente. As macrofitas
aquaticas sdo de grande importancia ecologica, protegendo a fauna aquatica e as margens dos rios, bem como
abrigando espécies que incorporam a biodiversidade local (SANTINO; BIANCHINI, 2011).

De acordo com Rodrigues et al. (2016), as caracteristicas fisiologicas desse grupo de plantas favorecem
seu uso para a fitorremediagdo, no intuito de retirar, inertizar ou conter poluentes do ambiente. As macrofitas
hiperacumuladoras so muito utilizadas nos processos de fitoextragdo, justamente por serem capazes de
armazenar altos niveis de metais, diminuindo sua concentracdo no meio em que estdo inseridas.

Assim, buscando contribuir com o conhecimento a respeito da utilizagdo de macroéfitas aquaticas na
fitorremediag@o, o presente trabalho tem por objetivo avaliar, em pequena escala, a espécie Eichhornia
crassipes (Mart.), a fim de determinar se seria uma alternativa como metodologia de remediacdo de arecas
impactadas, especialmente d4guas com excesso de cromo e cobre.

2 METODO

Para simular um efluente contaminado com metal pesado, foram preparadas duas solugdes, sendo uma de
nitrato de cromo III (Cr(NO;)’.9H,0) e outra de nitrato de cobre II (Cu(NO;)*.3H,0). As solugdes foram
preparadas na concentracao de 150 ppm.

Foram distribuidos 0,2 L de solugdo de cromo em doze vasilhames de poliestileno. Em quatro desses
vasilhames, foram alocados trés individuos de Eichhornia crassipes. O procedimento inteiro foi repetido
para a solugdo de cobre. Outros dois vasilhames com as mesmas quantidades de plantas, foram mantidos
como controle contendo apenas agua. A partir dessa montagem inicial, com 24h de experimento foram
retirados individuos das trés espécies e amostras das duas solugdes. A segunda retirada, que foi também a
ultima, ocorreu da mesma forma, com 48h.

Todos os individuos retirados foram separados em amostras de raiz ¢ folha. Imediatamente, eram
congelados para impedir alteragdes nas atividades enzimadticas. Posteriormente, amostras de 200 mg de
folhas e 50 mg de raizes foram maceradas e digeridas para as analises de concentragdo de metal e atividade
enzimatica.
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2.1 Determinac¢ao da concentracio de metais

A preparacdo das amostras ocorreu da seguinte forma: inicialmente homogeneizou-se a amostra e
transferiu-se 100 mL do extrato para um erlenmeyer, e foram adicionados 3 mL de acido nitrico (HNO;)
concentrado (65%). Em seguida, aqueceram-se as amostras a uma temperatura de 130°C. Uma quantidade de
2 mL de acido cloridrico (HCI) foi acrescentada as amostras apds 20 minutos e o processo de evaporacio se
deu até que o volume fosse reduzido a 10 mL. As amostras foram transferidas para tubos de ensaio para
serem centrifugadas a 1000 rpm por 30 minutos e posteriormente filtradas, utilizando papel de filtro
quantitativo. As amostras vegetais passaram pelo mesmo processo, utilizando-se 200 mg de folhas e raizes
secas, separadamente.

As amostras foram lidas e analisadas no Laboratorio de Analises Agrondmicas da Universidade Federal
do Parana, pelo método da espectrofotometria de absor¢do atdmica com fonte de plasma.

2.2 Determinacao da atividade enzimatica

Para a determinagdo da atividade das Enzimas Catalase (CAT), utilizou-se como base o método de Kraus,
McKersie e Fletcher (1995) com contribui¢cdes de Azevedo et al. (2002), por espectrofotometria a 240 nm,
por uma analise continua de dois minutos com intervalos de dois segundos.

Do extrato enzimatico, foram utilizados 150 puL. em solugdo de reagdo contendo 1,5 mL de tampdo
fosfato de potassio (0,5 M), pH 7.5, e, por ultimo, foram adicionados 2,5 pL. de H,O, 0,0125 M. A atividade
foi determinada de acordo com a decomposi¢ido do perdxido de hidrogénio e calculada pelo coeficiente de extingdo, do
peréxido de hidrogénio, de 2,8 M.cm™, com resultados expressos em pmol/min/mg de proteina.

A determinacdo da atividade da Ascorbato Peroxidase (APX) baseou-se em Zhu et al. (2004). Foram utilizados 150
pL do extrato enzimatico e adicionou-se uma mistura reacional contendo 2 mL de solugdo tampao de fosfato de sodio
(25 mM), pH 7,0, com 0,1 mM de EDTA, 0,25 mM de ascorbato e por fim, 1,0 mM de H,0,.

Da mesma forma que a determinagdo da atividade da CAT, a APX foi determinada pelo decréscimo de
peréxido de hidrogénio na reacdo por espectrofotometria, por dois minutos, com intervalo de dois segundos a
290 nm e coeficiente de extingdo de 2,8 M.cm™, com resultados em pmol/min/ug de proteina.

A Guaiacol Peroxidase (GPX) teve sua atividade determinada com base na técnica descrita por Matsuno
e Uritani (1972). A mistura de reag@o utilizada foi de 250 uL de tampao fosfato-citrato (uma solugdo de
fosfato de sodio dibasico 0,2 M e acido citrico 0,1 M, com pH 5,0), além de 150 puL de extrato enzimatico e
25 pL de guaiacol 0,5%, misturados em vortex com 25 pl de solucdo de H,0,. A solugio foi levada a estufa
a 30°C por 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 25 pL de solu¢dao de meta bissulfito de sédio a 2%, e
novamente agitado em vortex, seguido por repouso de 10 minutos.

Apo6s a conclusdo desse procedimento, a leitura da atividade da GPX no espectrofotdometro deu inicio,
utilizando-se o comprimento de onda de 450 nm, por um minuto com intervalos de dois segundos. O
coeficiente de extin¢do utilizado para os calculos foi de 26,6 M.cm™. Os resultados foram expressos em
pmol/min/pg de proteina.

3 RESULTADOS

A absor¢do de metais ocorreu em sua maioria nas raizes e nas primeiras 24 horas (TABELA 1). Embora
na soluc¢do final de E. crassipes a concentracdo de cromo seja igual a inicial, houve um aumento de 47% da
concentracdo deste metal nas raizes. Rodrigues et al. (2016), em estudo de absor¢do de Cd por E. crassipes,
relatam que essa macréfita acumulou mais de 88% do metal em suas raizes.
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Tabela 1 - Concentracido de Cromo e Cobre Nas Porcdes Aéreas e de Absorcao de Eichhornia crassipes e nas
Solucoes de Metais

Cromo Cobre
Folha Raiz (mg/kg) Solugdo Folha Raiz (mg/kg) Solugdo
(mg/kg) (mg/L) (mg/kg) (mg/L)
Eichhornia crassipes
Oh 10,6 39,4 180,9 10,9 41,6 130,4
24h 16,9 90,7 17,8 16,0 149,0 33,3
48h 16,3 74,1 183,6 7,5 51,7 148,0

FONTE: Autoria propria .

Figura 1 - Variacio da Concentracio das Enzimas Catalase (CAT), Ascorbato Peroxidase (APX) e Guaiacol
Peroxidase (GPX) na Folha e Raiz de Eichhornia Crassipes No Experimento De Fitoextracio de Solucdes de
Cromo e Cobre, em A) Amostra de Folha em Solucio De Cromo; B) Amostra de Raiz em Solucio de Cromo; C)
Amostra de Folha em Solu¢ao de Cobre; D) Amostra de Raiz em Solu¢ao de Cobre
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FONTE: Autoria proépria.

A GPX teve uma atividade extremamente baixa, quando comparada com a CAT e APX (FIGURAS 1a,
1b e Ic). Como GPX estd diretamente ligada a protecdo da parede celular, isto pode indicar que ocorreu

acumulo de metal no interior das células, fazendo com que estas ficassem debilitadas, o que pode ser

observado, principalmente ap6s as 48 horas, quando muitas plantas desprendiam folhas e raizes com extrema

facilidade.

O contato de compostos metalicos com a membrana plasmatica esta associado a diversos danos

metabolicos, em consequéncia de diferentes processos, como as ligagdes com grupos sulfidrila das proteinas,
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peroxidacdo dos lipideos, inativacdo de proteinas chave e mudangas na composicao e fluidez da membrana
lipidica (ROMERO-PUERTAS et al., 2006).

Na solucao de cromo, a atividade da APX, representada em um eixo principal, aumentou abruptamente
na folha de E. crassipes a partir de 24 horas de experimento e apresentou queda na raiz (FIGURAS 1la e 1b)
neste mesmo periodo. A atividade da enzima APX em E. crassipes se destacou na solucdo de cobre, na qual
ocorreu o maior acumulo (TABELA 1), nas primeiras 24 horas, respondida pelo aumento na atividade da
enzima na folha e queda na raiz nesse mesmo periodo (FIGURAS 1c e 1d).

Com os dados de acimulo de metais em E. crassipes € possivel notar que a planta ndo transportou cromo
para as folhas, enquanto na raiz houve um aumento da concentracao nas primeiras 24 horas, seguido de uma
diminuigdo a partir desse periodo (TABELA 1). Representadas no grafico em um eixo secundario, em linhas
tracejadas, ¢ possivel perceber que a GPX e a CAT obtiveram uma atividade muito menor que a APX nessa
espécie no periodo do experimento (FIGURA 1). Para os dois metais e nas duas porgdes vegetais, a atividade
da CAT diminuiu, tendendo a zero. O mesmo ocorre com a GPX, com excecdo na folha em solucdo de
cromo, que tendeu a aumentar levemente (FIGURA 1a).

4 CONCLUSAO

Nas concentragdes iniciais de cromo e cobre do experimento, E. crassipes nao obteve sucesso. Houve um
acimulo consideravel dos dois metais nas raizes nas primeiras 24 horas, mas nas 24 horas seguintes a
concentracao diminuiu nas por¢des vegetais e retornou para as solucdes.

Com excecdo da APX nas amostras de folhas de cromo e cobre de E. crassipes, que em cromo apenas
aumentou e em cobre aumentou e diminuiu em seguida, a concentragdo das enzimas nessa planta caiu em
relacdo a concentragdo inicial.

Apesar do baixo desempenho de E. crassipes no transporte dos metais o fato da espécie ser capaz de se
proteger dos efeitos danosos dos metais, permite que seja indicada para tratamentos em ambientes
contaminados por cromo e cobre.

AGRADECIMENTOS

A Universidade Tecnolégica Federal do Parana, essencial no meu processo de formagdo, além
de possibilitar a realiza¢do deste projeto pelas bolsas de iniciacdo cientifica.

A minha Professora Orientadora Débora Cristina de Souza por seus conselhos e orientagdo que
me permitiram realizar este projeto.

REFERENCIAS
ANDRADE, J. C. pa M.; TAVARES, S. R. pE L.; MAHLER, C. F. FITORREMEDIACAO: O USO DE
PLANTAS NA MELHORIA DA QUALIDADE AMBIENTAL. EDICAO DIGITAL. SA0 PauLo: OriciNa DE TExTOS, 2014.

ASSUNCAO, L. P. G.; ROHLFS, D. B. BIORREMEDIACAO EM AREAS CONTAMINADAS. TRABALHO
APRESENTADO NA SEMANA DE CIENCIA E TECNOLOGIA DA PUC Goias, GolAnNia, 2012.

COELHO, R. M. P; HAVENS, K. AGua E A HISTORIA HUMANA. IN: COELHO, R. M. P.; HAVENS,
K. CRrise NAS AGuUAS. 1 ED. BELO HorR1ZONTE: RECOLEO, 2015. p. 18-21.

hitps://eventos.utfpr.edu.br/sicite/sicite2021 5


https://eventos.utfpr.edu.br/sicite/sicite2021

-

—?o XI Semindrio de Extensdo e Inovagdo
XXVI Semindrio de Iniciagdo Cientifica e Tecnolégica

08 a 12 de Novembro - Guarapuava/PR
SEI-SICITE 2021 p CAMPUS GUARAPUAVA
Pesquisa e ExtensGo para um
mundo em transformag¢do

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

RODRIGUES, A. C. D.; SANTOS, A. M.; SANTOS, F. S.; PEREIRA, A. C. C.; SOBRINHO, N.
M. B. A. MECANISMOS DE RESPOSTAS DAS PLANTAS A POLUICAO POR METAIS PESADOS: POSSIBILIDADE DE USO
DE MACROFITAS PARA REMEDIACAO DE AMBIENTES AQUATICOS CONTAMINADOS. REVISTA VIRTUAL DE
Quimica, NITEROL, V. 8, N. 1, p. 262-276, 1aN. 2016.

ROMERO-PUERTAS, M. C.; CORPAS, F. J.; SANDALIO, L. M.; LETERRIER, M,
RODRIGUEZ-SERRANO, M.; DEL RiO, L. A.; PALMA, J. M. GLUTATHIONE REDUCTASE FROM PEA
LEAVES: RESPONSE TO ABIOTIC STRESS AND CHARACTERIZATION OF THE PEROXISOMAL ISOZYME. NEW
PuayToLoaist, v. 170, N. 1, p. 43-52, 2006.

KRAUS, T. E.; MCKERSIE B. D.; FLETCHER, R. A. PacLoBUTRAZOL-INDUCED TOLERANCE OF
WHEAT LEAVES TO PARAQUAT MAY INVOLVE INCREASED ANTIOXIDANT ENzZYME ACTIVITY. PLANT
PuysioLoGy, v. 145, N. 4, p. 570-576, rEv. 1995.

MATSUNO, H.; URITANI, I. PHYSIOLOGICAL BEHAVIOR OF PEROXIDASE IS OZYMES IN SWEET POTATO ROOT
TISSUE INJURED BY CUTTING OR WITH BLACK ROT. PLANT aAND CELL PHysioLoGy, Tokio, v. 13, p.
1091-1101, 1972.

SANTINO, M. B. pa C.; BIANCHINI JR., I. COLONIZACAO DE MACROFITAS AQUATICAS EM AMBIENTES
LENTICOS. BoLETIM ABLIMNO, SA0 CARLOS, V. 39, N. 1, p. 1-14, FEV. 2011.

FERREIRA, F. A.; POTT, A.; POTT, V. J.; LATINI, R. O.; RESENDE, D. C. MACROFITAS
AQUATICAS. IN: LATINI, A. O.; RESENDE, D. C.; POMBO, V. B.; CORADIN, L. (OrG.). EspPECIES
EXOTICAS INVASORAS DE AGUAS CONTINENTAIS NO BRASIL. BrasiLia: MMA, 2016. p. 657-726.

ZHU, X.; RAINA, A. K.; LEE, H. G.; CASADEUS, G.; SMITH, M. A.; PERRY, G. OXIDATIVE
STRESS SIGNALING IN ALZHEIMER’S DISEASE. BRAIN RESEARCH, v. 1000, N. 1-2, p. 32-39, MAR. 2004.

PIO, M. C. S. ESTUDO DA VIABILIDADE DA REMOCAO DE METAIS POTENCIALMENTE TOXICOS DE UM IGARAPE
DA REGIAO DO PorLo INDUSTRIAL DE MaNAus (PIM) UTILIZANDO UM SISTEMA PILOTO DE TANQUE COM
MACROFITA E WETLAND CONSTRUIDO. 2012. 105 F. TESE (DoutorAaDO EM QuimicA) — PROGRAMA DE Po6s
GRADUACAO EM Quimica, UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS, MANAUS, 2012.

AZEVEDO, R. A.; ALAS, R. M.; SMITH, R. J.; LEA, P. J. RESPONSE OF ANTIOXIDANT ENZYMES TO
TRANSFER FROM ELEVATED CARBON DIOXIDE TO AIR AND OZONE FUMIGATION, IN LEAVES AND ROOTS OF

WILD-TYPE AND A CATALASE-DEFICIENT MUTANT OF BARLEY. PHYSIOLOGIA PLANTARUM, v. 104, N. 2, P.
280-292, jaN. 2002.

CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE (CONAMA). ResoLu¢caio CONAMA ~° 357, DE
17 bE MARCO DE 2005. DISPOE SOBRE A CLASSIFICACAO DOS CORPOS DE AGUA E DIRETRIZES AMBIENTAIS PARA
O SEU ENQUADRAMENTO, BEM COMO ESTABELECE AS CONDICOES E PADROES DE LANCAMENTO DE EFLUENTES E
DA OUTRAS PROVIDENCIAS. DIARIO OFICIAL DA UNIAO, BRASILIA, N. 53, 18 MAR. 2005. DISPONIVEL EM:
<HTTP://WWW2.MMA.GOV.BR/PORT/CONAMA/LEGIABRE.CFM?CODLEGI=459>,

hitps://eventos.utfpr.edu.br/sicite/sicite2021 6


https://eventos.utfpr.edu.br/sicite/sicite2021

