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“A Agua

Ninguém ouve a canc¢ao, mas o ribeiro canta!
Canta, porque um alegre deus o acompanha!
Quantos mais tombos, mais a voz levanta!

Canta, porque vem limpo da montanha!

Espelho do céu, é quanto mais partido
Que mais imagens tem da grande altura.
E quebra-se a cantar, enternecido

De regar a paisagem de frescura.

Agua impoluta da nascente, és a pura poesia
Que se da de presente
As arestas da humana penedia...

Pela graca infantil da vossa mé&o.”

Miguel Torga
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RESUMO

A boa gestdo dos recursos hidricos € uma necessidade premente nos dias que
correm, e a procura de solugdes para problemas de contaminacdo ambiental nos sistemas
aquaticos naturais, tem-se revelado de extrema importancia, ndo sé porque a
disponibilidade de 4gua doce saudavel esta a diminuir, mas também porgue existem metas
a cumprir até ao ano de 2015, com base na diretiva Quadro da Agua (Diretiva 2000/60/CE
do Parlamento Europeu e do Conselho, de 23 de Outubro de 2000) que estabelece um

quadro de a¢do comunitaria no dominio da politica da agua.

A contaminacdo de recursos hidricos, tanto subterrdneos como superficiais, por
descarga de efluentes de mina assume um carater recorrente e com necessidade de uma
maior atencdo, num pais onde a extracdo de minério foi uma atividade econdmica
importante. O presente trabalho procura dar resposta a um problema de contaminacgao
ambiental por um efluente de mina (em Sao Pedro da Cova, concelho de Gondomar) que
contém elevadas concentracfes de ferro dissolvido e que esté a afetar os cursos de agua
(Ribeiro de Murta e Rio Ferreira) e os terrenos envolventes. S&o muitas as técnicas de
biorremediacdo que surgem face a estas probleméticas, e sdo muito diversos os

organismos nelas envolvidos.

A espécie de macréfitas Lemna minor tem-se revelado como um bom modelo para
estudos ecotoxicolégicos e varios autores demonstraram a sua capacidade de bioacumular
metais pesados tais como cobre, niquel, manganés entre outros.

Este trabalho teve como objetivos, em primeiro lugar fazer a caracterizacao fisico-
guimica de um efluente (dgua férrica) da mina de S. Pedro da Cova, bem como ver de que
forma a contaminacdo proveniente da mina esta a afetar os terrenos envolventes, e em
segundo lugar proceder a um ensaio de biorremediacdo com a espécie L. minor de forma
determinar a capacidade desta espécie para remover os elevados niveis de ferro do

efluente, assim como o tempo necessario para esse efeito.

Através dos resultados obtidos, ficou demonstrado que a espécie L. minor ndo so
consegue crescer e desenvolver-se em ambiente com contaminagdo, mas como também
bioacumula o ferro contido na agua em concentracdes elevadas. Ao longo dos 21 dias de
ensaio verificou-se que ocorreu um aumento da biomassa de L. minor, tanto na agua
contaminada como na 4gua sem contaminacao, no entanto, foi na agua com contaminacao
que ocorreu um maior crescimento. Verificou-se também que a bioacumulacdo de Fe,

atinge o seu nivel maximo nos primeiros 7 dias de ensaio.
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.Pelos dados obtidos ao longo de todo o trabalho, verificamos que a L. minor é um
bom organismo para ser utilizado em técnicas de biorremediacdo em sistemas aquaticos

contaminados por ferro.

PALAVRAS-CHAVE
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ABSTRACT

Good water management practices are urgently needed these days, in parallel with
the development of new solutions for problems of environmental contamination in natural
aquatic systems, not only because the availability healthy freshwater is decreasing but also
because there are goals to be achieved by the year of 2015, based on the Water
Framework directive (Directive 2000/60/EC, of the European Parliament and of the Council,
of 23 October 2000), establishing a framework for community action in the field of water
policy.

Contamination of water resources, both surface and underground, by mine effluents
is common in a country where ore mining was an important economic activity. This work
aimed to address a problem of environmental contamination by a mine effluent (Sdo Pedro
da Cova, Gondomar; Portugal) containing high concentrations of dissolved iron, that is
continuously released in local watercourses (Ribeiro de Murta e Rio Ferreira) and the
surrounding land, affecting the quality of these resources. In the last few years, several
bioremediation techniques have been studied to address these problems and there are
different species involved in these techniques.

The species of macrophytes Lemna minor has been shown to be a good model for
ecotoxicological studies, and many authors suggest that it also has the capacity to
bioaccumulate metals such as copper, nickel, manganese, among others.

The aims of this work were first to make a physical and chemical characterization of
mine drainage and see how this contamination is affecting the surrounding land, secondly,
to test the potential of the species L. minor to remediate this mine effluent, through the
bioaccumulation of Fe. The time required for attaining the maximum removal of Fe, by the
plants was also evaluated.

The results have shown that L. minor was able to grow and develop in the Fe-rich
effluent and to bioaccumulate this element. Throughout the 21 days of testing it was found
that there was an increase in the biomass of L. minor both in the contaminated and in the
non-contaminated water. However, in the case of the mine effluent the growth was
stimulated. It was also found that bioaccumulation of iron occurred mainly during the first 7
days of testing.

From the data collected throughout the study, we found that L. minor has potential
for the bioremediation of effluents rich in iron..

KEY WORDS

Contamination; Mine effluent; Bioremediation; Bioaccumulation; Iron; Lemna minor
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1.INTRODUCAO

1.1. Consideracdes gerais

A agua é um bem essencial para o desenvolvimento e manutencdo da vida na
Terra. Para além da importancia biologica ndo se deve esquecer a importancia
socioecondmica que esta associada a este elemento. O desenvolvimento de sociedades
bem como a sua subsisténcia esta intimamente ligado a disponibilidade deste recurso:
“Civilizagbes floresceram com o uso de fornecimentos fidveis de agua e colapsaram
quando esses fornecimentos falharam” (Fetter, 2001).

Com o desenvolvimento exponencial da populagdo mundial, aumentou igualmente
o consumo de agua, como tal, é de extrema importancia fazer uma boa gestdo e
preservacdo dos recursos hidricos existentes no nosso planeta. A distribuicdo mundial dos
recursos aquaticos faz-se de acordo com as percentagens que estdo expressas no

seguinte esquema (Figura 1).

Distribui¢do Mundial da Agua Distribuicao Mundial de agua doce

Agua Doce
2,5%

Calotes
Polares e
zonas
geladas
68,9%

Agua Doce
Superficial
0,3%

Figura 1. Distribuic8o mundial dos recursos aquéaticos
(baseado em: www.ec.gc.ca )

De toda a agua existente na Terra, s6 2,5% corresponde a agua doce (a maior
parte no estado sélido). Desse volume, 30,8% corresponde a agua subterranea (e.g.,
Fetter, 2001).

De acordo com esta informacgdo temos de ter em conta que quando falamos em
recursos aquaticos é importante saber que estamos a falar de reservas de agua
superficiais e reservas de agua subterraneas, atribuindo o devido peso as reservas
subterraneas, uma vez que sdo estas que recarregam 0s sistemas de agua doce
superficiais. E aqui que podemos falar na importancia socioeconémica da gestéo

hidrol6gica dos solos, e nas sinergias que se devem desenvolver para que se possa fazer
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uma boa gestdo destes recursos. Assim, a exploracdo sustentavel da agua subterrénea
carece de uma abordagem multidisciplinar, abrangendo dominios com a Geologia, a
Biologia, a Geofisica e a Pedologia, entre outros (e.g., Espinha Marques et al, 2011).
Relacionados com o uso do solo e dos recursos hidricos subterraneos temos o
desenvolvimento de importantes atividades humanas tais como a agricultura, a construcéo,
a extracdo mineira e a deposicado de residuos. Todas estas atividades quando praticadas
sem uma boa gestdo podem influenciar a qualidade do solo e dos aquiferos (Fetter, 2001)
Sendo a 4gua subterranea a maior reserva de agua doce no estado liquido e sendo
um bem cada vez mais precioso, necessita de uma gestdo e um de conhecimento cada
vez mais aprofundado. Neste contexto surgiu a Hidrogeologia como a ciéncia que se
dedica ao estudo do armazenamento, circulacdo e distribuicdo das aguas terrestres na
zona saturada das formacdes geoldgicas tendo em conta as suas propriedades fisicas e
guimicas, as suas interacbes com o meio fisico e biolégico e as suas reagfes a acédo do
Homem (Rodrigues, 1984). A agua que existe no nosso planeta estd em constante
movimentacao, na hidrosfera e na atmosfera, até atingir os reservatdrios subterraneos.
Esta movimentacdo é denominada de Ciclo Hidrologico ou Ciclo da Agua (Figura 2), ao
longo do qual a agua vai passando pelos diferentes estados fisicos. Inicia-se pela
evaporacgao da agua, como resultado do aquecimento resultante da incidéncia da luz solar,
durante a qual esta agua vai até a atmosfera onde condensa e volta a superficie terrestre,
sob a forma de chuva, neve ou granizo. Essa 4gua, proveniente da precipitacdo, tem varios
destinos: uma parte é logo evaporada, outra chega até as massas de agua superficial e
outra parte infiltra-se no solo até chegar aos aquiferos (Rodrigues, 1984; Hamblin &
Christiansen, 1998).

3
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e L

- -
{7 Fomagho de Nuwens
[ o

Figura 2. Ciclo da agua
(extraido de: www.lagossaojoao.org.br/ciclo-agua.htm em 15/03/2012)

Formacdo de reservas de agua subterréanea

Quando a agua atinge a zona saturada do solo, contribui para 0 armazenamento
nos reservatorios subterrdneos designados por “aquiferos”. Os aquiferos sdo formagdes
geoldgicas que permitem a circulagdo e o armazenamento de dgua nos seus espacos
vazios, e cuja exploracdo é economicamente rentavel (Lencastre & Franco, 2003). Os
aquiferos podem ser livres ou confinados. Um aquifero livre € uma formacéo geoldgica
parcialmente saturada de agua, limitado na base por uma camada impermeavel, onde a
superficie freatica estd a pressdo atmosférica. O aquifero confinado € uma formacao
geoldgica completamente saturada de &agua, limitado no topo e na base por camadas
impermeaveis, sendo a pressdo da agua superior a pressdo atmosférica (Custodio &
Llamas, 2001). Para além dos aquiferos, onde a extracdo da agua é economicamente
rentavel, existem outras formacdes geoldgicas que podem ou ndo armazenar agua, e onde
a sua extracdo ndo é rentavel. Essas formag6es geoldgicas sao o aquitardo, que armazena
grandes quantidades de a4gua mas que a transmite com grande dificuldade, o aquicluso,
gue contem agua no seu interior mas que ndo a transmite e, o aquifugo, que ndo armazena

nem transmite 4gua (Rodrigues, 1984).

O solo tem um papel relevante na quantidade e na qualidade da 4gua subterranea
contida num aquifero. Por um lado as suas caracteristicas de porosidade e permeabilidade

condicionam o processo de infiltracdo da agua metedrica e a sua acumulacdo nos

4



FCUP
Biorremediacdo de um efluente mineiro por Lemna minor
aquiferos. Assim, ha que ter em conta a sua capacidade de atuar como um filtro para a
agua gue o atravessa, podendo influenciar a sua qualidade de forma positiva ou negativa.
Se olharmos ao ponto de vista pedoldgico, o solo € definido como uma camada viva que
recobre a superficie da terra, que se encontra em evolucdo permanente, como
consequéncia da alteracdo das rochas e de processos pedogenéticos comandados por
agentes fisicos, biolégicos e quimicos, mas segundo uma perspectiva hidrolégica, um solo
pode ser definido como um material complexo, composto por uma fase sélida (matéria
mineral e matéria organica), por uma fase liquida (essencialmente agua) e por uma fase
gasosa (ar e vapor de agua) (Custodio & Llamas, 1983), tendo aqui a agua um importante
peso. A 4gua metedrica que vai recarregar os aquiferos, passando previamente pelo solo,
no caso de este estar contaminado, vai sofrer com esta contaminacdo, e é esta agua
contaminada que vai ser utilizada posteriormente para fins domésticos, agricolas e
industriais, dai ser tdo importante ter uma politica de prote¢do e conservacao dos recursos
hidricos, fazer uma avaliacdo real das suas reservas e fazer uma exploracéo racional
(Lobo Ferreira, 1997).

Neste sentido, e tendo em conta o risco de contaminacdo a que estes recursos
estdo expostos, existe uma grande necessidade de identificar as fontes de poluicdo para
gue deste modo se possa fazer uma previsdo e antecipacdo dos efeitos dos
contaminantes, e a sua monitorizacdo. E importante adotar estratégias de gestdo ndo s
de forma a prevenir a poluicdo de aquiferos mas também proceder a recuperagao

daqueles que ja se encontram contaminados (Lobo Ferreira, 1997).

Contaminacéo da dgua subterranea

A contaminacdo da &agua subterrdnea é um problema ambiental de elevada
importancia, ndo so pelo facto desta se apresentar como uma das fontes da agua doce que
chega até nos, mas também por ser um problema de resolu¢cdo muito complexa, e é neste
sentido que vem a preocupac¢do com a sua preservagao (Silva, 2003).

No seguimento desta problemética, surge o tema do presente trabalho de tese de
mestrado, pois o local de estudo em causa, Ribeiro de Murta em Sao Pedro da Cova, esta
a sofrer a influéncia da contaminagdo proveniente das aguas de drenagem das minas
carvdo que esta a atingir o aquifero que existe na zona, bem como os terrenos

envolventes, como resultado do afloramento a superficie desta agua contaminada.
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1.2. Drenagem mineira

A exploracdo mineira € uma atividade socioeconémica com grande historia no
nosso pais e que contribuiu muito para o seu desenvolvimento econdmico desde o0s
tempos da exploracdo romana (Tavares, 2009). Como resultado desta atividade sao
geradas grandes quantidades de residuos que podem ser solidos ou liquidos. Os produtos
estéreis que se acumulam em escombreiras, bem como os materiais provenientes da
mineralizacdo mais ou menos alterada das rochas que as constituem, apresentam-se
como um sério problema ambiental que afeta o solo e os sedimentos (dominio
geoquimico), a agua subterranea e a agua superficial (dominio hidroloégico e
hidrogeoldgico), e os seres vivos e ecossistemas (dominio bioquimico) das areas afetadas
(Abreu et al, 2007). Como tal, € necesséario um esforco concertado destes diferentes
dominios para dar resposta a esta problematica.

E neste tipo de casos de contaminacdo que se adequa falar de Drenagem Mineira
Acida (DMA).

Segundo um estudo realizado por Santos (2008) a drenagem mineira acida
caracteriza-se por ser uma drenagem de aguas de mina com valores de pH relativamente
baixos e elevadas concentracfes de sulfatos e de metais, como o ferro, resultantes da
lixiviacdo de sulfuretos. A principal causa do aparecimento da DMA é a oxidacdo da pirite
(FeS,) entre outros minerais sulfidricos quando em contato com a agua e com 0 oxigénio
(Johnson & Hallberg, 2005). Numa exploracdo mineira 0os materiais que estdo no interior da
mina ficam expostos nas escombreiras e € nessa altura que comegam a ocorrer reagdes
de oxidacao-reducdo dando origem ao processo de drenagem &cida; é nesta fase que se
da a meteorizagcdo quimica dos sulfuretos presentes no solo da mina. O processo ocorre

conforme o descrito na seguinte equacao (Johnson & Hallberg, 2005):
4FeS, + 150, + 14H,0 — 4Fe(OH); + 8S0,” + 16H"

Em locais de exploracdo de minas ou em minas abandonadas, para além da
Drenagem Mineira Acida pode ainda ser considerado outro tipo de drenagem: a Drenagem
Mineira Neutra (DMN) (Santos, 2008). Este tipo de drenagem pode ocorrer em minas de
carvdo ou de metais devido a baixa concentracdo de sulfuretos, a presenca de
monossulfuretos em vez de pirite, ao tamanho do grdo da pirite, & neutralizagdo do acido
por aguas naturais com grande alcalinidade ou pela presenca de carbonatos ou minerais

de silicatos, a circulacao da agua sem que esta entre em contacto direto com os sulfuretos,
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devido ao facto do oxigénio ndo entrar em contacto com os sulfuretos ou ainda devido a
agua que aflui a mina ser bastante redutora (Tavares, 2009).

No que diz respeito as caracteristicas fisico-quimicas do efluente de mina, estas
estdo dependentes de fatores como local de drenagem e as suas caracteristicas
hidroldgicas, condi¢des climaticas, tipo de exploracdo mineira e a idade da descarga de
efluente (Santos, 2008). Os contaminantes das aguas de drenagem mineira mais comuns
sdo o sulfato, o manganés, o ferro e o aluminio.

Com vista a atenuar este problema ambiental devem ser levadas a cabo algumas
medidas preventivas. Todas estas medidas tém como principal objetivo a reducdo das
concentracoes de oxigénio (O,) e agua (H,0) , inibindo estes dois elementos de exercerem
a sua acdo sobre os sulfuretos, uma vez que 0 oxigénio e a agua sao 0s principais
responsaveis pela formagdo de DMA. Destacam-se entdo as seguintes medidas (Johnson
& Hallberg, 2005):

e A inundacdo e isolamento das minas subterraneas, fazendo com que o oxigénio
dissolvido seja consumido pelos microrganismos presentes;

¢ O armazenamento subaquéatico de residuos de mina, que possam ser
potenciadores de elementos acidos;

¢ Armazenamento de elementos nocivos em aterros fechados;

e Mistura de residuos minerais, que possam dar origem a compostos nocivos para o
ambiente;

¢ Solidificacao total de residuos de mina;

e Aplicagéo de agentes tensioativos anionicos;

¢ Aimpermeabilizagdo dos locais onde os residuos mineiros se encontram, reduzindo

0 seu contacto com os recursos de agua superficiais e subterraneos.
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1.3. Biorremediacao

Como vimos no capitulo anterior, as pressdes que sdo exercidas tanto no solo
como na agua, superficial e subterrdnea, como consequéncia da atividade mineira, sao
muito elevadas. Em resposta a esta problematica, surgem varias tecnologias de
remediacdo, que estdo faciimente ao nosso alcance, e que podem ser aplicadas nos mais
diversos meios e com 0s mais distintos objetivos (Tavares, 2009).

As técnicas de remediacdo que podem ser aplicadas nestes casos tém duas
abordagens distintas: a abordagem quimica e a abordagem biol6gica. Nestas duas
abordagens podemos ter métodos ativos, onde sdo necessarios inputs continuos de
recursos para sustentar o processo, ou métodos passivos, onde s6 é necessario um input
inicial de recursos para sustentar o processo, 0 qual é posteriormente autossustentavel
(Johnson & Hallberg,2005).

E neste contexto que surge o conceito de biorremediacdo, como sendo uma
tecnologia que usa a acdo dos microrganismos (ou das suas enzimas), das algas ou das
plantas para remover contaminantes do meio ambiente, especialmente da 4gua e do solo,
fazendo com que o ecossistema retome a sua condicao original, ou seja, levando a cabo o
restauro do sistema (Shan et al, 2009). Os processos de biorremediacdo podem ser
efetuados no local contaminado, biorremediacdo in situ, ou entdo num outro local,
biorremediacéo ex situ (Prasad, 2011).

Associado ao conceito de biorremediacdo, vem o conceito de fitorremediacdo. A
fitorremediagdo € uma outra técnica de biorremediagdo que comeca a ser cada vez mais
utilizada na resolucdo de problemas de contaminagdo ambiental. Esta técnica consiste no
recurso as plantas, para que estas, por processos biolégicos, possam remover, decompor
e/ou acumular os contaminantes (Prasad, 2011). E um processo eficaz e viavel na
descontaminacdo quer de sistemas terrestres quer aquaticos, por ser um processo natural
gue utiliza um conjunto especifico de espécies de plantas.

No processo de fitorremediacdo, as plantas podem atuar de forma direta
(absorvendo, acumulando ou metabolizando os compostos nos seus tecidos através da
sua mineralizacdo) ou de forma indireta (extraindo os contaminantes das aguas
subterraneas, reduzindo a fonte da contaminacao; ou propiciando a atividade microbiana
gue vai degradar o contaminante) (Rahman & Hasegawa, 2011).

No esquema da Figura 3 podem ser observados os processos de biorremediacéo

mais comuns e mais aplicados.
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Figura 3. Processos de biorremediagéo
(Prasad, 2011)

O processo de fitorremediagdo apresenta algumas vantagens tais como: i) 0s
baixos custos que acarreta; ii) a possibilidade de aplicacdo in situ, em areas extensas e a
varios tipos de poluentes; iii) a capacidade de melhorar o caracter estético da paisagem, o
que é bem aceite pelas populacdes locais; iv) a facil monitorizacdo das plantas e o
contributo que déo para a melhoria da qualidade do solo e para a recuperacdo dos seus
servicos. No entanto, também apresenta alguns inconvenientes como por exemplo a
demora na obtencdo de resultados, a dependéncia do clima e das condi¢des do local, a
incapacidade de eliminar os contaminantes na sua totalidade, e uma vez que depende de
processos de bioacumulacdo, a possibilidade de promover a entrada do poluente nas
cadeias alimentares (Shan et al, 2009).

A fitorremediacéo de metais pesados (tema central deste trabalho) tem por base o

facto de algumas plantas se apresentarem como hiperacumuladoras de metais, isto €, sdo
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capazes de absorver e concentrar, através do seu sistema radicular, grandes quantidades

desses metais comparativamente a maioria das plantas (Tavares, 2009).

Fitorremediacdo por Lemna minor

Hoje em dia, os avancos cientificos e tecnoldgicos permitem-nos usar diversas
ferramentas disponiveis no meio ambiente para dar solucdo aos mais diversos problemas
de contaminacdo ambiental. A utilizacdo de plantas (e.g. macrdéfitas) como agentes na
remocao de poluentes, tem vindo a despertar o interesse da comunidade cientifica. A
capacidade que estas plantas possuem para fazer a acumulacdo de diversos
contaminantes nos seus tecidos, nomeadamente de metais pesados, estd bem
documentada (Kara, 2004) e tem sido alvo de diversos estudos (Khellaf, 2004 & Kara et al,
2003) que nos podem dar a conhecer as reais capacidades de biorremediacdo de algumas

espécies vegetais.

As macrdfitas sdo plantas que se encontram presentes em quase todos os tipos de
ambientes aquaticos (Ferreira, 1995). S&o responsaveis pela producdo de oxigénio e
renovacdo de nutrientes dissolvidos, pela fixacdo e estabilizacdo dos sedimentos, pela
criacdo de habitats e de reflgio para outros seres vivos, pela remocdo de substancias
toxicas e de nutrientes, entre outras.

Do ponto de vista da remediacdo ambiental, é esta caracteristica de remocédo de
substancias toxicas, por acumulagdo ou degradagédo, que torna as macroéfitas um grupo de
plantas com tanto interesse. Algumas espécies de macrdéfitas tém sido usadas
frequentemente para remover soélidos em suspensdo, nutrientes, metais e poluentes

organicos dos sistemas aquaticos (Mitsou et al, 2006; Mohan & Hosetti, 1999).

Um bom exemplo de macrofitas com capacidade de remogdo de contaminantes
ambientais e de metais em particular, € a espécie Lemna minor. Esta € uma espécie de
pequenas macrdfitas flutuantes pertencentes a familia das Lemnaceae (Maltby et al, 2010),
e foi a espécie que serviu para o estudo de remoc¢éo da contaminacdo da agua do Ribeiro
de Murta efetuado no ensaio de laboratdrio do presente trabalho cientifico. Segundo Wang
(1990), a espécie L. minor, vulgarmente conhecida como lentilha-de-a4gua é considerada
um modelo adequado para estudos ecotoxicolégicos devido a seu tamanho reduzido,
rapida taxa de crescimento, reproducéo vegetativa, facilidade de cultivo e de adaptacao a
diferentes condices do meio e sensibilidade a numerosos poluentes. Esta espécie é
frequente e abundante em varios tipos de ecossistemas e massas de agua (Maltby et al,
2010). Apesar de se entrar em contrassenso com aquilo que acabou de ser dito acerca da

espécie L. minor, esta tem revelado um papel importante na extragcdo e acumulacdo de
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metais presentes na agua (Kara, 2003) adaptando-se bem a condi¢cbes adversas em

termos de contaminacdo. Alguns estudos indicam que a lentilha-de-Agua consegue

acumular elevadas concentracdes de diversos metais, havendo ja alguns dados referentes
a acumulacédo de niquel (Ni), cobre (Cu) e manganés (Mn) (Jain et al., 1988).

Acredita-se que L. minor também pode vir a ser usada em estudos de remocéao e
acumulacédo de outros metais tais como o chumbo (Pb), cadmio (Cd), ferro (Fe) e mercurio
(Hg), pelo facto de esta ser uma planta com grande potencial hiperacumulador (Khellaf,
2009). No presente trabalho vai ser testada a capacidade que a espécie tem para a

bioacumulacéo de ferro.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho cientifico foi desenvolvido em duas areas cientificas distintas: a
Geologia e a Biologia. Na area da Geologia foi realizado trabalho de campo e de
laboratério para a caracterizacéo e estudo dos solos envolventes ao Ribeiro de Murta (local
de estudo), e na area da Biologia foi levado a cabo um ensaio de biorremediacdo com a
espécie Lemna minor. Pode-se entdo dizer que os principais objetivos deste trabalho

cientifico foram:

e Fazer um estudo da dispersdo da contaminagdo proveniente das galerias de mina
existentes no local de estudo, através de uma analise de pH, de condutividade

elétrica e suscetibilidade magnética do solo.

® Fazer uma andlise preliminar da agua do local, em termos ecotoxicoldégicos
recorrendo a um ensaio de Microtox® e a uma monitorizacao fisico-quimica da agua

através da determinacdo de nutrientes e ferro.

e Testar a espécie L. minor e fazer uma avaliacdo da sua capacidade de
desenvolvimento e de bioacumulagédo de Fe do efluente da mina de S&o Pedro da
Cova, particularmente rico neste metal, com base em resultados de estudos obtidos
anteriormente. Este trabalho teve ainda como objetivo especifico avaliar o tempo

necessario para uma remocao eficaz deste elemento metalico.

12



FCUP | 13
Biorremediacdo de um efluente mineiro por Lemna minor

METODOLOGIA



FCUP

Biorremediacdo de um efluente mineiro por Lemna minor

3.METODOLOGIA

3.1. Caracterizacdo da area de estudo

A area de estudo selecionada para o desenvolvimento desta tese esta localizada no

concelho de Gondomar e na freguesia de S&o Pedro da Cova (Figura 4). As amostragens,

tanto de agua como de solo, foram recolhidas no Ribeiro de Murta (aflue

nte do Rio

Ferreira), localmente conhecido por Ribeiro Vermelho, devido a cor avermelhada que este

apresenta.

O concelho de Gondomar localiza-se a Este da cidade do Porto, como pode ser

observado na Figura 4, e esta representado na folha n° 123 da Carta Militar de Portugal,

dos Servigos Cartograficos do Exército Portugués a escala 1/25.000 (Figura 5).
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15

Figura 5. Folha n°® 123 da Carta Militar de Portugal (Valongo) a escala 1/25.000
(Servigos Cartograficos do Exército)

7

O concelho de Gondomar é constituido pelas freguesias de Baguim, Covelo,
Fanzeres, Foz do Sousa, Jovim, Lomba, Medas, Melres, Rio Tinto, Sdo Cosme, Sao Pedro

da Cova e Valbom, numa area total de 133,26 km?. Integra a area metropolitana do Porto e
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€ delimitado a sul por Arouca e Santa Maria da Feira, a sudoeste por Vila Nova de Gaia, a

nordeste por Valongo e Paredes, a sueste por Penafiel e Castelo de Paiva e a noroeste

pela Maia. Abrange as bacias hidrograficas do Rio Leca e do Rio Ferreira, a norte do Rio
Douro.

Devido & acdo destes dois rios, esta regido apresenta uma grande riqueza
geoldgica e paleontoldgica que tem vindo a ser estudada e preservada ao longo dos anos.
A riqueza de patrimonio geoldgico no local, a necessidade de preservar os fésseis de
Trilobites e outros organismos da Era Paleozéica e de todo um conjunto de caracteristicas
geoldgicas naturais que fazem com que a Serras de Valongo se torne um laboratério vivo,
fez com que esta area integrasse o Parque Paleozdico de Valongo. Este parque foi
idealizado em 1995 e foi fruto de um projeto cofinanciado pelo fundo “Life” da Comisséo
Europeia, desenvolvido pela Camara Municipal de Valongo e pelo Departamento de
Geologia da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto, contando ainda com a
colaboracdo dos Departamentos de Zoologia e de Botanica desta mesma faculdade®. A
criacdo do Parque Paleozbico nestas Serras teve como principal objetivo a sensibilizacéo,
o0 conhecimento e a preservacdo das jazidas fossiliferas de Valongo e da fauna e flora
endémicas (Silva, 2003).

3.1.1.Caracterizacao geoldgica, geomorfologica e

pedologica

Enquadramento geoldgico e geoestrutural
A zona de estudo enquadra-se na regido de Entre-Douro e Minho, a qual diz
respeito ao Noroeste do territério continental portugués, englobando os distritos de Viana
do Castelo, Braga, Porto e, a sul do rio Douro e a parte setentrional do distrito de Aveiro.
Esta vasta area esta bem delimitada a oeste pelo Atlantico, a norte pelo curso internacional
do rio Minho e a leste pelas linhas de cumeada que unem os macicos da Peneda-Gerés e
Alvdo-Mardo. Estes relevos ao prolongarem-se, para sul do Douro, para as serras de

Montemuro e da Freita, formam um vale aberto as influéncias atlanticas.

No que diz respeito a situagdo geoestrutural, a &rea de estudo, bem como toda a
regido de Valongo, esté integrada na Zona Centro-lbérica (Ribeiro et al., 2007), uma das
grandes unidades geoldgicas do Macico Ibérico (MI) ou Hespérico. Este macico é

constituido por um conjunto de rochas de idade ante-mesozoéica que se distribuem pela

! www.valongoambiental.com, acedido em 14/05/12
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parte central e ocidental da Peninsula Ibérica (Jesus, 2001). Uma caracteristica marcante
do Macico Ibérico € a sua zonalidade em termos de critérios estratigraficos, tectonicos,

metamarficos e magmaticos.

Do ponto de vista geoldgico, a regido integra o Macico Hespérico e evidencia uma
larga dominancia de rochas cristalinas, nomeadamente, granitos e xistos, mais ou menos
metamorfizados. Nesta area verifica-se a presenca de uma grande estrutura geoldgica
denominada por Anticlinal de Valongo (e.g., Couto 1993, Jesus 2001) numa extensao
superior a 50 km, e que se estende desde a cidade de Valongo até Castro Daire. Este é
um anticlinal assimétrico com direcdo NW-SE. As rochas que constituem este anticlinal tém
idades compreendidas entre o Precambrico? e/ou Cambrico até ao Devénico (Figura 7).

A oeste da &rea estudada ocorrem formagdes do Carbonifero (Figuras 6 e 7). O
Ordovicico inicia-se por um conglomerado de base bastante descontinuo que marca o
inicio de uma transgressao. Seguem-se 0s quartzitos macicos do Arenigiano, que formam
duas longas cristas correspondentes aos dois flancos da estrutura anticlinal. Sobrepondo-
se a estes segue-se uma sequéncia finamente bandada constituida por alternancias de
sedimentos gresosos claros e sedimentos peliticos escuros, também do Arenigiano, em
que foram identificados niveis vulcano-sedimentares (Couto, 1993) que terdo dado o seu
contributo para a génese de mineralizagBes auriferas.

A area de estudo integra a Bacia Carbonifera do Douro (BCD) a qual se localiza no
Noroeste de Portugal, estendendo-se por cerca de 53km, desde Sao Pedro de Fins, no
concelho da Maia, até Janarde, no concelho de Arouca, e € datada como Estefaniano C
inferior (Ribeiro et al, 2010). Neste local foi explorado carvdo do tipo meta-antracite. Na
Figura 8 pode-se observar o enquadramento geoldgico e geogréafico da BCD, bem como a
atividade mineira realizada em varias minas dispersas geograficamente por toda a bacia.
As minas de carvdo localizam-se nos distritos do Porto e Aveiro, nos concelhos de
Valongo, Gondomar e Castelo de Paiva e estdo agrupadas em quatro coutos mineiros: o
de S. Pedro da Cova, o do Pejao, o de Valdeao e de Pederneira (Custddio, 2004).

Associadas as minas de carvdo estdo as escombreiras, que se encontram
dispersas por toda a area geografica da BCD. As escombreiras sdo muito diversificadas no
que diz respeito ao material que as constituem e a forma que apresentam, o que contribui

para aumentar o seu impacte ambiental.
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Figura 6. Enquadramento geolégico e geogréafico da BCD
(adaptado de Jesus, 2001)
1) S. Pedro da Cova; 2) Middes; 3) Lameira; 4) Sobrido; 5) Lomba; 6) Germunde; 7) Rodelo; 8) Serrinha; 9) Serrinha open-cut
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Figura 7. Coluna estratigréfica
(extraido de: Couto, 1993)

No que diz respeito a situagdo geoestrutural, a area de estudo, bem como toda a
regido de Valongo, pode-se dizer que esta integrada na Zona Centro-lbérica (ZCl), uma
das grandes unidades geolégicas do Macico Ibérico (MI) ou Hespérico (Figura 7). Este
macico € constituido por um conjunto de rochas de idade ante-mesozodica que se
distribuem pela parte central e ocidental da Peninsula Ibérica (Jesus, 2001). Uma
caracteristica marcante do Macigo Ibérico é a sua zonalidade em termos de critérios

estratigraficos, tectonicos, metamérficos e magmaticos.
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Sob o ponto de vista geomorfolégico, a erosao diferencial do anticlinal de Valongo

marca a paisagem da regido, sendo possivel observar dois alinhamentos de serras: a

Serra de Santa Justa, que se prolonga no flanco oriental pelas Serras de Pias, Santa lIria,

Banjas e Boneca e, no flanco ocidental as Serras do Castical, Flores e S. Domingos

(Couto, 1993). As Serras de Pias e Santa Justa encontram-se integradas na area do

Parque, estando materializadas no terreno por cristas quartziticas que, por erosdo

diferencial, formam relevos vigorosos da area em estudo. O vale do rio Ferreira separa

estas duas serras, situando-se, a oriente, a de Pias e a ocidente a de Santa Justa. As

cristas quartziticas que ali se observam correspondem aos flancos do Anticlinal de

Valongo: o flanco ocidental, representado pela Serra de Santa Justa e o flanco oriental
pela Serra de Pias (Silva, 2003) (Figura 5).

Caracterizacao pedolégica

As unidades taxonOmicas presentes nos solos da area de estudo podem ser
classificadas de Leptossolos, Regossolos e Cambissolos (Agroconsultores & Geometral,
1995). Dentro destas unidades taxondmicas, verifica-se a presenca de Leptossolos
Umbricos (LPu) em xistos e rochas afins (LPu.x) e Leptossolos Districos (LPd) em xistos e
rochas afins (LPd.x); Regossolos Umbricos (RGu) — Regossolos Umbricos Delgados
(RGul) - em regolitos de xistos e rochas afins (RGul.x); Cambissolos Humicos (CMu) —
Cambissolos Humicos-Umbricos Crémicos (CMux) — em depoésitos de vertente de
quartzitos e/ou xistos (CMux.vq), Cambissolos Himicos-Umbricos Pardacentos (CMup) —
em depdésitos de vertente de granitos (CMup.vg). De seguida sao apresentadas algumas
das definicbes das unidades taxondémicas identificadas no local de estudo e sistematizados
de acordo com a legenda FAO/UNESCO 1988, conforme indica a Carta de solos de Entre-
Douro e Minho (Figura 7) e a respetiva memaria descritiva (Agroconsultores & Geometral,
1995).
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P«-160Lkm

Figura 8. Excerto da Carta dos Solos da Regido de Entre-Douro e Minho na escala 1/100.000
(AGROCONSULTORES & GEOMETRAL, 1995)
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Leptossolos (LP): “Solos limitados em profundidade, até 30 cm a partir da supetrficie, por

rocha continua e dura ou material muito calcario ou uma camada cimentada

continua ou com menos de 20% de terra fina até 75 cm a partir da superficie; ndo tendo
outros horizontes de diagnostico além de um A mdlico, Umbrico ou 6crico, com ou sem
horizonte B cadmbico.” Os leptossolos foram incluidos em trés unidades-solo: leptossolos
liticos, Umbricos e districos, dos quais destacamos 0s Umbricos e districos.

(Agroconsultores & Geometral, 1995)

Leptossolos Umbricos (LPu): “Séo leptossolos com horizonte A umbrico, sem

rocha dura ou camada cimentada, continuas até 10 cm a partir da superficie.” O perfil
caracteristico deste tipo de solos é do tipo A-R ou A-C-R. O horizonte A esta presente com
cerca de 10/30 cm, pardo escuro, franco, franco-arenoso ou arenoso-franco e por vezes
arenoso ou franco-limoso, frequentemente humico e/ou cascalhento; sobre horizonte C
constituido por material grosseiro da desagregacao da rocha subjacente com alguma terra
elou rocha continua e dura (R), em transicdo abrupta, a partir de 10/30 cm de
profundidade.

Unidade Pedoldgica LPu.x: Leptossolos Umbricos em xistos e rochas afins.

Leptossolos Districos (LPd): “Sdo Leptossolos com horizonte A ocrico e grau de

saturacdo em bases (pelo acetato de amonio) menor que 50%, pelo menos em alguma
parte do solo; sem rocha dura ou camada cimentada continua até 10 cm a partir da
superficie.” O perfil normal neste tipo de solos é do tipo A-C-R ou A-R: horizonte A com
10/30 cm, pardo ou pardo escuro, arenoso-franco, franco-arenoso, franco ou franco-limoso,
frequentemente com bastantes elementos grosseiros (por vezes cascalhento); sobre
horizonte C constituido por material de desagregacdo da rocha subjacente, em geral
grosseiro, e terra fina em pequena proporgéo e/ou rocha continua e dura a partir de 10/30
cm de profundidade.

Unidade Pedoldgica LPd.x: Leptossolos districos em xistos e rochas afins.

Regossolos (RG): “Solos de materiais ndo consolidados, com exclusao de materiais com

textura grosseira ou com propriedades flivicas, ndo tendo outro horizonte de diagnéstico
além de um A Umbrico ou O6crico; sem propriedades gleicas em 50 cm a partir da
superficie; sem caracteristicas de diagnostico para vertissolos ou andossolos; sem
propriedades salicas.”

Regossolos Umbricos (RGu): “Regossolos tendo um horizonte A umbrico; sem

camadas permanentes congeladas até 20 cm a partir da superficie.”
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Unidade Pedoldgica RGul.x: Regossolos Umbricos delgados em xistos e

rochas afins.

Cambissolos (CM): “S&o solos tendo um horizonte cambico e sem outros horizontes de

diagnédstico além de uma A écrico ou Umbrico, ou um A mdélico assentando sobre um B
cambico com grau de saturacdo em bases (pelo acetato de amonio) menos que 50%; sem
propriedades sélicas; sem as caracteristicas de diagndstico dos vertissolos ou andossolos;
sem propriedades gleicas até 50 cm a partir da superficie.”

Cambissolos: Humicos (CMu): “Cambissolos com um horizonte A umbrico ou

molico; sem propriedades vérticas; sem propriedades ferralicas no horizonte B cambico;
sem propriedades gleicas até 100 cm a partir da superficie; sem congelacdo permanente

(“permafrost”) até 200 cm a partir da superficie.” (Agroconsultores & Geometral, 1995).

Unidade Pedolégica CMux.vg: Cambissolos humicos-Umbricos crémicos em

depdsito quartzito e/ou xistos

Unidade Pedolégica CMup.vg: Cambissolos humicos-Umbricos pardacentos

em depdsitos de vertente de granitos
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3.1.2. Bacia hidrografica do rio Ferreira

O local de estudo, ribeiro de Murta, integra a Bacia Hidrografica do rio Ferreira.
O rio Ferreira, que € uma afluente do rio Sousa, nasce no lugar da Raimonda, em Pacos
de Ferreira e desagua no lugar da Ribeira de Cima, no Rio Sousa percorrendo no seu
tracado cerca de 30 km pelas freguesias de Pacos Ferreira, Valongo e Gondomar, tendo a
sua bacia hidrografica uma &area de cerca de 184 km? Atravessa S&o Pedro da Cova na
direcdo Norte-Sul banhando as povoacdes de Couce, Beldi, Carvalhal e Méguas. Séo
afluentes do Rio Ferreira o Ribeiro da Covilhd@, o Ribeiro de Beldi, o Ribeiro de Méguas, o
Ribeiro de Ferreirinha e o Ribeiro de Trabagcos 2.

N

Figura 9. Rio Ferreira ao longo do seu curso em S&o Pedro da Cova
(fotografia tirada em Maio de 2012)

3.1.3.Caracterizagcao socioeconémica

O local alvo de estudo desta tese, do ponto de vista socioeconémico, revela ter um
grande interesse para o Homem, desenvolvendo-se na regido dois sectores
socioecondmicos distintos: a exploracdo mineira e a agricultura. Esta foi uma area de
exploracdo mineira de ouro. A exploracdo deste metal naquela regido remonta aos tempos
da ocupagdo romana na Peninsula Ibérica, e existem diversas evidéncias dessa atividade
mineira romana, principalmente nas Serras de Santa Justa, Pias, Santa Iria e Banjas
(Couto, 1993). Em 1802, é descoberto carvdo (antracite) no subsolo da regido de Séo
Pedro da Cova e inicia-se entdo a sua exploracdo. Nos anos 30 intensifica-se a exploragéo

mineira de carvao e foram muitas as geracdes que viveram dos frutos do trabalho na mina.

2 www.addp.pt, acedido em 14/05/12
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Devido a riqueza de recursos e as aguas do Rio Ferreira, 0 Homem fixou-se neste

local e comegou ai a desenvolver as suas comunidades, construindo habitagfes,

cultivando os campos, construindo engenhos para moer, etc. Um bom exemplo deste tipo

de comunidade, é a aldeia comunitaria de Couce, localizada nas proximidades da area de

estudo. Fica situada na base de um vale profundo e aberto, e estende-se ao longo do Rio
Ferreira por faixas estreitas de aluvides, em solos muito férteis.

A vasta &rea florestal, com interesse econémico, presente na zona contribuiu para a

indastria da producao de madeira e mobiliario que se verificavam em Valongo, Pacos de

Ferreira, Baltar, Rebordosa e Paredes (Silva, 2003).
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3.1.4. Contaminacéo

As atividades socioeconémicas desenvolvidas na regido acarretaram alguns danos

para 0s ecossistemas que ai se encontram. Tanto a agricultura como a exploracao mineira
produzem residuos, sélidos ou liquidos, que acabam por ser descarregados no solo ou nos
cursos de agua, contribuindo assim para a sua contaminacao.
Na area de estudo temos dois tipos de contaminacdo predominante: poluicdo por
compostos organicos provenientes da agricultura e por metais, provenientes dos residuos
resultantes da atividade mineira, e que ficaram acumulados na area, mesmo apos a
cessacdo da atividade extrativa. Estes dois tipos de contaminacdo tém um forte impacto
nos recursos hidricos (superficiais e subterraneos) da zona. E este o tipo de poluicéo que
afeta a o Ribeiro de Murta na area de estudo, ribeiro este que apresenta uma cor
alaranjada, resultado da lixiviagdo das escombreiras da mina de S&o Pedro da Cova ricas
em pirite. Para além da carga poluente que estd associada a estas minas, o pH destas
aguas apresenta-se bastante variavel, dependendo da quantidade de sulfuretos, de metais
e de compostos organicos dissolvidos na agua.

O comportamento dos metais ha agua estd intimamente ligado as substancias
guimicas que estdo presentes no ambiente, podendo assim serem facilmente removidos
da agua por processos de precipitacdo e co-precipitacdo, podem ser inibidos por
associacdo a outros compostos ou entédo ficarem retidos no sedimento por adsorcéo e

troca iénica (Silva, 2003).
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3.2. Estudo do solo

A fim de se fazer uma primeira abordagem ao estudo da dispersdo da
contaminacdo nos terrenos contiguos ao Ribeiro de Murta, procedeu-se a uma
amostragem de solo.

Para a determinacdo dos parametros pH, condutividade elétrica e suscetibilidade
magnética, partindo do pressuposto que estas pudessem estar relacionadas com a
contaminacdo por metais que se verifica no local, foi entdo realizada uma amostragem de
oito pontos distintos, localizados no terreno conforme se pode observar na Figura 11; nesta
mesma figura podemos observar a localizacdo da Mina A (galeria de esgoto de mina com
drenagem no presente) e a Mina B (galeria de esgoto de mina sem drenagem).

Inicialmente, a escolha destes oito pontos foi feita com base no aspeto visual do
solo (cor mais ou menos alaranjada, maior ou menor presenca de precipitados férricos, e
textura do solo). Como tal, e com base nestes critérios iniciais, escolheram-se dois pontos
de amostragem aparentemente ndo contaminados (Pontos 1 e 2), cinco pontos de
amostragem com forte evidéncia de contaminacao e préximos do ribeiro (Pontos 3, 4, 6, 7
e 8) e um ponto com um nivel intermédio de contaminacao (Ponto 5).

Procedeu-se também a caracterizacao de alguns perfis de solo, como podera ser
observado mais adiante, para melhorar a nossa compreenséo relativa a composi¢cao dos
terrenos do local. Foram retiradas as coordenadas GPS em cada um dos pontos de
amostragem para possibilitar a posterior localizacdo e marcacdo dos pontos, fazendo

assim o seu mapeamento.

Figura 10. GPS utilizado para a obtengéo de coordenadas
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Figura 11. Locais de amostragem de solo superficial nas proximidades do Ribeiro de Murta
(extraido de: Google Earth em 10/02/2012)

Em cada ponto foi recolhida uma amostra de solo, para um saco devidamente
etiquetado; o solo foi extraido até uma profundidade de cerca de 10cm.

As amostras de solo foram secas em estufa (Figura 12) a uma temperatura de
40°C. Depois da secagem das amostras, foi necessario fazer a separacdo granulométrica
do solo: a terra fina (particulas com didmetro < 2 mm) e os elementos grosseiros
(particulas com diametro > 2 mm). Para tal, a amostra foi peneirada (Figura 13) utilizando
um crivo com 2 mm de malha. A fracdo da terra fina e a dos elementos grosseiros foi
pesada (Figura 14). Posteriormente determinou-se a propor¢cao de cada fracdo na amostra

total, e os resultados expressos em percentagem.

Figura 12. Amostras de solo superficial recolhidas nas proximidades do Ribeiro de Murta; Secagem de amostras na
estufa
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Figura 13. Separagéo granulométrica do solo; Pesagem do solo

No terreno, foi tomada uma porcdo de amostra e foi determinada a cor da amostra

de solo (seco e humido) recorrendo a Carta de Cores do Solo de Munsell (matiz, valor e

croma) (Figura 14).

75 | MURSELLS S0L GOLOR CHART PR

N

dllnnn -nunnn
~llllll YL
LT e T

MMENN

2 i 3 % /4

I
i
.

Figura 14. Carta de cores de Munsell
(extraido de: www.pedologiafacil.com.br/curiosidade.php em 27/03/2012)
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Figura 15. Determinacao da cor do solo através da carta de cores de Munsell

3.2.1.Caracterizacdo morfologica dos perfis do solo
Para a caracterizacdo dos perfis do solo daquela zona, foram escolhidos e
caracterizados dois perfis representativos dos solos locais. A caracterizacdo foi feita de

acordo com as imagens seguintes (Figura 16 e Figura 17).
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Figura 16. Perfil de solon® 1
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Figura 17. Perfil de solo n° 2
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No perfil n°1 temos um depésito de vertente relativamente homogéneo, onde se
observa um horizonte Ah rico em matéria organica humificada, seguido do horizonte 2C;
constituido por rocha meteorizada e intensamente fragmentada e o horizonte 2C, com
constituicAo semelhante ao anterior mas mais dificiimente escavavel. Em relagdo a
estrutura deste solo (no horizonte Ah), pode-se dizer que a sua agregacao é fraca, onde os
agregados estruturais tém no maximo 0,5 cm de didmetro, sdo equidimensionais e com
estrutura anisoforme subangulosa fraca. A sua cor é castanha acinzentada muito escura
(10YR 3/2) e a sua textura é franco-siltosa.

No perfil n°2 observamos a existéncia de um horizonte Ah com agregacéo fraca,
nao nitida, com agregados estruturais com 1 cm de didmetro no maximo, equidimensionais
de estrutura anisoforme subangulosa fraca, de cor castanho avermelhado (5YR 4/4) e
textura franco-argilosa; um horizonte Bw com estrutura nitida, subangulosa/angulosa com
agregados com 1,5 cm de didmetro no méximo e com cor castanha (7,5YR 4/4); um
horizonte 2C; constituido por xisto intensamente meteorizado e um horizonte 2C, composto

por xisto menos meteorizado.

3.2.2. pH do solo

O valor de pH para esta amostra de solo foi determinado pelo método
potenciométrico (conjunto Hanna Instruments HI 99121) a partir de uma mistura de agua
destilada e solo, numa propor¢do de 2:1 (Jones, 2001). Seguidamente, inseriu-se o
elétrodo do medidor de pH no sobrenadante da mistura acima descrita e procedeu-se a

medicao do pH (Figura 18).
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3.2.3. Condutividade elétrica do solo

Para a determinacdo da condutividade elétrica do solo (proporgéo 2:1 &gua/solo)
colocaram-se num gobelé, 20 cm® de terra fina e adicionaram-se 40 ml de agua destilada
(Jones, 2001) (Figura 19). Agitou-se com uma vareta de vidro e deixou-se a suspensao
sedimentar durante 30 minutos. De seguida, inseriu-se o condutivimetro (Hanna
Instruments, modelo HI 98331) no sobrenadante e efetuou-se a medi¢cdo da condutividade

elétrica do solo em mS/cm.

Figura 19. Mistura de agua e solo na proporgéo 2:1

3.2.4.Suscetibilidade magnética do solo

7

A suscetibilidade magnética € uma propriedade que mede a capacidade de
magnetizagcdo de um corpo na presenca de um campo magnético. Esta tem-se revelado
como um importante parametro na area do magnetismo ambiental e da contaminagéo
ambiental (Dekkers, 1997; Evans & Heller, 2003).

Quando um determinado material € colocado sob um campo magnético, é-lhe

induzida uma magnetiza¢do, de acordo com a expressao:

M=k xH

M — magnetizacéao;

H — campo magnético;
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k — suscetibilidade de volume (adimensional)

ou

M= x xH

x - suscetibilidade por massa (expressa em m*/Kg)

Em termos de suscetibilidade magnética, os materiais podem ser paramagnéticos,
se a suscetibilidade magnética for positiva e baixa, ferromagnéticos se a suscetibilidade
magnética for positiva e muito elevada, ou diamagnéticos, se a suscetibilidade magnética
for negativa.

A suscetibilidade magnética do solo vai depender dos minerais magnéticos
presentes no mesmo, provenientes da desagregacdo da rocha mdae. Contudo, alguns
estudos dao-nos a informacao que ha uma relagéo direta entre a suscetibilidade magnética
e alguns tipos de contaminac¢éo, como por exemplo, por metais (Pozza et al, 2004). Este
processo de determinagdo da suscetibilidade magnética revela-se um processo simples
rapido e ndo destrutivo, o que o torna facilmente utilizado neste tipo de estudos (D’Emilio et
al, 2006).

A fim de se proceder as determinacdes de suscetibilidade magnética nas amostras
de solo, estas foram pesadas para a posterior determinacdo da suscetibilidade por massa
expressa nas unidades de m3kg e colocadas em sacos plasticos de forma a caberem na
totalidade no copo porta-amostras (Figura 20).

Figura 20. Enchimento do copo porta-amostras
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As leituras dos valores de suscetibilidade magnética no solo foram realizadas no

aparelho KLY-4S Kappabridge da marca AGICO (Figura 21) do Centro de Geologia da

Universidade do Porto, e recorrendo ao software SUMEAN, que faz o registo da medi¢céo
da suscetibilidade por massa.

Inicialmente foi medida a suscetibilidade do copo porta-amostras para que o seu

valor fosse subtraido ao valor determinado para as amostras. Durante as medi¢des, as

amostras sdo expostas a um campo magnético de 300 A/m. A suscetibilidade é calculada

pelo préprio software segundo a relacao:

Kmassa= (Vo/mM) X Kiotal

onde ki € 0 valor obtido pelo software (expresso em 10 SI), v, é o volume de 10cm?®

(sendo posteriormente convertida em m® e m a massa da amostra expressa em kg.

Figura 21. Medidor de suscetibilidade magnética e copo porta-amostras

Depois de determinados os valores de todas as amostras, efetuaram-se os calculos

necessarios para a obtenc&o dos valores de suscetibilidade em m®/kg.
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3.3. Amostragem de 4gua

A amostragem de agua levada a cabo no Ribeiro de Murta foi feita de acordo com o
mapeamento evidenciado na Figura 22 e de acordo com o esquema da Figura 23. No
local, procedeu-se a recolha de amostras (Figura 24) de agua, em frascos de plastico
devidamente descontaminados. A agua utilizada para a determinacéo de nutrientes, para o
teste Microtox® e para o ensaio foi congelada a cerca de -16°C, a fim de manter as
amostras conservadas até ao momento da analise. As amostras de agua utilizadas para a
determinacéo de ferro foram acidificadas com &cido nitrico a uma concentracdo de 65%
(VIV).

Ficheiro Editar Ver Ferramentas Adicionar Ajuda

couce, portugal v |Q 0 |82

Google-earth:
S

Altitude de visualizagdo 2.67 km

Figura 22. Mapeamento dos locais de amostragem de agua superficial no Ribeiro de Murta
(extraido de: Google Earth em 10/02/2012)
(Localizacdo aproximada das Mina A e Mina B referenciadas na Figura 11)
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‘ N Ribeiro de Murta

Rio
Ferreira

@5

@ rontos de Amostragem

Figura 23. Esquema da localizac&o dos pontos de amostragem de agua superficial no Ribeiro de Murta
(Localizagéo aproximada das Mina A e Mina B referenciadas na Figura 11)

Figura 24. Recolha de amostra de agua superficial no Ribeiro de Murta
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Figura 25. Pontos de amostragem de agua de agua superficial no Ribeiro de Murta

Na Figura 25 consegue-se observar com pormenor o local onde foram recolhidas as
amostras de agua; em 1) localiza-se o Ponto 1, a montante das galerias de mina, ou seja,
agua que nédo esta a sofrer influéncia da contaminacgéo do efluente de mina; em 2) o Ponto
2 e em 3) Ponto 3, estdo evidenciadas as galerias de mina que estdo a descarregar
efluente diretamente; em 4) o Ponto 4, no ribeiro a jusante das galerias de mina e em 5) o
Ponto 5, na confluéncia do Ribeiro de Murta com o Rio Ferreira.

As amostras recolhidas foram utilizadas 1) nas analises de determinagdo de
nutrientes (nitratos, nitritos, fosfatos, amoénia) e de ferro, 2) nas analises de toxicidade
através do ensaio de Microtox® com a bactéria Vibrio fischeri, e 3) no ensaio de
biorremediacédo com L. minor.

No local da amostragem foram medidos e registados os parametros fisico-quimicos

pH, condutividade elétrica (uS/cm), temperatura (°C), sélidos dissolvidos totais — SDT (ppt)
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e oxigénio dissolvido (mg O,/ L). Para a medicéo destes parametros foi utilizado o medidor

multiparametros HI98129 da Hanna Instruments.

Figura 26. Calibragcao do medidor de pH

Figura 27. Medigcao de parametros fisico-quimicos no campo
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3.3.1. Determinacéao de nutrientes e ferro na agua

Depois de realizada a amostragem de agua de acordo com o referenciado no ponto
3.3 deste capitulo, procedeu-se a determinacdo das concentragdes de nitratos, nitritos,
fosfatos e amoénia presente na agua dos cinco pontos de amostragem, com 0 objetivo de
se conhecer, em termos quimicos, um pouco melhor esta 4gua. Para a realizacdo destas
determinacfes recorreu-se a um fotdmetro C200 Multiparameter lon Specific Meter for
Laboratories da Hanna Instruments, bem como os respetivos kits de reagentes preparados
para a determinacdo de concentragbes (método de determinagdo aprovado pela EPA).
Para cada elemento e, para cada amostra, foram efetuadas trés leituras. A agua utilizada

nas determinacgdes foi previamente descongelada a temperatura ambiente.

Figura 28. Fotometro multiparamétrico, cuvete e kits de reagentes

Procedeu-se ainda a uma analise de determinacao do ferro presente nas amostras
recolhidas. As andlises foram realizadas pelo CIIMAR — Centro Interdisciplinar de
Investigacdo Marinha e Ambiental.

Os niveis de ferro nas amostras de agua foram determinados por Espectrometria de
Absorcdo Atémica com Atomizacdo por Chama segundo o método descrito em Reis et al,

(2012), estando os resultados expressos em ug/L.
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3.3.2. Teste de toxicidade - Microtox®

7

O teste Microtox® é um teste padronizado de avaliacdo da toxicidade de agua,
caracterizado pela sua rapidez, sensibilidade, reprodutibilidade, relevancia e rentabilidade.
Neste teste é utilizada uma bactéria marinha bioluminescente, Vibrio fischeri. Esta bactéria
guando € exposta as solugBes padrdo e as amostras a testar, emite luminescéncia de
forma diferente. As variagfes na emissdo de luminescéncia vao ser medidas e registadas
durante o tempo de exposicdo (Azur Environment, Microtox ©, 1998).As alteracdes ao
longo do tempo, na emissdo de luz pela bactéria, exposta a diferentes concentracbes da
solucao de um agente toxico ou a diferentes diluicdes de uma agua residual, vao produzir
uma relacdo dose/resposta. Os resultados sdo normalizados e o ECg, (a concentracéo que

permite uma reducdo de 50% na emisséo de luz) é calculado, pelo método Probit.

Apoés a caracterizagdo fisica e quimica das amostras de &agua recolhidas nos
diferentes pontos de amostragem, procedeu-se a avaliacdo da sua toxicidade através de
um ensaio de Microtox®, expondo a bactéria V. fischeri durante 5, 15 e 30 minutos, a
diferentes concentra¢gbes das aguas recolhidas, de acordo com o protocolo 81,9% Basic
Test, no aparelho Microtox 500 Toxicity Analizer. No fim dos testes foi tomado o valor da
percentagem de efeito (%Efeito) ou os valores de ECsy e EC, e respetivos intervalos de
confianca quando estes foram determinados pelo software acoplado ao aparelho. O
mesmo procedimento foi aplicado para avaliar a toxicidade de uma amostra de agua usada

como controlo no ensaio de biorremediacao (ver sec¢éo seguinte).

Figura 29. Microtox 500 Toxicity Analizer; Reagentes utilizados no teste de toxicidade
(diluente e solugéo de ajuste osmotico).
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3.4. Ensaio de biorremediacdo com L. minor

3.4.1. L. minor

Os exemplares de L. minor utilizados neste ensaio experimental foram recolhidos
no Jardim Botanico do Porto, numa lagoa existente numa estufa recentemente ai criada
(Figura 30).

Figura 30. Lago da estufa do Jardim Boténico do Porto

As macrdfitas foram trazidas para laboratério, na agua do lago (a qual estavam
adaptadas e onde se desenvolviam de forma saudavel), numa caixa de plastico, aberta.
Uma amostra desta mesma agua, foi recolhida para ser utilizada como controlo no ensaio
de fitorremediagdo, uma vez que se previa que a mesma fosse de boa qualidade. Em
laborat6rio, as frondes de L. minor foram inspecionadas visualmente para selecionar, as

gue se apresentavam em boas condi¢des, para serem usadas no ensaio.

3.4.2. Desenho/ensaio experimental

Para o ensaio de biorremediagdo definiu-se o seguinte desenho experimental,
representado na Figura 31. Assim consideraram-se 5 tratamentos compostos pelas aguas
dos Ponto 2 e 3, por serem as 4guas com maior contaminagdo aparente (com
concentracdo de ferro de 17,786 mg/L e 22,6 mg/L, respectivamente, como se pode
observar nas Tabelas 3 e 5 onde constam osresultados da concentracdo de ferro e a
percentagem de efeito do teste Microtox®). Para estes pontos testaram-se as

concentragdes de 100 e 50%, uma vez que se receava que o crescimento da macrofita
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fosse inibido nas amostras nao diluidas. As macréfitas foram ainda expostas a agua do
Ponto 1, que no fundo funcionou como um controlo de campo. O desenho experimental
teve ainda um controlo adicional constituido pela agua da lagoa do Jardim Botanico. De
forma a testar o tempo necesséario para se atingir a bioacumulacdo maxima de Fe em L.
minor, foram definidas trés réplicas por para serem avaliadas ao fim de 7, 14 e 21 dias,

perfazendo um total de 9 réplicas por tratamento.

® 6\ OO I1©6 & ol |ooe®||e®d
® 6\ DO I©6 & 0| ||| ® 6
® 6\ OO I1©90 ] o |l|o®||le® &
BOTANICO PONTO 1 PONTO2 PONTO 2 PONTO 3 PONTO 3

50% DILUIDO

50% DILUIDO

Figura 31. Desenho Experimental

Assim colocou-se em cada frasco (réplica) de polipropileno estéril, 40mL da
amostra de agua e 60 frondes da espécie L. minor, selecionadas aleatoriamente. Os
frascos foram colocados na estufa do Jardim Botanico do Porto, para que as macrofitas se
mantivessem nas condi¢des de luminosidade e temperatura as quais estavam adaptadas.
Depois de decorrido o ensaio foram avaliados alguns pardmetros que nos permitiram

verificar a capacidade de bioacumulacédo da L. minor.

Biomassa
No inicio do ensaio, foram escolhidas aleatoriamente do pull inicial de exemplares
de L. minor, trés conjuntos de 60 frondes da espécie que fossem representativas das
utilizadas no ensaio e procedeu-se a medicdo do seu peso seco. Para o efeito os trés
conjuntos de frondes foram colocados na estufa a 70°C, durante 36 horas e apds esse
periodo fez-se a medicdo do peso seco (Pseco inicial)- Na seguinte tabela estdo expressos a

média e o desvio padrao dos trés conjuntos iniciais de L. minor.

Tabela 1. Biomassa inicial (média + desvio padréo)
Biomassa inicial (mg)

Média 6,7+0,8

44

> 7 DIAS

[, >14 DIAS

C,>21DIAS



FCUP | 45
Biorremediacéo de um efluente mineiro por Lemna minor

No fim de cada tempo do ensaio (T7, T14 e T21), colocaram-se as frondes de L.
minor de cada réplica em caixas de aluminio (Figura 32) que foram posteriormente

colocadas na estufa para determinacdo do peso seco, pela metodologia acima descrita.

Figura 33. Medicédo do peso seco

Bioacumulacéo de ferro em L. Minor
Apos determinacgdo do peso seco, o material de cada uma das réplicas foi digerido
para posterior determinacdo dos niveis ferro bioacumulados nos diferentes tempos de
exposi¢do. Para tal, em tubos falcon estéreis, adicionou-se a cada réplica 1mL de acido
nitrico a uma concentracéo de 65% (v/v) (Suprapur Merck®), e colocaram-se os tubos a

temperatura ambiente durante 24 horas. Passadas as 24 horas foram adicionados 250mL
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de peroxido de hidrogénio (Suprapur, Merck®), aquecendo-se os tubos a 60°C durante 8h.
Depois de arrefecidas, as amostras foram centrifugadas a 4000 r.p.m., durante 10 minutos,
e 0 sobrenadante foi decantado. O processo de centrifugacao/decantagéo foi necessario
para eliminar algumas fibras brancas que ficaram em suspenséo na amostra. O volume da
amostra foi posteriormente analisado por ICP-MS (Thermo X-Series Quadrupole ICP-MS,
Thermo Scientific). Para controlo de qualidade do processo de digestédo foram preparados

dois brancos, seguindo o procedimento descrito, mas sem adigdo de amostra.

Analise Estatistica

Os resultados de variacao de biomassa e de bioacumula¢ao obtidos no decorrer do
ensaio foram submetidos a uma andlise estatistica. Para tal foi utilizado o software IBM
SPSS Statistics V.20.

Inicialmente foi feito o teste ANOVA bifatorial para avaliar o efeito do tempo de
exposicao e dos diferentes tipos de agua na variagdo da biomassa de L. minor e nos niveis
de ferro bioacumulados. Seguidamente foi feito o teste ANOVA unifatorial, para testar
isoladamente os fatores, a fim de se verificar se existiam diferencas ao longo do tempo, em
termos de biomassa e de Fe bioacumulado entre as macréfitas expostas aos diferentes
tipos de agua. Foi necessario proceder a correcao “Simple Main Effect”, nas Anovas
unifatoriais, devido a se ter registado uma interacdo significativa entre os dois fatores
(tempo X tratamento ou tipo de agua) na ANOVA bifatorial (Zar, 2010). Para cada uma das
ANOVAS unifatoriais, sempre que se registaram diferencas significativas entre
tratamentos, procedeu-se a um teste de Tukey de comparacdes mdltiplas, igualmente

efetuado com a correcao para “Simple Main Effects”.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Solo

No presente capitulo é feita a apresentacéo e discusséo dos resultados referentes
aos parametros pH, condutividade elétrica e suscetibilidade magnética do solo
determinados com vista a fazer-se uma avaliacdo da dispersdo da contaminag¢do nos
terrenos envolventes a area de estudo, tendo em conta que esta foi uma avaliacdo muito

simples e a apontar para trabalhos futuros mais aprofundados no estudo desta questao.

4.1.1. pH, Condutividade Elétrica e Suscetibilidade
Magnética
Na seguinte tabela (Tabela 2) podem ser observados os valores de pH,

condutividade elétrica e suscetibilidade magnética obtidos para os oito pontos de

amostragem.

Tabela 2. Valores de pH, condutividade elétrica e suscetibilidade magnética das amostras de solo recolhidas na
proximidade da mina de S. Pedro da Cova

Descricao do Influéncia Condutividade Suscetibilidade
Ponto da mina PH elétrica (uS/cm) (m%Kg)
1 Ndo contaminado - 4,28 364 148x10°®
2 Nio contaminado - 4,75 301 134x10°®
3 Contaminado A 5,95 775 52,8x10®
4 Contaminado A 6,14 618 85,7x10®
5 Intermédio A 5,03 402 211x10°®
6 Contaminado A 6,03 730 190x10°®
7 Contaminado B 4,57 320 1790x10°®
8 Contaminado B 3,8 465 1970x10°®

Depois de registados todos os valores, efetuaram-se os seguintes graficos (Figuras
34 e 35)

48



FCUP | 49
Biorremediacdo de um efluente mineiro por Lemna minor

Condutividade elétrica vs. Susceptibilidade
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Figura 34. Relacao condutividade elétrica e susceptibilidade magnética
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Figura 35. Relacdo pH e susceptibilidade magnética

Observando a analise gréafica que relaciona a condutividade elétrica com a
susceptibilidade magnética e o pH com a susceptibilidade magnética conseguimos
observar que os dados se organizam espacialmente no grafico em trés grupos distintos.
Analisando os graficos da Figura 34 e Figura 35, podemos ver que num grupo estdo os

Pontos 1, 2 e 5, num outro grupo os Pontos 3, 4 e 6 e num ultimo grupo os Pontos 7 e 8.
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Os Pontos 1 e 2 sdo pontos de solo natural de caracteristica acida, que nao apresentam
contaminac&o, e por isso apresentam valores de pH mais baixos, valores de condutividade
elétrica também mais baixos, e (comparativamente com 0s outros pontos de amostragem)
valores de susceptibilidade magnética intermédios. Os Pontos 3, 4 e 6 sdo pontos de
amostragem que estdo a sofrer a influéncia da drenagem realizada pela Mina A, que esta
atualmente a drenar efluente, por isso apresentam valores de pH relativamente préximos
da neutralidade, valores de condutividade elétrica consideravelmente altos e valores de
susceptibilidade magnética relativamente mais baixos. Os Pontos 7 e 8 estdo localizados
num terreno que sofreu influéncia da antiga mina (Mina B) que se acredita que drenava
efluentes acidos (Santos, 2008) e por isso possui valores de pH mais baixos, valores de
condutividade também mais baixos e susceptibilidade magnética elevada. O Ponto 5,
devido a sua localizag@o, apresenta caracteristicas que nos levam a acreditar que aqui
tenha ocorrido mistura de solos, uma vez que o valor de pH é relativamente baixo, e 0s

valores de condutividade elétrica e susceptibilidade magnética sdo intermédios.

No sentido de justificar os resultados obtidos é importante salientar que a
suscetibilidade magnética pode ser usada como uma ferramenta de diagndstico em
estudos de contaminacdo de solos por metais pesados, sendo que a suscetibilidade
magnética esta correlacionada com o nivel de contaminagdo do solo (Wang, 2000).
Estudos realizados em locais de minas, que estdo contaminados por metais,
nomeadamente por ferro, revelam que existe uma forte correlacdo entre a suscetibilidade
magnética e os niveis de ferro contidos no solo (Kim et al, 2010). Este facto vem corroborar
0s resultados obtidos para o Ponto 7 e 8, que apresentam valores mais elevados de
suscetibilidade magnética e que se acredita estarem contaminados pelo efluente
proveniente da Mina B.

Mais uma vez é importante referir que esta é uma visdo e uma analise muito
simplista do problema de dispersdo de contaminacdo que se verifica naguele local e que
necessita de estudos mais precisos e aprofundados, nomeadamente ao nivel da

mineralogia da regiéo.
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Na Tabela 3 estdo expressos 0s resultados obtidos para a avaliacdo dos

parametros fisico-quimicos das amostras de agua recolhidas nas proximidades da Mina de

S. Pedro da Cova, e na lagoa do Jardim Botanico do Porto. Na Tabela 4 podem ser

observados os VMR e VMA fixados pelo Decreto-Lei 236/98, de 1 de Agosto, para as

aguas destinadas a rega (Anexo XVI)

Tabela 3. Parametros fisico-quimicos determinados para as amostras de agua recolhidas na proximidade da mina de
S. Pedro da Cova e no Jardim Boténico do Porto

Temperatura
18,7 22 19 191 20,1 19
°C)
pH
749 6.37 6.48 6.78 6.96 6.8
Condutividade
elétrica (siom) 70 1070 1090 830 740 310
Sélidos Dissolv.
Totais (om0 - 0,03 0,53 0,54 0.4 0.37 0.15
O, dissolvido
) 78.04 24,45 34,72 65,21 74,78 76,19
(% de saturacgéo)
Nitrato 0,001 0,02 013 0,18 0,03 012
(mg/L NO3)
—
monia 0,00 0,001 0,00 0,002 0,001 0,011
(mg/L NHa)
Fosfato 0,12 0,21 0,00 0,00 0.00 0.03
(mg/L POy)
Nitrit
frito 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
(mg/L NO2)
Ferro <0,03 17,786 226 ND 6,065 ND
(mg/L)

* Para obter o valor em mg/L, multiplicar por 1000

ND: N&o determinado

Nota: A amostragem de agua foi feita a 19 de Junho de 2012
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Tabela 4. Decreto-Lei 236/98, de 1 de Agosto — Anexo XVI:
VMR e VMA para os parametros fisico-quimicos das aguas destinadas a rega

Parametro Expresséo dos
Resultados
pH Escala de Sorensen 6,5-8,4 4,5-9,0
Condutividade elétrica uS/cm, 20°C 1000 -
Sélidos Dissolv. Totais mg/L 640 00 e
Nitratos mg/L NO3 50 000 e
Ferro mg/L Fe 50 e

Depois de comparados todos os resultados obtidos com os valores de referéncia
para aguas de rega existentes no Decreto-Lei 236/98, de 1 de Agosto, salientamos alguns
aspetos que requerem uma maior reflexao.

No caso da condutividade elétrica, os valores obtidos para o Ponto 2 e Ponto 3
(saidas de galeria de mina) apresentam uma leitura superior ao tabelado na legislacéo.
Este acontecimento pode ser explicado pelo facto de esta ser uma escorréncia direta da
galeria de mina. Os pontos de amostragem consecutivos a estes dois, portanto, o Ponto 4
e Ponto 5 ja apresentam valores mais baixos, pois a agua que sai das galerias de mina,
nestes ultimos pontos j4& se encontra mais diluida. O Ponto 1, como se encontra a
montante das galerias de mina, ndo sofre os efeitos desta contaminacdo e por isso
apresenta valores de condutividade elétrica bastante mais baixos.

Como consequéncia da contaminacdo proveniente da mina, também verificamos
gue os valores de solidos dissolvidos totais, sdo mais elevados para os Pontos 2 e 3 e,
consequentemente, os valores de saturagcdo em oxigénio apresentam-se mais baixos
nestes dois pontos, devido a formacdo de precipitados de ferro que oxidam e fazem

diminuir a taxa de oxigénio dissolvido na 4gua.

Em relagéo a concentracao de ferro, verifica-se que os valores obtidos para o Ponto
2, Ponto 3 e Ponto 5 estdo muito acima do referido no DL 236/98, de 1 de Agosto para as
aguas de rega. O Ponto 2 e Ponto 3 registam os valores mais elevados, uma vez que sao
0s pontos de saida direta da agua de escorréncia da mina de ferro. Mais uma vez, o Ponto
1 como se localiza a montante das galerias néo sofre o efeito das suas descargas. O Ponto
5 como ja se localiza numa fase de confluéncia como o Rio Ferreira j4 vé a concentracao
de ferro mais baixa, mais diluida, mas ainda assim apresenta um valor muito mais elevado
ao que é recomendado por lei.

Com esta analise de determina¢do da concentracdo de ferro na agua, e fazendo
agora uma ligacdo ao estudo que foi feito em relacdo a dispersdo da contaminag¢do no

solo, verifica-se que o ribeiro est4 a ser afetado pela contaminag&o por ferro proveniente
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das galerias de mina, e que esta 4gua contaminada que corre no ribeiro e no seu leito de
cheia (durante o Inverno) afeta os terrenos envolventes ao local. Foi nos pontos de
amostragem de solo mais proximos da galeria de mina (Mina A) e do ribeiro que se
verificaram maiores indicios de contaminacdo. Estas quantidades de ferro no local podem
ser prejudiciais a salde humana, uma vez que é evidente a pratica agricola nos terrenos

adjacentes ao ribeiro, bem como o uso desta agua para rega dos mesmos.
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4.2.2.Teste de toxicidade - Microtox®

A fim de se verificar a toxicidade da agua utilizada no ensaio de biorremediacao, foi
realizado o teste de Microtox®. Na Tabela 5 estdo expressos os resultados obtidos no

teste.

Tabela 5. Resultados do teste de toxicidade Microtox®

Ponto de Percentagem de  Percentagem de  Percentagem de
Amostragem Efeito (%) 5 min  Efeito (%) 15 min  Efeito (%) 30 min
Boténico 30,21 23,34 19,44
1 NT NT NT
2 0,6472 NT NT
3 48,38 29,14 63,24
4 3,44 NT NT
5 27,95 43,65 44,15

NT: Néo Toéxico

De uma forma geral, a percentagem de efeito da bactéria V. fischeri quando em
contacto com a agua dos varios pontos de amostragem, € inferior a 50%, ou seja, pode-se
dizer que as amostras de agua testadas tém uma toxicidade muito reduzida, com excec¢éo
da amostra do Ponto 3, que causou uma inibicdo na producdo de bioluminescéncia de
63,24%, apos 30 minutos de exposicdo. Contudo o software ndo conseguiu calcular um
valor de ECs, devido ao facto de esta inibicdo ocorrer apenas na concentragdo mais
elevada da amostra (amostra nao diluida). A agua do Botanico apresenta uma toxicidade
muito baixa, causando apenas uma inibicdo na producdo bioluminescéncia de 19,44% ao
fim de 30 minutos de exposicdo, como se estava a prever. A 4gua do Ponto 1, apresenta-
se como ndo toxica, ndo tendo ocorrido inibicdo na produgdo de bioluminescéncia pela
bactéria V. fischeri; a agua proveniente deste ponto de amostragem (a montante das
galerias de mina) é uma agua que aparentemente ndo estava contaminada, dai este ser

um resultado expectavel para a toxidade.
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4.3. Ensaio de biorremediacdo com L. minor

4.3.1. Biomassa

No grafico da Figura 36 pode-se observar de que forma evoluiu a variacdo da
biomassa de L. minor ao longo de todo o ensaio nos diferentes tratamentos.

Varia¢ao da Biomassa de L. minor

80

70

60 H Botanico

50 Ponto 1
M Ponto 2

H Ponto 2 (50%)

Biomassa (mg)
w A
o o

M Ponto 3

N
o

Ponto 3 (50%)

[
o

T7 T14 T21

Figura 36. Gréfico de variagdo da biomassa de L. minor nos diferentes tratamentos e ao longo do tempo
(médiatdesvio padréo).
As letras representam o resultado do teste de Tukey de comparac8es multiplas.

Numa primeira abordagem e recorrendo somente & observacdo grafica dos
resultados, pode-se dizer que houve um crescimento progressivo de L. minor (medido pelo
aumento de biomassa seca) quer no controlo do ensaio (Boténico) quer no controlo de
campo (Ponto 1), e nas aguas dos Pontos 2 e 3 nao diluidas.

Partindo-se de uma biomassa seca inicial de 6,7+0,8mg, verificou-se um aumento
consideravel da biomassa para a agua do controlo do ensaio (Botanico) logo nos primeiros
sete dias de ensaio (25,1+1,51mgq); esta tendéncia verificou-se também para os 14 dias de
exposi¢cdo (37,97+0,51mg) bem como para os 21 dias de exposicdo (41,83+1,80mg). A
variacdo da biomassa para a agua do Ponto 1 (controlo de campo), foi muito semelhante
ao ocorrido com a agua do Botanico: para os 7 dias registou-se um peso de 27,5+£3,77mg,

para os 14 dias de exposicdo 37,37+1,55mg e para os 21 dias de exposicdo 37,9+1,27mg.

Centrando-nos agora nos frascos com agua do Ponto 2, e comparativamente com o

valor inicial, registou-se um aumento da biomassa bastante mais acentuado para os 7 dias

55



FCUP

Biorremediaczo de um efluente mineiro por Lemna minor

(34,53+1,56mg), para os 14 dias (50,47+1,88mg) e para os 21 dias de exposicdo

(61,53+9,06mg); os frascos com a&gua do Ponto 3 registaram a mesma tendéncia para os 7

dias (35,10+1,30mg), para os 14 dias (54,57+3,40mg) e para os 21 dias de exposi¢do

(64,23+£3,11mg). Este registo leva-nos a concluir que a espécie se adaptou bem aos

elevados niveis de ferro e que esse mesmo elemento néo teve um efeito negativo no seu
desenvolvimento, pelo contrario, foi estimulante.

Esta resposta das macrdfitas j4 era espectavel, porque apesar dos elevados niveis

de ferro contidos no efluente, este ndo revelou uma toxicidade muito elevada para a

bactéria V. fischeri quando submetido ao teste de toxicidade Microtox®.

Tendo em conta agora aos resultados obtidos para os frascos em que o efluente foi
diluido a 50%, Ponto 2 (50%) e Ponto 3 (50%), o crescimento foi significativamente inferior
ao dos frascos sem diluicdo. Mesmo assim e comparando com o valor inicial, nos frascos
com agua do Ponto 2 (50%), registou-se um aumento da biomassa para os 7 dias
(22,60+1,31mg), para os 14 dias (39,13+3,09mg) e para os 21 dias de exposicdo
(47,63£2,96mg); os frascos com agua do Ponto 3 (50%) cumpriram a mesma tendéncia
para os 7 dias registou-se um peso de biomassa seca de 22,60+1,41mg, para os 14 dias
38,70+£0,36mg e para os 21 dias de exposicado 47,40+1,30mg. De facto, observou-se que
para todos os periodos de exposicdo o crescimento foi mais acentuado nos frascos com
efluente, 4gua do Ponto 2 e do Ponto 3, comprovando que de facto houve uma

estimulagdo ao crescimento das plantas provocadas pela presenca de ferro no efluente.

Adicionalmente, enquanto nos frascos com contaminagdo, as macrofitas
apresentaram-se sempre bem desenvolvidas, vicosas e com as frondes bem diferenciadas,
nos frascos com agua sem contaminacao estas apresentaram-se menos vi¢gosas, com um
tom mais esbranquicado e com as frondes menos diferenciadas. Contudo, o crescimento
foi progressivo para todos os tipos de &gua, tendo-se registado a necessidade de
interromper o ensaio ao fim de 21 dias, por falta de area superficial suficiente nos frascos
utilizados para o ensaio. No caso particular do controlo com agua da lagoa do Jardim
Botanico, verifica-se um abrandamento do crescimento, o que pode ter resultado quer
desta falta de espaco para o desenvolvimento de novas frondes, quer do possivel

esgotamento de nutrientes na agua.

Depois de analisados estes resultados, € importante fazermos uma reflexao critica
em relagcdo ao facto do crescimento e desenvolvimento da espécie L. minor parecer ter
sido estimulado pela presenca de ferro no efluente, como indica a analise feita. O ferro é

um nutriente essencial ao desenvolvimento das plantas, desempenhando um papel
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importante no transporte de eletrdes que estao envolvidos nos processos de fotossintese e
de respiragdo (Cannolly & Guerinot, 2002), no entanto € considerado toxico em niveis
elevados como é o caso do efluente mineiro usado no ensaio. Mas claramente o efeito do
ferro ndo foi toxico para as plantas. Uma das justificacdes que pode ser apresentada neste
caso, é o facto de o ferro estar a estimular a acdo de uma proteina especializada, a
ferritina, que aprisiona este metal tornando-o indisponivel e permitindo simultaneamente o
desenvolvimento e crescimento da planta (Cannolly & Guerinot, 2002). Estudos
semelhantes a este (Kheir et al, 2007) demonstraram existir uma relacdo direta entre a

diminuicdo do contaminante na agua e o aumento do conteldo proteico da planta.

S

Figura 37. L. minor durante o ensaio
1) retiradas aos 7 dias de um frasco com agua do Ponto 1; 2) retiradas aos 7 dias de um frasco com agua do Ponto 3; 3) nos
frascos com agua do Ponto 2 e Ponto 2% respetivamente
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Através do teste ANOVA bifatorial, conseguiu verificar-se matematicamente que
existe um efeito significativo quer do fator tempo (F=260,368; g.l.=2; p=0,00) quer do fator
tipo de agua (F=60,722; g.l.=5; p=0,00) no crescimento, assim como uma interacado
significativa entre os dois fatores tempo*tipo de agua (F=4,46; g...=10; p=0,00), ou seja,
como pdde ser observado nos graficos, isto significa que as diferencas em termos de
biomassa desenvolvida nos diferentes tratamentos, depende do tempo em que se faz a
andlise (o0 que ndo é o caso) e/ou que a diferenca ao longo do tempo, depende do tipo de
agua, ao qual as plantas estiveram expostas, 0 que acontecera certamente no caso do
Ponto 1, onde o aumento de biomassa entre os 7 e 14 dias de exposicdo parece ter sido
significativo, ndo acontecendo o mesmo, entre 0s 14 e os 21 dias. Por oposicdo, e no caso
das exposicdes aos efluentes nao diluidos, o valor da biomassa seca, aumentou
significativamente em todos os tempos de ensaio. Contudo este aspeto n&o foi confirmado
por analise estatistica.

Os resultados da andlise estatistica com o teste ANOVA unifatorial, vieram
confirmar o observado na andlise grafica, e mostraram-nos que para cada tempo de ensaio
(7, 14, 21 dias) existem diferencas significativas na biomassa produzida para os diferentes
tipos de 4gua. Assim, aos 7 dias de ensaio registaram-se diferengas entre tipos de agua
(F=10,8796; g.l.=5, 12; p=0,0006), bem como para os 14 dias (F=20,6441; g.l.=5, 12;
p<0,0001) e para os 21 dias (F=38,08806441; g.l.=5, 12; p<0,0001).
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4.3.2. Bioacumulacdo em L. minor

No gréafico que se segue (Figura 38) sdo apresentados o0s resultados obtidos

durante o ensaio de biorremediacéo.

Bioacumulag¢ao de Fe por L. minor

H Botanico

Pontol

M Ponto 2

H Ponto 2 (50%)

M Ponto 3

Ponto 3 (50%)

Concentragdo Fe (mg Fe/mg biomassa seca)

Figura 38. Grafico de Bioacumulacado de Fe pela espécie L. minor nos diferentes tratamentos e ao longo do tempo
(médiatdesvio padrao).
As letras representam o resultado do teste de Tukey de comparagdes multiplas.

Através da observacdo dos graficos pode-se dizer que a bioacumulacdo de ferro
pelas macrofitas ocorre com maior expressao para os Ponto 2 e Ponto 3, como faria
sentido, uma vez que € na agua destes pontos que se encontra a maior concentracao em
ferro; em oposicdo a este raciocinio, verifica-se que para o Botanico e Ponto 1 a
bioacumulac&o n&do tem praticamente expresséo; o Ponto 2 (50%) e o Ponto 3 (50%), onde
a concentragdo de ferro foi diluida, apresentam niveis intermédios para a bioacumulagéo.

As plantas continuaram a crescer, mas bioacumularam menos Fe. Vé-se que ha um
maior potencial de bioacumulacdo para os primeiros 7 dias de exposi¢do. Para reforcar a
interpretacdo dos resultados, foi calculado o Fator de Bioconcentracdo (BCF) para as

plantas com &gua do Ponto 2 e Ponto 3, segundo a seguinte férmula.

Concentragao contaminante na amostra

BCF = < - -
Concentragao contaminante na agua

sendo, a “concentracdo de contaminante na amostra”, a concentracdo de ferro nas
macrofitas L. minor determinada para cada uma das réplicas, e a “concentragcdo de

contaminante na agua”, a concentracdo de ferro na agua amostrada do Ponto 2 e Ponto 3.
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Tabela 6. BCF para a 4gua do Ponto 2
Ponto 2 Ponto 2 Ponto 2
T7 T14 T21

Réplica 1 (mg/L)
Réplica 2 (mg/L)
Réplica 3 (mg/L)
Média

BCF

Tabela 7. BCF para a agua do Ponto 3
Ponto 3 Ponto 3 Ponto 3
T7 T14 T21

Réplica 1 (mg/L)
Réplica 2 (mg/L)
Réplica 3 (mg/L)

Como se pode observar na Tabela 6 e Tabela 7, o BCF diminui ao longo do tempo

tanto para a 4gua do Ponto 2 como para o Ponto 3, respetivamente.

O teste ANOVA bifatorial, revelou que quer o fator tempo (F=149,736; g.l.=2;
p=0,00), quer o fator tipo de agua (F=168,621; g.l.=5; p=0,00) tiveram um efeito
significativo nos niveis de ferro acumulados pelas macrofitas. Registou-se ainda uma
interacdo significativa entre os dois fatores (F=20,554; g..=10; p=0,00). Os resultados do
teste ANOVA unifatorial, mostraram-nos que bioacumulacdo depende do tipo de agua
utilizada: aos 7 dias de ensaio registaram-se diferencas entre tipos de agua (F=155,5164;
g.l.=5, 12; p<0,0001), bem como para os 14 dias (F=37,4550; g.l.=5, 12; p<0,0001) e para
os 21 dias (F=16,6859; g..=5, 12; p<0,001), corroborando assim os resultados observados

graficamente.

Olhando para esta andlise pode-se dizer que a espécie teve um bom desempenho
no que diz respeito a bioacumulagéo de ferro existente no efluente, e que esta poderia ser
uma boa ferramenta de biorremediacdo de aguas contaminadas por efluentes mineiros,
quer pela rapida resposta da espécie quer pela facilidade com que esta se adapta ao meio.

No entanto, este ensaio de biorremediagdo demonstrou algumas fragilidades em
termos de aplicabilidade a grande escala. Através do calculo do Fator de Bioconcentracao,
conseguimos perceber que a capacidade da espécie L. minor bioacumular o ferro vai
diminuindo ao longo do tempo, ou seja, se esta técnica fosse aplicada em grande escala



FCUP | 61
Biorremediacdo de um efluente mineiro por Lemna minor

teria de haver uma renovacgéo periddica dos exemplares da espécie de L. minor, 0 que

poderia acarretar mais custos ao processo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Depois de feita uma reflexdo critica, o presente trabalho permitiu-nos retirar
algumas conclusdes relevantes no que diz respeito & contaminacdo do solo e dos recursos
hidricos por efluentes de mina, bem como a aplicabilidade das técnicas de biorremediacao

nestes casos.

Verificou-se que o local de estudo esta a ser fortemente afetado pela contaminacédo
proveniente dos efluentes da mina de carvao de Sdo Pedro da Cova. Este efluente, rico em
ferro, estd a afetar o solo e os recursos hidricos da regido (Ribeiro de Murta e Rio
Ferreira). Os resultados obtidos para as analises feitas a agua amostrada no local,
demonstram que os niveis de ferro na agua sdo muito elevados e estdo acima daquilo que

€ recomendado, segundo o descrito no Decreto-Lei 236/98 para aguas destinadas a rega.

A andlise efetuada as amostras de solo recolhidas no local, estdo de acordo com 0s
resultados obtidos para a agua. Os parametros pH, condutividade elétrica e suscetibilidade
magnética determinados para o solo demonstraram que 0 solo se encontra contaminado.
O parametro suscetibilidade magnética veio dar forga a esta conclusdo. Sabe-se que existe
uma correlacdo entre a presenca de metais pesados no solo (neste caso, ferro) e a
suscetibilidade magnética, e este facto ficou demonstrada na andlise feita aos pontos
amostrados de solo. E importante salientar que o estudo de dispersdo da contaminagéo no
solo da regido, realizado no ambito deste trabalho, foi muito elementar. Era de todo o
interesse, sob o ponto de vista ambiental, fazer uma avaliacdo mais detalhada desta em
trabalhos futuros, tendo em conta outros parametros, nomeadamente a mineralogia do

local.

O ensaio com a espécie L. minor revelou que a espécie se adaptou bem as
condicbes de contaminacdo, tendo-se verificado um crescimento progressivo, registado
pelo aumento de biomassa seca das plantas, quer para a a4gua de controlo do ensaio
(Botanico) quer para a agua de controlo de campo. (Ponto 1). O mesmo acontecimento
pbéde ser observado ainda com maior expressao para a agua dos Pontos 2 e 3 ndo diluidas
(efluente mineiro); nos frascos com o efluente mineiro diluido, Ponto 2 (50%) e Ponto 3
(50%) o crescimento observado nao foi tdo notério. Pode-se dizer que a espécie se
adaptou bem as condi¢cdes do meio, e ao contrario do que se esperaria, o ferro existente
no efluente ndo foi nocivo para a planta, mas pelo contrario, foi estimulante ao seu

crescimento. Este facto pode estar relacionado com a a¢do de uma proteina especializada,
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a ferritina, que aprisiona o ferro tornando-o indisponivel e permitindo simultaneamente o

desenvolvimento e crescimento da planta

Em relacdo a capacidade de bioacumulacédo de ferro pelas macréfitas, pode-se
dizer que a espécie L. minor obteve uma boa resposta, no que diz respeito a rapidez do
processo de bioacumulacédo de ferro, sendo bastante eficaz. A bioacumulac&o ocorreu com
maior expressédo para a 4gua do Ponto 2 e Ponto 3, uma vez que € na agua destes pontos
gue se encontra a maior concentracdo em ferro; na agua do Botanico e Ponto 1, a
bioacumulacdo n&do tem praticamente expressdo, uma vez que nao existia ferro para
bioacumular; o Ponto 2 (50%) e o Ponto 3 (50%), onde a concentracdo de ferro foi diluida,
apresentam niveis intermédios para a bioacumulac¢do. No entanto, através do calculo do
Fator de Bioconcentracéo (BCF), observou-se um maior potencial de bioacumulacédo para
0s primeiros 7 dias de exposicao, que foi diminuindo ao longo do restante tempo de ensaio.
Este facto mostra-nos uma fragilidade do processo de biorremediacdo. Se esta técnica
fosse implementada a grande escala, seria necessario haver uma renovacao periédica dos

exemplares de L. minor para que a remocdo do contaminante pudesse ser eficaz.

Em jeito de concluséo final, pode-se dizer que a espécie de macrofitas L. minor é
um bom agente de biorremediacdo em ensaios deste tipo, e com potencial para poder ser
utlizado em maior escala. No entanto, € importante nunca esquecer que estas técnicas tém
de ser alvo de uma analise exaustiva, ponderando todos os fatores intervenientes bem

como todos os custos e beneficios de um processo deste tipo.
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