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RESUMO

ALBUQUERQUE, Carlos Diego Lima de. Avaliacdo dos efeitos da
contaminacdo por Cd e Pb na alface (Lactuva Sativa L.) hidrop6nica
empregando métodos de reconhecimento de padrfes nédo supervisionados:
PCA e HCA. 2013. 79p. (Dissertagdo — Mestrado em Agroquimica) — UFLA,

Lavras'.

Um ensaio em casa de vegetagdo utilizando alface (Lactuca Sativa) em sistema
hidropoénico foi realizado para avaliar os seguintes efeitos de contaminagdo por
cadmio (Cd), (artigo 1), e por chumbo (Pb), (artigo 2): 1) avaliar os efeitos de
doses crescentes de Cd (0,000; 0,025; 0,100; 0,500 e 1,000 mg L'l) e Pb (0,00;
0,25; 1,00; 5,00 e 10,00 mg L’l) no teor e no acumulo de nutrientes; 2) investigar
possiveis mecanismos de destoxificacdo de Cd e de Pb, empregando ferramentas
quimiométricas: os modelos de analise de componentes principais (PCA) e
analise de agrupamento hierarquico (HCA). PCA: Nos artigos 1 e 2, o K obteve
maior mobilidade e a producdo de matéria seca pela alface nao foi alterada com
as doses. A maioria dos nutrientes se concentraram nas raizes, exceto o Ca, para
Cd e Pb, e Mg para o Pb; o aumento da concentracao de Cd foi antagénico para
os teores de Ca, Mg, Mn e Zn e sinérgico para o N ¢ o Cu; o Pb demonstrou
antagonismo ao Ca e Mg e sinergismo ao N, S e P. No acimulo, o Pb foi mais
estatico que o Cd, concentrando-se mais nas raizes; Pb e Cd foram sinérgicos ao
S e antagbnicos ao Fe, Cu e Mn. HCA: Nao forneceu resultados adicionais ao
método PCA, para os dois metais contaminantes. O método PCA foi

suficientemente eficaz no estabelecimento de todas as conclusdes.

Palavras-chave: metais pesados, PCA, HCA, quimiometria, alface

'Comité orientador: Ruy Carvalho — UFLA (orientador).



ABSTRACT

ALBUQUERQUE, Carlos Diego Lima de. Evaluate the effects of
contamination by Cd and Pb of lettuce (Lactuva Sativa L.) employing
unsupervised pattern recognition method: PCA and HCA. 2013. 79p.
(Dissertation — Mater’s student in Agrochemistry) — UFLA, Lavras'.

A greenhouse assay using a lettuce (Lactuca Sativa) hydroponics system was
carried out to evaluate the following effects of contamination by cadmium (Cd),
(article 1), and by lead (Pb), (article 2): 1) evaluate the effects of increasing
doses of Cd (0,000; 0,025; 0,100; 0,500 e 1,000 mg L") and Pb (0,00; 0,25;
1,00; 5,00 e 10,00 mg L'l) on the contents and accumulation of nutrients; 2)
evaluate possible mechanisms to Cd and Pb detoxification, employing
chemometric tools: principal components analysis (PCA) and hierarchical
clusters analysis (HCA) models. PCA In articles 1 and 2, the K get high
mobility and dry matter by lettuce is not change with dosages. Most chemical
elements concentrated in roots, excluding the Ca for Cd and Pb, and Mg for Pb;
the increasing dosages of Cd was antagonistic for levels of Ca, Mg, Mn, and Zn
and synergism for N and Cu; the Pb proved to be antagonistic for Ca and Mg,
and synergism for N, S and P. In accumulation, the Pb was more estatic as Cd,
concentrated in roots; Pb and Cd were synergisms for S and antagonistic for Fe,
Cu, and Mn. HCA: Additional results not provided to the PCA method, for two

heavy metals. The PCA model was sufficiently effective in any conclusions.

Keywords: heavy metals, PCA, HCA, chemometric, lettuce

'CAdvising Committee: Ruy Carvalho — UFLA (advisor).
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1 INTRODUCAO

O grupo de Quimica Ambiental do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) tem demonstrado os efeitos maléficos
de metais pesados, como o Zn, o Cu, o Pb e o Cd, principalmente os dois
ultimos, em solos e diversas espécies vegetais empregadas na alimentagdo
humana (PAIM et al., 2006; CARVALHO et al., 2008; CARVALHO et al.,
2009; CANNATA et al., 2012a; CANNATA et al., 2012b; BERTOLI et al.,
2012). Entre os efeitos adversos, o Cd e o Pb afetam o crescimento e a produgio
das plantas (TANHAN et al., 2007; CARVALHO et al., 2008; CARVALHO et
al., 2009), além da toxicidade aos seres vivos (ATSDR, 2008). Além disso, os
metais pesados quando absorvidos pelas plantas podem alterar diversas fungdes
biolédgicas, devido alta capacidade de mimetizagdo com outros elementos (Zn,
Cu, Cu, Mn, Fe, Ca, Se, etc.) de propriedades quimicas semelhantes, tais como
eletronegatividade, estrutura idnica, dentre outras (KABATA-PENDIAS, 2010).
Diferindo somente na translocagdo (movimentagdo de metais: raiz > parte
aérea), que ¢ outra carateristica muito importante desses elementos, devido a
facilidade de formar complexos de alto impedimento estérico, o que dificulta a
mobilidade nos diferentes compartimentos das plantas (SILVA et al., 2007a;
SILVA et al., 2007Db).

Muitos estudos relacionados a fitorremediacdo (absor¢cdo de metais
pesados por plantas) desses elementos (QU et al., 2003; ZHAO et al., 2006; NIU
et al, 2007; SOLIS-DOMINGUES et al., 2007; TANHAN et al., 2007;
BONFRANCESCHI et al., 2009; MELO et al., 2009; COSTA et al., 2012) ou
sobre a tolerancia de plantas olericolas (LIU et al., 2008; BERTOLI et al., 2012;
CANNATA et al., 2012a; CANNATA et al., 2012b) tém apresentado seus
resultados empregando-se métodos univariados, como o teste de diferenca

minima significativa (LSD) ou, na maioria das vezes, com a analise de varidncia
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(ANOVA). Em contrapartida, a quantidade de variaveis analisadas (teores e
acumulos de diversos nutrientes essenciais em fungdo de doses crescentes ou
tempo de exposi¢cdo aos metais pesados, dentre outras), assim como o espago
amostral (diferentes tipos e espécies de plantas, etc), vem aumentando
gradativamente, de acordo com a necessidade de estudo. Nesse contexto, um
fato que preocupa é se as informacgdes extraidas dos modelos convencionais
(univariados) representam de forma adequada o que realmente acontece com as
plantas.

Dentre os métodos de estatistica multivariada, o reconhecimento de
padrdes ndo supervisionados: Analise de Componentes Principais (do inglés,
Principal Components Analysis, PCA) e Analise de Agrupamento Hierarquico
(do inglés, Hierarchical Cluster Analysis, HCA) sdo ferramentas que
demostraram ser muito eficientes na identificacdo de tendéncias, semelhancas e
diferengas entre as amostras, mesmo quando ndo se tem nenhuma informagao
prévia do conjunto de dados analisados (MOITA NETO e MOITA, 1998; SENA
et al., 2000; SOUSA et al., 2006; CORREIA e FERREIRA, 2007; XUE et al.,
2011; KARADAs ¢ KARA, 2012). Nesses métodos, as amostras similares sdo
agrupadas e amostras diferentes formaram outros grupos e assim
sucessivamente, até que todos os padroes sejam formados. Além disso,
evidenciam quais variaveis estdo influenciando no agrupamento ou na
diferencia¢do das amostras. A PCA ¢ uma técnica que reduz a dimensdo dos
dados a partir de combinacdes lineares das variaveis originais. Dessa forma, os
dados sdo projetados num espago de menor dimensao, normalmente duas ou trés
dimensdes e, como resultado, as informacdes mais relevantes se tornam mais
6bvias e, portanto, muito mais passiveis de interpretagdo (BEEBE et al., 1998;
MARTENS e NAES, 2002). Na HCA, o objetivo principal é o agrupamento dos
dados, através da distdncia entre eles. As amostras mais proximas terdo

distdncias menores e, portanto, um novo grupo sera formado (BEEBE et al.,
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1998). Esta técnica, assim como em PCA, é muito util para averiguar as
similaridades entre as amostras e suas tendéncias.

Desse modo, os objetivos desta dissertacdo, estruturada em dois artigos,
foram: 1) avaliar os efeitos da contaminacao por Cd e Pb sobre os teores e os
acumulos de nutrientes essenciais e na produgdo da alface; 2) avaliar possiveis
mecanismos de destoxificagdo ao Pb e ao Cd, empregando PCA e HCA. Outras
consideracdes foram em relagdo a toxicidade e os limites de tolerancia ao Cd e

ao Pb.



17

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metais pesados (ou elementos tracos)

Os termos “metais pesados” ou “elementos tragos” ou “metais toéxicos”
sdo definicdes para compostos de propriedades e caracteristicas quimicas
semelhantes (ex.: alta densidade), concentracdo (baixa) e toxicidade (alta),
respectivamente (DUFFUS, 2002). Embora esses termos nunca tenham sido
definidos por nenhum orgdo competente, como a IUPAC, os mesmo sdo
amplamente utilizados para classificar este tipo de metais (KABATA-
PENDIAS, 2010). Os quatro elementos mais comuns e toxicos sao o arsé€nio
(As), o mercurio (Hg), o chumbo (Pb) e o cAdmio (Cd), em razdo do constante
uso, toxicidade e ampla distribuicdo. Um grande problema associado a esses
elementos ¢ que ambos se acumulam em diferentes ambientes, seja na dgua, no
solo ou na atmosfera, ndo podendo ser degradados, assim como, 0s compostos
organicos toxicos (BAIRD, 2002). Por isso, o Pb e o Cd ganham um lugar de
destaque na lista de elementos mais perigosos, o segundo ¢ o sétimo,
respectivamente, com base na frequéncia, toxicidade e potencial de exposi¢ao
humana (ATSDR, 2011).

No ambiente, os metais pesados ndo sdo tdo perigosos na forma de
vapor, quanto sd3o na forma de cations (em solucdo) ou ligados a pequenas
cadeias carbdnicas, principalmente quando se unem fortemente ao enxofre na
forma de grupos sulfidrila (-SH). Nessa forma, os metais pesados impedem que
algumas enzimas que controlam a velocidade do metabolismo dos seres
humanos funcionem, podendo levar a morte (BAIRD, 2002).

A equagdo quimica geral entre a ligagdo do metal (M>") com o grupo

sulfidrila (-SH):

2R-SSH + M* —» R-S-M-SR + 2H" (mais estavel)
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A combinacdo estavel dos metais pesados, notadamente o Cd* e o Pb*,
com grupos organicos sulfurados das enzimas envolvidos no metabolismo deve-
se ao conceito de substincias “duras e moles”, uma contribuicdo de Pearson ao
conceito de 4cidos e bases de Lewis (SHRIVER, 2003). Assim, o Cd*" e o Pb*",
“acidos moles”, de elevados raios i6nicos, combinam-se facilmente com
doadores de elétrons também volumosos (“bases moles™), como € o caso dos

grupos sulfidrilas das enzimas.

2.1.1 Chumbo (Pb)

Na crosta terrestre, o chumbo (Pb) tem uma ocorréncia de 15 mg Kg™,
com maior concentracdo nas séries acidas das rochas igneas e sedimentos
argilosos e, em baixa concentracdo, nas rochas ultramaficas e sedimentos
calcarios (KABATA-PENDIAS, 2010). Seu estado de oxida¢ao mais comum & o
Pb*" e, em menor escala, o Pb* (KABATA-PENDIAS, 2010). Assim como
outros metais pesados, as concentracdes de Pb no solo e na agua vém
aumentando ao longo dos anos (GULSON et al., 1981; SANTOS et al., 1993;
DEAVIS, 1997; PREGO et al., 2004; BARON et al., 2006; WARMATE et al.,
2011). Esse aumento se deve as constantes praticas industriais, de mineragdo e,
numa pequena parcela, ao decaimento radioativo natural do Uranio (GULSON
et al., 1981; SANTOS et al., 1993; DAVIES,1997). Além disso, o chumbo esta
presente em baterias (atualmente reciclaveis), soldas, ligas, cabos, produtos
quimicos, dentre outros.

O Pb, quando presente em altas concentragdes, pode se tornar nocivo e
prejudicial a sadde humana (BUTLER WALKER et al.,, 2006). Sua maior
parcela pode ser encontrada no sangue dos seres humanos, porém quanto mais se
expde a ele, maior sera sua concentracdo no organismo e, como consequéncia,

pode penetrar nos tecidos e os 6rgdos internos do corpo, como ¢ o caso do
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cérebro (BUTLER WALKER et al., 2006; BAIRD, 2002). Um agravante para o
quadro de intoxicagdo por Pb ¢, além da deficiéncia de calcio (BAIRD, 2002),
cujo cation divalente assemelha-se em tamanho ao Pb**, o fato dos fumantes se
intoxicarem a longo prazo pela inalagdo do Pb contido na fumaca do cigarro
(BUTLER WALKER et al., 2006).

Os mais afetados pela intoxicacdo por chumbo sdo os fetos e as criancas
menores, que apresentam maior sensibilidade decorrente da facilidade de
absor¢ao exigida pelo desenvolvimento rapido de seus cérebros. Dai decorrem a
ma formacdo e dificuldade de aprendizado, distirbios no comportamento e da
capacidade de atencdo (BAIRD, 2002). Um revisdo mais detalhada sobre os
maleficios do chumbo pode ser encontrada em ATSDR (2007).

2.1.2 Cadmio (Cd)

A concentracdo média de cadmio (Cd) na crosta terrestre ¢ de 0,1 mg
Kg', comum em rochas igneas e sedimentares. Raramente é encontrada na
forma livre; normalmente estd ligado ao enxofre (CdS), selénio (CdSe) ou
oxigénio (CdO) ou associado ao Zn e ao Pb. O Cd tém alta similaridade quimica
com o Zn, tais como estrutura idnica, eletronegatividade, dentre outras. E, como
qualquer metal pesado, tem alta afinidade de ligar-se ao S. Ainda, apresenta
mesma carga e raio iénico do Ca®’, porém ndo o substitui nos minerais. Outros
elementos isotipicos do Cd, sdo o Co*", o Ni*’, o Fe*' ¢ 0o Mg*" (KABATA-
PENDIAS, 2010).

Um uso importante do Cd ¢ como eletrodos de baterias recarregaveis,
chamadas de nicad (niquel-cadmio), comumente utilizadas em calculadoras e
outros aparelhos (BAIRD, 2002). O descarte indevido destes produtos pode

chegar aos ambientes e acumular-se ao longo da cadeia trofica. Outras formas de
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contaminag@o se devem as praticas de mineragdo, irrigacdo de aguas residuais,
galvanoplastia e fertilizagao (XIN et al., 2010).

No organismo, o Cd apresenta toxicidade aguda, sendo a dose letal de
aproximadamente um grama. Em contrapartida, os seres humanos podem
funcionar mecanismos de defesa contra este elemento, através da complexagao
com proteinas ricas em enxofre, como a metalotioneina, cuja funcgao é regular o
metabolismo do zinco (BAIRD, 2002). Nas plantas também sdo conhecidos, mas
ativados por fitoquelatinas, glutioninas ou quaisquer aminoacidos que possam se

ligar ao metal contaminante (INOUHE, 2005; BENAVIDES, 2005).

2.2 Absorcao e acumulacéo de Cd e Pb e competicdo com 0s nutrientes em

plantas

Como todo organismo vivo, as plantas necessitam absorver diversos
nutrientes essenciais, variando de acordo com a sua necessidade. Sdo eles, os
macronutrientes: N, P, K, Ca, Mg e S e os micronutrientes: B, Cl, Co, Fe, Mn,
Mo, Ni, Se e Zn. Cada um deles desempenhard uma fungdo bioldgica
importante. Atualmente, vinte e trés metais tem atividade fisiologica conhecida
em seres vivos e, alguns deles, como o Fe, o Zn e o Cu sdo considerados
essenciais (KARADAs e KARA, 2012). O problema ¢ que quando as plantas sdo
cultivadas em ambientes contaminados por Cd ou por Pb, esses podem ser
absorvido, devido sua alta capacidade de mimetizacdo com outros elementos de
propriedades quimicas semelhantes, tais como o Zn, Cu, Mn, Fe, Ca e Se
(KABATA-PENDIAS, 2010). Diferindo dos outros elementos, apenas na sua
translocacdo, devido sua facilidade também em formar complexos de alto
impedimento estérico, que dificultam a sua mobilidade nas plantas (SILVA et

al., 2007a).
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De acordo com Kabata-Pendias (2010), foi comprovada a interferéncia
dos metais pesados na absor¢do em outros elementos quimicos de propriedades
semelhantes pelas plantas. Bertoli e colaboradores (2012) observaram que, ao
aplicar doses crescentes de cadmio (Cd 0,000; 0,025; 0,100; 0,500 e 1.000 mg L
1), as mesmas utilizadas neste trabalho, ocorreu uma redugdo no teor de K, Ca,
Mn e Zn na parte aérea de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum). Além
disso, houve uma redugio de K nos frutos e Mn nas raizes. A medida que as
doses foram aumentando, a translocag@o de P e Cu foram afetadas, o0 mesmo néo
acontecendo com K, Ca, Mg e Zn, o que possivelmente indica que o Cd pode
interferir na absor¢do e translocacdo de outros nutrientes. Em feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.), Cannata e colaboradores (2012a) relataram que, todos
os teores de nutrientes analisados (P, K, Ca, Mg, S, Cu, Mn, Zn, ¢ Fe) foram
reduzidos apds a aplicacdo de doses crescentes de Pb (0,00; 0,25; 1,00; 5,00;
10,00 mg L), exceto o P nas raizes, Mg nos frutos e S nas raizes ¢ nos frutos.
Quanto ao acumulo, houve uma redugdo de todos os nutrientes nas trés partes

das plantas e um aumento na translocagdo de Mg, Zn e S.

2.2.1 Efeitos téxicos de Cd e Pb em plantas

De maneira geral, Cd e Pb provocam efeitos degenerativos, como a
dificuldade no desenvolvimento das plantas (raizes, graos, tubérculos, etc) e no
crescimento (CANNATA, 2011). Ou ainda, na reducdo da producao de frutos:
tubérculos (CANNATA, 2011), graos de feijao (CARVALHO et al., 2008,
2009) e tomate (BERTOLI, 2011). Além da redugdo de matéria seca de raizes,
partes aéreas e frutos (CARVALHO et al.,, 2008, 2009; BERTOLI, 2011;
CANNATA etal., 2011).

No trabalho de Costa et al. (2012), as plantas de pinhdo manso (Ricinus

communis cv. Guarany) demonstraram baixa tolerdncia a presenca de Cd em
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solugdo nutritiva, nas doses de 0, 1, 2, 4, 8 ¢ 16 mg L', promovendo o
aparecimento de sintomas como: clorose, necrose, quedas das folhas mais velhas
e escurecimento das raizes. J& no trabalho de Zhao et al. (2006), em plantas de
Arabidopsis halleri, somente apés a aplicagdo da dose 2 mg L' ¢ que os
sintomas de clorose apareceram. Em outro experimento, as variadas populacdes
de Chromolaena odorata apresentaram sintomas de clorose e redugio de
biomassa e na taxa de crescimento, somente na dose de 10 mg L' e, nas doses
de 0,25 ¢ 0,5 mg L', foram observados sintomas de necrose e redugdo no
crescimento, em todas as populagdes de Chromolaena odorata (TANHAN et
al., 2007).

Entretanto, apesar da contamina¢do por Cd e Pb ocasionar diversos
efeitos deletérios ja citados, é sabido que as plantas chegam resistir a doses
muito elevadas deste contaminantes. S&o as chamadas plantas
hiperacumuladoras, que t€m como caracteristicas principais rapido crescimento,
com biomassa aprecidvel e ampla distribui¢do. Apresentam, portanto
consideravel potencial de fitorremediacdo de metais, em solos contaminados

(ZHAO et al., 2006; TANHAN et al., 2007).

2.2.2 Mecanismo de destoxificacdo de metais pesados

De acordo com Benavides et al. (2005) e Inouhe (2005) as plantas,
principalmente as hiperacumuladoras, apresentam como carateristica comum a
formacdo (sintese) de fitoquelatinas, um complexo a base de enxofre que
destoxifica, impedindo a migragdo dos metais pesados para a parte aérea. Estes
mecanismos se baseiam no sequestro de metais contaminantes em vacuolos pela
formagdo de complexos, altamente estaveis. Outro possivel mecanismo sdo os
acoplamentos com a glutationina ¢ com alguns aminoacidos (SHARMA e

DUBEY, 2005).
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Apesar da destoxificagdo de metais por fitoquelatinas sugerir ser um tipo
de mecanismo de defesa evolutivamente antigo, estabelecido em microalgas ou
microfungos e, posteriormente, desenvolvido pelas plantas superiores, somente
na década de 80, elas foram identificadas (BENAVIDES et al. ¢ INOUHE,
2005).

2.3 Quimiometria

A quimiometria ¢ uma ciéncia que surgiu da natureza da quimica. Ela
reuni métodos de estatistica multivariada, algebra linear e computacionais. Seu
objetivo ¢ tratar dados de uma forma mais eficiente, simplificada e mais
abrangente, ou seja, tendo sempre o compromisso de ampliar o seu leque de
interpretacao.

A quimiometria demorou muito tempo para ser aplicada na pratica
devido a falta de tecnologia computacional capaz de resolver calculos altamente
complexos e demorados (BARROS NETO et al, 2006). A andlise de
componentes principais, proposta por Pearson (1901), e desenvolvida por
Hotelling (1933) anos depois, somente nos anos 70 comegou a ser utilizada
como método de agrupamento na quimica (BRUNS e FAIGLE, 1985).

Dentre os métodos quimiométricos destacam-se como principais:
planejamento e otimizacdo de experimentos, reconhecimento de padroes
(métodos de andlise exploratéria e classificacdo), calibragdo multivariada e
resolucdo de curvas multivariadas. Neste trabalho, o foco serd no
reconhecimento de padrdes, especificamente na analise exploratdria, também

conhecida como reconhecimento de padrdes ndo supervisionados.

2.3.1 Reconhecimento de padrdes n&o supervisionados ou Andlise

exploratoria
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Um conjunto de dados ¢ definido pelo nimero de amostras ou objetos ¢
pelo nimero de varidveis medidas no sistema. Tipicamente, os objetos sdo
compostos, amostras analiticas, espectros ou cromatogramas e as variaveis sio
caracteristicas ou propriedades dos objetos, como concentracao, alturas de picos
em perfis cromatograficos, ou intensidades e absorbancias em diferentes
comprimentos de onda (BARROS NETO et al., 2006). Esses dados podem ser
organizados na forma matricial Xj;, na qual suas linhas constituem as diferentes

amostras e suas colunas sdo as variaveis medidas no sistema (Figura 1).

( xu: xlz xB xlji-— F 3 Amostra 1

X! X Xy x2j Amostra 2
x — x31 x32 x:-13 - x3j Amostra 3
ij . ]

\xl'l .xiz X .xﬁ J Amostra n

Ne Ca K .. Varidveln
Figura 1 Organizag¢do hipotética dos dados multivariados numa matriz X, na

qual as linhas sdo amostras e as colunas sdo variaveis.

Como exemplo, representado na figura 1, para i€sima amostra, X, Xj,
Xis, ..., Xij, sdo anotadas as concentragdes de cada varidveis, neste caso, as
concentragdes de Na, Ca, K até a variavel n, repetindo-se para cada amostra n.
Apos a organizagdo dos dados, pode-se submeté-los a uma anélise criteriosa de
associagdes, como a andlise exploratéria. Nessa, ¢ feita uma tentativa de
agrupamento, pela qual se pode estabelecer relagdes entre os objetos e as

variaveis (BARROS NETO et al., 2006).



25

Uma caracteristica principal da analise exploratoria € que nela os dados
sdo muitas vezes desconhecidos, ou seja, ndo ¢ possiveis definir quais as
caracteristicas (concentragdes) das amostras previamente, portanto, este método
também ¢é conhecido como reconhecimento de padrdes nao supervisionados.
Dentre os mais utilizados podemos destacar a Analise de Componentes

Principais (PCA) e a Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA).

2.3.1.1PCA

A PCA (BEEBE et al., 1998; MARTENS e NAES, 2002; BRERETON,
2009) ¢ um método de decomposicao dos dados multivariados, que visa resumi-
los num espaco de menor de menor dimensdo, normalmente em duas ou trés

dimensdes, que é visivel ao “olho humano”. Uma matriz X (capitulo 2.3.1) é

decomposta em que a somatéria de A componentes principais, de acordo com o
seguinte modelo estrutural:

K= 4yp! +tpl ~t:pl... +t4pt +E=TPT +E W

no qual, a matriz T ¢ denominada escores (Scores), a qual contém as
informagdes sobre as amostras, e P ¢ a matriz de pesos (loadings), a qual contém
as informagdes sobre as variaveis e E ¢ a matriz de residuos, erros aleatorios e
sistematicos. Essas novas matrizes serdo utilizadas para construir os novos eixos
(componentes principais), que exprimem a natureza dos dados originais, sem
qualquer alteragdo sobre eles. Uma importante vantagem da PCA, como ja foi
dito, ¢ a reducdo da dimensao, pois, dessa forma, os dados podem ser avaliados
todos a0 mesmo tempo, sendo possivel verificar qual(is) variavel(is) esta(ao)

influenciando no sistema. E importante destacar também que o nuimero de
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componentes principais, ou seja, 0s novos eixos que descreveram o sistema
serdo determinados ap6s uma andlise de variancia explicada e/ou acumulada
(BEEBE et al., 1998). Mais informagdes, ler o capitulo Teoria de ambos os

artigos.
2.3.1.2HCA

No método HCA (BEEBE et al., 1998), as distancias entre as amostras
sdo calculadas, por algum método matematico, por exemplo, pela distancia
euclidiana, e quanto menor as distdncia entre elas, maior sera sua similaridade.
Outras amostras de caracteristicas diferentes formarao outro grupo, diferente do
primeiro, e este processo ocorre até que todas sejam agrupadas. Dada uma

matriz X (capitulo 2.3.1), as diferentes distincias entre os vetores X, ¢ X, sdo

definidos como se segue:

d?12':1' = IZ)?I - XI:[G;; - :}'EI:[E (2)

no qual, X; é o vetor caracteristica da primeira amostra ¢ X; é o vetor
caracteristica da segunda amostras; dessa forma sdo calculadas as distancia entre

elas, e processo € repetido para todas as amostras.
3 CONSIDERACOES FINAIS

O método multivariado (Analise de Componentes Principais, PCA)
empregado na interpretagdo dos dados dos dois artigos que compde esta
dissertacdo permitiu ampliar o espectro de discussdo dos resultados quando
comparados ao emprego, pelo grupo de Quimica Ambiental, da metodologia até

entdo usual e univariada (ANOVA, Teste de Média, Regressdes Polinomiais,
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dentre outros), ferramentas comuns em pesquisas de Quimica Pura, ou seja,
apenas laboratorial. A quimiometria mostrou-se eficiente também em estudos de
outras areas de interface com a Quimica, como foi o caso desta pesquisa com
plantas de alface. A analise de agrupamento hierarquico (HCA) nao adicionou

nenhuma informagao ja reconhecida no método PCA.
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ARTIGO 1: Chemometric approach: PCA and HCA to evaluate the effects
of increasing doses of Cd on the content and accumulation of nutrients and

production of lettuce (Lactuva Sativa L.)

Normas da revista cientifica Journal of Hazardous Materials (artigo

submetido)

Highlights:

o In this work, the Cd did not show high mobility.

e Most chemical elements concentrated in the roots, excluding K.

e (Cdreduced of Ca, Mg, Mn and Zn (antagonism) and increased N and Cu
(synergism).

e The accumulation of Cd was antagonistic to Fe, Cu and Mn and
synergistic to S.

e Plants developed and produced dry matter normally, reveal defense

mechanisms.

Chemometric approach: PCA and HCA to evaluate the effects of increasing
doses of Cd on the content and accumulation of nutrients and production of
lettuce (Lactuva Sativa L.)
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ABSTRACT

A greenhouse assay using a lettuce (Lactuca Sativa) hydroponics system was
carried out to evaluate the following effects of contamination of cadmium: 1)
evaluate the effects of increasing doses of Cd on the contents and accumulation
of nutrients in lettuce; 2) evaluate possible mechanisms to Cd detoxification,
employing powerful chemometric tools: PCA and HCA models. With the PCA
model, in content, the PC1 was responsible for distinguishing samples shoots,
with high levels of K and DM, from roots, with high levels of other nutrients,
except to Ca and Cd. This indicates that in spite the high translocation of Cd, the
formation of complex with glutioninas, phytochelatins and amino acids and/or
precipitates (phosphates and nitrates), probably hampered mobility, justified by
the high amounts of S, N and P in roots. For PC2, higher doses were separated
from the others by their high levels of Cd, N and Cu (synergistic effect) and low
levels of Ca, Mg, Mn and Zn (antagonistic effect). In accumulation, the nutrients
accumulated in shoots and Cd did not change (PC1). In PC2, the increased
accumulation of Cd increased the S (phytochelatins) and reduced Fe, Cu and
Mn. With the HCA model, it became evident that the dose 0.025 mg L™ were
very similar than the dose control. Furthermore, the dose 10.000 mg L
promoted greater variability in the content, accumulation and production in the
different parts. PCA and HCA models demonstrated to be effective in the

recognition and clustering tendencies.

Keywords: Principal Components Analysis, Hierarchical Cluster Analysis,

Cadmium, Nutrition, Detoxification, Lettuce.
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1. INTRODUCAO

O cadmio (Cd) é um contaminante em potencial, presente naturalmente
no solo introduzido por fontes antropogénicas, como um resultado de praticas
mineragdo, atividades de fundigdo, efluentes de irrigacdo, galvanoplastia e
fertilizagdo, podendo atingir, inclusive, os ambientes aquéticos [1-2]. E um
problema antigo, relatados até hoje por diversos paises [3-7]. Na China, por
exemplo, cerca de um quinto dos solos sdo contaminadas por Cd, Pb e As [8] e,
como a maioria deles sdo alagados para o cultivo de arroz, a contaminac¢ao pode-
se estender facilmente para outras areas, ja que na agua, o Cd encontra-se na
forma solavel, Cd**, que possui alta mobilidade [1].

Sabe-se que as plantas necessitam absorver diversos nutrientes
essenciais, variando de acordo com a sua necessidade. Sdo os macronutrientes:
N, P, K, Ca, Mg e S e os micronutrientes: B, CI, Co, Fe, Mn, Mo, Ni, Se ¢ Zn.
Cada um deles desempenhard uma fungdo bioldgica importante, ndo s6 as
plantas, mas também aos demais seres vivos ao longo da cadeia alimentar.
Atualmente, vinte e trés metais tém atividade fisiologica conhecida em seres
vivos e alguns deles, como o Fe, o Zn e o Cu so considerados essenciais [9]. O
problema ¢ que quando as plantas s@o cultivadas em ambientes contaminados
por Cd, este pode ser absorvido, principalmente na forma de Cd**, devido sua
alta capacidade de mimetizacdo com outros elementos de propriedades quimicas
semelhantes, tais como o Zn, Cu, Mn, Fe, Ca e Se [1]. Diferindo dos outros
elementos, apenas na sua translocacdo, devido sua facilidade também em formar
complexos de alto impedimento estéreo, que impede sua mobilidade nas plantas
[10]. Entre os efeitos diversos, o Cd também pode afetar no crescimento, como
também na producdo das plantas [11-13], além de ser toxicos aos seres vivos
[14].

Estudos relacionados a habilidade das plantas em absorver Cd, Pb, As,

Zn, Ni, Cr (IIl) e Cr (VI), como proposta de fitorremediacao [11,15-21] ou



37

pesquisas de tolerancia em plantas olericolas [22-24] focadas na produgdo ¢ na
absor¢do de nutrientes e do contaminante tém sido uma constante. Os resultados
desses estudos tém sido apresentados e discutidos empregando-se métodos
univariados, como o teste de diferenca minima significativa (LSD) ou, na
maioria das vezes, a andlise de variancia (ANOVA). No entanto, como a
quantidade de variaveis analisadas (teores e acumulos de diversos nutrientes em
funcao de doses crescentes ou tempo de exposi¢do aos metais pesados, dentre
outras), assim como o espaco amostral (diferentes tipos e espécies de plantas,
etc), vem aumentando gradativamente, de acordo com a necessidade de estudo.
Um fato que preocupa ¢ se as informagdes extraidas desses modelos
convencionais representam de forma adequada o que realmente acontece com as
plantas na natureza.

Dentre os métodos de estatistica multivariada, o reconhecimento de
padrdes ndo supervisionados: Principal Components Analysis (PCA) e
Hierarchical Cluster Analysis (HCA) sdo ferramentas que demostraram ser
muito eficientes na identificacdo de tendéncias, semelhangas e diferencas entre
as amostras, mesmo quando ndo se tem nenhuma informagao prévia do conjunto
de dados analisados [9,25-30]. Nesses métodos, as amostras similares sdo
agrupadas e amostras diferentes formaram outros grupos e assim
sucessivamente, até que todas sejam agrupadas. Além disso, evidenciam quais
variaveis que estdo influenciando no agrupamento ou diferencia¢do dos grupos
formados. A PCA ¢ uma técnica que reduz a dimensdo dos dados a partir de
combinagdes lineares das variaveis originais, dessa forma, os dados serdo
projetados num espaco de menor dimensdo, normalmente duas ou trés
dimensdes, e, como resultado, as informagdes mais relevantes se tornam mais
6bvias e, portanto, muito mais passiveis de interpretagdo [31,32]. Na HCA, o
objetivo principal é o agrupamento dos dados, através da distancia entre eles. As

amostras mais proximas terdo distdncias menores e, portanto, um novo grupo
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sera formado [31]. Esta técnica, assim como em PCA, é muito util para
averiguar as similaridades entre as amostras e suas tendéncias. Desse modo, os
objetivos deste artigo foram: 1) avaliar os efeitos da contaminagdo por Cd sobre
os teores e os acimulos de nutrientes e a producao da alface; 2) avaliar possiveis
mecanismos de destoxificacdo ao Cd, empregando PCA e HCA. A toxicidade e

os limites de tolerancia ao Cd também foram estudados.
2. TEORIA
2.1. Modelo PCA

A Principal Components Analysis (PCA) ¢ um método de decomposigdo
bilinear dos dados multivariados, em escores (T), informacdes sobre os objetos
ou amostras, e em pesos (P"), informagdes sobre as variaveis. De modo que, os
dados sdo descritos de forma condensada, em relagdo ao conjunto de dados
originais, e de tal forma, que o erro seja minimo [32]. Como os dados sdo

apresentados ao modelo na forma matricial, (X) (i — amostras e j — variaveis),

estes podem ser decompostos pelo algoritmo decomposicdo de valores
singulares (SVD) em trés submatrizes: a ortonormal, Ujxa, a diagonal, Saxa, que
o produto entre elas nos fornece Tixa, € a matriz transposta V ayi T que representa

a matriz P', mais a matriz de erros, E (Fig. 1) [33]:
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Fig.1. Representagdo grafica do modelo PCA pela decomposi¢do em SVD.

Decomposi¢do da matriz X em trés sub-matrizes U, S e V' mais a matriz E.

Resumindo, a equagdo basica em PCA pode ser descrita como:
= = I
X=upltoph +taph.. togl, +E=IF +§ (1)

Em que tlp'{, t;_-p%,t}pgr ,tﬁpi, representa o numero de componentes

principais, PC1, PC2, PC3,...,PCn (Fig. 1), ou seja, 0s novos eixos responsaveis
por descreverem o conjunto de dados original (X). No qual, o niimero correto de

PCn a ser utilizado serd determinado pelo analista, através da analise das

varidncias explicada (VE) e/ou acumulada (VA) [31].
2.2. Modelo HCA

No método HCA, as amostras sdo agrupadas baseadas nas suas distdncias no
espaco, que pode ser multidimensional [31]. Como em PCA, o conjunto de

dados também pode ser organizado na forma matricial (X). Em seguida, as

distancias entre as amostras sao calculadas e o agrupamento ¢ realizado. As mais
proximas (similares) formam grupos primeiro entre si e depois, com as mais
distantes e assim sucessivamente, até que todas sejam agrupadas, formando um
unico grupo, maior que os outros, que as contém.

Na Fig. 2, uma representacdo esquematica de uma das formas de calcular a
distancia entre as amostras pelo método das distancias euclidianas (equacdo 2) e
pelo agrupamento médio destas distdncias e, graficamente, na forma de

dendrograma [31].
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Dendrogram

a) b) |

Variable 2

Variable 1 22 24 26 28 3 32 34 38
Euclidean Distance

Fig.2. Representagdes do modelo HCA. (a) Esquema do calculo da distancia
euclidiana e do agrupamento médio das amostras. (b) Dendrograma Euclidiano

meédio.

As amostras 1 ¢ 2 e 3 e 4 formaram grupos entre si, 0 que ndo aconteceu

para a amostra 5, devido a sua distancia das demais.
= i
g = X, — X)X, — X)) @)

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Cultivo e contaminacgdo da alface

As mudas de alface do tipo crespa (Lactuca Sativa) (cultivar Solaris)
foram adquiridas de um produtor rural da cidade de Lavras (MG, Latitude:
21,23927° S e Longitude: 44,99858° W), que obteve as plantas, apos semeadura
em bandejas com substrato comercial (Plantmax).

Em casa de vegetagdo, vinte mudas saudaveis (uma por recipiente de
cultivo) foram escolhidas e transplantadas para frascos de polietileno com
oxigenacgao, contendo solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon [34] a 20% de sua

forga idnica, previamente preparada com agua deionizada, durante a fase de
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adaptag@o. Na segunda semana, a for¢a da solucdo foi aumentada para 50% e, na
terceira, para 80%, na qual foram aplicadas doses crescentes do metal
contaminante (nivel de Cd: 1 — controle; 2 — 0,025; 3 — 0,100; 4 — 0,500 ¢ 5 —
1,000 mg L"), na forma de nitrato (Cd(NO;),.4H,0), marca Vetec P.A., em
quadruplicata. Vale ressaltar que essas doses foram baseadas em estudos
realizados por Cannata et al. [24]. As trocas de solucdo nutritiva do metal
contaminante foram realizadas semanalmente, durante trés semanas, sendo 21

dias de contaminacdo, totalizando 32 dias de experimento.
3.2. Analise e tratamento dos dados

Apés o ciclo comercial, as alfaces foram colhidas, lavadas com agua
deionizada, separadas por doses e dividas em raizes (R1, R2, R3, R4 e R5) e
partes aéreas (S1, S2, S3, S4 e S5) e postas para secagem, em estufa, a
temperatura constante de 60°C. Apds a secagem, as amostras de massa de
matéria seca (DM) na parte aérea e na raiz foram pesadas e trituradas para a
dosagem dos teores dos metais (Ca: 422,7 nm, fenda: 0,5; Mg: 285,2 nm, fenda:
0,5; Cu: 324,7 nm, fenda: 0,2; Mn: 279,5 nm, fenda: 0,2; Zn: 213,9 nm, fenda:
0,2; Fe: 248,3 nm, fenda: 0,2 e Cd: 228,8 nm, fenda: 0,5) num espectrofotdmetro
de absorcdo atomica de chama (Varian, Modelo SpectrAA-110), de N por
Kjeldahl, de P (420 nm) e B (540 nm) por colorimetria (PerkinElmer, Modelo
Lambda-25), K (766 nm) por fotometria de chama (Modelo Micronal B262) e S
(420 nm) por turbidimetria (Modelo Lambda-25 [35].

Os valores de acamulo de N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Mn, Zn, Fe e Cd
foram calculados multiplicando-se seus teores pelas producdes de matérias
massa seca na respectiva parte da planta, Rs ou Pas (equagdo 3).

Teor X Matéria ssca

Actimule = 1000 (3)

Actmulo = macronutrientes (g vaso™') e micronutrientes ¢ de Cd (mg vaso™)
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Teor = macronutrientes (g kg') e micronutrientes e de Cd (mg kg™)
Massa de matéria seca = Rs e Pas (g)

Os dados foram importados e tratados por rotinas proprias de pré-
processamento, de PCA e de HCA. O programa MATLAB versdao R2007b (The
MathWorks, Natick, USA) foi utilizado para o processamento.

Os valores médios referentes a produg¢ao de massa de matéria seca (DM)
e aos teores e os acumulos de nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Mn, Zn ¢
Fe), de Cd nas diferentes partes da planta foram previamente organizados na

forma matricial (X, Fig. 1), com dimensdes de 10 X 13 (teor) ou 10 X 12

(acumulo), referindo-se as 10 amostras X 13 ou 12 variaveis, ou simplesmente,
para o teor: raiz e parte aérea nos diferentes niveis X teor de nutrientes e de Cd
e producgdo de massa de matéria seca (DM) e para o acamulo: raiz e parte aérea
nos diferentes niveis X acumulo de nutrientes e de Cd, conforme representado na
Fig. 1. Todos os conjuntos de dados foram pré-processados por autoescalamento
e em seguida, submetidos aos modelos PCA ¢ HCA.

No modelo PCA, os dados foram decompostos pelo algoritmo SVD e
assim, os escores (T) ¢ os pesos (P") foram calculados e plotados de forma
simultanea, em graficos biplots.

No modelo HCA, a distancia entre as amostras foram calculadas pela
distdncia Euclidiana (equagdo 3) e o agrupamento foi realizado pela média
destas distancias. Em seguida, os dendrogramas de HCA para o teor ¢ o acumulo
de nutrientes e de Cd e produgdo de massa de matéria seca nas amostras de
raizes (R1 a RS) e de partes aéreas (S1 a S5) foram representados (Fig. 4).
Deixa-se claro, que o objetivo ao realizar este agrupamento foi de avaliar
similaridade entre as amostras, apos a aplicacao ou ndo de Cd. Neste trabalho,
apenas as distancias menores que 50% do maior valor (distincia maxima) foram

consideradas como similares.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. PCA do teor e acumulo de nutrientes e de Cd

Analisando os modelos PCA, pode-se afirmar que para ambos, 2
componentes principais foram suficientes para descrevé-los, visto que,
apresentaram VA maiores que 79 e 94%, respectivamente. Nao existe um valor
exato de VA e/ou VE para escolha do nimero correto de PCn. Muitas vezes esta
decisdo pode ser tomada apds a andlise da proxima componente principal e
assim, sucessivamente. Neste trabalho, as PC3, PC4,..., PC12 ndo continham
nenhuma informacdo relevante sobre os conjuntos de dados, portanto, foram
descartadas.

Na Fig. 3 estdo representados, na forma de grafico biplot (informagdes
sobre amostras e variaveis plotadas simultaneamente) e os dados referentes as

analises de teor e acumulo de nutrientes e de Cd.
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Fig.3. Graficos biplots (escores X pesos). (a) Teor de nutrientes ¢ de Cd e
producdo de massa de matéria seca (DM) (b) Acumulo de nutrientes e de Cd (R
—raiz ¢ S — parte aérea; doses de Cd: 1 —0,000; 2 —0,025; 3-0,100; 4 — 0,500 e
5—1,000 mg L™).
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Analisando a Fig. 3a, a PC1 representa 58,96% de VE, e é responsavel
pela distingdo entre as amostras da raiz (R1 a R5), com altos teores de Mg, Mn,
Zn, Fe, S, B, P, Cu e N, e da parte aérea (S1 a S5), altos teores de K e de DM. E
importante destacar que, o K foi o unico nutriente ndo sofreu influéncia das
doses de cadmio, movendo-se (raiz > parte aérea) livremente na planta. Além
disso, o teor médio de Cd ndo variou entre essas amostras, apesar de sua alta
mobilidade [24]. Segundo Benavides [36] e Inouhe [37], as plantas,
principalmente as hiperacumuladoras, apresentam como carateristica comum a
formagdo de fitoquelatinas (PCs), um complexo a base de enxofre, que
destoxifica a planta, impedindo a migracdo dos metais pesados para a parte
aérea, confirmada neste trabalho pela alta concentra¢do de S nas raizes. Outro
possivel mecanismos de exclusdo ocorrem pela formagao de precipitados, sais
insoliveis como o fosfato de cadmio, Cd;(PO,),, indicados pela presenca de
altos teores médios de P (PC1) [24,37].

Na PC2 (20,11%), a separacdo entre o nivel controle (R1 e S1; 0.000 mg
L de Cd) e o segundo nivel (R2 e S2; 0.025 mg L' de Cd) dos demais (R3 a R5
e S3 a S5; 0.100, 0.500 ¢ 1.000 mg L'l) esta relacionada aos altos teores de Ca,
Mg, Mn e Zn e de Cd, N e Cu, respectivamente, principalmente nas raizes.

No geral, a presenca de Cd reduziu a absor¢do dos demais nutrientes,
excluindo apenas o K (PC1). Além de, reduzir significativamente a presenca de
outros metais como o Ca, Mg, Mn e Zn, efeitos antagdnicos, excluindo apenas o
Cu, que aumentou (efeito sinérgico), e o Fe, que ndo obteve nenhuma alteragao
(PC2).

Na Fig. 3b, a PC1 (79,08%), assim como para o teor, também ¢
responsavel por separar as amostras de R1 a R5 e S1 a S5, com altos acimulos
de nutrientes nas partes aéreas, e, novamente, o acuimulo de Cd nio variou entre
as diferentes partes. A PC2 (15,63%) descreve o aumento do acumulo de Cd a

medida que aumentou-se as doses. As amostras S4 e S5 foram as que mais
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acumularam o Cd e as que obtiveram maiores teores médios de S,
provavelmente relacionado & formagdo de fitoquelatinas [24,36,37]. Em
contrapartida, nas doses controle, S1 e R1, o acumulo de Fe, Cu e Mn foram
bem maiores do que nos niveis mais altos de Cd. E os demais nutrientes nao
variaram de forma significativa. Dessa forma, o acumulo de Cd esta altamente
relacionado ao maior acumulo de S, efeito sinérgico, e aos menores acimulos de
Fe, Cu e Mn, efeito antagdnico, nas partes aéreas da planta, menos nas amostras
S2 e S3 ndo variaram de forma relevante os acamulos de nutrientes e de Cd,

além das raizes, R2 a RS.
4.2. HCA do teor e acumulo de nutrientes e de Cd

Analisando as Fig. 4a e Fig. 4b, nota-se que para o teor sdo formados 2
grupos ¢ 6 subgrupos e para o acimulo 2 grupos e 7 subgrupos (Tabela 1) e,
para ambos, assim como no modelo PCA, também houve distingdo entre as

amostras de R1 aR5¢e S1 a S5.
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Fig. 4. Dendrogramas Euclidiano Médio. (a) Teor de nutrientes ¢ de Cd e

producdo de massa de matéria seca (b) Acumulo de nutrientes e de Cd (R — raiz
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e S — parte aérea; doses de Cd: 1 — 0,000; 2 — 0,025; 3 — 0,100; 4 — 0,500 ¢ 5 —
1,000 em mg L™).

No teor (Fig. 4a), no grupo das Rs, 3 subgrupos foram formados, R1 e
R2 de baixa similaridade; R3 ¢ R4 de alta similaridade e RS, que se agrupou
com baixa similaridade ao subgrupo anterior. J4 no grupo Ss, 3 subgrupos
formados de alta similaridade entre si foram formados, S1 e S2; S3, agrupado ao
S4 e S5. Pode-se perceber também que as amostras R1 ¢ R2 s@o bem diferentes
das R3, R4 e RS.

No acumulo (Fig. 4b), grupo Rs, os subgrupos formados foram R4 e R5;
R2 agrupado ao primeiro; RS, agrupado a R2, R3 e R4; e R1, agrupado aos
demais, ambos com alta similaridade. No grupo Ss, se agruparam S2 e S3; S4 ¢
S5 e S1, agrupado ao primeiro. Ambos os subgrupos apresentaram alta
similaridade. Entretanto, o grupo S1; S2 e S3 demostraram ter baixa

similaridade com o grupo S4 e S5.
4.3. Producao de massa de matéria seca e toxicidade

Conforme foi relatado anteriormente, a producdo de massa de matéria
seca nao variou entre a dose controle e as de Cd (PC2, Fig. 3a). Além disso, apos
a contaminacdo das alfaces, pode-se observar que visualmente ndo houve
distingdo entre os tratamentos com Cd e o controle, como também nio foram
observados nenhum dos sintomas de clorose, necrose, queda de folhas mais
velhas e escurecimento das raizes, conforme relatados por Costa et al. [21], que
empregaram doses mais altas (0, 1, 2, 4, 8 ¢ 16 mg L), em Ricinus communis
cv. Guarany, e por Zhao et al. [16], em Arabidopsis halleri.

Entretanto, as plantas submetidas a quaisquer doses de Cd, tornam-se
improprias para o consumo, devido aos diversos riscos de efeitos deletérios que

este contaminante pode causar, ao longo da cadeia trofica. De acordo com a
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ATSDR [14], a Environmental Protection Agency (EPA) determina que a dose

de referéncia (RfD), ndo ultrapasse 1x10~ mg/kg/dia em alimentos.
5. CONCLUSOES

e O emprego do modelo PCA demostrou ser eficaz e satisfatério no
reconhecimento de tendéncias e agrupamentos entre as diferentes amostras e
doses de Cd, entretanto, o modelo HCA ndo acrescentou nenhuma
contribui¢do, neste caso.

e A maioria dos elementos quimicos, essenciais ou nao, obtiveram maiores
teores nas raizes; o potdssio na parte aérea.

e Teores de Cd superiores a 0,025 mg L' prejudicaram a absorgdo de Ca, Mg,
Mn e Zn nas plantas (antagonismo), ndo prejudicando o Cu e o N
(sinergismo).

e O acumulo de Cd foi antagonico ao Fe, Cu e Mn, em contrapartida,
sinérgico ao S (formagdo de fitoquelatinas).

e A dose 0,025 mg L™ foi a que mais se assemelhou a dose sem tratamento
(controle). Ambas demostraram ser muito diferentes das demais.

e As plantas desenvolveram e produziram massa de matéria seca
normalmente, independentemente das doses de Cd, sendo improprias para o
consumo pela presenca deste contaminante (elemento deletério em qualquer
dosagem) na parte aérea.

e O desenvolvimento das plantas sob efeito de Cd revela mecanismos
biologicos de defesa, como a precipitagdao por fosfatos de Cd e a formagdo
de complexos de alto impedimento estérico, com as glutioninas, as

fitoquelatinas e os aminoacidos.
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ARTIGO 2: PCA and HCA to evaluate the effects of increasing doses of Pb
on the content and accumulation of nutrients and production of lettuce

(Lactuva Sativa L.)

Normas da revista cientifica Chemosphere (artigo submetido)

Highlights:

e This work confirmed the low mobility of Pb.

e Most chemical elements concentrated in the roots, excluding potassium.

e Pb reduced absorption of Ca and Mg (antagonism) and increased S and
N (synergism).

e The accumulation of Pb was antagonistic to Fe, Cu and Mn and
synergistic to S.

e Plants developed and produced dry matter normally, reveal defense

mechanisms.
Abstract

A greenhouse assay using a lettuce (Lactuca Sativa) hydroponics system was
carried out to evaluate the following effects of contamination of lead: 1) evaluate
the effects of increasing doses of Pb on the contents and accumulation of
nutrients in lettuce; 2) evaluate possible mechanisms to Pb detoxification,
employing powerful chemometric tools: PCA and HCA models. With the PCA
model, in content, the PC1 was responsible for distinguishing samples shoots,
with high levels of K and DM, from roots, with high levels of Cu, Fe, P, Mn, Pb
and Zn and B. The high amounts of S and P roots are highly correlated with
those of Pb, due to complex formation with glutioninas, phytochelatins or amino

acids and/or phosphates, which have prevented its translocation to the S. For
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PC2, the high levels of Pb, N and S are present in higher doses and in return, low
Ca and Mg (antagonistic effects). In accumulation, more Pb was accumulated in
roots and nutrients in shoots (PC1). In PC2, accumulations of Fe, Cu and Mn
decreased with increasing levels of Pb and, conversely, S, N and K increased.
With the HCA model, it became evident that the dose 0.025 mg L™ were very
similar than the dose control. Furthermore, the dose 10.000 mg L promoted
greater variability in the content, accumulation and production in the different
parts. PCA and HCA models demonstrated to be effective in the recognition and

clustering tendencies.

Keywords: Principal Components Analysis, Hierarchical Cluster Analysis,
Lead, Nutrition, Detoxification, Lettuce.
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1. Introducéo

O chumbo (Pb) ¢ um dos principais metais contaminantes do solo e da
agua (Paim et al.,, 2006) que, apesar de ndo ser elemento essencial para as
plantas, pode ser absorvido e acumulado em seus compartimentos (Cannata et
al., 2012), gerando graves problemas ambientais aos seres vivos (He et al., 2005;
ATSDR, 2007). De acordo com a Agency for Toxic Substances and Disease
Registry (ATSDR), o Pb ¢ encontrado em segundo lugar numa lista de principais
contaminantes. Devido a isso, uma gama de informagdes foram desenvolvidas
sobre os riscos, efeitos, prevengdes, dentre outras, sobre o risco da exposicao e
da contaminag@o ao Pb, nos organismos vivos (ATSDR, 2008).

Nas plantas, o Pb pode gerar diferentes sintomas indesejaveis, desde
clorose, necrose, queda de folhas mais velhas e escurecimento das raizes até
reducdo na producdo de massa de matéria seca e no crescimento (Tanhan et al.,
2007; Carvalho et al., 2008; Carvalho et al., 2009; Gopal & Rizvi, 2008;
Cannata et al.,, 2012). Além disso, sua presenga pode alterar o balango
nutricional do metabolismo das plantas, ou seja, pode competir com alguns
nutrientes, devido sua alta capacidade de mimetizacdo com elementos de
propriedades quimicas semelhantes, tais como o Zn, o Ca e o Cu (Silva et al.,
2007; Kabata-Pendias et, 2010). Diferindo dos outros elementos, apenas na sua
translocagdo, devido sua facilidade também em formar complexos de alto
impedimento estéreo, que impede sua mobilidade nas plantas (Silva et al., 2007).

De acordo ainda com Kabata-Pendias (2010), o antagonismo entre o Pb € 0 Zn
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pode influenciar na translocagdo do Zn para a parte aérea das plantas. Ja a
relacdo entre o Pb e o Ca, pode ser benéfica, metabolicamente, desde que o Pb
possa imitar o comportamento fisiolégico do Ca e, portanto, pode inibir algumas
enzimas.

A presenca e os efeitos do Pb nas plantas sdo tolerados, até certo ponto.
Existem diversos mecanismos de destoxificacdo, que tentam impedir sua agdo
deliberada. Estes mecanismos, se baseiam no sequestro de Pb, em vacuolos, pela
formagdo de complexos, altamente estaveis, que se ligam a este metal. Dentre
eles, destacam-se a glutationina (GSH), alguns aminoacidos (AA) e as
fitoquelatinas (PCs), oligomeros de GSH (Sharma & Dubey, 2005). Outros
mecanismos baseiam-se na formagdo de precipitados insoluveis, tais como os
fosfatos (Kabata-Pendias, 2010).

Nos estudos encontrados em literatura, na avaliagdo dos efeitos do Pb
(Qu et al., 2003; Niu et al., 2007; Gopal & Rizvi, 2008; Tanhan et al., 2007,
Cannata et al., 2012; Costa et al. 2012) ou qualquer outro metal contaminante
(Niu et al., 2007; Solis-Dominguez et al., 2007; Tanhan et al., 2007; Liu et al.,
2008; Bonfranceschi et al., 2009; Melo et al., 2009; Bertoli et al., 2012; Cannata
et al,, 2012; Costa et al. 2012) sobre as diferentes plantas, usualmente
empregam-se métodos univariados, como por exemplo, a andlise de variancia
(ANOVA) ou o teste de diferenca minima significativa (LSD).

No entanto, como a quantidade de variaveis analisadas (teores e
acumulos de diversos nutrientes em funcdo de doses crescentes ou tempo de
exposi¢cdo aos metais pesados, dentre outras), assim como o espaco amostral
(diferentes tipos e espécies de plantas, etc), vem aumentando gradativamente, de
acordo com a necessidade de estudo, um fato preocupante, é se as informagdes
extraidas desses modelos estdo representando de forma adequada, o que

realmente acontece na realidade, a natureza multivariada dos dados.
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Dentre os métodos de estatistica multivariada, o reconhecimento de
padrdes ndo supervisionados: Principal Components Analysis (PCA) e
Hierarchical Cluster Analysis (HCA) s3o ferramentas que demostraram ser
muito eficientes na identificagdo de tendéncias, semelhancas e diferengas entre
as amostras, mesmo quando ndo se tem nenhuma informagao prévia do conjunto
de dados analisados (Souza et al., 2011; Xue et al., 2011; Karada et al., 2012).
Nesses métodos, as amostras similares sdo agrupadas e amostras diferentes
formaram outros grupos e assim sucessivamente, até que todas sejam agrupadas.
Além disso, evidenciam quais variaveis que estdo influenciando no agrupamento
ou diferenciacdo dos grupos formados. A PCA ¢ uma técnica que reduz a
dimensdo dos dados a partir de combinagdes lineares das varidveis originais.
Dessa forma, os dados serdo projetados num espago de menor dimensdo,
normalmente duas ou trés dimensdes, e, como resultado, as informagoes mais
relevantes se tornam mais Obvias e, portanto, muito mais passiveis de
interpretacdo (Beebe et al., 1998; Martens & Naes, 2002). Na HCA, o objetivo
principal € o agrupamento dos dados, através da distdncia entre eles. As
amostras mais proximas terdo distdncias menores e, portanto, um novo grupo
sera formado (Beebe et al., 1998). Esta técnica, assim como em PCA, é muito
util para averiguar as similaridades entre as amostras e suas tendéncias. Desse
modo, os objetivos deste artigo foram: 1) avaliar os efeitos de doses crescentes
de Pb sobre os teores e os acumulos de nutrientes e a produgdo da alface; 2)
avaliar possiveis mecanismos de destoxificagdo ao Pb, empregando PCA e

HCA. A toxicidade e os limites de tolerancia ao Pb também foram estudados.
2. Teoria

2.1. Modelo PCA

A Principal Components Analysis (PCA) é um método de decomposi¢do

bilinear dos dados multivariados, em scores (T), informagdes sobre os objetos ou
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amostras, e loadings (P"), informagdes sobre as variaveis. De modo que, os
dados sdo descritos de forma condensada, em relagdo ao conjunto de dados
originais, e de tal forma, que o erro seja minimo (Martens & Naes, 2002). Como

os dados sdo apresentados a0 modelo na forma matricial, (X) (i — amostras e j —

varidveis), estes podem ser decompostos pelo algoritmo Singular Value
Decomposition (SVD) em trés submatrizes: a ortonormal, Uixa, a diagonal,
Saxa, que o produto entre elas nos fornece Tiya, € a matriz transposta Va; ', que

representa a matriz P, mais a matriz de erros, E (fig.1) (Brereton, 2009).

Clezomal
A
i i
—_—
al S :
S, : ¢ FCL
x | ra
A A v Pc3 +
I e - > : E
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iU H =y
—.j ] Losdings
Varishels
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T=U*S
Scores

Fig.1. Representagdo grafica do modelo PCA pela decomposi¢do em SVD.

ecomposicdo da matriz X em trés sub-matrizes e mais a matriz E.
D da matriz X em trés sub-matrizes U, Se V' triz E

Resumindo, a equagao basica em PCA pode ser descrita como:
R = t;pl +1pl +13pl... +14p% +E=TPT +E Equagdo 2

Em que tlp?, t;_pg,t}pgr...,t&pi, representa o namero de componentes

principais, PC1, PC2, PC3,...,PCn (Fig.1), ou seja, 0s novos eixos responsaveis

por descreverem o conjunto de dados original (). No qual, o niimero correto de



59

PCn a ser utilizado sera determinado pelo analista, através da andlise das

variancias explicada (VE) e/ou acumulada (VA) (Beebe et al., 1998).

2.2. Modelo HCA

No método Hierarchical Cluster Analysis (HCA), as amostras sdo
agrupadas baseadas nas suas distdncias no espago e este pode ser
multidimensional (Beebe et al., 1998). Como em PCA, o conjunto de dados

também pode ser organizado na forma matricial (X). Em seguida, as distancias

entre as amostras sdo calculadas e o agrupamento ¢é realizado. As mais proximas
(similares) formaram grupos primeiro entre si ¢ depois, com as mais distantes ¢
assim sucessivamente, até que todas sejam classificadas, formando um tnico
grupo, maior que os outros, que as contém.

Na fig.2, uma representacdo esquematica de uma das formas de calcular
a distancia entre as amostras pelo método das distancias euclidianas (equagao 3)
e pelo agrupamento médio destas distancias e, graficamente, na forma de

dendrograma (Fig.2a e Fig.2b) (Beebe et al., 1998).

Dendrogram

a) b) |

Variable 2

Samples
wr

Variable 1 22 24 26 28 3 32 34 38
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Fig.2. Representagdes do modelo HCA. (a) Esquema do calculo da distancia
euclidiana e do agrupamento médio das amostras. (b) Dendrograma Euclidiano

meédio.

As amostras 1 e 2 e 3 ¢ 4 formaram grupos entre si, 0 que ndao aconteceu

para a amostra 5, devido a sua distancia das demais.
g = €X, — X)X, — X)) @)
3. Material e métodos

3.1. Cultivo e contaminacao da alface

As mudas de alface do tipo crespa (Lactuca Sativa) (cultivar Solaris)
foram adquiridas de um produtor rural da cidade de Lavras (MG, Latitude:
21,23927° S e Longitude: 44,99858° W), que obteve as plantas, ap6s semeadura
em bandejas com substrato comercial (Plantmax).

Em casa de vegetagdo, vinte mudas saudéveis (uma por recipiente de
cultivo) foram escolhidas e transplantadas para frascos de polietileno com
oxigenacgao, contendo solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) a 20% de
sua forc¢a idnica, previamente preparada com agua deionizada, durante a fase de
adaptagdo. Na segunda semana, a forca da solucdo foi aumentada para 50% e, na
terceira, para 80%, na qual foram aplicadas doses crescentes do metal
contaminante (nivel de Pb: 1 — controle; 2 — 0,25; 3 — 1,00; 4 — 5,00 ¢ 5 — 10,00
mg L), na forma de nitrato (Pb(NO;),), marca Vetec p.a., em quadruplicata.
Vale ressaltar que, essas doses foram baseadas em estudos realizados por
Cannata et al. (2012). As trocas de solu¢do nutritiva do metal contaminante
foram realizadas semanalmente, durante trés semanas, sendo 21 dias de

contaminagao, totalizando 32 dias de experimento.

3.2. Andlise e tratamento dos dados
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Apés o ciclo comercial, as alfaces foram colhidas, lavadas com agua
deionizada, separadas por doses e dividas em raizes (R1, R2, R3, R4 e R5) e
partes aéreas (S1, S2, S3, S4 e S5) e postas para secagem, em estufa, a
temperatura constante de 60°C. Apds a secagem, as amostras de massa de
matéria seca (DM) na parte aérea e na raiz foram pesadas e trituradas para a
dosagem dos teores dos metais (Ca: 422,7 nm, fenda: 0,5; Mg: 285,2 nm, fenda:
0,5; Cu: 324,7 nm, fenda: 0,2; Mn: 279,5 nm, fenda: 0,2; Zn: 213,9 nm, fenda:
0,2; Fe: 248,3 nm, fenda: 0,2 e Pb: 217,0 nm, fenda: 1,0) num espectrofotometro
da Varian (Modelo SpectrAA-110), de N por Kjeldahl, P (420 nm) e B (540 nm)
por colorimetria PerkinElmer (Modelo Lambda-25), K (766 nm) por fotometria
de chama (Modelo Micronal B262) e S (420 nm) por turbidimetria (Modelo
Lambda-25) (Malavolta et al., 1997).

Os valores de acimulo de N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Mn, Zn, Fe ¢ Pb
foram calculados multiplicando-se seus teores pelas producdes de matérias
massa seca na respectiva parte da planta, Rs ou Ss (equagédo 1).

Teor X Matéria ssca
1000

Actimule = Equagdo 1
Actimulo = macronutrientes (g vaso™') e micronutrientes ¢ de Pb (mg vaso™);
Teor = macronutrientes (g kg') e micronutrientes e de Pb (mg kg™);

Massa de matéria seca 2 Rs e Ss (g).

Os dados foram importados e tratados por rotinas proprias de pré-
processamento, de PCA e de HCA. O programa MATLAB versdao R2007b (The
MathWorks, Natick, USA) foi utilizado para o processamento.

Os valores médios referentes a produgdo de massa de matéria seca (DM)
e aos teores e os acumulos de nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Mn, Zn ¢
Fe), de Pb nas diferentes partes da planta foram previamente organizados na

forma matricial (X, fig.1), com dimensdes de 10 X 13 (teor) ou 10 X 12
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(actmulo), referindo-se as 10 amostras X 13 ou 12 variaveis, ou simplesmente,
para o teor: raiz e parte aérea nos diferentes niveis X teor de nutrientes e de Pb
e producgdo de massa de matéria seca (DM) e para o acamulo: raiz e parte aérea
nos diferentes niveis X acumulo de nutrientes e de Pb, conforme representado na
fig.1. Todos os conjuntos de dados foram pré-processados por autoescalamento e
em seguida, submetidos aos modelos PCA ¢ HCA.

No modelo PCA, os dados foram decompostos pelo algoritmo SVD e
assim, os Scores (T) e os Loadings (P") foram calculados e plotados de forma
simultinea, em graficos biplots (Fig.3).

No modelo HCA, a distancia entre as amostras foram calculadas pela
distdncia Euclidiana (eq.3) e o agrupamento foi realizado pela média destas
distancias. Deixa-se claro, que o objetivo ao realizar este agrupamento foi para
avaliar similaridade entre as amostras de raizes (Rs) e partes aéreas (Ss) nas
diferentes doses (Fig.4). Neste trabalho, apenas as distdncias menores que 50%
do maior valor (distdncia méxima) foram consideradas como similares, ou seja,

as amostras que estdo agrupadas, ndo necessariamente sao similares.
4. Resultados e discusséo

4.1. PCA

Analisando os modelos PCA, construidos para o teor e o acumulo (fig.3a
e fig.3b), pode-se afirmar que para ambos, duas componentes principais (A = 2
ou PC1 e PC2, fig.1) foram suficientes para descreverem os conjuntos de dados,
visto que, representam VA maiores que 77 e 91%, respectivamente.

Nao existe um valor exato de VA e/ou VE para escolha do nimero
correto de PCn. Muitas vezes esta decisdo pode ser tomada apos a analise da
préoxima componente principal e assim, sucessivamente. Neste trabalho, as PC3,
PC4,..., PC12 ndo continham nenhuma informagao relevante sobre os conjuntos

de dados, portanto, foram descartadas.
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Fig.3. Graficos biplots (escores X pesos). (a) Teor de nutrientes e de Pb e
producdo de massa de matéria seca (DM) (b) Acumulo de nutrientes e de Pb (R
—raiz e S — parte aérea; doses de Pb: 1 —0,00; 2 —0,25; 3—-1,00; 4 —5,00e 5 —
10,00 mg L™).

Para o teor (fig.3a), é possivel observar claramente a separagdo das
amostras de raizes (R1 a R5), com altos teores médios de Cu, Fe, P, Mn, B, Pb e
Zn, das partes aéreas (S1 a S5), alto teor de K e de DM (PC1, 56,16% de
informacgao). Os demais nutrientes ndo variaram entre as partes. A PC2 (21,35%)
¢ responsavel por distinguir as amostras R1 e R2; S1 e S3, com altos teores de
Ca e Mg, das R3 a RS5; S4, altos teores de N, Pb e S. As amostras S2 e S5 ndo
sofreram mudanca significativa, assim como os teores dos demais nutrientes e
DM. De acordo com Sharma & Dubey (2005) e Kabata-Pendias (2010), o Pb
mostra interferéncias, também denominadas como efeitos antagénicos, com
alguns macro e micronutrientes presentes nas plantas (K, Ca, Mg, Mn, Zn, Cu,
Fe e N, aquele na forma de nitrato, NOj"). A interferéncia do Pb com o Ca
mostrada pela PC2, por exemplo, ¢ relatada na literatura como de importincia
metabdlica, desde que, o Pb possa imitar o comportamento fisiologico do Ca e,
portanto, pode inibir algumas enzimas (Kabata-Pendias, 2010). Outro efeito

observado, foi o impedimento da translocagdo do Zn para as partes aéreas das
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plantas (PC1). Além disso, o Pb impediu a translocag¢ao do B, do Mn, do Fe e do
Cu (PC1). Apenas o K, que possui alta mobilidade, ndo foi afetado pelo Pb,
como o Ca, 0 Mg e o N que ndo variaram entre as partes. Ainda de acordo com
Sharma & Dubey (2005), existem dois mecanismos sugeridos para o
impedimento da absor¢do de macro e micronutrientes imposta pelo Pb. O
primeiro, baseia-se no tamanho do raio i6nico dos metais envolvidos, como ¢ o
caso do Cu, do Fe, do Mn e do Zn (PC1), que se concentraram mais nas raizes
do que nas partes aéreas. O segundo, baseia-se num distirbio induzido pelo Pb
no metabolismo enzimatico das células e na estrutura da sua membrana. E
importante ressaltar que, o Pb interfere na absor¢do de outros nutrientes.
Contudo, existem varios mecanismos impostos pelas plantas que tentam impedir
sua a¢do (Sharma & Dubey, 2005; Kabata-Pendias, 2010). Estes mecanismos
baseiam-se no sequestro do Pb, em vacuolos, pela formagao de complexos, que
se ligam a este metal, destacam-se a glutationina (GSH), alguns amino acidos
(AA) e as fitoquelatinas (PCs), oligobmeros de GSH, ambos compostos a base de
N e S (Sharma & Dubey, 2005), altos teores de S nas raizes ¢ de N em ambas as
partes estavam presentes nas maiores doses de Pb, ou na formacdo de
precipitados insoluveis, tais como os fosfatos (Kabata-Pendias, 2010),
comprovado pelos altos teores de P nas raizes.

No acumulo (fig.3b), a PC1 (81,94%) foi responsavel por separar as
amostras de raizes (R4 e R5), onde foram aplicadas as maiores doses de Pb, com
alto acumulo de Pb, das partes aéreas (S1 a S3), altos acimulos de nutrientes. As
doses R1 a R3; S4 e S5 ndo variaram, devido as primeiras conterem baixos ¢ as
segundas conterem altos valores médios de acimulo de Pb. Na PC2 (9,94%),
pode-se observar que as amostras onde foram aplicados os niveis mais altos de
Pb, S4 e S5, os acaimulos de S ¢ N também foram maiores e, em contrapartida,
nos niveis S1 e S2; R1 a R3 obtiveram maiores teores de Cu, Fe ¢ Mn. Os

acumulos dos demais nutrientes ndo variaram.
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4.2. HCA

Analisando as fig.4a e fig.4b, nota-se que para o teor sdo formados 2
grupos e 7 subgrupos e para o acumulo 2 grupos e 6 subgrupos e, para ambos,
assim como no modelo PCA, também houve diferencia¢do entre as amostras de

R1 aR5 e S1 a S5, conforme observado, abaixo:
Teor

Grupo raiz: Sub-grupos: R1 e R2; R3; R4 e R5
Grupo parte aérea: Sub-grupos: S1; S2 e S3; S4 ¢ S5
Acumulo

Grupo raiz: Sub-grupos: R1; R2 ¢ R3; R4 e RS

Grupo parte aérea: Sub-grupos: S1 e S2; S3; S4 ¢ S5

a) Content b) Accumulation
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Fig. 4. Dendrogramas Euclidiano Médio. (a) Teor de nutrientes ¢ de Pb e
producdo de massa de matéria seca (b) Acimulo de nutrientes e de Pb (R —raiz e
S — parte aérea; doses de Pb: 1 —0,00; 2 —0,25; 3—1,00;4—-5,00 e 5— 10,00 em
mg L.
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No teor fig.4a, no grupo das S, 4 subgrupos foram formados, com alta
similaridade entre si, excluindo apenas a S4, que foi ao contrario. Isso mostra
que, nesta dose o teor de nutrientes ¢ de Pb e a produgdo de matéria seca foram
diferentes das demais. Além disso, as amostras desse grupo foram as que
obtiveram maior variabilidade entre si, em relacdo as demais. Ja no grupo S,
com 3 subgrupos formados, a R1 ¢ R2 formaram um dos subgrupos, porém,
apresentaram similaridade baixa, portanto, muito diferentes. Outros subgrupos
formados foram entre as amostras R4 e RS, de alta similaridade, e a R3 que se
agrupou com baixa similaridade com a anterior. Pode-se perceber também que
as amostras R1 e R2 sdo bem diferentes das R3, R4 e R5.

No acumulo fig.4b, grupo R, todos os subgrupos formados obtiveram
alta similaridade. Foram eles, R1; R2 e R3 ¢ R4 ¢ R5, sendo que, a R1 (controle)
foi um pouco diferente das demais. No grupo Ss, 3 subgrupos foram formados
(S1 e S2; S3 agrupado aos primeiros ¢ S4 e S5) e as doses S1 a S3 se
diferenciaram das doses S4 e S5.

No geral, as doses aplicadas crescentes de Pb promoveram a alta
variabilidade das amostras. Nota-se também que, a dose controle (0,000 mg L™
de Cd) e a dose 0,25 mg L' foram as mais parecidas tanto para a raiz quanto
para a parte aérea. A maior dose (10,00 mg L) aplicada promoveu maior
diferencia¢do das amostras de raizes das demais, porém na parte aérea obtiveram

alta similaridade com a dose 4 (5,00 mg L™).
4.3. Producao de matéria seca, toxicidade e limites de tolerancia

Conforme foi relatado anteriormente, a produgdo de massa de matéria
seca ndo variou entre a dose controle e as de Cd (PC2, fig.3a). Além disso, apds
a contaminacdo das alfaces, pode-se observar que visualmente ndo houve
distin¢do entre os tratamentos com Cd e o controle, como também ndo foram

observados nenhum dos sintomas de clorose, necrose, queda de folhas mais
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velhas e escurecimento das raizes, conforme relatados por Tanhan et al. (2007),
para a Chromolaena odorata. O autor observou que na dose 10 mg L™, as
plantas apresentaram sintomas de clorose, baixa producdo de biomassa e de
crescimento relativo.

Entretanto, as plantas submetidas a quaisquer doses de Pb, tornam-se
improprias para o consumo, devido aos diversos riscos de efeitos deletérios que
este contaminante pode causar, ao longo da cadeia trofica. De acordo com a
ATSDR (2008), a Environmental Protection Agency (EPA) ndo determinou uma
valor de dose de referéncia (RfD), pois os efeitos na saude associados a
exposi¢do ao chumbo inorganico (e compostos de chumbo) ocorrem em niveis

tdo baixos no sangue, a ponto de ndo ser que um comeco.

5. Conclusions

O modelo PCA demostrou ser eficaz no reconhecimento de tendéncias e
agrupamentos entre as diferentes amostras ¢ doses de Pb, entretanto, o0 modelo
HCA néo acrescentou informagdes adicionais ao primeiro.

O teor e 0 acumulo de Pb foram maiores nas raizes das plantas, confirmando sua
baixa mobilidade.

A maioria dos elementos quimicos, essenciais ou ndo, concentraram-se nas
raizes; o potassio na parte aérea.

Teores de Pb superiores a 0,025 mg L™ nas raizes prejudicaram a absor¢io de Ca
e Mg nas plantas (antagonismo), ndo prejudicando o S e o N (sinergismo).

O actmulo de Pb foi antagénico ao Fe, ao Cu e ao Mn, em contrapartida,
sinérgico ao S (formagdo de fitoquelatinas).

A dose 0,025 mg L' foi a que mais se assemelhou a dose sem tratamento
(controle). Ambas demostraram ser muito diferentes das demais.

As plantas desenvolveram e produziram massa de matéria seca normalmente,

independentemente das doses de Pb, sendo improprias para o consumo pela
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presenca deste contaminante (elemento deletério em qualquer dosagem) na parte
aérea.

O desenvolvimento das plantas sob efeito de Pb revela mecanismos biolégicos
de defesa, como a precipitagdo por fosfatos de Pb e a formagao de complexos de
alto impedimento estérico, com as glutioninas, as fitoquelatinas e os

aminoacidos.
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TABELA 1 Valores médios respectivos aos teores e acimulos de nutrientes apos aplicadas doses de Cd.
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Parte
Doses N P K Ca Mg S B Cu Mn Zn Fe
da
mgL' 4 gKg™! # oA mg Kg™' %
planta
0.000 38.400 9.575 14350  14.775  3.600 7.125 91.475 13.175 214.025 54.575 780.975
0.025 39.575 10.050  11.375 11.300  3.475 7.725 99.750  12.150 247375 78.800 736.050
Raiz 0.100 40.175  9.025 13.525 8.825  3.025 7.400 130.850 14.075 163.075 61.975 739.500
0.500 40.375  9.650 13.225  10.000 3.150 6.925 145.775 14.250  95.575  43.625 747.800
1.000 40.300 10.750  15.750  11.050  3.100 5400  67.825  20.650 116.100 42.700 778.775
Teor
0.000 38.100  6.675 17.750  12.825  3.250 2.325 50.325 3.200 87.750  46.425 214.050
0.025 35700  6.575 17.175 11275 2.950 1.925 52.875 2.675 83.325 39.250 129.425
Part
AZreea 0.100 38.050 6.875 15.125 9.675  2.850 3.075 56.575 2.800 66.825 36.150 119.875
0.500 38.950 6.375 14.400 9.550  2.750 3.100  36.125 2.575 53.025 46.275 114.975
1.000 38.275  6.050 14.925 9.075  2.700 3.575 37.800 2.575 49.375  40.450 102.175




TABELA 1 Continuagao
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Parte
Doses N P K Ca Mg S B Cu Mn Zn Fe
da
mgL' 4 mg Kg! # oA ng Kg! %
planta
0.000 0.061 0.015 0.023 0.023 0.006 0.011 0.144 0.021 0.337 0.086 1.231
0.025 0.041 0.010 0.012 0.012  0.004 0.008 0.102 0.012 0.254 0.081 0.756
Raiz 0.100 0.053 0.012 0.018 0.012  0.004 0.010 0.174 0.019 0.217 0.082 0.983
0.500 0.045 0.011 0.015 0.011 0.003 0.008 0.161 0.016 0.106 0.048 0.826
1.000 0.038  0.010 0.015 0.010  0.003 0.005 0.064 0.020 0.110 0.041 0.740
Actumulo
0.000 0.346  0.061 0.161 0.116  0.029 0.021 0.456 0.029 0.796 0.421 1.941
0.025 0.312  0.057 0.150 0.099  0.026 0.017 0.462 0.023 0.728 0.343 1.131
Part
AZreea 0.100 0.340  0.061 0.135 0.086  0.025 0.027 0.505 0.025 0.597 0.323 1.071
0.500 0.291 0.048 0.107 0.071 0.021 0.023 0.269 0.019 0.395 0.345 0.858
1.000 0.283 0.045 0.110 0.067  0.020 0.026 0.280 0.019 0.365 0.299 0.756




TABELA 2 Valores médios respectivos aos teores e acimulos de nutrientes apds aplicadas doses de Pb
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Parte
Doses N P K Ca Mg S B Cu Mn Zn Fe
da
mg L™ f gKg™! # oo mg Kg™' %
planta
0.000 38,400 9,575 14,350 14,775 3,600 7,125 91,475 13,175 214,025 54,575 780,975
0.025 39,175 10,875 13,125 18,075 3,800 7,725 107,275 13,875 338,000 38,625 786,725
Raiz 0.100 38,400 10,100 14,150 10,350 2,950 10,050 99,100 13,525 336,375 38,875 806,950
0.500 41,550 10,175 15,650 10,075 3,125 6,950 46,925 13,800 179,825 45950 825,225
1.000 40,725 11,275 16,700 11,025 3,250 5,950 106,725 11,300 151,500 42,400 828,900
Teor
0.000 38,100 6,675 17,750 12,825 3,250 2,325 50,325 3,200 87,750 46,425 214,050
0.025 38,100 6,675 20,475 13,300 3,275 2,125 41,575 3,500 94,450 36,175 178,100
Part
Aee’lrez 0.100 38,175 6,800 17,950 14,100 3,275 1,875 49,175 2,500 84,625 39,350 140,975
0.500 45,650 6,875 20,875 10,225 3,075 5475 41,225 2,450 77,450 38,775 130,025
1.000 39,975 6,675 20,350 11,800 3,425 4,850 45,450 2,600 77,500 37,175 145,775




TABELA 2 Continuagao
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Parte
Doses N P K Ca Mg S B Cu Mn Zn Fe
da
mgL' 4 mg Kg! # oA ng Kg! %
planta
0.000 0,061 0,015 0,023 0,023 0,006 0,011 0,144 0,021 0,337 0,086 1,231
0.025 0,050 0,014 0,017 0,023 0,005 0,010 0,136 0,018 0,428 0,049 0,995
Raiz 0.100 0,050 0,013 0,019 0,014 0,004 0,013 0,130 0,018 0,441 0,051 1,059
0.500 0,037 0,009 0,014 0,009 0,003 0,006 0,042 0,012 0,160 0,041 0,736
1.000 0,033 0,009 0,014 0,009 0,003 0,005 0,087 0,009 0,123 0,034 0,672
Actmulo
0.000 0,346 0,061 0,161 0,116 0,029 0,021 0,456 0,029 0,796 0,421 1,941
0.025 0,342 0,060 0,184 0,119 0,029 0,019 0,373 0,031 0,848 0,325 1,599
Parte
Aérea 0.100 0,345 0,061 0,162 0,127 0,030 0,017 0,444 0,023 0,764 0,355 1,273
0.500 0,306 0,046 0,140 0,068 0,021 0,037 0,276 0,016 0,519 0,260 0,871
1.000 0,240 0,040 0,122 0,071 0,021 0,029 0,272 0,016 0,464 0,223 0,874




Tabela 3 Valores médios e desvios padrdo de matéria seca e teor para o Cd

Matéria Seca Teor
Cd Raiz Parte Aérea Raiz Parte Aérea
(mg L) ) ) (mgKg")  (mgKg")
1,5765 9,0690 0,0000 0,0000
0.000*
+0,1343 +1,5579 +0,0000 +0,0000
1,0268 8,7408 7,6250 6,8750
0.025
+0,1864 +0,8148 +£2.,1172 +1,6581
1,3295 8,9323 15,9250 16,3500
0.100
+0,1539 +1,1449 +0,6946 +0,5802
1,104 7,4585 62,1250 41,2250
0.500
+0,1586 +0,8290 +14,7687 49,2168
0,9498 7,3975 137,1250 46,4750
1.000
+0,1655 +1,1610 +8,9504 +34,8620
*controle

Tabela 4 Valores médios e desvios padrdo de matéria seca e teor para o Pb

Matéria Seca Teor
Pb Raiz Parte Aérea Raiz Parte Aérea
(mg L") (2) (2) (mgKg')  (mgKg")
1,5765 9,0690 0,0000 0,0000
0.00*
+0,1343 +1,5579 +0,0000 +0,0000
1,2653 8,9768 666,075 66,350
0.25
+0,1309 +0,6733 +59,851 +68,092
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1.00

5.00

10.00

1,3123

+0,2080

0,8913

+0,2556

0,8105

+0,0955

9,0333

+0,8330

6,6953

+1,4881

5,9933

1,1888

1150,025

+108,357

1422275

+88,323

1449,225

+142,723

15,750

+5,618

35,300

+7,995

42,575

+1,224

*controle
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