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Resumo

Fitorremediacdo, o uso de vegetacdo para a descontaminacdo de diferentes
matrizes, € uma estratégia de baixo custo e tem sido apontada como uma metodologia
passivel de atenuar e estabilizar aguas residuais. Neste contexto, este estudo tem como
principal objectivo avaliar a capacidade fitorremediadora de trés gendtipos de Miscanthus
(duas espécies - Miscanthus sinensis e Miscanthus floridulus, e um hibrido — Miscanthus x
giganteus) a aguas residuais contaminadas com cadmio e niquel (2,0 mg Ni/L e 0,2 mg
Cd/L). Os resultados demonstraram que a irrigacdo com aguas residuais contaminadas com
Cd e Ni ndo afecta a produtividade dos trés genétipos de Miscanthus em estudo e que o M.
x giganteus e o M. floridulus registaram produtividades mais elevadas que o M. sinensis.
Contudo, o M. x giganteus, demonstrou tendencialmente uma reducdo da sua producao
com a contaminacdo de Cd. A biomassa obtida dos ensaios irrigados com aguas residuais
contaminadas apresentaram maior teor de Cd e Ni, do que a biomassa recolhida dos
ensaios Controlo. O sistema Miscanthus-solo registou valores de remocado de Cd de 100%, e
de Ni de 96-100%, no caso do M. x giganteus e do M. sinensis. O M. floridulus, contudo,
demonstrou menos potencial de fitorremediacdo no que diz respeito a remoc¢do de Ni das
aguas residuais: apenas 58% de Ni foi removido pelo sistema “biofiltrador”. Ainda assim,
verificou-se a acumulacdo de Cd e Ni no perfil superior do solo devido a irrigagdo com as
aguas residuais contaminadas, o que demonstra a necessidade de controlo desta técnica de

modo a prevenir possiveis efeitos negativos no ambiente.

Palavras-chave: Miscanthus spp.; culturas energéticas; fitorremediacdo; aguas residuais;

cadmio; niquel.
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Abstract

Phytoremediation, the use of vegetation for the decontamination of different
matrices, is not a very expensive strategy and has been presented as an approach to restore
or attenuate and stabilize wastewaters. In this context, this research work aims to study the
phytoremediation response of three Miscanthus genotypes (two species - Miscanthus
sinensis and Miscanthus floridulus, and a hybrid — Miscanthus x giganteus) to nickel and
cadmium contaminated waters (2,0 mg Ni/L and 0,2 mg Cd/L). Results show that the
irrigation with wastewaters contaminated with Ni and Cd did not affect the productivity of
the studied Miscanthus genotypes and that M. x giganteus and M. floridulus were more
productive than M. sinensis. However, M. x giganteus, but not M. sinensis and M. floridulus
showed a trend to a lower yield due to Cd contamination. Biomass obtained with Cd and Ni
contaminated waters presented higher Cd and Ni content than biomass from control pots.
Miscanthus-soil systems accomplished 100% removal of Cd and M. x giganteus and M.
sinensis, 96-100% removal of Ni from wastewaters. M. floridulus, however, showed less
phytoremediation potential concerning Ni removal from wastewater: only 58% Ni was
removed by the “biofilter” system. Yet, an accumulation of Ni and Cd were observed in the
topsoil due to the irrigation with the contaminated wastewaters, thus showing that
irrigation with wastewaters should be clearly controlled in order to avoid negative impacts

on the environment.

Key-words: Miscanthus spp.; energy crops; phytoremediation; wastewaters; cadmium;

nickel.
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1. Introducao

As questdes ambientais sdo atualmente uma das problematicas mais discutidas a nivel
mundial, gerando conflitos do foro econémico, politico e social. A escassez dos recursos aliada
a falta de equilibrio na sua utilizagdo por uma populagdo em crescimento exponencial, levou-
nos a um estado de insustentabilidade. A aposta na utilizacdo de formas alternativas de
producdo de energia é fulcral e cada vez mais, uma realidade. Sendo assim é necessario
promover, como medida prioritaria, uma transicdio para um sistema energético mais
diversificado e deste modo assegurar um desenvolvimento sustentdvel e a prote¢do do meio
ambiente, como por exemplo no controlo eficiente das emissdes de Gases como Efeito Estufa,
GEE (Brosse et al., 2009).

A biomassa vegetal é considerada uma das melhores alternativas aos combustiveis de
origem fdssil, pois é produzida por fotossintese e representa o recurso bioldgico renovavel
mais abundante do solo (Kumar e Gomes, 2008). Este tipo de biomassa existe em grande
abundancia, aproximadamente 10™ t por ano (Kuhad e Singh, 1993), e representa cerca de
10% (55 EJ) da energia primdria produzida — a quarta maior fonte seguida do petréleo, carvao

e gas natural.

SIS

GLOBAL
ANNUAL PRIMARY
BIOMASS DEMAND

95E)

Useful heat
for cooking
and heating

Figura 1.1: Esquema da distribui¢do da utilizacdo da biomassa

Por isso, tém surgido diversos esforcos para um maior aproveitamento da biomassa. O
aparecimento do conceito de biorrefinaria (Figura 1.2) e a sua exploragdo até ao aparecimento
de unidades industriais sdo exemplo disso mesmo. De acordo com este conceito, todos os
componentes da biomassa e ainda os residuos e subprodutos gerados no processo, sdo

aproveitados de modo a obter energia e produtos de valor acrescentado. As culturas



energéticas e os residuos lenhocelulésicos estabelecem-se como a principal matéria-prima a
utilizar pelas biorrefinarias.

Estas instalacGes, sendo ja uma realidade emergente em alguns paises, necessitam de
desenvolvimentos cientificos e tecnoldgicos que |hes permitam ultrapassar as suas atuais
limitacdes. O desenvolvimento destas instalagcbes passa por aperfeicoar os processos e
equipamentos de modo a utilizar matérias-primas de diferente origem tendo em conta a sua
heterogeneidade e complexidade estrutural (Bozell et al., 2007), de modo a minimizar os
desperdicios e a maximizar o rendimento, ndo sé para a producdo de combustiveis liquidos

como também em produtos de valor acrescentado (Carvalheiro et al., 2008).
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Figura 1.2: Conceito de biorrefinaria (Adapt, Carvalheiro et al., 2008)

A evolugdo no desenvolvimento de métodos mais sustentdveis para a produgdo de
biocombustiveis corrobora a aposta descrita, pois os biocombustiveis de 22 e 32 geragao,
demonstram uma significativa melhoria quando comparados com os biocombustiveis de 12

geragao, produzidos a partir de culturas alimentares.

1.1. Culturas Energéticas
As espécies de plantas anuais ou perenes, cultivadas para a producdo de energia
sélida, liquida ou gasosa, as culturas energéticas (C.E.) enquadram-se como um substituto
vidvel as fontes de energia ndao renovaveis, tais como os combustiveis fésseis. Para além dos
biocombustiveis, existem diversos produtos de valor acrescentado que podem ser obtidos

através do amido, da celulose, do aglcar e de éleos, componentes principais de diversas C.E.



Tabela 1.1: Descrigao dos trés tipos principais de culturas energéticas

Culturas ricas em Espécies ricas em acucar, que tém como principal aplicacdo

agucares energética, a producado de biocombustiveis.

Culturas que apresentam nas suas sementes teores elevados de dleo,
Culturas oleaginosas que pode ser convertido a biodiesel ou usado directamente na

producdo de calor e de electricidade.

Tém como componentes principais a celulose, a hemicelulose e a
lenhina, cada um deles susceptivel de valorizacdo. S3ao culturas
Culturas caracterizadas por elevadas produtividades de matéria seca. Tém a
lenhocelulésicas vantagem de ndo serem um tipo de C.E. que possa ser usada para
fins alimentares, como acontece com os dois exemplos anteriores

gue vao de encontro a uma inevitavel competicdo problematica.

A producdo de energia utilizando C.E. também tem, como todos os processos de producdo de
energia, alguns aspectos negativos (Fernando et al., 2010, 2011). No entanto, se tidos em
conta alguns critérios, o processo pode ser considerado vidvel. Para tal, a produgdo de energia
a partir de C.E. tem de obedecer a critérios fundamentais para a sua aprovac¢do enquanto C.E.,

entre os quais (Boléo, 2011):

. adaptacgdo as condi¢bes edafo-climaticas em questao;
. facilidade de introdugdo em rotagdes agricolas pré-existente;
) rendimentos elevados, uniformes e continuos, da quantidade de biomassa de

qualidade, com elevada percentagem de matéria seca na altura da colheita;
. elevada taxa de conversdo de luz;
. elevada eficiéncia no uso da agua, pois o teor de humidade é dos principais

limitantes a valorizagdo das C.E.;

. elevada densidade energética das plantas (expresso em MJ.kg™);
° competitividade econdmica superior as culturas tradicionais;
. a relacdo do output/input de energia no sistema - tem de ser positivo de modo

a que todo o processo seja vidvel quer econdmica, quer ambientalmente. Sendo assim, os
problemas logisticos de processos como a colheita, o transporte e o armazenamento, tém de

ser resolvidos;



. magquinaria adequada (principalmente nas operacdes de colheita);
. facilidade de colheita e armazenamento;

. resisténcia a factores adversos, como pestes, doengas, secas e inundagoes;

A problemdtica ambiental é um dos pontos que tem despontado maior discussao entre
as comunidades cientifica e industrial, pois alguns estudos defendem que ndo é correto
classificar como nulas as emissdes de CO, produzidas pelas C.E. na sua valorizacdo energética.
As quantidades de CO, produzidas durante a instalacdo das prodprias culturas podem ser
elevadas devido, por exemplo, ao combustivel féssil utilizado pelos veiculos que transportam a
biomassa. Ainda assim, de referir que a pegada ecolégica da producdo de energia a partir das
C.E. é significativamente inferior a grande maioria das tecnologias de producdo de energia a
partir de fontes ndo renovaveis.

Para ser sustentdvel, a producdo de C.E. tem de conservar e proteger os recursos
naturais, incluindo a dgua potdvel que da totalidade da dgua existente representa apenas 2,5%
(dos quais, 70% estdo inacessiveis para consumo humano). O aumento da utilizagdo de
culturas agricolas para a producdo de bioenergia, levou a novos desafios na gestdo dos
recursos hidricos. Como a producdo de C.E. é altamente dependente de agua, uma gestdo
alternativa de modo a melhorar a sua disponibilidade deve ser implementada, como por
exemplo, a drenagem controlada que melhora a disponibilidade (e qualidade) da agua para a
planta, permitindo um controlo mais eficaz da agua utilizada ou através de sistemas de
tratamento de efluentes que oferecem a possibilidade de os utilizar na irrigacao de C.E.

Para além de permitir a conservagao da agua potdvel, a produgao de C.E. com recurso
a aguas residuais, permite o tratamento de efluentes nocivos e pode diminuir os custos de
todo o processo (Sims e Riddell-Black, 1998; Zalesny et al, 2009). Contudo, existem implicacGes
que ndao podem ser ignoradas. A utilizagdo destes efluentes aumenta a possibilidade de
poluicdo das aguas subterraneas e aumenta também a probabilidade de danificar a
produtividade dos solos a longo prazo, tornando vital a implementacdo de medidas que
garantam a sustentabilidade ambiental do processo (Tzanakakis et al., 2011).

Dimitrou e Rosenqvist (2011), defendem que a utilizacdo de d4guas residuais na
producdo de culturas de crescimento rapido permite melhorias, tanto ao nivel ambiental como
econdmico. Concluem neste estudo que este tipo de irrigagdo permite um crescimento
significativo da biomassa e ainda reducao na fertilizagdo necessdria.

As culturas energéticas podem assim ser utilizadas no tratamento por fitorremediacao,
de solos contaminados extraindo, absorvendo, imobilizando ou degradando os contaminantes

do solo ou da dgua em questdo. A jungao dos processos de fitorremediagdo e de irrigagdo com
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aguas residuais, pode ser vista como de interesse ambiental significativo, pois preservam a
estrutura e a textura natural do solo, e do ponto de vista econdmico pois pode gerar grandes
qguantidades de biomassa (Varma, 2004; Barbosa et al., 2014).

Idealmente, o objectivo de um determinado processo de remediacdo, serd a
restauracao da multifuncionalidade do solo e das dguas subterraneas, sendo removido do local
em questdo todo e qualquer contaminante. Esta é uma preocupacao crescente devido a anos
de contaminacdes desmedidas dos solos e por consequéncia, de muitos cursos de agua
subterranea. A remoc¢ado dos contaminantes pode ser efectuada através de varios processos de
remediacdo tais como: processos fisico-quimicos (Imobilizagdo e mobilizacdo), biorremediacdo
e fitorremediacao.

O conceito de fitorremediacdo, sugerido por Chaney em 1983, enquadra-se no uso de
plantas e dos seus microrganismos associados, para a reducdo da concentragdo ou limpeza de
substancias tdxicas para o solo, que consequentemente resultariam em poluentes ambientais.
Esta técnica pode ser usada na remogdo de compostos inorganicos (metais pesados) ou
organicos (pesticidas). E uma estratégia inovadora, amiga do ambiente e, eficiente econémica
e ambientalmente. Mench et al. (2009) considera que as plantas utilizadas na fitorremediacao
efectuam a remocdo dos contaminantes sem afectar, na maioria dos casos, a qualidade do
solo. A matéria organica que estas conferem ao solo, permite a salvaguarda da sua fertilidade
e utilidade, pois a erosdo é evitada, tal como a lixiviacdo de poluentes.

A Figura 1.3 demonstra o cardcter interdisciplinar da fitorremediacdo. O futuro desta
area cientifica passa pelo conhecimento e enquadramento dos diferentes campos de estudo,

num conceito Unico (fitorremediagao).

Quimica do
solo

Microbiologia

Ecologia do solo
Fitorremediacao
Biologia Engenharia
vegetal ambiental

Figura 1.3: Interdisciplinaridade da Fitorremedia¢édo
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Do ponto de vista econdmico existem diversas vantagens para a aplicacdo da
fitorremedia¢do, quando comparada com outras técnicas de remediacdo. Tem baixo custo de
instalacdo e de manutengdo, a sua aplicacdo em terrenos de grande escala é praticavel e
rentavel, ha a possibilidade de extrac¢cdo de metais pesados com valor de mercado (Ni, Tl e Au)
e a fitoextracdo aumenta gradualmente a qualidade do solo, tornando possivel a futura
plantac¢do de culturas com maior valor de mercado (Vangronsveld et al., 2009). Recentemente,
pela crescente competicdo entre culturas alimentares e energéticas, diversos paises
recomendaram o cultivo de C.E. (bem aceite pelo publico em geral) em terrenos contaminados
gue ndo sdo susceptiveis de produzir alimentos, tornando-se esta numa situacdo muito
positiva aliando a producdo de biomassa para energia, a remedia¢do dos solos (Juwarkar et al.,
2008; Weyens et al., 2009; Dauber et al., 2012). A grande desvantagem da fitorremediacdo
prende-se no tempo necessario para levar a cabo a descontaminac¢do dos solos (Lucian et al.,
2011).

A fitoextracdo tem vindo a ser muito sugerida como uma técnica inovadora de
remediacdo (principalmente de metais pesados), muito pelo seu potencial de rentabilidade
econdmica. A diferenga na abordagem reside na utilizacdo de plantas de crescimento rapido,
com sistemas radiculares extensos, de facil propagacdo, resistentes a pragas, acumuladoras
dos metais-alvo e no facto de ndo servirem de alimento para animais (Lofty e Mostafa, 2013;
Ali et al., 2013). Esta técnica tem vindo a ser aplicada em culturas como, milho (Zea mays),
tabaco (Nicotiana tabacum), aveia (Avena sativa), cevada (Hordeum vulgare), choupo (Populus
spp.) e girassol (Helianthus annuus) (Chen e Cutright, 2001; Dickinson e Pulford, 2005; Liphadzi
et al., 2003; Wenger et al., 2002).

Tabela 1.2: Descri¢do das varias técnicas de fitorremediagao. (adaptado de Ali et al., 2013).

Fitoextracgao Acumulagdo de poluentes na biomassa colhida i.e., caules
Fitofiltracao Sequestracdo de poluentes de dguas contaminadas pelas plantas

. . Limitagdao da mobilidade e biodisponibilidade de poluentes do solo
Fitoestabilizacao . i
pela acgdo de raizes

. L Conversdao de poluentes para a sua forma volatil e consequente
Fitovolatilizagao ] .
libertagdo

. " Degradacdo de xenobidticos organicos por enzimas nos tecidos
Fitodegradacao
das plantas

) . Degradacdo de xenobidticos organicos na rizosfera por
Rizodegradacao ] i
microorganismos



O sucesso da fitoextracdo depende da capacidade das plantas em produzir grandes
quantidades de biomassa, assim como da capacidade da planta em translocar os metais para a
biomassa aérea (Lofty e Mostafa, 2013). Um aspecto importante é a necessidade de colher as
plantas antes da queda das folhas, ou antes da sua morte e decomposicao, isto para evitar que
os contaminantes retornem ao solo, ou se dispersem pelo ambiente envolvente.

A origem dos metais pesados no meio ambiente pode ser natural ou causada pelo
homem. Como causas naturais surgem, a actividade vulcanica, a erosdo, ou a decomposi¢ao
das rochas-mae. As fontes antropogénicas sdo muito diversas como por exemplo, a libertacao
de metais pesados através da actividade industrial, mineira, aplicacdo de pesticidas,
fertilizantes e biosélidos na agricultura, etc. Este é um problema cada vez mais sério para o
ambiente e para a saude humana, pela perturbacdo dos ciclos biogeoquimicos e pela natureza
ndo biodegradavel dos metais pesados (grande susceptibilidade de bioacumula¢do). Sendo
assim, a limpeza dos metais pesados do solo é absolutamente necessaria, de modo a minimizar
o impacte nos ecossistemas.

Quando absorvidos pelos seres vivos, os metais pesados, podem inibir vdrios
metabolismos e afectar funcdes fisioldgicas importantes, pela sua capacidade de combinarem
com os grupos sulfureto existentes nas enzimas, muitas delas desempenhando fungdes vitais.
Os ides de Cadmio, por exemplo, ligam-se facilmente as membranas celulares, podendo
impedir os processos de transporte através da parede celular. Esta capacidade de se ligarem as
proteinas favorece a bioacumula¢gdo no organismo ao longo do tempo, causando danos a
médio/longo prazo e interferindo consequentemente, com a cadeia alimentar.

A toxicidade dos metais pesados depende ainda de outros factores, como a
concentragdo, a duragdo e a frequéncia da exposicdo, assim como das circunstancias em que
esta ocorre (Manahan, 1997). O parametro DLs,, é o parametro que avalia a toxicidade aguda
deste tipo de substancias. Um metal pesado é mais téxico, quanto menor for o seu DLsy e este
parametro estatistico identifica a quantidade necessaria de uma determinada substancia
tdxica, para levar a morte de 50% da populagdo exposta ao poluente. O parametro NOAEL (No
Adverse Observed Efect Level) indica a quantidade de substancia administrada a um animal
(mg.kg™.dia™), que ndo produz qualquer efeito nocivo, em termos de toxicidade crénica. Por
exemplo metais pesados como o Cadmio e o Niquel, tém valores DLs, (rato) de 0.027 g.kg™ e
0,41 g.kg ! respectivamente (Singh et al., 2003; Mcintyre, 2003).

Os metais estudados neste trabalho sdo o cadmio e o niquel. O cddmio aparece

associado a minérios de zinco, e o niquel a segrega¢des magmaticas e a depdsitos residuais da



meteorizagdo. Mais de 2,2 x 10’ kg de cadmio, foram libertados para o meio ambiente nas
ultimas cinco décadas, sendo considerado um metal ndo-essencial, esta libertacdo acarreta
efeitos téxicos em humanos, plantas e animais, mesmo com doses muito pequenas (Singh et

al., 2003; Mclntyre, 2003).

1.2. Miscanthus spp.

O Miscanthus é uma planta com origem na zona oriental da Asia e foi, numa primeira
instancia, introduzida na Europa como planta ornamental. Tem um elevado teor em lenhina e
em fibra lenhoceluldsica. Esta planta perene utiliza a via fotossintética C, e tem um ritmo de
crescimento rdpido, o que aliado a sua longa duragdo (20 a 25 anos) pode ser muito favoravel
a sua valorizacdo, pois a planta pode ser cortada ao final de cada ano (Lewandowski et al.,
2003). A sua elevada produtividade podera estar relacionada com os altos indices de eficiéncia
na assimilacdo e uso de azoto e de agua.

Outro aspecto positivo na utilizacdo do Miscanthus para a producdo de energia, é a sua
resisténcia, tanto a pragas e a infestacbes, como a factores ecoldgicos adversos. Por exemplo,
enguanto algumas espécies de Miscanthus crescem sob stress ambiental na zona de Taiwan,
outras estdo distribuidas pelo ambiente severo da Sibéria ou desde as llhas do pacifico as
montanhas do Japdo (Greef e Deuter, 1993). O facto de se ter desenvolvido em regiGes do
globo com grandes flutuagdes de temperatura entre o inverno e o verdo, fez com que se
desenvolvessem certas caracteristicas como a resisténcia ao calor, a geada, a seca ou até a
inundacdes. Contudo, as produtividades de biomassa dependem das diferentes espécies e
genodtipos, assim como do ambiente em que se desenvolveram.

Muitos estudos na Europa defendem que esta é a cultura com maior potencial de
producdo energética (MJ/ha) (Heaton et al., 2008a; Sims et al., 2006). E também considerada a
cultura energética com maior eficiéncia energética, devido aos elevados rendimentos e ao
baixo input energético (Glowacka et al., 2011).

Modelos matematicos como o MISCANMOD e o MISCANFOR, foram desenvolvidos de
modo a prever o potencial energético do Miscanthus. Hastings et al. (2009), utilizando o
modelo MISCANFOR, refere que esta espécie poderd fornecer 12% da energia necessdria pela
Europa em 2050 (isto se 35% da terra aravel for direccionada para a plantagdo da cultura
referida). Se nos E.U.A., 9,3% da terra fosse utilizada para a plantagdo de M. x giganteus, era
produzida biomassa suficiente para a producdo de 35 “billion gallons” de biocombustiveis.
Tornam-se dados bastante interessantes quando comparados com as necessidades da culturas
como o milho (24,4%) e a “switchgrass” (26,5%), de modo a atingir a mesma produgdo (Heaton

et al., 2008a).



Tabela 1.3: Caracteristicas agrondmicas das culturas energéticas mais utilizadas na Europa (Monti,
2014)

7-28

0-100 56-224 40-60 110-450
+++ ++ +++ ++
+++ + +++ +++

700-800 300-700 380-650 >350
+++ ++ ++ +
+++ +++ +++ ++

++ ++ ++ ++
+++ +++ +++ +++

A temperatura verificada no periodo de crescimento do Miscanthus tem um efeito
significativo no rendimento da cultura, isto porque o seu mecanismo em C,é mais eficiente a
elevadas temperaturas. No entanto, embora a maioria dos estudos defendam que esta espécie
se desenvolve em praticamente toda a Europa com bons resultados, ndo esta descrita uma
temperatura de crescimento éptima, havendo sim uma forte ligagao entre as condigdes e cada
genotipo (El Bassam, 2010).

O seu sistema rizomatoso permite uma circulagdo sazonal dos nutrientes. Isto faz com
que grande parte dos nutrientes no fim de cada ciclo vegetativo sofram translocagdo para a
biomassa ndo aérea. Se a colheita da biomassa aérea for efectuada apds senescéncia, a mesma
ird conter menor quantidade de minerais sendo isto favordvel a sua valorizagdo energética.
Este aspecto acarreta melhorias no que diz respeito aos impactes ambientais, € minimizada a
adicdo externa de fertilizantes (McLaughlin et al., 1996; Fernando, 2005) e aquando da sua
combustdo, sdo libertadas menores quantidades de poluentes (Lewandowski e Kicherer,
1997). A natureza perene confere a planta sistemas radiculares de grandes dimensGes ao

longo do ano o que faz com que seja mais resistente a erosdo do solo e retenha nutrientes



mais eficientemente, prevenindo consequentemente a perda de azoto para as aguas

subterraneas (Christian et al., 1997; Oliveira et al., 2001).

Liu (1989) e Xi (2000), defendem a existéncia de 23 espécies de Miscanthus, das quais se
destacam trés pelo seu potencial de valorizagdo energética (M. floridulus, M. sinensis e M. x

giganteus) e que serdo estudadas neste trabalho, nos pontos 1.2.1.1., 1.2.1.2. ¢ 1.2.1.3.

1.2.1. Biologia e Morfologia
1.2.1.1. M. floridulus

Este gendtipo trata-se de uma planta perene robusta, de extrema importancia em
regides com elevadas temperaturas, tais como as com ambiente tropical e subtropical. Nas
referidas condigdes, a planta desenvolve-se através de densas aglomeragdes na sua base,
atingindo alturas entre 2 e 4,1 m e um didmetro basal de 8-10 mm (El Bassam, 2010). A base
da folha deste gendtipo de Miscanthus atinge comprimentos entre 30-100 cm e uma largura
de 1,5 a 3,5 cm. As suas ligulas tém comprimentos significativos e sdo constituidas por diversas
fimbrias de pequenas dimensdes na sua parte superior. A panicula pode ter cumprimentos na
ordem dos 30-50 cm, tendo na sua constituicdo diversos filamentos (10-20 cm), sendo que o
filamento central é o maior e mais robusto. O periodo de aparecimento e crescimento das suas
flores, assim como da libertacdo de sementes, tendo em conta os factores edafo-climaticos a

que a planta esteve sujeita (El Bassam, 2010).

i

O M. floridulus (figura 1.4) tem baixa
tolerancia a temperaturas reduzidas, quando
comparado com os restantes gendtipos descritos
neste trabalho. Este gendtipo esta amplamente
distribuido, por toda a China (apenas superado
pelo M. sinensis). Diao et al (2011) e Li e Xia
(2011), estudaram a diversidade genética do M.
floridulus, concluindo ambos que esta é elevada,
ainda assim s3ao muito poucos os estudos
existentes sobre este gendtipo. A qualidade da
biomassa, a resisténcia a doengas e a capacidade
de adaptacdo a condigOes adversas, sdo aspectos
a estudar para perceber melhor a possivel

valorizagao do referido gendtipo.

Figura 1.4: Miscanthus
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1.2.1.2. M. sinensis

O M. sinensis estd amplamente distribuida na Asia oriental. Em termos estruturais, é
muito semelhante ao M. floridulus, isto porque existem diversas variantes entre o M. floridulus
e o M. sinensis, provavelmente por cruzamento natural. Este tipo de Miscanthus cresce
maioritariamente em encostas ou nas margens de campos de cultivo. O M. sinensis é
caracterizado por caules finos (0,5-3,3m de altura e um didmetro basal de 3-7mm), o que leva
ao aumento da lixiviacdo de Cl e de K, mas ao mesmo tempo ao decréscimo do nimero de
folhas (Jgrgensen, 2010).

As suas folhas podem atingir comprimentos de 70 cm e larguras na ordem dos 1-2 cm.
As suas ligulas sdo facilmente reconheciveis, a sua panicula tem entre 10 a 25 filamentos 10-30
cm de comprimento, o filamento central é o de menores dimensdes. As espiguetas encontram-
se aos pares, uma maior e outra menor, com composi¢des semelhantes e cumprimentos na
ordem dos 4-7 mm. As glumas tém dimenses semelhantes as espiguetas. Tanto a sua época
de floragdo, como a libertacdo de sementes, se ddo desde Julho a Dezembro (El Bassam, 2010).

Ao contrario do que acontece com o M. floridulus, o M. sinensis tem sido alvo de um
maior numero de estudos, sendo por isso melhor compreendida a sua natureza e as suas
especificidades, como por exemplo ao nivel da composicao da parede celular de varios clones
deste gendtipo num estudo conduzido por Hodgson et al. (2010).

O estudo deste gendtipo tem sido também alvo de interesse, pelas seguintes razdes:

e Ter dado origem (pelo cruzamento com o M. sacchariflorus) ao M. x giganteus
logo, compreender a planta mde serd util para o desenvolvimento e
melhoramento do hibrido em questao.

e Os clones de M. sinensis sao mais tolerantes a geadas que os de M. x giganteus
(Clifton-Brown e Lewandowski, 2000; Zub et al., 2011);

e A sua maior produtividade em matéria seca, nos paises Nérdicos quando
comparada com o M. x giganteus (Jgrgensen, 2010);

e A capacidade deste gendtipo se desenvolver em zonas com climas diferentes,
algumas com temperaturas muito baixas. Este aspecto torna interessante a

compreensdo dos genes que possam estar a permitir essa tolerancia.
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Figura 1.5: Miscanthus sinensis

1.2.1.3. M. x giganteus

Este € um hibrido natural do cruzamento de M. sacchariflorus com M. sinensis. Foi
inicialmente introduzida na Europa como planta ornamental (Greef e Deuter, 1993). Os seus
caules sao finos mas dificeis de quebrar, com didmetro de cerca de 10 mm e comprimentos na
ordem dos 2 m, no primeiro ano de vegetacdo, e cerca de 4m, no segundo ano, isto na
Europa, e 7-10 m na China (El Bassam, 1998). O menor comprimento no primeiro ano, deve-se
a grande necessidade de nutrientes por parte do rizoma e das raizes, que canalizam grande
parte da energia. Os rizomas constituem um sistema altamente ramificado de armazenamento
de energia e as raizes chegam a penetrar o solo até um metro de profundidade. Este gendtipo
de Miscanthus atinge a maturidade passados 2 a 3 anos da sua plantagdo. A sua panicula é
sensivelmente mais curta que as paniculas do M. sinensis e do M. floridulus, tendo cerca de 15
cm. O seu periodo de floragao é entre Setembro e Novembro, ndo produzindo sementes.
Estas, quando produzidas, sdo estéreis fazendo com que as técnicas mais utilizadas para a sua
propagacdao sejam, plantacdo dos rizomas, segmentacdo dos caules ou
micropropagacado/cultura de tecidos (Christian e Haase, 2001).

Em 1935, uma amostra de M. x giganteus proveniente do Japdo, foi plantada na
Dinamarca e percebeu-se que esta planta tinha a capacidade de se desenvolver com elevadas
produtividades em ambientes com temperaturas baixas (Lewandowski et al., 2000). Esta
adaptacdo é possivel pela contribuicdo dos genes do M. sinensis, enquanto que as
especificidades do M. sacchariflorus permitem a adaptacdo do referido hibrido a ambientes

mais quentes.
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Esta planta cresce de 3 a 4m tem produtividades entre 10 e 30 t/ha (ano), dependendo

das condic¢Oes a que estd sujeita (Clifton-Brown et al., 2001).

Figura 1.6: Miscanthus x giganteus

1.2.2. Metabolismo

Tal como referido no ponto 1.2., o Miscanthus utiliza um mecanismo fotossintético em
C,. As plantas que usam a referida via fotossintética sdo caracterizadas pelo uso eficiente de
nutrientes, da agua e da radiacdo (Ehleringer e Monson, 1993), sendo por isso constantemente
apontadas como susceptiveis de valorizagao energética. A eficiéncia referida, reflecte-se ainda
na capacidade das plantas C,;, de se desenvolverem em ambientes que sdo severos para as
plantas com mecanismo fotossintético em C; (de elevada salinidade e rochosos por exemplo)
(Sage, 2004).

A via fotossintética em C, apresenta uma série de modificacGes anatdmicas e
bioquimicas com o objectivo de disponibilizar CO, em torno da enzima RUBISCO. Isto conduz a
uma maior eficiéncia fotossintética, promovendo um decréscimo nas taxas de fotorrespiracdo
(Kanai e Edwards, 1999).

No que diz respeito ao Miscanthus, Jgrgensen (2010) relata que certos gendtipos sdo
mais tolerantes ao frio do que as plantas C, em geral e tém uma assimilagao significativa de
CO, a baixas temperaturas (<15 °C). O mecanismo bioquimico que explica estas caracteristicas
é complexo e ainda ndo é totalmente compreendido. Contudo, Wang et al. (2008),
demonstraram que a actividade da enzima (PPDK, envolvida na fixacdo do CO,) decresceu
quando as amostras de Miscanthus foram transferidas de 25°C para 14°C. A medida que se

deu uma estabilizacgdo da planta, os niveis da enzima subiram, chegando a obter-se
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rendimentos em biomassa superiores aos verificados com 25°C (Wang et al., 2008; Farage et
al., 2006).

O Miscanthus ndo possui duas das limitagdes mais comuns das C,: elevado limiar de
temperatura para o crescimento de folhas e susceptibilidade para inibicao da fotossintese a

baixas temperaturas.

1.2.3. Propagacao

A propagacdo desta espécie pode dar-se por sementes, por divisdo, por segmentacao
dos caules ou dos rizomas, por micropropagacdao e por pré-cultivacdo seguida de
transplantacgao.

Na Europa os métodos mais utilizados em culturas de Miscanthus tém sido a
transplantacdo de plantas jovens ou de rizomas. De modo a que as plantas se desenvolvam
normalmente sdao necessarios alguns cuidados. O periodo de plantagdo é muito importante e
varios estudos defendem que, que tanto as plantas jovens como os rizomas, devem ser
plantados com uma temperatura de solo igual ou superior a 10°C (El Bassam, 2010). A
humidade do solo moderada, terra cultivavel e proteccdo das plantas contra geadas, sdo
outros factores importantes para que a transplantacdo resulte no esperado.

De entre as técnicas referidas, a mais utilizada no estabelecimento e propagacdo dos
Miscanthus, é a plantacdo directa dos rizomas (ou de parte deles, tendo a planta-mae pelo
menos 2/3 anos) no campo. Christian e Haase (2001) defendem que deverdo ser plantados
rizomas com mais de 20 cm de comprimento, de modo a aumentar a probabilidade de
sobrevivéncia ao inverno, no primeiro ano.

No que diz respeito a técnica de propagacdo por segmentacdo dos caules, estes devem
ser cortados entre o final de Julho e o final de Agosto, antes da florescéncia (El Bassam, 1998;
Christian e Haase 2001). Os segmentos devem conter dois ou trés nédulos, de preferéncia os
primeiros do caule, uma vez que enraizam mais rapidamente. No entanto, para que as plantas
sobrevivam ao inverno, pode ser necessaria a preservagao em estufa.

Um método mais recente, mas que tem sido alvo de uma forte aposta por diversas
empresas na Alemanha, é a micropropagacdo/cultura de tecidos. Esta técnica baseia-se na
remogao do tecido do meristema das sec¢des apicais inflorescentes, de plantas de Miscanthus
seleccionadas, o qual é depois desenvolvido em cultura (El Bassam, 1998; Christian e Haase,
2001). Este método tem, no entanto, uma desvantagem que pode ser limitante para todo o
processo de producdo. No primeiro ano as plantas micropropagadas podem ndo produzir

reservas metabdlicas suficientes para sobreviverem ao Inverno. Por outro lado, a facilidade de
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scale-up do processo torna-o bastante atractivo para a comercializagdo, o que fez com que
empresas como a Piccoplant (www.piccoplant.de/) e a Veba Oel (www.eon.com) unissem

esforcos de modo a tornar o método mais eficaz e por consequéncia com menores custos.

1.2.4. Factores Edafo-climaticos

O fendmeno de senescéncia das plantas é de grande importancia pois é o processo
que se d4 aquando do envelhecimento e morte de uma planta, ou de parte dela. E um
processo que se traduz na degradac¢do coordenada dos compostos celulares (proteinas, lipidos
e carbohidratos), originando a mobilizacdo dos nutrientes essenciais para o rizoma e raizes,
onde sdo armazenadas. Isto faz com que, no caso do Miscanthus, a capacidade de
sobrevivéncia de rizoma e raizes, seja de extrema importancia para que, passado o inverno, a
planta tenha as reservas de nutrientes suficientes para se desenvolver normalmente (Mos et
al., 2013). Ou seja, a senescéncia influéncia, tanto o balangco como o conteudo energético da
cultura e um maior conhecimento sobre este fendmeno podera facilitar a optimizacdo do
rendimento em biomassa e consequentemente, a qualidade do produto final pretendido
(Lewandowski e Heinz, 2003).

Diversos estudos foram realizados com o intuito de perceber a tolerancia ao frio dos
rizomas de Miscanthus. Na Dinamarca, Irlanda e Alemanha, os rizomas ndo sobreviveram o
inverno apos plantacdo sendo até considerada como a principal desvantagens para a producao
de M. x giganteus no norte da Europa. Um teste realizado na Alemanha, através de
temperatura monitorizada, permitiu perceber que os rizomas de M. x giganteus morrem a
temperaturas inferiores a -3,5 °C (Clifton-Brown e Lewandowski, 1998).

A eficiéncia do uso de agua foi estimada entre 250 e 340 g.g" (massa de agua por
unidade de biomassa seca, equivalente a litros de agua por kg de matéria seca) e de 80 a 300
g.g " para ensaios em campo, isto para o M. x giganteus (Beale et al., 1999; Dressler, 1993).
Apesar da eficiéncia do uso de agua ser elevada em comparagdo com as culturas C; o
crescimento é na maioria das vezes dependente de irrigacdo (Beale e Long, 1997).

A eficiéncia na utilizacdo da radiagcdo é, na maioria dos casos, superior do que a
registada nas culturas Cs. Valores superiores a 3,29 g.MJ" (matéria seca) foram registados no
Reino Unido (Beale e Long, 1995) e em Franga (Tayot et al., 1995), para o M. x giganteus. Na
Holanda (Van der Werf et al., 1993) e na Irlanda (Clifton-Brown et al., 1996), provou-se que
nem sempre a eficiéncia da fotossintese em C, é mais eficiente (registados valores de 2,4 e de

2,6 g.MJ'l, respectivamente).
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No que diz respeito ao solo, factores como o pH, cor e textura, podem influenciar o
crescimento e desenvolvimento do Miscanthus. Mesmo nado sendo uma cultura muito exigente
a este nivel, varios estudos provam a sua capacidade de desenvolvimento em diversos tipos de
solos, solos escuros e com texturas mais leves estdo directamente relacionados com a taxa de
crescimento da planta. O pH dptimo para o cultivo desta cultura perene situa-se entre 5,5 e 7,5

(Knoblauch et al, 1991).

1.2.5. Colheita, cultivo e armazenamento

De modo a obter biomassa com qualidade para combustdo, por exemplo, é necessdria
a minimizacdo do seu teor em humidade, cinzas, K, Cl, N e S. O atraso na colheita em
trés/quatro meses pode permitir tal decréscimo (Lewandowski et al., 2003), mas por outro
lado também reduz a produtividade em biomassa da cultura. A colheita deve ser efectuada
pouco depois de terminar o inverno, em Fevereiro/Marco, sendo este o periodo de maiores
rendimentos em biomassa seca (superior a 80%) e uma altura em que a maioria dos nutrientes
se encontram sequestrados nos rizomas.

A maquinaria utilizada na colheita deve ser usada cuidadosamente, com o objectivo de
minimizar os riscos de danificar a estrutura dos rizomas e das raizes. Para um melhor
manuseamento desta cultura sdo necessarias melhorias nos equipamentos de colheita
estando em curso diversos estudos com esse objectivo.

Posteriormente a colheita, a biomassa deverda ser armazenada tendo em conta
algumas condicionantes. O factor mais importante a ter em conta é o teor de humidade que,
se for muito elevado, pode levar ao aumento da actividade microbioldgica que tem como
consequéncia a contaminacdo do material (El Bassam e Huisman, 2001). El Bassam (1998),
refere um teor de humidade maximo de 25%, para fardos de grandes dimensdes, e 18% para
fardos mais densos. O armazenamento pode ser feito em armazém ou ao ar livre (com ou sem
cobertura), sendo que no segundo caso pode existir o risco de maior humidade na parte
superior da pilha de Miscanthus (El Bassam e Huisman, 2001).

A secagem da biomassa é também muito importante, pois vai permitir, ou ndo, atingir
o teor de humidade que permita a estabilizacido da biomassa e o seu posterior
armazenamento e/ou processamento e utilizagdo. Existem varios métodos de secagem:

° Secagem em campo - a mais atractiva economicamente;

° Ventilagdo mecanica em armazém - boa op¢do quando o teor de humidade da

biomassa colhida é elevado;
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° Secadores artificiais — tambores rotativos, secadores em banda, pneumaticos,

a vapor, por compressao ou em leito fluidizado.

O processamento dos Miscanthus pode envolver a formagdo de fardos, ou a

compactacdo em pellets, briquettes ou “wafers” (El Bassam, 1998).

1.2.6. Producao

Para que a producdo de uma cultura de Miscanthus se desenvolva de modo a atingir
produtividades elevadas, tém de ser levadas em conta as caracteristicas da planta, tendo
presente que cada variante de Miscanthus possui especificidades muito préprias no que diz
respeito as condicdes de cultivo.

De um modo geral, a plantacdo da cultura deve ser efectuada quando as temperaturas
do solo sdo superiores a 10°C, isto para evitar as geadas caracteristicas da primavera. No
entanto, ndo deverd ser demasiado tardia, de modo a garantir o normal desenvolvimento das
plantas. Um outro aspecto a ter em conta é a densidade de plantacao, Clifton-Brown et al.
(2001) observaram que esta afecta significativamente a produtividade, nos primeiros dois/trés
anos de cultivo. O limiar de temperatura para que haja desenvolvimento das folhas, nas
plantas que iniciaram o seu crescimento, é entre 5 e 10°C (Clifton-Brown e Lewandowski,
2000).

Apds plantagdo, os novos rebentos emergem rapidamente, sendo que o crescimento é
lento até Maio/Julho. A sua natureza C, faz com que se desenvolva melhor no Verdo,
verificando-se o crescimento dos caules até 1,5-2 m, no primeiro ano, e até 4 m nos anos
seguintes (El Bassam, 1998). Em paises com temperaturas mais elevadas, como no Sul da
Europa, o Miscanthus completa o seu ciclo de crescimento em Agosto/Setembro, apds
florescéncia. Findo o ciclo, hd circulagdo dos nutrientes para o rizoma e os caules comegam a
lenhificar, a planta comeca a secar e a senescéncia da cultura é acelerada. No centro e norte
da Europa o cenario é diferente, a plantagdao mais tardia torna o periodo de crescimento da
cultura mais curto. Como consequéncia as plantas podem nao florir e os caules podem nao
lenhificar totalmente, tornando mais provavel o perigo de derrubes pela ac¢do do vento
(Fernando, 2005; Fernando e Oliveira, 2005). Neste sentido tornou-se necessdrio o
desenvolvimento de técnicas de estabelecimento da cultura mais fidveis, ou através do
desenvolvimento de novos gendtipos, com maior capacidade de sobrevivéncia ao inverno para
que as taxas de crescimento da planta sejam mais altas. Assim, a planta conseguird acumular

reservas metabdlicas suficientes no rizoma, que lhe permitem ndo sé a sobrevivéncia ao
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inverno, mas também o crescimento das plantas na primavera seguinte (Christian e Haase,
2001; Clifton-Brown et al., 2001).

Outro aspecto importante é a aplicacdao de fertilizantes de modo a suportar o bom
crescimento da cultura. O Miscanthus, tal como referido no ponto 1.2., ndo necessita de
elevadas aplicagbes de fertilizantes externos. Long e Beale (2001) defendem que a planta
utiliza inicialmente os nutrientes armazenados no rizoma e sé depois as fontes externas logo, a
aplicacdao de fertilizantes, exceptuando o primeiro ano da plantacdo de modo a ndo se
verificarem perdas por lixiviacdo, ndo deve ser efectuada logo quando os rebentos iniciam o
seu crescimento. O mesmo estudo refere que os fertilizantes podem ser aplicados sob a forma
liqguida ou granulada, quando a planta atinge os 30-40 cm de altura.

Campos de estudo na Austria, Alemanha e Grécia, mostraram que o M. x giganteus
ndo mostra resposta significativa a fertilizacdo de N, a partir do segundo e terceiro ano de
plantacdo (Lewandowski et al., 2000). A quantidade 6ptima que foi definida como suporte
basico para o desenvolvimento do sistema rizomatoso, foi de 60 kg/ha (Greef, 1995).
Neukirchen (1995) demonstrou que, no final do inverno, rizomas com seis anos de idade,
continham 265 kg N e 235 kg K ha™. Na primavera, estas reservas sio mobilizadas para os
rebentos, fazendo do Miscanthus parcialmente independente da reserva de N do solo
(Christian et al., 1997). Ensaios de laboratério com o isétopo °N, demonstraram que apenas
38% de >NH4 °NO3 dos 60 kg/ha N fornecidos, foram utilizados pela planta, dos quais metade
se encontrava no rizoma (Christian et al, 1997). A grande parte do N da planta ndo provém da
fertilizagdo, mas sim da mineralizacdo e deposicao do solo. Posto isto, o mesmo estudo
concluiu que é necessaria fertilizagdo de N, maioritariamente em solos com baixo teor em N. A
premissa de que, a necessidade de azoto do Miscanthus é baixa para atingir rendimentos
maximos de biomassa, é aceite pela comunidade cientifica quando comparado com outras
culturas.

De modo a haver uma protec¢do da qualidade e do bom desenvolvimento da cultura
de Miscanthus, é necessario um controlo das ervas-daninhas que se encontram no local. No
primeiro ano da plantacdo, o Miscanthus compete de uma maneira ineficaz com este tipo de
ervas. A partir do segundo ano, ndo é necessario o controlo das ervas-daninhas.

A produgdo desta espécie tem certos riscos associados, sendo uma das questdes que
levanta mais polémica na comunidade cientifica, a qualificacdo desta espécie como invasiva
(ou ndo). Diversos estudos com o M. sinensis na Europa (Pysek et al., 2002; Jgrgensen, 2010),
demonstraram que o potencial invasivo da referida cultura é uma preocupacdo real. Nos
E.U.A,, esta planta foi introduzida como ornamental mas hoje em dia ja se encontra distribuida

por diversas zonas do pais, sendo qualificada como invasora. Na Dinamarca, nao foi observado
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alastramento significativo, no entanto isto pode estar relacionado com as baixas temperaturas
caracteristicas do norte da Europa que afectam a quantidade de sementes produzidas.

O risco de incéndio é também algo a ter em conta aquando da producdo desta cultura.
O risco torna-se significativo principalmente durante o periodo de senescéncia da cultura e
também em climas secos. Uma possibilidade de o reduzir, é a realizacdo da colheita ser
efectuada antes da maturacdo ser completamente atingida. Uma colheita antecipada pode ser
favoravel quando a cultura é direccionada para a producdo de bioetanol ou biogas (Uellendahl
et al., 2008), pois o seu teor em lenhina é menor (Hodgson et al., 2010).

Um estudo para avaliar o risco invasivo de trés culturas perenes distintas, foi realizado
nos E.U.A.. O Arundo donax e o Panicum virgatum foram rejeitados, enquanto que o M. x

|”

giganteus obteve uma classificacdo de “aceitavel” (Barney e Ditomaso, 2008). O resultado
muito se deverd a producdo de sementes estéreis por parte deste hibrido, tal como pelo
alastramento dos seus rizomas, que ndo é considerado significativo (cerca de 10 cm/ano). Por
exemplo, os rizomas de M. sacchariflorus podem atingir varios metros em poucos anos
(Jergensen, 2010).

Quanto as doencgas que afectam esta cultura energética, ndo existe conhecimento de
nenhuma em particular que limite de uma maneira significante a sua producdo (El Bassam,
1998; Christian e Haase, 2001). Ainda assim, é conhecida a susceptibilidade do Miscanthus ao
Fusarium (Thinggaard, 1995), ao “Barley Uelow Dwarf Luteovirus” (Christian, 1994) e a
Leptosphaeria sp. (O’Neill e Farr, 1996). Na tabela 1.4 estdo compilados os beneficios, riscos e
propostas para contrariar os mesmos, na produgdo de Miscanthus.

Tabela 1.4: Beneficios, riscos e propostas para contrariar os mesmos, na producao de Miscanthus

Beneficios Riscos Maneira para minimizar riscos

. - o Colheita prematura — maior teor de
Alta produtividade Possibilidade de incéndio )
humidade

Tolerancia ao frio

Resisténcia a pestes e L
Programas de monitorizagdo

doencgas

Poucas perdas de , Restri¢des na localizacdo/producdo
. Aumento do uso de agua ] i

nutrientes pra reduzir o uso de dgua

Retencao de C no solo

Baixas emissGes de GEEs

M. x giganteus nao é ) o ) Produgao direccionada para a

i ) M. sinensis é invasiva -

invasiva esterilidade da cultura
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1.2.6.1. Produtividade

Varios estudos tém vindo a ser realizados ao longo dos anos com o intuito principal de
perceber qual a produtividade mdaxima de Miscanthus. A andlise de muitos dos resultados
obtidos pela comunidade cientifica permitiu que Srtullu et al. (2011), afirmasse que a
produtividade mdaxima de Miscanthus é atingida entre o terceiro e o quarto ano de cultivo,
com produtividades entre as 28-30 t.ha™ ano. Os dados obtidos através do modelo
matematico MiscanMOD, corroboram com o estudo realizado por Srtullu et al. (2011). O
modelo calculou que a planta tem produtividades de 10/30 t.ha™ ano, crescendo 3-4 m
(Clifton-Brown et al., 2001).

Contudo, os dados das produtividades variam consideravelmente de acordo com o
local e respectivo clima. No contexto Europeu, as produtividades mais elevadas sdo obtidas
nos paises do Sul como Portugal, onde se registam valores superiores a 30 t.ha™ (matéria seca),
com irrigacdo. No sul de Italia foram obtidos valores superiores a 26 t.ha™*.ano™, assim como
na Grécia, ambos os dados referentes ao 32 ano de cultivo. No Norte da Europa, os valores
decrescem mas a auséncia de irrigacdo é um factor que tem de ser levado em conta. Estudos
na Dinamarca e Alemanha obtiveram um limiar de produtividades entre 10 e 25 t.ha™.ano™.

Clifton-Brown et al. (2000), com o MiscanMOD, explorou a capacidade produtiva do
Miscanthus no estado do lllinois (E.U.A.). As projeccdes apontam para valores de 27/44 t.ha™
ano, mas apods trés anos do estabelecimento da cultura a produtividade de biomassa aérea
ultrapassou os 60 t.ha™. Diversos ensaios de investigagdo validaram as estimativas do modelo
e sugerem que o MiscanMod é aplicavel em grande parte da Europa.

No Japdo, dados de varios gendtipos de M. sinensis, apontam para produtividades
préximas de 10 t/ha. Existem grandes variacdes nos valores reportados neste pais, desde 4-6
t.ha™ (Iwaki et al., 1964) a valores superiores a 21 t.ha™ (Yamane et al., 1958), explicado pelas
diferencas geograficas entre os campos de cultivo.

Na China, mais propriamente na regido de Wuhan, foram avaliadas e comparadas as
produtividades de 23 diferentes tipos de Miscanthus. No primeiro ano de cultivo, foi obtida
produtividade maxima de apenas 2,22 t.ha™, enquanto que no segundo ano se verificou um

crescimento significativo, sendo 22.76 t.ha™, o valor méaximo (Yu et al., 2013).
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1.2.6.2. Valorizacdo

Tal como referido anteriormente, o Miscanthus é uma cultura muito promissora no
que diz respeito a sua valorizacdo, ndo sé energética mas de diversas formas. Segundo El
Bassam (2010), a densidade energética de Miscanthus é 18,2 MJ.kg’. A biomassa de
Miscanthus contém baixo teor em cinza e em azoto, tornando-a susceptivel de utilizacdo como
matéria-prima na producdo de calor, electricidade, fermentacdo para biocombustiveis,
gasificacdo e liquefacgdo (El Bassam, 2008). Segundo Fernando e Oliveira (2005), a producdo
de energia que pode ser obtida através da combustdo da biomassa produzida por hectare
pelas plantas de Miscanthus, em Portugal, é equivalente a 9000 L de gasolina, 10000 L de
diesel ou a 14,5 t de carvao.

A composicdo quimica da biomassa afecta a eficiéncia de conversdo da biomassa em
energia ou em produtos quimicos, pelo que serd positivo a sua colheita utilizacdo apds
senescéncia (Klinke et al.,, 2004). A qualidade da biomassa para combustdo depende
fortemente da minimizagdo dos teores de humidade, cinza, K, Cl, N e S. Um estudo orientado
por Lewandowski e colaboradores em 2003 demonstrou que o atraso da colheita é favoravel a
melhoria da qualidade de combustdo da biomassa de Miscanthus, através do estudo de
diversos gendtipos na Europa desde a Suécia a Portugal.

Embora tenha alguns aspectos negativos como o baixo ponto de fusdo das cinzas
(prejudicial a alguns sistemas de combustdo), as caracteristicas de combustdo desta cultura
energética sdo favoraveis quando comparadas com outros cereais (Lewandowski e Kicherer,
1997). Na Dinamarca o Miscanthus foi utilizado, com sucesso, a escala comercial. Foi
efectuado um processo de co-combustdo (50% Miscanthus/50% carvdo), numa caldeira de
leito fluidizado circulante — 78 MW (Visser e Pignatelli, 2001). No Reino Unido, a Central
Energética a biomassa de 35 MW, de Sutton Ely, perto de Cambridge, tem acordos com os
produtores para queimar nado sé a palha de cereais mas também Miscanthus (Fernando, 2005).
No verdo de 2010, esta central (maior do mundo a utilizar palha), estava a ser alimentada com
mistura 50:50 de palha e Miscanthus (Jgrgensen, 2010).

No caso da producdo de electricidade, um estudo baseado nos modelos de Clifton-
Brown e Lewandowski (2000) para o estado do Illinois (E.U.A.), defende que caso esta fosse
produzida através da co-combustdo de Miscanthus/carvio (50/50), iria prevenir a emissdo de
39 milhdes de toneladas de CO, para a atmosfera.

A cultura de Miscanthus também tem sido estudada em ensaios de gasificagcdo e
pirdlise, como por exemplo, nos trabalhos de Khelfa et al. (2009), de De-Jong et al. (1999) e de

Yorgun e Simsek (2008), como biocombustivel de segunda geragdo para a produgdo de etanol
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(Sorensen et al, 2008; Hayes e Hayes, 2009) e na producdo de Hidrogénio (De-Vrije et al.,
2002).

No contexto de independéncia dos combustiveis fésseis nos E.U.A., Heaton et al.
(2008b) defende que a utilizacdo de Miscanthus para a producdo de bioetanol, é uma
alternativa vidvel as culturas de milho utilizadas neste pais. Segundo este estudo o Miscanthus
pode fornecer mais de 260% de etanol por hectare do que o milho. Esta substituicdo tem um
aspecto importantissimo, que é a ndo competicdo com o mercado alimentar.

Tanto para a producdo de bioetanol como de biogas a partir de Miscanthus, é
necessario a aplicacdo de um pré-tratamento a biomassa para que os acgucares figuem mais
disponiveis e consequentemente haja melhoria no rendimento do processo. Um pré-
tratamento possivel, e ja utilizado com grande sucesso, é a oxidacdo humida em que a
biomassa é tratada, a elevadas temperaturas e pressdes na presencdo de oxigénio ou ar
(Uellendanhl et al., 2008).

A composicdao macromolecular do Miscanthus, mais especificamente o seu elevado
teor em celulose, faz com que seja possivel a valorizagdo desta cultura através da producdo de
pasta de papel. Esta producdo é possivel depois de a biomassa ser sujeita a uma série de
processos quimicos, dos quais o processo ao sulfato (Kraft) tem sido o mais utilizado, ainda
qgue tenham vindo a ser desenvolvidos e melhorados novos métodos. Visser e Pignatelli (2001)
defendem mesmo que, o papel produzido a partir de Miscanthus é de elevada qualidade,
apresentando propriedades semelhantes a pasta proveniente do eucalipto.

Na China, uma fabrica na localidade de Yueyang, em Hunan, utiliza o Miscanthus numa
mistura com ~25% de pinheiro para produzir pasta para papel desde 1965, produzindo cerca
de 120 t.d™* (Visser e Pignatelli, 2001).

A partir de Miscanthus foram também isolados diversos compostos fendlicos de valor
acrescentado para industrias como a alimentar, farmacéutica e cosmética (Parveen et al.,
2008). Sdo diversos compostos com propriedades distintas como, anti-oxidantes, anti-
inflamatérias, anti-cancerigenas, anti-HIV, aditivos e conservantes para alimentos, entre outros
(Machado et al., 2008; Ou e Kwok, 2004). Mais de 20 compostos fendlicos foram identificados
de entre os quais, acido cafeico (usado na industria farmacéutica pelas suas propriedades anti-
oxidantes) que foram os metabolitos encontrados em maior abundancia nos tecidos de M.
sinensis, M. sacchariflorus e de M. x giganteus (Parveen et al., 2008). Isto pode ser um factor
muito importante para a valorizagdo deste tipo de biomassa no contexto de biorrefinaria.

Para a utilizacdo e valorizagdo dos materiais lenhoceluldsicos no contexto de
biorrefinaria é necessario o seu fraccionamento, pois sé assim sera possivel aproveitar ao

maximo cada um dos componentes. Esta é uma abordagem interessante pois, através de pré-
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tratamentos, os componentes estruturais do Miscanthus (celulose, hemicelulose e lenhina)
poderdo ser extraidos separadamente de modo a serem alvo de valorizacdo. A celulose, tal
como referido anteriormente, pode ser usada para a producdo de pasta para papel, a
hemicelulose por exemplo, pode ser utilizada para a producdo de xilitol e a lenhina para a
producao de biopolimeros, fibras ou compostos fendlicos para utilizacgdo nas industrias
(farmacéutica e alimentar).

A viabilidade da utilizacdo de Miscanthus na producao de pellets foi também testada,
sendo que o seu elevado teor em lenhina é o principal aspecto negativo a afectar o processo
(Lehman et al., 2012). Este estudo concluiu que o Miscanthus pode ser utilizado na producédo
de pellets, mas em conjunto com outros materiais (0,20 kg.kg), resultando em pellets de

qualidade para o uso doméstico.

1.2.6.3. Utilizacdo de Miscanthus na fitorremediacdo de substratos contaminados com
metais pesados

Neste ponto serdo descritos uma série de estudos realizados com o Miscanthus, onde
a capacidade de fitorremediacdo de substratos contaminados com metais pesados desta
cultura energética, foi avaliada.

O crescimento do Miscanthus em terrenos altamente contaminados tem vindo a ser
cada vez mais estudado, tendo sido utilizados contaminantes muito variados.

Esta cultura perene foi utilizada na fitorremediacdo de solos provenientes da
actividade mineira, muito ricos em arsénio (As), chumbo (Pb) e antimdnio (Sb). Os resultados
apresentados pela equipa de Wanat et al. (2013), demonstram uma clara redu¢do da biomassa
aérea, mas sem implicacGes significativas na actividade fisioldgica e no desenvolvimento da
planta. Concluiram que a planta estudada (M. x giganteus) tem a capacidade de crescer em
solos altamente contaminados e que pode ser utilizada como fitoestabilizadora, a curto-prazo.

Metais pesados, como o Cd e o Cr, foram utilizados por Arduini et al. em estudos
realizados em separado (2004 e 2006). Foram aplicadas concentracdes entre 0 e 3 mg.I"", para
0 Cd, e entre 50 e 200 mg.I" para o Cr. Referem que com niveis de toxicidade moderados, as
plantas demonstraram capacidade de remover ambos os metais, crescendo normalmente. No
caso do Cd, o crescimento da biomassa aérea foi influenciado e os resultados apontam para a
possibilidade de remoc3do, em culturas de 50 g.ha™ pela colheita da biomassa aérea, e de 100
g.ha™ pela colheita dos rizomas. No que diz respeito as contaminagdes com Cr, o crescimento é
inibido com a aplicagdo de concentragdes superiores a 150 mg.I™" e concluiram ainda que, o

teor de azoto absorvido, o ritmo de translocagdo para a biomassa aérea e o azoto total na
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biomassa decrescem, com a reduc¢do do crescimento das plantas, ou seja, com o aumento da
concentragdo de Cr.

Terrenos contaminados com Cd, Cu, Pb e Zn, provenientes de precipitacdo
atmosférica, foram utilizados num estudo de comparacdo entre uma cultura de Miscanthus e
culturas anuais como controlo, com o intuito de perceber o impacto das diferentes culturas, na
disponibilidade dos metais nos solos envolventes. Igbal (2012), conclui que a disponibilidade
de Cu e Pb decresceu, que Cd também ficou menos disponivel nos solos mas defendem que
apenas com um estudo a médio/longo prazo poderdo ter certezas deste facto. Contrariamente
aos metais referidos, a disponibilidade de Zn n3ao decresceu nos solos onde o Miscanthus
estava plantado em comparagdo com as culturas anuais.

O estudo de Fernando et al. (2004), indica que o estabelecimento e propagacdo de
plantas de Miscanthus, jovens ou numa fase madura, em solos contaminados com lamas ricas
em metais pesados e a posterior fitorremediacdo desses campos, constitui uma possibilidade
vidvel. As lamas, fonte de contaminacdo estudada, disponibilizaram para o meio uma elevada
quantidade de matéria mineral, que foi removida e acumulada na planta. Essa acumulacgdo foi
mais expressiva nas raizes e rizomas do que na biomassa aérea. Para as doses de lamas
aplicadas (correspondentes a metade, ao valor e ao dobro da deposicdo maxima permitida por
lei), ndo se verificaram fendmenos de fitotoxicidade. Esta biomassa pode ainda ser valorizada
economicamente, como material destinado a producdo de energia ou a producdo de pasta
para papel, uma vez que a aplicacdo da contaminacdo nao influenciou a qualidade da biomassa
aérea.

O estudo de Fernando e Oliveira (2004), no qual se pretendeu estudar o
desenvolvimento da planta face a contaminacdo do solo por alguns metais pesados
individualizados, indica que as plantas de Miscanthus sdo mais sensiveis a contaminagdo com
Cd, Cu e Hg do que a contaminagdo com Ni, Pb, Zn e Cr.

Hartley et al. (2009), estudou a mobilidade de arsénio (As) em solos contaminados pela
presenca industrial, com a adicdo de compdsitos organicos e de biocarvdo. O crescimento de
Miscanthus nao teve influéncia significativa na mobilidade de As, mas deste estudo conclui-se
que esta C.E. pode crescer em campos com este tipo de contaminagdo, embora com
produtividades um pouco mais baixas. O grupo liderado por Hartley recomenda cautela na
aplicacdo deste tipo de processo, principalmente quando pode haver potencial contaminagdo
de aguas subterraneas. Nota ainda para o uso dos compdsitos organicos, que aumentaram
significativamente a produtividade da C.E.

O uso de Miscanthus no tratamento de solos contaminados com PAH

(Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos), tem vindo a ser estudado. Estes sdo compostos
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organicos hidrofdbicos provenientes da queima de matéria organica e de combustiveis fdsseis,
apresentam sérios riscos de toxicidade para os seres vivos. Estudos de Técher e colaboradores
(2010 e 2012), confirmam a capacidade do M. x giganteus em crescer neste tipo de solos
contaminados. Os resultados demonstram a adaptacao fisioldgica a concentracdes de PAH
entre 26 e 364 mg.kg™. Houve uma melhoria global na qualidade do agronémica do solo e
referem a necessidade de mais tempo de estudo para perceber se a rizorremediacdo é viavel.

Foi avaliada a capacidade fitoestabilizadora do Miscanthus em terrenos contaminados
com a chamada “lama vermelha”, proveniente da industria de aluminio. Foram estudadas as
variacdes na distribuicdo de Cd, Zn e Pb, a disponibilidade de metais pesados nos solos e a
capacidade de absorcdo dos metais em questdo, pelo Miscanthus. Como consequéncia, foi
avaliada, e confirmada, a sua capacidade de crescer normalmente com este tipo de exposicao.
As conclusGes deste estudo sdo interessantes pois, referem um decréscimo da concentragdo
de metais pesados nos solos, na presenca da “lama vermelha”, e ainda referem a capacidade
de absor¢do dos metais por parte dos tecidos da planta. O risco de lixiviagio de metais
pesados para camadas de solo inferiores e para dguas subterraneas, foi reduzido.

Na China, a existéncia de aguas altamente contaminadas é uma realidade. Uma
variante de M. sinensis foi usada na remediacdo de aguas eutrofizadas, através de sistemas de
plantas flutuantes. Um método inovador que obteve resultados interessantes na remocao de

nutrientes pela planta em questdo (Huang et al., 2013).

1.3. Objectivos do trabalho

Sendo necessario promover, como medida prioritaria, uma transicdo para um sistema
energético mais diversificado e deste modo assegurar um desenvolvimento sustentavel e a
protecdo do meio ambiente, as culturas energéticas (C.E.) enquadram-se como um substituto
vidvel as fontes de energia ndo renovaveis, tais como os combustiveis fésseis. Para além de
permitir a conserva¢do da dgua potavel, a produgdo de C.E. com recurso a dguas residuais,
permite o tratamento de efluentes nocivos e pode diminuir os custos de todo o processo (Sims
e Riddell-Black, 1998; Zalesny et al, 2009). A jungdo dos processos de fitorremediagcdo e de
irrigagdo com aguas residuais, pode ser vista como de interesse ambiental significativo, pois
preservam a estrutura e a textura natural do solo, e do ponto de vista econédmico pois pode
gerar grandes quantidades de biomassa (Varma, 2004).

O presente estudo teve como principal objectivo avaliar a capacidade de
fitorremediacdo de aguas residuais contaminadas com Cd e Ni por trés gendtipos de
Miscanthus (duas espécies - Miscanthus sinensis e Miscanthus floridulus, e um hibrido —

Miscanthus x giganteus). A resposta do Miscanthus a este tipo de irrigacdo foi avaliada através
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da analise do crescimento e qualidade da biomassa, ao mesmo tempo que se estudou a
capacidade de fitorremedia¢do do sistema planta-solo.

As aguas residuais, neste caso efluentes de suinicultura, quando aplicadas em solos
podem fornecer nutrientes as plantas ao mesmo tempo que permitem uma melhoria da
gualidade dos solos aumentando o seu teor em matéria organica e diminuindo a necessidade
de fertilizantes. Os metais pesados estudados neste trabalho sdao o Cadmio e o Niquel. O
cadmio é um contaminante de alta importancia por exemplo, nos Estados Unidos da América é
considerado como o segundo metal com maior importancia enquanto poluente ambiental (Salt
et al., 1998). Mais de 2,2 x 10’ kg de cadmio, foram libertados para o meio ambiente nas
ultimas cinco décadas, sendo considerado um metal ndo-essencial, esta libertacdo acarreta
efeitos téxicos em humanos, plantas e animais, mesmo com doses muito pequenas (Singh et
al., 2003; Mclntyre, 2003). O niquel é um nutriente essencial para o normal desenvolvimento
da planta e um componente chave de certas enzimas envolvidas no metabolismo e fixacdo
bioldgica do azoto.

Este estudo surge com a necessidade de desenvolver uma area de investigacdo que até
hoje tem sido pouco, ou nada estudada. A capacidade do Miscanthus na fitorremediacdo de
solos contaminados com metais pesados (Fernando,2005; Wanat et al., 2013) abre portas a
um futuro promissor nesta técnica, que pode vir a ser fulcral em termos ambientais e

energéticos.
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2. Parte Experimental

Sendo o objectivo principal do presente trabalho, a avaliacdo da capacidade de
fitorremediacdo de Miscanthus, foram analisadas duas espécies (Miscanthus sinensis e
Miscanthus floridulus) e um hibrido (Miscanthus x giganteus), sujeitos a irrigacdo de efluentes
de suinicultura contaminados com cadmio (0,2 mg/L) e niquel (2 mg/L), tendo em conta os
valores limite de emissdo na descarga de dguas residuais em Decreto-Lei (DL 236/98).

Pretendeu-se, com estes ensaios, alcangar os seguintes objectivos:

e Analisar o efeito da contaminac¢do dos solos com metais pesados (Cd e Ni) no
crescimento, na produtividade e na qualidade da biomassa dos Miscanthus;

e Determinar a eficiéncia da fitorremediacdo, expressa em termos da remocao
dos metais pesados dos solos;

e Estudar o comportamento dos metais pesados nos solos;

e Caracterizar as aguas de percolacdo, de modo a avaliar possiveis riscos de
contaminacdo das mesmas.

Os trés gendtipos referidos foram colocados em vasos com um diametro de 0,28 m
(0,0616 m?) juntamente com 12 kg de solo retirado da &rea envolvente do Edificio IX da
FCT/UNL. A adubacgio dos vasos foi desenvolvida tendo em conta o descrito por El Bassam
(2010) e foram utilizados os seguintes compostos: nitrolusal (3g N/m?), ureia (3g N/m?), sulfato
de potassio (17g K,0/m?) e superfosfato simples (23g P,0s/m?) — Todos os adubos utilizados
foram obtidos na empresa ADP — Adubos de Portugal S.A.:

e P —Superfosfato simples, contendo 18% de P,05

e K- Sulfato de potassio, contendo 51% de potassio (K,0)

e N — Nitrolusal 26, uma mistura homogénea de nitrato de amodnio e de
carbonato de calcio, contendo 27% de azoto (N) e 12,8% de calcio (Ca0O)

e Ureia— Contendo 46% de N.

Os rizomas dos trés diferentes gendtipos de Miscanthus foram fornecidos pelo
Departamento de Ciéncias da Producdo Agraria e Alimentar da Universidade de Catania (Italia)
tendo sido colocados dois rizomas por vaso em abril de 2012. Em janeiro de 2013 foi efetuada
a primeira colheita e consequente analise das plantas findo o primeiro ciclo vegetativo,
coincidindo com o término de uma tese de mestrado com o titulo “Efeito da aplicacdo de
Aguas Residuais na produtividade e na qualidade de trés genétipos de Miscanthus”.

No referido trabalho, os vasos agora irrigados com aguas residuais de Cd e Ni, estavam

sujeitos a rega de efluentes ricos em zinco (10 mg/L) e cobre (1 mg/L), respectivamente. Apds
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o corte (janeiro de 2013), as plantas foram irrigadas com agua da rede do campus da FCT/UNL
durante um més (final de janeiro e inicio de Fevereiro), antes de se fazer a transi¢cao para a
rega com Cd e Ni (que coincidiu com o inicio do crescimento dos Miscanthus nos vasos, a partir
dos rizomas).

Deu-se entdo inicio ao presente trabalho. Todos os vasos foram irrigados com cerca de
950 mm por ano da agua residual correspondente (efluente de suinicultura + metal pesado).
Simultaneamente realizou-se um ensaio com vasos contendo solo mas sem plantas para
avaliar a o efeito do sistema solo-planta, em detrimento do sistema solo. Foram utilizados
vasos controlo contendo as trés variantes de Miscanthus, também com adubacdao NPK mas
irrigados apenas com agua da rede do campus da FCT/UNL, para compara¢do. Os ensaios

foram realizados em triplicado.

2.1. Métodos Analiticos

2.1.1. Caracterizacdo fisico-quimica e bioldgica das dguas residuais e das aguas de
percolagao

As aguas residuais utilizadas no presente trabalho foram obtidas numa suinicultura da
regido de Rio Maior. Os efluentes referidos foram contaminados com cadmio (0,2 mg/L,
utilizando uma solugdo salina de Cd(NOs),.4H,0) e niquel (2 mg/L, utilizando uma solugdo
salina de NiSO,.6H,0), que tal como referido no ponto 2., sdo os valores limite de emissdo na
descarga de aguas residuais (Decreto-Lei, DL 236/98).

Um estudo criterioso das ARs e da agua de torneira é fundamental, para que se possa
avaliar se todos os parametros se encontram dentro dos limites legais. Assim sendo, os
métodos utilizados para avaliar essas mesmas especificidades de ambas as ARs e da agua de
torneira, estdo enunciadas e descritas na Tabela 2.1. (todos os métodos foram aplicados as
ARs e agua da torneira, excepto, a Caréncia Bioquimica de Oxigénio, CBO, que sé foi aplicada
nos percolados).

Foram efectuadas duas recolhas distintas de percolados, uma primeira em Marco de
2013 e uma segunda recolha apds corte das plantas (Janeiro 2014). Todos os percolados
recolhidos foram guardados em frascos de plastico (1000 mL) e posteriormente filtrados por
filtros de membrana (porosidade de 0,45 um). Até se procederem a todas as andlises de
caracterizagao fisico-quimica, as amostras foram conservadas segundo a Norma ISO 5667-3
(1985).

Com a realizagdo das anadlises referidas na Tabela 2.1., podemos nao sé perceber a

capacidade de fitorremediac¢do dos trés diferentes genétipos, como também a possibilidade de
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aproveitamento das dguas residuais para a irrigacdo deste tipo de plantas. Ajudara a perceber

a capacidade de retencdo de metais por parte do solo, comparando a primeira recolha com a

segunda.

Tabela 2.1; Métodos analiticos utilizados na caracterizagdo fisico-quimica das aguas de irrigagao e dos

Parametros
pH
Condutividade

Azoto Amoniacal

Nitritos, Nitratos
(Palintest, Ltd)

Caréncia
Bioquimica de
Oxigénio (CBOs)

Oxidabilidade

Fosfatos

Pb; Zn; Cu; Ni; Cr;
Cd; Mn; Fe; Ca;
Na; Al; Mg; K

2.1.2.

percolados.

Breve descri¢do do método analitico

Eletrometria (APHA et al., 1985). O aparelho de pH foi previamente
calibrado com duas solu¢des tampao de pH 4,0 e 7,0.

Determinacdo através de um condutivimetro (ISO 7888, 1985).

Destilagdo e posterior titulagdo do destilado com HCI 0,02 N. (ISO 5664,
1984).

Reducdo dos nitratos a nitritos, por contacto do extracto filtrado com pé
de zinco. Determinac¢do dos nitritos por espectrofotometria de absorcao
molecular, através da formacdo de um complexo corado vermelho-
purpura, pela combinag¢do do acido sulfanilico diazotado com NED (ISO
6777, 1984; Jenkins et al., 1996).

Determinacdo do consumo de oxigénio dissolvido apds 5 dias de
incubagdo a 20°C, ao abrigo da luz, com adicdo de um inibidor da
nitrificacdo (1SO 5815-1,2).

Oxidacdo por reaccdo com permanganato de potdssio a elevadas
temperaturas, em meio acido, da matéria organica presente nas
amostras. Determinacdo do permanganato consumido pela adi¢cdo de
excesso de oxalato, seguindo-se a titulagdo com permanganato de modo
a obter o resultado final (ISO 8467, 1993).

Determinacdo dos fosfatos por espectrofotometria de absorcdo
molecular, através da formacdo de um complexo corado com uma solucao
de molibdato de amdnio, na presenca de acido ascérbico, tartarato de
potassio e antimdnio (Watanabe e Olsen, 1965; ISO 6878-1, 1986).

Determinacdo dos metais, por espectrofotometria de absorcdo atémica.
Ca e Mg de acordo com a ISO 7980 (1986). Na e K de acordo com a ISO
9964 (1993). Ni, Cu, Zn e Pb pela norma ISO 8288 (1986), quando foi
utilizada a chama. Fe e Mn com chama, de acordo com os “Standard
Methods” da APHA et al. (1985). Cd pela norma ISO 5961 (1994). Cr pela
norma ISO 9174 (1990).

Metodologias analiticas aplicadas as plantas

Neste ponto encontram-se descritas as metodologias aplicadas as plantas, recolhidas

em Janeiro de 2014, de modo a caracterizar as mesmas. Foram determinados parametros

biométricos tais como, altura do caule, area foliar, diametro basal, distdncia entre nds e

numero de folhas. A composi¢do quimica e as produtividades de cada componente da

biomassa, tendo em conta o vaso em que se efectuou o ensaio, foram também determinadas.
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Os parametros biométricos foram analisados, logo apés o corte e colheita das plantas.
A altura dos caules (nivel do solo até ao topo do caule) e a distancia entre nds, foram medidos
com recurso a uma fita métrica. A area foliar foi determinada num aparelho especializado para
o efeito, Li-3100C Area Meter da marca LI-COR Biosciences e consequentemente calculada
pela equacdo 1 (Eg. 1). O didmetro basal de cada caule, foi calculado através de um

paquimetro digital.

¥ Area Foliar por vaso

Indice de Area Foliar (cm?.cm™2%) = (Eq. 1)

Area do vaso

A produtividade da biomassa aérea (folhas, caules, panicula, biomassa ndo Miscanthus
e manta morta) foi calculada, apds corte das plantas, para cada um dos seus componentes e
para o seu todo. Cada componente da planta foi pesado em separado, de imediato (peso
himido) e posteriormente depositados numa estufa de vacuo devidamente identificados, a
40°C durante 48h de modo a obter o peso seco dos componentes em questdo findo o referido

periodo.
A equagdo 2 permite calcular as produtividades, expressas em g.m™, para os diferentes
componentes referidos em cima:

o _y Peso seco da componente da planta (g)
Produtividade (g.m™*) = r (Eq.2)
Area do vaso (m?)

A produtividade aérea total foi calculada através da soma das diferentes partes, ou
seja, das produtividades dos diferentes componentes da planta. Os métodos analiticos
utilizados para a caracterizagdo da biomassa recolhida, estdao enunciados e descritos na Tabela
2.2. A determinacdo do numero de plantas por m’ (em cada vaso), permite-nos uma
extrapolacdo da densidade populacional, podendo ser um parametro importante de

comparag¢do do comportamento dos 3 diferentes genétipos a contaminagao de Cd e Ni.
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Tabela 2.2: Métodos analiticos utilizados na caracterizagao fisico-quimica da biomassa recolhida.

Parametros Breve descricido do método analitico
] Perda de peso apds secagem a 105 * 2°C (2 h), repetida até peso
Anliadle constante (AOAC, 1990).
. Residuo mineral obtido apds incineracdo a 550 + 502C (3 h) (AOAC,
Cinzas
1990).
Azoto Total Método Kjeldahl: Mineralizagdo com H,SO,, destilagdo e titulacdo do

destilado com H,S0, 0,02N (Watts e Halliwell, 1996).

Digestdo a quente com HNO; e H,SO, (Watts e Halliwell, 1996).
Determinacdo dos fosfatos no digerido, por espectrofotometria de

Fosforo Total absor¢do molecular, através da formagdo de um complexo corado com
uma solucdo de molibdato de aménio, na presenca de acido ascérbico e
de tartarato de potassio e antiaménio (Watanable e Olsen, 1965)

Mineralizacdo das amostras por via seca (incineracdo em mufla a
550+509C) e dissolucdo das cinzas com &cido nitrico (Vandecasteele e
Block, 1993). Determinacdo dos metais, nos extractos, por
espectrofotometria de absorcao atémica.

Ni; Cd;

2.1.2.1. Determinacdo dos polissacaridos e da lenhina

O método utilizado para a caracterizacdo da matéria-prima resultante dos ensaios
Controlo, ArCd e ArNi, baseia-se na hidrélise acida quantitativa. Para tal, foram pesadas 0,5 g
de amostra para um tubo de ensaio aos quais se adicionaram 5 mL de H,SO, 72% (p/p) sendo
esta mistura incubada a 30+/-1°C, num banho termoestatizado (Memmert, Alemanha) durante
1 h e agitada ocasionalmente com uma vareta de vidro.

Todo o conteldo do tubo de ensaio foi de seguida transferido para frascos Schott de
250 mL através do arrastamento com agua desmineralizada, numa quantidade suficiente para
se obter uma concentracdo de H,SO, de 4% (p/p). Esta mistura foi autoclavada a 121 °C
durante 1 h (Autoclave AJ Costa, Portugal) e no final deste periodo foi feito um arrefecimento
rapido com a abertura do esgoto da autoclave. Depois de arrefecidos, os frascos foram
pesados para verificar possiveis perdas durante o tratamento. A mistura foi filtrada em
cadinhos de vidro com placa porosa (porosidade 3) previamente tarados a 550 °C numa mufla

(Heraeus D-6450, Alemanha) durante cerca de 5 h.
A fragdo liquida resultante foi filtrada por filtros 0,22 um e analisada em HPLC

(conforme descrito em 2.4.9.) Os cadinhos contendo a fragdo sélida foram lavados com 100 mL

de 4gua, secos a 100 °C (Memmert, Alemanha) durante 16 h. O residuo seco é considerado
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lenhina Klason, apds corre¢do da cinza determinada por incinera¢do das amostras numa mufla
a 550 °C durante 5h.

O calculo das percentagens dos polimeros e grupos acetilo é feito com base nas
concentracdes de glucose, xilose, arabinose e acido acético presente na amostra encontra-se

descrito no Anexo |.

2.1.2.2. Doseamento de monossacaridos e acido acético

D-glucose, D-xilose, L-arabinose e acido acético, foram analisados por HPLC utilizando
uma coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad, EUA). Para os compostos referidos foi utilizado um
HPLC Agilent 1100 Series System (EUA) equipado com detetor de IR sendo as analises
realizadas nas condi¢Ges operacionais indicadas na Tabela 2.3.

Todas as amostras foram previamente filtradas através de filtros Millipore®com um
didmetro de poro de 0,22 um.

As concentragdes dos compostos analisados foram calculadas a partir de curvas de
calibracdo tracadas a partir de solucGes padrdo. Estes padrdes foram diariamente analisados.

Tabela 2.3: Condicdo de analise para a coluna cromatografica HPX-87H

Amostras
Fase Movel H,SO, 5 mM
Caudal 0,4 mLmin™
Volume de inje¢ao 20 pL
Temperatura da coluna 50°C

2.1.3. Metodologias aplicadas aos solos

A andlise dos solos foi efectuada a todos os ensaios realizados uma Unica vez, antes do
corte das plantas, em Dezembro de 2013. De modo a obter uma amostra homogénea, foram
recolhidas amostras de cada um dos vasos, representativas do perfil superior (colhidas a uma
profundidade de 0-20 cm) e do perfil inferior (colhidas a 20-40 cm), com o auxilio de um Auger.
As amostras foram misturadas para cada tipologia de contaminagdo, espécie de Miscanthus e
perfil de solo.

De modo a estudar as especificidades das amostras de solo recolhidas, foram aplicados
diversos métodos, descritos na tabela 2.4. Todos os métodos foram realizados através da
amostra seca (durante 4h a uma temperatura de 75°C numa estufa), excepto a determinacio
do pH, da condutividade e do teor de humidade, que foram realizados usando as amostras
himidas. Todas as amostras, depois de secas, foram armazenadas em frascos de plastico até

serem realizadas as consequentes analises (Dyckhoff et al., 1996).
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A determinacgdo e interpretacdo destes parametros é fulcral, de modo a perceber de

qgue modo se comportaram os solos na presenga dos Miscanthus quando sujeitos a irrigacao

com ARs, no caso dos ensaios, comparando estes resultados com os obtidos no controlo e nos

vasos sem planta. A relagao metal-solo sera assim alvo de estudo.

Tabela 2.4: Métodos analiticos utilizados na caracterizagdo fisico-quimica dos solos recolhidos

Parametros Breve descricdo do método analitico

Perda de peso apds secagem a 105 * 2°C (4h), repetida até peso

Lme el constante, expressa em relagdo a amostra humida (NP 84, 1985).
Carlzor_lo Método Walkey-Black (Walkley e Black, 1934)
Organico
Determinagdo por potenciometria através com o auxilio de um eléctrodo
pH de vidro, numa suspensdo de terra em agua destilada na razdo de 1/2,5
(Baize, 2000).
Condutividade Determinac¢do efectuada com um condutivimetro, numa suspensdo de
terra em agua destilada na razdo de 1/2,5 (Baize, 2000).
Digestdo com agua-régia de acordo com a Norma ISO 11466 (1995).
Ni; Cd; Determinagdo dos metais, no digerido, por espectrofotometria de
absorc¢do atémica.
2.1.4. Equipamentos e analise estatistica dos resultados

Os equipamentos utilizados para as diferentes andlises descritas nos pontos, 2.1.1,

2.1.2e2.1.3, foram:

Para a “condutividade” — condutivimetro (METTLER TOLEDO - InLab 730
Conductivity);

Para “nitritos e nitratos” — espectrofotometro de absor¢do molecular (Interface
Photometer 7000);

Para “azoto amoniacal” e “azoto total” — destilador e digestor Kjeltec System 1002
Distiling Unit Tecator;

Para “fosforo total” e “fosfatos extraiveis” — espectrofotémetro de absorcdo
molecular (Shimadzu Spectrophotometer UV-120-11) a 880 nm;

Para a leitura dos metais — espectrofotémetro de absor¢do atomica (SOLAAR
Thermo Electron Corporation M Series) com chama correspondente as

necessidades do metal em questao.
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Os modelos matematicos usados para o tratamento estatistico dos resultados obtidos
foram:
v" Modelo ANOVA — que visa avaliar a analise da variancia, dependendo do nimero
de factores e do nimero de amostras de populacdes que se pretende estudar.
v' Teste t: duas amostras com varidncias desiguais — teste utilizado de modo a
determinar se é provavel que as duas amostras em estudo resultem de

distribuicdes com médias de populacdo iguais.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizacao da agua residual e da agua da rede do Campus da FCT-UNL
De modo a caracterizar as aguas utilizadas na irrigacdo dos ensaios em estudo, foram
realizadas uma série de andlises fisico-quimicas (tabela 3.1/3.2) que tornam possivel o
conhecimento criterioso das propriedades das dguas em questdo. Os resultados obtidos foram
comparados com o Decreto-lei n? 236/98, desenvolvido para a “proteccdo da saude publica,
da gestdo integrada dos recursos hidricos e da preservagdo do ambiente”, para que se possa
avaliar se todos os parametros se encontram dentro dos limites legais.

Tabela 3.1: Parametros fisico-quimicos da agua residual e da agua da rede do Campus da FCT-UNL,
usadas na irrigacao dos ensaios

PH 6,85+0,07 6,32+0,00
Condutividade (mS/cm) 0,51+0,017 0,445+0,00
Oxidabilidade (mg/L O,) 9,6+2,4 0,080,08
Azoto amoniacal (mg/L N) 4,62+1,32 <0,14
Nitritos (mg/L N) 0,017+0,006  0,030+0,003
Nitratos (mg/L N) 6,78+2,41 5,50%0,08
Fosfatos (mg/L P) 0,75+0,09 0,042+0,002

Os resultados obtidos para a agua residual estudada (tabela 3.1), provenientes de
suinicultura contaminadas com Cd e Ni (tabela 3.2), tém de ser analisados tendo em conta a
legislacdo dos anexos XVI e XVIII (DL 236/98), que legislam a qualidade das aguas destinadas a
rega e os valores limite de emissdo na descarga de aguas residuais, respetivamente. Tendo em
conta o anexo XVI, todos os resultados se encontram dentro dos tramites legais para o VMR,
exceptuando para o caso da concentracdo dos metais em estudo na respectiva agua residual
(Cd e Ni). Da tabela 3.2, onde estdo os resultados obtidos para o teor de metais (mg/L) nas
aguas residuais contaminadas com Cd e Ni, podemos verificar que no caso do Ni foi obtida
uma concentracdo de 1,92+0,20 mg/L na ArNi, valor superior ao VMR de 0,5 mg/L, mas inferior
ao VMA de 2,0 mg/L. No que diz respeito ao Cd o valor obtido de 0,18+0,02 mg/L na ArCd é
superior ao VMA de 0,05 mg/L, sendo considerado um risco “dado este ido se acumular nas

plantas e no solo, podendo prejudicar o ser humano” (Anexo XVI do DL 236/98).
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No que diz respeito ao anexo XVIII, todas as analises efectuadas a ambas as aguas

residuais, resultaram em valores inferiores ao VLE para a descarga destes efluentes.

Relativamente a dgua da rede do Campus da FCT-UNL, o Unico valor que ndo vai de

encontro aos valores admitidos, é valor de pH que se encontra abaixo do legislado para o VMR

(6,5< pH < 8,4). Os restantes parametros encontram-se de acordo com a legislacdo, Anexo XVI,

DL 236/98.

Tabela 3.2: Teor de metais (mg/L) nas aguas residuais contaminadas com Cd e Ni e agua da rede

Cd
Ni
Pb
Cr
Zn
Cu

Fe

Al
Ca

Mg

Na

3.2. Caracterizacdo das aguas de percolagao

<0,032
<0,063
<0,10
<0,05
0,101+0,043
0,057+0,031
0,052+0,002
<0,029
<0,34
38,5+0,4
6,59+0,13
37,343,7
49,418,6

Agua da torneira

0,1810,02

<0,063

ArCd ArNi

<0,032
1,9210,20
<0,10
<0,05
0,274+0,005
0,131+0,039
0,055+0,013
<0,029
<0,34
43,5+13,5
7,05+1,35
17,8+7,2
44,0+13,1

Na tabela 3.3 apresentam-se os valores médios dos parametros obtidos na

caracterizagao fisico-quimica das dguas de percolagdo para os vasos em estudo, irrigados com

agua da rede (Controlo) e irrigados com agua residual rica nos metais pesados, Cadmio (0,2

mg/L Cd) e Niquel (2 mg/L Ni). Os valores apresentados nos vasos com plantas s&o referentes a

média dos resultados obtidos nos trés gendtipos pois ndo se verificaram diferengas de

qualidade nas aguas de percolagcdo obtidas entre gendtipos. Excepgdo feita para a

condutividade, que serd descrita em baixo.
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Tabela 3.3: Qualidade fisico-quimica das aguas de percolagao

Parametros Controlo ArCd ArNi
pH Com plantas 7,67+0,54 8,10+0,14 6,94+0,15
Sem plantas 7,47+0,09 7,13+0,07 7,39+0,09
Condutividade Com plantas 2,33%1,17 2,2810,83 1,89+0,94
(mS/cm) Sem plantas 0,50+0,12 0,85+0,22 0,98+0,36
Nitritos Com plantas  0,019+0,013 0,798+0,547 1,51+1,41
(mg/L N) Sem plantas  0,041+0,007 1,66+0,05 10,77+0,27
Nitratos Com plantas  0,194+0,083 2,72+0,80 3,28+0,78
(mg/L N) Sem plantas  0,352+0,085 44+19 6315
Ortofosfatos Com plantas 1,46+0,56 0,180+0,118 0,228+0,147
(mg/LP) Sem plantas  0,035+0,008 0,12810,096 0,097+0,065
Oxidabilidade Com plantas 8,53%+2,57 29,317,0 20,5+8,4
(mg/L 02) Sem plantas 2,4+0,09 16,0%2,2 13,6%1,5
Azoto Amoniacal Com plantas <0,14 2,24+1,61 4,58+2,47
(mg/L N) Sem plantas <0,14 <0,14 <0,14
CBO; Com plantas 0 4+1 310
(mg/L0,) Sem plantas 0 3+1 140

Os valores obtidos para o pH das dguas de percolacdo, ndo apresentam diferencas
estatisticas significativas. Embora os resultados ndao tenham significado estatistico, o pH
parece ter tendéncia a ficar mais alcalino ao ser irrigado com a ArCd e por outro lado, mais
acido ao ser irrigado com ArNi, quando comparados com o Controlo.

Na condutividade ndo se verificam diferencgas significativas entre contamina¢des mas
sim entre as espécies em estudo. Os percolados recolhidos nos ensaios de M. sinensis
destacam-se como os maiores valores de condutividade, para os trés tipos de contaminagdo
(valor p=0,0399; ANOVA ArCd; valor p=0,0355; ANOVA ArNi). Esta diferenca pode ser explicada
pela menor produtividade registada neste gendtipo, resultando em maiores perdas por
percolacdo. As familias de M. x giganteus e M. floridulus, tiveram comportamentos
semelhantes no que diz respeito aos valores de condutividade, nas condi¢Ges a que foram
sujeitas. Embora ndo tendo significado estatistico, os resultados obtidos para os ensaios
Controlo e ArCd, sao ligeiramente superiores aos calculados para os ensaios ArNi.

Os resultados do presente estudo vdo de encontro ao estudado por Zema et al. (2012),
gue observou valores similares, entre aguas residuais e controlo, para a condutividade (2,2 a
2,3dSm™) e parao pH (7,6 a 7,7), também sem diferencas estatisticas significativas.

Em relagdo aos nitritos, por comparagao com a agua de rede utilizada na irrigacao,

constatou-se que o valor aumentou. Este aumento pode dever-se a ocorréncia de lixiviagdo de
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compostos azotados presentes no solo devido a sua fertilizacdo (tabela 3.1 e 3.3). Verificou-se,
igualmente, que a rega com 4aguas residuais elevou os teores de nitritos nos percolados.
Atendendo a que as AR’s ndo apresentam um valor em nitritos muito elevado, face a d4gua da
torneira, estes nitritos podem resultar de processos de reducdo dos nitratos presentes nas
AR’s ou de processos oxidativos do azoto amoniacal presente em elevada quantidade no
efluente.

Quando comparados os valores de nitratos das aguas de percolacdo com as aguas de
irrigacdo, verifica-se uma diminuicao significativa dos vasos controlo em relacdo a dgua de
rede, funcionando o solo como um meio de retencdo destes ides, tal como acontece para os
vasos irrigados com agua residual (tabela 3.1 e 3.3). Verificam-se diferencas estatisticas
significativas entre as contaminagdes “Controlo” e “ArNi”, onde se obteve um valor p=0,0194
(ANOVA), sugerindo clara influéncia deste nivel de contaminacdo na concentracdo final de
nitratos nos percolados. Para as restantes combinagcbes, os resultados ndo possuiram
significado estatistico. Ainda assim, de notar a diferenca de resultados entre as contaminagoes
“Controlo” e “ArCd”.

O teor de ortofosfatos presente nas dguas percoladas foi analisado neste ponto, pois
este macronutriente essencial ao desenvolvimento das plantas, pode ser encontrado nas
aguas residuais, sendo os fosfatos muito mobilizdveis do solo para as aguas. O fosforo é um
dos nutrientes responsaveis pela eutrofizagdo da agua. Quanto aos resultados, ndo sdo
registadas diferencas estatisticas significativas quer entre genodtipos, quer entre
contaminacdes, ainda assim de notar, o teor elevado para o Controlo (1,46+0,56 mg/L P) em
relagdo aos teores registados para os ensaios irrigados com as dguas residuais contaminadas
(0,180+0,118 mg/L P - ArCd; 0,228+0,147 mg/L P — ArNi). O Miscanthus mostrou uma
propensdo para absorver e reter o ido fosfato, o que de acordo com o que acima foi descrito,
sera um beneficio do ponto de vista ambiental.

Para oxidabilidade e CBOs, sdo registados valores inferiores para os ensaios irrigados
com agua da rede embora esses resultados ndo possuam significado estatistico, ainda assim de
realcar a diferenca obtida. Isto pode identificar o importante papel da biomassa na
remediacdo das aguas residuais contaminadas com os metais em questao.

O azoto amoniacal ndo foi detectado nos vasos controlo e na agua da torneira. No caso
das aguas de percolagdo dos vasos irrigados com dagua residual rica em Cd e Ni verificou-se
uma remocgao significativa por compara¢do com a agua residual que é utilizada na rega. Esta
remogao pode significar a retencdo do azoto amoniacal pelas raizes da planta e posterior
utilizacdo do nutriente. Este é um efeito benéfico pois limita a lixiviagdo deste poluente para os

lengdis freaticos.
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As tabelas 3.4 e 3.5 exibem o teor de Cd/Ni nas dguas de percolacdo colhidas em
Janeiro. Esta é uma importante andlise de modo a avaliar a capacidade de fitorremediacdo do
sistema Miscanthus-solo, em reter o Cd/Ni das aguas residuais, de modo a prevenir a
contaminacao das aguas subterraneas aquando da irrigacdo de campos com estas dguas.

As aguas de percolacdo obtidas a partir dos ensaios irrigados com a ArCd e a ArNi,
apresentam um maior teor de Cd e Ni, respectivamente, do que os ensaios Controlo (Figura
3.4e3.5).

A percentagem de remocdo, no caso da irrigacdo com a dgua residual contaminada
com Cd, foi significante (98-99%), mas ndo se observaram diferencas estatisticas significativas
entre os trés gendtipos de Miscanthus. De acordo com os resultados obtidos, observa-se entao
capacidade fitorremediadora de cadmio pelo Miscanthus, ou seja, entre 88% a 96% do cadmio
fornecido na irrigacdo foi removido pelo consércio planta-solo, apesar de ndo se terem
observado diferencas significativas entre o solo, o sistema planta-solo e os trés gendtipos de

Miscanthus em estudo (tabela 3.4).

Tabela 3.4: Teor de Cadmio nas aguas de percolacdo (mg Cd/L)

M. x giganteus M. sinensis M. floridulus Sem plantas
Controlo <0,032 <0,032 <0,032 <0,032
ArCd <0,032 <0,032 <0,032 <0,032

A remogdo de Ni verificada em M. x giganteus e M. sinensis (96-98%) é
significativamente mais elevada que para a familia de M. floridulus, que denotou uma remogao

de apenas 58% do Ni presente no sistema planta-solo (tabela 3.5).

Tabela 3.5: Teor de Niquel nas aguas de percolagdo (mg Ni/L)

M. x giganteus M. sinensis M. floridulus Sem plantas
Controlo <0,063 <0,063 <0,063 <0,063
ArNi 0,079+0,012 <0,063 0,942+0,358 <0,063
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3.3. Caracterizacdo da Biomassa
3.3.1. Parametros Morfoldgicos e de Produtividade

3.3.1.1. Altura do Caule

De modo a estudar o bom desenvolvimento dos trés gendtipos em estudo, foram
analisados diversos parametros morfolégicos das plantas tal como, a altura do caule. Sendo o
caule o componente responsavel pelo suporte e pelo transporte de diversos elementos
essenciais ao normal desenvolvimento da planta (Whiting et al., 2011), este é um parametro
muito importante a estudar, pois permite-nos avaliar a capacidade de crescimento nas
condicbes a que a mesma esteve sujeita durante o estudo.

Na tabela 3.6 estdo apresentados os resultados da altura média dos caules dos trés
diferentes gendtipos de Miscanthus, sujeitos as irrigacdes indicadas. M. x giganteus e M.
floridulus foram os gendtipos com um crescimento mais acentuado, tendo sido verificada a
altura média mais elevada, de 225 cm, no M. x giganteus quando utilizada dgua da rede como
irrigacdo. A diferenga acentuada entre o referido valor e os resultados obtidos para ambas as
irrigacdes de AR com metais pesados pode indicar a ocorréncia de fitotoxicidade. Este
resultado difere do defendido por Wanat (2013), que refere uma elevada resisténcia deste
gendtipo a toxicidade de metais pesados.

O crescimento observado para M. sinensis e para M. floridulus foi uniforme entre os
trés diferentes tipos de irrigacao, indicando a auséncia de fitotoxicidade. Neste estudo ndo se
verifica o contributo das dguas residuais para um maior crescimento da planta, contrariamente
ao defendido por Zema et al. (2012) ainda assim, observa-se um desenvolvimento normal e
sauddvel nos trés diferentes gendtipos como serd comprovado pelos resultados expostos no
restante deste ponto.

Tabela 3.6: Altura média dos caules (cm)

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 22519 136+12 126%13
M. sinensis 72%39 70+22 68124
M. floridulus 172+28 154+20 191423

Procedeu-se a interpretagao estatistica dos resultados, em termos da significancia das
variagGes registadas (Analise de variancia - ANOVA) e teste t, no final do ciclo vegetativo, entre
os niveis de contaminagdo e entre as espécies de Miscanthus, recorrendo-se ao programa
Excel.

Verificam-se diferengas estatisticas significativas, tanto entre os diferentes tipos de

irrigacdo (valor p=0,0011; ANOVA), como entre os diferentes gendtipos em estudo (valor
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p=1,9E-11; ANOVA) para este parametro. Sendo assim, o teste t é utilizado para perceber quais
as diferencas em concreto ao estudar a interaccdo e comportamento de cada genétipo com
cada tipo de contaminacdo. Verifica-se que os gendtipos M. x giganteus e M. floridulus, se
comportam de maneira idéntica (valor p=0.6385; teste t), enquanto que o M. sinensis
demonstra diferencas estatisticas significativas quando estudado com os genétipos referidos.
No caso concreto do M. sinensis ndo sdao detectadas diferencas entre contaminagdes, ao
contrdrio dos dois restantes gendtipos, o que se pode verificar principalmente pelos valores
obtidos para o M. x giganteus.

De notar um crescimento em todos os gendtipos no segundo ano vegetativo em
compara¢do com o primeiro, estando este resultado de acordo com El Bassam (2010), que
defende que o Miscanthus apresenta um ritmo de crescimento inferior no primeiro quando
comparado com os ciclos vegetativos seguintes. Registaram-se alturas superiores na ordem
dos 50 cm, em média. Para o M. x giganteus (controlo) foi registado cerca do dobro da altura
média do primeiro ano.

Os resultados registados no presente trabalho para os trés gendtipos estdo, de uma
forma geral, de acordo com as alturas dos caules verificadas por Zub et al. (2011) — valores
também relativos ao segundo ano de estabelecimento da cultura - realcando uma vez mais a
inexisténcia de influéncia negativa das aguas residuais na produtividade. Pela comparacao dos
resultados de ambos os trabalhos verifica-se a natureza dipldide do gendtipo M. sinensis em

estudo.

Altura média dos caules
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Figura 3.1: Altura média dos caules

O didametro dos caules é um parametro biométrico a ter em conta pois, de uma

perspectiva biomecanica, este deve ser suficientemente elevado de modo a assegurar a
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estabilidade da planta (Niklas, 1998). Uma boa rela¢do entre o diametro do caule e a altura da
planta faz com que esta se torne mais resistente a factores adversos como o vento ou a
precipitacdo, diminuindo efeitos negativos como, o curvar da planta ou o levantamento das
raizes e/ou rizomas (King e Loucks, 1978; Sterck e Bongers, 1998). Para além do referido, um
estudo criterioso das propriedades biomecanicas dos caules de Miscanthus, pode permitir o
avango na investigacdo das tecnologias de colheita e de armazenamento (Liu et al., 2012). Tal
como se verificou na altura média, também no didmetro médio dos caules se registou um
aumento significativo tendo em conta o primeiro ciclo vegetativo, principalmente nos M. x
giganteus e floridulus, enquanto que no caso do M. sinensis o aumento do diametro médio foi
menor (cerca de 1 mm).

O valor mais elevado foi verificado no M. floridulus (11,72 mm), neste gendtipo parece
existir uma influéncia positiva da irrigacdo com AR através da comparacdo dos resultados de
ArCd e ArNi, com o Controlo. No hibrido M. x giganteus verificou-se o oposto, em que os
resultados das AR foram inferiores ao do controlo, sobretudo o da ArNi com uma reducdo de
cerca de 2 mm em relag¢do ao Controlo.

Tabela 3.7: Didametro médio dos caules (mm)

Controlo Arcd Ar Ni
M. x giganteus 7,41+£0,96 6,18%+1,03 5,46%0,77
M. sinensis 3,52+0,59 3,4510,88 3,2810,73
M. floridulus 8,78+1,35 9,67+2,54 11,7+1,3

Contudo, o tratamento estatistico revela diferencas estatisticas significativas entre
espécies de Miscanthus (valor p=6E-12; ANOVA), enquanto que entre tipos de irrigacGes as
diferencas calculadas ndo sdo significativas. Para os diferentes gendtipos, em particular no
caso do M. x giganteus e do M. floridulus, de realgar as diferengas estatisticas significativas
entre os ensaios controlo e os ensaios ArNi dos mesmos - valor p=0,0245; teste t e valor
p=0,028; teste t, respectivamente. Estas diferencas significativas sdo comprovadas pela analise
da figura 3.5, onde se denota um efeito positivo das aguas residuais para o M. floridulus e um
efeito negativo para o M. x giganteus.

Tal como verificado para a altura dos caules, também neste parametro se verificam

resultados idénticos aos obtidos pela equipa liderada por Zub em 2011.
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Figura 3.2: DiGmetro médio dos caules

De seguida sdo apresentados os resultados (tabela 3.8) para o parametro biométrico
que estuda a distdncia média entre o 22 e 32 né dos caules. Esta andlise € um importante
factor para o desenvolvimento de novos métodos de colheita de Miscanthus, que sendo um
dos passos mais dispendiosos de todo o processo de valorizacdo desta cultura energética, o
torna num parametro fulcral. A dureza dos caules de Miscanthus nos dois primeiros nés, é
duas vezes superior a dureza verificada entre o terceiro e o sétimo né (Liu et al., 2012).

O resultado mais elevado é de 17,38 cm e o mais reduzido de 6,88 cm, para os
gendtipos M. x giganteus (Controlo) e M. sinensis (ArNi), respectivamente. A familia do M. x
giganteus apresentou as plantas com maior distancia média entre o 22 e 32 nd. Contudo, a
diferenga entre o controlo e o verificado nas aguas residuais parece ser significativa, tal como
verificado nos resultados para a altura média dos caules.

Tabela 3.8: Distancia média entre 22 e 32 n6 (cm)

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 17,4+2,4 13,4+2,8 11,5+3,8
M. sinensis 7,90+1,4 8,70%+1,8 6,88%1,2
M. floridulus 9,60+0,4 8,5510,5 7,15%£1,1

Através da aplicacdo do ANOVA, chega-se a conclusdo que ha diferencas significativas
a nivel estatistico entre espécies e entre niveis de contaminagdo. O teste t indica a auséncia de
diferencas estatisticas significativas entre as espécies, M. sinensis e M. floridulus (valor
p=0,3051). Para estes gendtipos ndo sdo verificadas diferengas entre as contaminagoes,
enquanto para o M. x giganteus, o valor p obtido de 0,013, revela diferengas significativas

entre os ensaios Controlo e os ensaios irrigados com a dgua residual contaminada com Ni.
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Figura 3.3: Distdncia média entre 22 e 32 né (cm)

3.3.1.2. Numero de Caules por m?

O nlmero de caules por m? também um pardmetro indicador da qualidade do
desenvolvimento da planta, apresenta resultados interessantes. Os resultados ddo a entender
uma proporcionalidade inversa aos resultados para a altura média dos caules ou seja, nas
familias de plantas (e consequentes irrigagcdes) onde sdo registadas alturas médias mais baixas,
obtém-se um maior nimero de caules por m>. Como é no caso do M. sinensis, em que a altura
média maxima obtida é de 72 cm (Controlo) e o nimero médio de caules por m? com a
utilizacdo da ArCd é o resultado maximo detectado neste parametro, de 276 caules/m”.

Os resultados expostos na tabela 3.9, demonstram uma influéncia positiva da irrigagao
com aguas residuais contaminadas com metais pesados no aumento da densidade
populacional (n2 de caules/m?), excepgdo feita para o caso do M. floridulus irrigado com a
ArNi. Contudo, o tratamento estatistico revela que os trés gendtipos se comportam de
maneira diferente as condi¢Ges a que foram sujeitos (valor p=1E-18; ANOVA). Apenas no caso
do M. x giganteus, os dados obtidos pela aplicagdo do teste t vdo de encontro ao defendido
anteriormente, onde o valor p=0,039 demonstra a existéncia de diferencas estatisticas
significativas entre o Controlo e ArNi. Nas restantes combinac¢des nao se verificam diferencas
significativas.

Tabela 3.9: Nimero de Caules por m’

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 7619 130+1 179432
M. sinensis 14610 276+1 219+41
M. floridulus 4148 57+3 320
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3.3.1.3. Indice de Area Foliar

A drea foliar € uma das caracteristicas ecoldgicas basicas e pode ser quantificado pelo
indice de area foliar (IAF). A area foliar de uma planta depende do nimero e do tamanho das
folhas, sendo que sua variacdo dependerd da espécie e das condi¢cdes edafoclimaticas
(Monteiro et al., 2005).

A area foliar por unidade de area de terreno (area do vaso neste caso) define o IAF,
gue é um elemento chave na caracterizacdo da vegetacdo pelo papel das folhas verdes no
metabolismo e regulacdo das plantas (Jonckheere et al., 2004). Sendo assim, a fotossintese
gue é o processo responsdvel pelo fornecimento da energia necessdria ao crescimento e
desenvolvimento da planta, depende do IAF.

A avaliacdo do desenvolvimento da area foliar do Miscanthus, assim como de outras
espécies, pode ser usada para investigar sua adaptacdo a novas condi¢cOes de crescimento,
como as irrigagdes em estudo. O estudo deste parametro pode também permitir a
identificacdo da capacidade produtiva (Gao et al., 2013), do uso da agua e de nutrientes, ou
até do efeito do ataque de doencas.

IAF, é muito utilizado em modelos de simulacdo do crescimento e desenvolvimento
vegetal, de intercepcao de luz, de producdo de biomassa, de consumo de dgua, de fixacao de
CO, e de comparacdo entre espécies (Asner et al., 2003; Sinoquet et al., 2007; Takeda et al.,
2008).

Quanto aos resultados obtidos, o maior IAF médio registado no presente trabalho foi
calculado para o M. x giganteus, 4,94 cm®/cm” (ArNi). No caso deste gendtipo, a irrigacdo com
aguas residuais contaminadas com os metais pesados em estudo, parece influenciar
positivamente o IAF, sendo observado aproximadamente o dobro dos valores do Controlo
(tabela 3.10). Nos restantes gendtipos em estudo ha também um maior IAF para os ensaios
irrigados com ArCd e ArNi, mas ndo tdo acentuado como no caso do hibrido. Os resultados
obtidos através do tratamento estatistico ndo corroboram as afirmacGes anteriores, ndo se
verificando diferencas estatisticas significativas entre os ensaios Controlo e 0s ensaios
irrigados com as diferentes aguas residuais contaminadas. A aplicacdo de aguas residuais
contaminadas com metais pesados, nas concentracdes ensaiadas, ndo afectou, portanto,
significativamente este parametro em termos estatisticos.

Sendo o IAF directamente influenciado pelas reservas de N existentes na planta na
altura do corte (Avice et al., 1997; Teixeira et al., 2007; Thornton e Millard, 1997) os resultados
analisados, principalmente para M. x giganteus, ddo a entender que ha capacidade de
retencdo e utilizagdo do referido nutriente para as condi¢des do 12 ano de vegetagao e tudo

indica que também para o 22, embora sejam necessarios estudos futuros.
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Tabela 3.10: indice de area foliar médio (cm’/cm?)

Controlo ArcCd Ar Ni
M. x giganteus 2,24%0,35 4,37+0,63 4,94+0,01
M. sinensis 1,24+0,05 2,09+0,57 2,0840,34
M. floridulus 0,54+0,07 1,15+0,45 0,98+0,41
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Figura 3.4: Indice de drea foliar médio
3.3.2. Produtividade

A produtividade da biomassa de uma cultura é um parametro importante que nos
permite avaliar a sua susceptibilidade de valorizagdo econdmica, pois representa o
desenvolvimento e crescimento da planta. Os rendimentos de Miscanthus variam
consideravelmente dependendo das condi¢des edafoclimaticas do local em questdo, sendo
que os rendimentos mais elevados sdo obtidos no sul da Europa, mais concretamente nas
regides envolventes do Mediterraneo, onde a agua ndo é um factor limitante (Sims et al.,
2006). Estudos na Europa defendem que esta é a cultura energética com maior potencial de
producdo energética (Sims et al., 2006; Heaton et al., 2008a).

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios para a produtividade de biomassa
aérea (tabela 3.11), existem diferencas estatisticas entre espécies de Miscanthus (valor p=3E-
04; ANOVA) e também entre contaminacgdes (valor p=0,0416; ANOVA). Através da aplicagdo do
teste t neste parametro, verificam-se resultados significativamente superiores para o M. x
giganteus, do que os registados nas familias de M. sinensis e de M. floridulus para as irrigacGes

estudadas.
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Tabela 3.11: Produtividade Total média de Miscanthus (g/mz, matéria seca).

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 1309172 10634 13491163
M. sinensis 317+45 616+151 571+118
M. floridulus 440+21 682+37 1162+316

A avaliacdo dos resultados obtidos permite-nos defender o efeito positivo das aguas
residuais na produtividade da biomassa aérea nos dois gendtipos com menor produtividade,
irrigados com ArNi. O estudo desta contaminacdo em comparagdo com o ensaio Controlo,
onde se regista um valor p=0,0172 (teste t), corrobora a afirmacdo anterior. Nas restantes
combinac¢des ndo se verificam diferencas estatisticas significativas.

Os resultados obtidos para este parametro entram em concordancia com Wanat et al.
(2013), que tem como principal conclusdo do seu estudo que, o M. x giganteus pode ser
produzido com sucesso em ambientes de contaminacdo com metais pesados. Wanat e a sua
equipa também defendem, que M. x giganteus sujeito a este tipo de contaminacdo, produz
menor quantidade de biomassa. No presente trabalho, como visto anteriormente, os
resultados n3o s3o esclarecedores pois o valor mais elevado, de 1349 g/m?’, é detectado na
familia do hibrido ao ser irrigado com a ArNi, embora sem significado estatistico.

O segundo ano de estabelecimento dos trés gendtipos, no projecto em questdo,
registou valores de produtividade média total muito superiores aos registados no primeiro ano
(por comparagdo com os dados dos vasos controlo de Bandarra, 2013). Nos ensaios controlo,
sujeitos ao mesmo tipo de irrigacdo nos dois anos, verificou-se mais do dobro da produtividade
média para a familia de M. x giganteus, o M. sinensis viu a sua produtividade aumentada em
pouco mais de quatro vezes e o M. floridulus registou um menor aumento no caso dos ensaios
controlo, mas muito significativo para as contaminagdes com metais pesados. Os resultados
apresentados estdo de acordo com o defendido por Zub et al. (2011), que através do seu
estudo verifica uma maior produtividade para os gendtipos tripldides (M. x giganteus e M.
floridulus) e tetrapldides do que para os dipldides (M. sinensis).

A disparidade entre as produtividades médias dos gendtipos M. x giganteus e M.
sinensis havia sido notada em anteriores trabalhos testados em zonas como o Reino Unido,
Alemanha e Portugal, sendo que os autores defendem uma notéria superioridade por parte do
M. x giganteus, no que toca a produtividade (Clifton-Brown et al., 2001; Clifton-Brown e
Lewandowski, 2002).

De modo a obter um estudo mais detalhado da produtividade de Miscanthus,

procedeu-se a avaliacdo da produtividade média dos diferentes componentes da biomassa
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Figura 3.5: Produtividade total média de Miscanthus (g/mz, matéria seca).

Na tabela 3.12 estdo apresentados os resultados da produtividade média de folhas
para os diferentes tipos de irrigagdo. O tratamento estatistico revela diferengas entre espécies,
tal como entre contaminagdes. Ao realizar o teste t, € comprovada a influéncia positiva das
contaminagBes com metais pesados na produtividade média de folhas, nos gendtipos M. x
giganteus e M. sinensis. Estes gendtipos ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
em relagdo ao seu comportamento tendo em conta a aplicagdo das trés diferentes
contaminagGes (valor p=0,2459; teste t). Para o M. floridulus, embora parecga existir também
um efeito positivo por parte das aguas residuais, esta premissa nao foi comprovada pela
analise estatistica ao serem obtidos “valores p” superiores a 0,05 para ambas as aguas

residuais estudadas.

Tabela 3.12: Produtividade média de folhas para os diferentes tipos de irrigacdo (g/mz, matéria seca)

Controlo ArCd Ar Ni

M. x giganteus 302+46 614153 65416
M. sinensis 212+26 506+158 480+46
M. floridulus 56110 10349 140148
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Figura 3.6: Produtividade média de folhas para os diferentes tipos de irrigagdo (g/mz,
matéria seca)

No que diz respeito aos resultados obtidos para a produtividade dos caules de
Miscanthus sujeitos as trés diferentes irrigacdes descritas ao longo do trabalho (tabela 3.13),
sdo resultados interessantes quando comparados com o pardmetro n2 de caules por m?
analisado em cima. Ao comparar os resultados expostos nas tabelas 3.9 e 3.13, percebe-se que
as familias com mais elevada produtividade média de caules sdao aquelas que representam

menor nimero de caules por m*.

Tabela 3.13: Produtividade média de caules para os diferentes tipos de irrigagao (g/mz, matéria seca)

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 616+21 395+42 656+147
M. sinensis 63+21 90+4 73453
M. floridulus 232463 518+33 10224269

Da andlise dos resultados estatisticos obtidos, conclui-se que no caso dos caules ndo
sdo esclarecedores como sdo para a produtividade média das folhas. Primeiramente a
aplicacdo do modelo ANOVA, demonstra diferengas significativas entre espécies e entre
contaminagdes. Complementando com a aplicagdo do teste t ndo se verificam diferencas entre
Controlo e ArCd/ArNi, para nenhum dos gendtipos. Ainda assim, importa realcar os resultados
obtidos para a familia do M. floridulus, que como pode ser observado pela figura xxx, denota
um grande aumento da produtividade média dos caules para ambas as irriga¢cdes com aguas

residuais contaminadas com Cd (518 g/m?) e Ni (1022 g/m°).
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Os caules sao a fraccdo que representa o maior contributo para a produtividade global

(48,68% do total).
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Figura 3.7: Produtividade média de caules para os diferentes tipos de irrigagdo (g/mz,

matéria seca)

A tabela 3.14 indica a produtividade média de biomassa ndo Miscanthus (ervas

daninhas). O tratamento estatistico aplicado aos gendtipos onde existiu biomassa ndo

Miscanthus (M. sinensis e M. floridulus), ndo revelou diferencas estatisticas significativas quer

entre espécies, quer entre contaminagdes.

Tabela 3.14: Produtividade média de biomassa ndao Miscanthus, panicula e manta morta, para os

diferentes tipos de irrigacao (g/mz, matéria seca)

Controlo ArCd Ar Ni

M. x giganteus - - -
Bio. ndo Misc. M. sinensis 110432 8916 178+123

M. floridulus 20£19 60£23 74165

M. x giganteus 48+11 22+16 3919

Panicula M. sinensis 242 21+10 18+10
M. floridulus - - -
M. x giganteus 343130 31120 -
Manta Morta M. sinensis 40+7 - -
M. floridulus 152+45 61+61 -
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3.3.3. Caracterizagdao Quimica da Biomassa

3.3.3.1. Teor de Cinzas

A figura 3.8 exibe o teor de cinzas nos caules, folhas, biomassa ndo Miscanthus, manta
morta e paniculas da biomassa aérea de Miscanthus. O M. floridulus ndo apresentou paniculas.
O bom conhecimento do teor de cinzas da biomassa é vital para a sua valorizacdo energética e
é também muito importante de uma perspectiva ambiental. Os minerais que resultam da
combustdo das cinzas durante a combustdo, podem causar sérios problemas pela deposicdo
nos equipamentos. O mecanismo de deposicao tem sido objecto de estudo ao longo da década
de 1990 (Miles, 1996; Baxter, 1993; Bryers,1996).

Durante a combustdo da biomassa, alguma matéria mineral pode originar éxidos,
hidréxidos, compostos clorados ou sulfatados, que tendem a ser libertados como vapor, sendo
significativamente prejudiciais ao meio ambiente (Baxter et al., 2011). Posto isto, este é um
importante parametro para a avaliagcdo da qualidade da biomassa em estudo.

Quanto aos resultados do presente estudo, verifica-se um maior teor de cinzas nas
folhas que nos caules (figura 3.8 e 3.9). O gendtipo que apresenta menor teor de cinzas (%,
matéria seca) é o M. x giganteus, tanto para as folhas como para os caules, mas ndo nas
paniculas. Nao foram detectadas diferencas estatisticas significativas entre os diferentes tipos
de contaminacdo, para todas as fraccoes de biomassa.

Tabela 3.15: Teor de cinzas dos caules (%, matéria seca)

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 1,90+0,34 2,62+0,12 3,01+0,11
M. sinensis 4,36+0,26 4,82+0,14 5,57+1,05
M. floridulus 4,34+0,57 5,4510,10 4,91+0,54

Os caules provenientes dos vasos irrigados com as aguas residuais apresentam maior
teor de cinzas que os vasos Controlo (Tabela 3.15). O resultado mais elevado foi detectado
para os ensaios de M. sinensis irrigados com ArNi (5,57 %, matéria seca) e o mais baixo, para os
ensaios de M. x giganteus irrigados com agua da rede (1,90 %, matéria seca).

O tratamento estatistico, no que diz respeito a influéncia das aguas residuais na
variagdo do teor de cinzas nos caules, revelou a inexisténcia de interacgdes estatisticamente
relevantes.

O resultado obtido para o M. x giganteus foi, contudo, esclarecedor. Este gendtipo
apresentou resultados inferiores aos restantes, o que pode ser verificado pelos valores p
calculados pela aplicagao:

e Valor p = 4E-4; quando estudada a sua relagdo com a amostra M. sinensis;

e Valor p = 8E-05; quando estudada a sua relagdo com a amostra M. floridulus.
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Importa referir o resultado obtido para a influéncia da ArCd nos gendtipos M. sinensis
e M. floridulus, em relacdo aos seus controlos. O resultado obtido (Valor p=0,051; teste t)
encontra-se muito préximo de 0,05, estabelecido estd que resultados inferiores a este valor

sdo estatisticamente significativos.
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Figura 3.8: Teor médio de cinzas dos caules (% de matéria seca) para os diferentes tipos
de irrigagdo

As folhas apresentam, para cada familia de Miscanthus, valores similares do teor de
cinzas, independentemente do tipo de irrigagao e tal como se sucede nos caules, também para
as folhas ndo foram detectadas diferengas estatisticas significativas quer entre contaminagdes,
quer entre espécies. Para o M. x giganteus os resultados sao também idénticos aos registados
nos caules:

e Valor p=0,0011; quando estudada a sua relacdo com a amostra M. sinensis;

e Valor p=7,6E-06; quando estudada a sua relagdo com a amostra M. floridulus.

O maior teor de cinzas é registado na familia do M. sinensis nos vasos Controlo. Por
sua vez, o M. x giganteus regista o menor resultado respeitante ao teor de cinzas — 4,69%
(ArCd). Os resultados referidos encontram-se apresentados na tabela 3.16, em baixo.

Os resultados obtidos para o M. x giganteus sdo bastante semelhantes aos resultados
obtidos pela equipa liderada por Baxter (2011) — 2% de teor de cinzas para os caules e 6% para

as folhas.

52



Tabela 3.16: Teor de cinzas das folhas (%, matéria seca)

Controlo ArcCd Ar Ni
M. x giganteus 6,49+0,17 4,69* 5,86+0,08
M. sinensis 10,740,2 7,73+0,05 8,37+0,06
M. floridulus 9,55+0,48 10,141,2 9,63+0,32

*(por falta de amostra apenas foi realizada uma determinagdo)
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Figura 3.9: Teor médio de cinzas das folhas (% de matéria seca) para os diferentes tipos
de irrigagdo.

De seguida sdo apresentados os resultados do teor de cinzas da panicula. Este é um
componente da planta objecto de estudo, pois pode permitir perceber a sensibilidade do
gendtipo em questdo as condigdes a que foi sujeito. Este conhecimento pode ser importante
sobretudo entre clones, por exemplo, para melhorar condi¢des de cultivo e produgdo da
cultura energética (Arnoult et al., 2014).

No que aos resultados diz respeito (tabela 3.17), o teor de cinzas observado nas
paniculas parece ter tendéncia a ser mais elevado para o M. x giganteus e mais reduzido para
o M. sinensis, quando sujeitos a irrigagdo com as aguas residuais contaminadas. Contudo, o
tratamento estatistico dos resultados ndo indica diferencas estatisticamente significativas que
comprovem a afirmacgdo anterior.

Tabela 3.17: Teor de cinzas da panicula (% matéria seca).

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 4,58+0,32 6,29+1,05 6,5240,24
M. sinensis 6,40* 4,56+0,28 4,78*

M. floridulus - - -

*(por falta de amostra apenas foi realizada uma determinagédo)
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Figura 3.10: Teor médio de cinzas da panicula (% de matéria seca) para os diferentes
tipos de irrigagdo.

Os vasos Controlo e os vasos ArCd (com excepcdo para o M. sinensis) apresentaram
matéria morta, sendo a sua percentagem de cinza calculada e apresentada na tabela 3.18. Ndo
se verificam diferengas estatisticamente significativas entre os vasos com os diferentes
gendtipos em estudo e entre a contaminagao com ArCd. O resultado mais elevado foi 17,02%
(M. sinensis, Controlo) e o mais baixo 7,34% (M. x giganteus, Controlo). De referir, os
resultados mais elevados observados nos vasos ArCd em relagdo aos vasos controlo, embora

sem significado estatistico.

Tabela 3.18: Teor de cinzas da manta morta (% matéria seca).

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 7,34+1,79 10,7* -
M. sinensis 17,0* - -
M. floridulus 11,6+0,23 15,0* -

*(por falta de amostra apenas foi realizada uma determinagdo)
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Figura 3.11: Teor médio de cinzas da Manta Morta (% de matéria seca) para os
diferentes tipos de irrigagdo.

N3do se desenvolveu biomassa nao Miscanthus significante nos vasos da familia do
gendtipo M. x giganteus. O M. sinensis, a semelhan¢ca do verificado para a panicula,
apresentou percentagem de cinzas mais reduzida nos ensaios irrigados com ArCd e ArNi. O M.
floridulus apresentou precisamente o contrdrio, com resultados superiores para os vasos
contaminados com metais pesados.

Tabela 3.19: Teor de cinzas da biomassa ndo Miscanthus (% matéria seca).

Controlo Ar Cd Ar Ni

M. x giganteus - - -
M. sinensis 9,09+1,66 5,83+0,37 3,86*
M. floridulus 8,22* 17,0* 12,0*

*(por falta de amostra apenas foi realizada uma determinagdo)

Globalmente, podemos afirmar que as folhas sdo a frac¢do que mais acumula cinzas,
seguindo-se a espigueta e por fim os caules, mas ambos com valores muito semelhantes. Se se
considerar a manta morta e a biomassa ndo Miscanthus verifica-se que a concentragdo em
cinzas nestas frac¢Ges é muito elevada, muito superior a observada nas folhas verdes do

Miscanthus.
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3.3.3.2. Teor de Azoto

Diversos gendtipos pertencentes a familia do Miscanthus, sdo de elevado interesse
energético por uma variedade de razdes, onde se incluem as elevadas eficiéncias no uso de
Azoto (Christian et al., 1997; El Bassam, 2010). A quantidade de azoto captado e distribuido
pela planta pelos seus diversos érgaos, influéncia a capacidade de intercepc¢do da luz e a
capacidade fotossintética da cultura, por consequéncia. Ambas sdo beneficiadas se o N for
alocado na biomassa aérea (Gastal e Lemaire, 2002). Em diversas culturas, deficiéncia de N
leva a alteracdo da captura de radiacdo através da reducdo do indice de area foliar e/ou ao
decréscimo da conversdo de recursos (Belanger et al., 1992; Colnenne et al., 2002; Muchow e
Davis, 1988).

Todos os exemplos descritos no paragrafo anterior sdo factores pelos quais se torna
importante a analise do teor de azoto, mas também pela influéncia que este pode ter na
utilizacdo da biomassa para a producdo de energia. Mais concretamente no caso da
combustdo, a libertagdo de gases NOx (GEEs), em que quanto maior o teor de azoto presente
na biomassa, maior serd a libertacdo destes gases nocivos ao meio ambiente (Biewinga e Van
der Bijl, 1996).

Os resultados calculados para o teor médio de azoto nos caules de Miscanthus para os
diferentes tipos de irrigacdo encontram-se na tabela 3.20. O tratamento estatistico dos
mesmos revela inexisténcia de diferencas estatisticas relevantes entre contaminagGes (valor
p=0,37; ANOVA). Pelo contrario, diferencas estatisticas significativas, sdo observadas entre as
espécies de Miscanthus em estudo (valor p=0,0012; ANOVA).

Entre espécies, é detectado um comportamento similar dos gendtipos M. x giganteus
e M. floridulus as condi¢Ges de contaminacdo a que foram sujeitos, sendo comprovada pelo
tratamento estatistico a influéncia positiva da Ar Cd no teor de azoto em relagdo ao controlo.

No caso do M. sinensis ndo sdo detectadas diferencas significativas entre as contaminacgdes

estudadas.
Tabela 3.20: Teor de azoto nos caules (% N, matéria seca)
Controlo ArcCd Ar Ni
M. x giganteus 0,069+0,002 0,134+0,004 0,115+0,012
M. sinensis 0,350+0,096 0,481+0,048 0,449+0,204
M. floridulus 0,087+0,017 0,179+0,038 0,108+0,029
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Figura 3.12: Teor médio de azoto de caules de Miscanthus (% N, matéria seca) para os
diferentes tipos de irrigagdo

No que diz respeito ao tratamento estatistico aplicado ao teor de azoto nas folhas, os
resultados sdo opostos aos observados nos caules. Neste caso as diferengas estatisticamente
significativas verificam-se entre contaminagdes (valor p= 0,003; ANOVA) e ndo entre espécies
de Miscanthus (valor p=0,314; ANOVA). As diferencgas estatisticas verificam-se pela analise da
figura 3.17, onde a influéncia das dguas residuais contaminadas com metais pesados é notdria
(verifica-se um aumento do N na biomassa regada com AR). Os “valores p” calculados através
da aplicagdo do “teste t” sdo 9E-06 e 0,0066, para a ArCd e para a ArNi respectivamente. Isto
podera estar relacionado com as formas de azoto presentes nas dguas residuais, podendo
permitir a sua acumulagdo nas folhas pois este € o componente com mais susceptibilidade de

acumulacdo de nutrientes.

Tabela 3.21: Teor de azoto nas folhas (% N, matéria seca)

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 0,181+0,033 0,595+0,113 0,479+0,047
M. sinensis 0,259+0,066 0,596+0,046 0,717+0,300
M. floridulus 0,266+0,014 0,634+0,018 0,809+0,101
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Figura 3.13: Teor médio de azoto de folhas de Miscanthus (% N, matéria seca) para os
diferentes tipos de irrigagdo
A tabela 3.22 apresenta os resultados obtidos no ensaio referente ao teor de azoto na
panicula. As plantas do gendtipo M. floridulus ndo desenvolveram espigueta, como tal, esse
gendtipo nao ird ser discutido. O teor de azoto detectado na panicula é mais elevado para a
familia de M. x giganteus do que para a de M. sinensis (valor p=0,028; teste t). Entre

contaminagdes, ndo sdo detectadas diferencas significativas estatisticamente — valor p=0,1006;

ANOVA.
Tabela 3.22: Teor de azoto na panicula (% N, matéria seca)
Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 0,591+0,009 0,761+0,097 0,680£0,084
M. sinensis * 0,594+0,318 0,129*

M. floridulus - - -

*(ndo houve amostra suficiente para analise ou para repetir anélises)

O teor de azoto presente na biomassa pode ser afectado pela interac¢do entre o azoto
utilizado na fertilizacdo e na irrigagdo (as dguas residuais sdo ricas em azoto), isto é, quando a
planta é irrigada e fertilizada com azoto, o teor de azoto na biomassa pode aumentar (Ercoli et
al., 1999), o que pode justificar os elevados valores de teor de azoto em alguns ensaios. Por
outro lado, a existéncia de ensaios com menor teor de azoto calculado, pode ser explicado
pela transloca¢do dos nutrientes da fracgdo aérea para o rizoma, no fim do ciclo vegetativo.

O teor de azoto calculado para a manta morta e para a biomassa ndao Miscanthus para
os diferentes tipos de irrigacdo, é apresentado nas tabelas 3.23 e 3.24, respectivamente. De

notar a inexisténcia de manta morta para todas as espécies quando irrigadas com agua
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residual contaminada com Ni (ArNi). Para o M. x giganteus, nao foi detectada biomassa ndo
Miscanthus suficiente para proceder a andlise do teor de azoto.

Tabela 3.23: Teor de azoto na manta morta (% N, matéria seca)

Controlo ArcCd Ar Ni
M. x giganteus 0,519+0,031 0,719* -
M. sinensis 0,748+0,082 - -
M. floridulus 0,451+0,071 0,618* -

*(por falta de amostra apenas foi realizada uma determinagdo)

Tabela 3.24: Teor de azoto na biomassa ndo Miscanthus (% N, matéria seca)

Controlo ArcCd Ar Ni

M. x giganteus - - -
M. sinensis 0,524+0,149 0,482+0,049 0,647*
M. floridulus 0,367* 0,615* 1,263*

*(por falta de amostra apenas foi realizada uma determinagdo)

3.3.3.3. Teor de Fésforo

A anadlise do teor de fésforo presente na biomassa é muito importante pois este é um
elemento crucial no metabolismo das plantas, desempenhando um papel importante na
transferéncia de energia da célula, na respiracdo e na fotossintese (Boatwright e Viets, 1966).
Para além de componente estrutural de muitos elementos fundamentais ao bom
desenvolvimento da planta, o fésforo pode também ser um problema quando presente em
elevadas quantidades. A toxicidade de fésforo tem efeitos nefastos nas plantas, sobretudo em
situacBes em que a sua concentracdo estd acima de 10 a 20 g P/kg de matéria seca. A
concentracdo adequada de fosforo na parte aérea das plantas é de 2 a 5 g P/kg de matéria
seca (Varennes, 2003).

A tabela 3.25 apresenta os resultados obtidos para o teor de fésforo presente nos
caules das varias espécies de Miscanthus, sujeitas a diferentes tipos de irrigacdo. A andlise da
figura 3.14 torna claro o decréscimo do teor de fésforo nos ensaios irrigados com aguas
residuais contaminadas com metais pesados, em relacdo aos ensaios Controlo. A frase anterior
é comprovada através do tratamento estatistico aplicado. Ha diferencas estatisticamente
significativas entre contaminagdes, ou seja, a irrigacdo com aguas residuais contaminadas com
os metais pesados em questdo parece influenciar negativamente o teor de fosforo nos caules
dos trés genodtipos de Miscanthus (valor p=0,029; ANOVA). Ha também diferencas
estatisticamente significativas entre os trés gendtipos em estudo, para o teor de fdsforo

presente nos caules (valor p=5,37E-05; ANOVA).
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O M. sinensis foi o gendtipo com teores de fésforo mais elevados, em todos os tipos de
contaminacdo. O valor mais elevado foi registado para o ensaio ArCd deste gendtipo
(0,118+£0,015 % N, matéria seca) e o mais baixo para o Controlo do M. x giganteus
(0,016+0,002 % N, matéria seca).

Tabela 3.25: Teor de fosforo nos caules (% P, matéria seca)

Controlo ArCd Ar Ni
M. x giganteus 0,016+0,002 0,032+0,005 0,034+0,017
M. sinensis 0,054* 0,118+0,015 0,098+0,021
M. floridulus 0,018+0,005 0,025+0,011 0,018+0,003

*(por falta de amostra apenas foi realizada uma determinagdo)
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Figura 3.14: Teor médio de fosforo de caules de Miscanthus (% N, matéria seca) para os
diferentes tipos de irrigagdo

Os resultados obtidos para o segundo componente da planta analisado neste
parametro, as folhas, sdo similares aos discutidos para o teor de fésforo nos caules, excepto
para o gendtipo M. sinensis onde os ensaios irrigados com aguas residuais registam valores
inferiores (figura 3.15).

Estatisticamente, ndo sdo registadas diferengas entre contaminacbes. O teor de
fosforo ndo parece ser influenciado, pela utilizagdo das aguas residuais contaminadas com Cd e
Ni na irrigagdo. O valor mais elevado para o teor de fésforo nas folhas, observa-se para o
ensaio ArNi do M. sinensis (0,081+0,007 % N, matéria seca) e o mais baixo para o Controlo do

M. x giganteus (0,031£0,001 % N, matéria seca).

60



Tabela 3.26: Teor de fosforo nas folhas (% P, matéria seca)

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 0,031+0,001 0,043+0,005 0,049+0,002
M. sinensis 0,062+0,013 0,048+0,005 0,081+0,007
M. floridulus 0,063+0,026 0,059+0,013 0,065+0,028
0,100
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0,090
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Figura 3.15: Teor médio de fosforo de folhas de Miscanthus (% N, matéria seca) para os
diferentes tipos de irrigagdo

Na tabela 3.27 sdo apresentados os resultados calculados do teor de fésforo na
panicula dos gendtipos M. x giganteus e M. sinensis, o gendtipo M. floridulus ndo desenvolveu
este componente vegetal. O valor mais elevado é obtido na familia de M. x giganteus quando
irrigado apenas com agua da rede (0,944 % N, matéria seca) e o valor calculado mais reduzido
para M. sinensis irrigado com ArNi (0,097 % N, matéria seca). Observam-se diferengas
significativas quer entre contaminacgées (valor p=0,0155; ANOVA), quer entre gendtipos (valor
p=0,0003; ANOVA). O valor p obtido através do teste t (0,0096) aplicado a combinacdo
Controlo/ArCd, revela influéncia das aguas residuais contaminadas com Cd no teor de fésforo,

nas folhas de Miscanthus.

Tabela 3.27: Teor de fésforo na panicula (% P, matéria seca)

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 0,094+0,011 0,183+0,006 0,160+0,004
M. sinensis * 0,181+0,020 0,097*

M. floridulus - - -

*(ndo houve amostra suficiente para analise ou para repetir analises)
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O teor de fdsforo calculado para a manta morta e para a biomassa ndao Miscanthus
para os diferentes tipos de irrigacao, é apresentado nas tabelas 3.28 e 3.29, respectivamente.
De notar a inexisténcia de manta morta para todas as espécies quando irrigadas com d4gua
residual contaminada com Ni (ArNi). Para o M. x giganteus, nado foi detectada biomassa ndo
Miscanthus suficiente para proceder a andlise do teor de azoto.

Tabela 3.28: Teor de fosforo na manta morta (% P, matéria seca)

Controlo ArCd Ar Ni
M. x giganteus 0,058+0,004 0,118* -
M. sinensis 0,105%0,002 - -
M. floridulus 0,054+0,004 0,092* =

*(por falta de amostra apenas foi realizada uma determinagao)

Tabela 3.29: Teor de fosforo na biomassa ndo Miscanthus (% P, matéria seca)

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus _ - -
M. sinensis 0,106+0,085 0,063+0,001 0,052*
M. floridulus 0,106* 0,100* 0,179*

*(por falta de amostra apenas foi realizada uma determinagao)

3.3.3.4. Metais

O Cadmio é um contaminante de alta importancia por exemplo, nos Estados Unidos da
América é considerado como o segundo metal com maior importancia enquanto poluente
ambiental (Salt et al., 1998). Este metal pesado é um elemento tdxico ndo essencial que pode
ter efeitos nefastos para plantas, animais e humanos, mesmo em doses muito reduzidas
(Kirkham, 2006). Sendo assim, a remedia¢do da poluicdo de Cd no ambiente torna-se muito
importante e urgente de modo a prevenir ameagas, como é o caso das aguas residuais
contaminadas com este metal.

De seguida serd analisado o teor de Cd presente nos trés gendtipos de Miscanthus
estudados. Sdo apresentados os resultados para as diferentes fraccdes da planta: caules,
folhas, panicula, biomassa ndo Miscanthus e manta morta.

Os resultados apresentados na tabela 3.30 indicam que as plantas irrigadas com dguas
residuais contaminadas com Cd, parecem acumular um maior teor do metal do que a biomassa
referente ao ensaio controlo. Em termos estatisticos, ndo foram verificadas diferencas
significativas na acumulacdo deste metal pesado, tanto entre contaminacdes como entre as

espécies estudadas.
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A inexisténcia de diferencas entre contaminagdes pode dever-se ao valor registado
para a familia de M. x giganteus sujeita a irrigacdo com agua da rede (Controlo) e com agua
residual contaminada com Ni. Estes sdo valores de todo inesperados, justificados por uma
possivel contaminacdo, dai o ser elevado e incoerente pois a agua de rede ndo contém
concentracdes de Cd suficientes para a ocorréncia da acumulacdo obtida. A mesma justificacdo
aplica-se ao elevado valor registado para os caules de M. sinensis aquando da irrigacdo com
ArNi. Os resultados obtidos para o Controlo de M. sinensis e M. floridulus, em termos de teor
de Cd, sdo o esperado uma vez que nesta rega se estava a administrar Cd em solucao.

O teor de Cd registado nos ensaios irrigados com a ArCd foi superior para o M. x

giganteus, sendo este o gendtipo com maior capacidade para fitoextrair o Cd da solu¢do do

solo.
Tabela 3.30: Teor de Cadmio nos caules (mg (Cd)/ kg matéria seca)
Controlo ArCd Ar Ni
M. x giganteus 0,389+0,303 0,322+0,300 0,128+0,108
M. sinensis nd 0,108+0,098 0,174+0,114
M. floridulus nd 0,288+0,001 nd

(Nd) ndo detectavel

Nas folhas, sdo calculados valores de teor de Cd semelhantes aos registados nos caules
dos ensaios irrigados com ArCd. Tal como no caso dos caules, o M. x giganteus é o gendtipo
com maior capacidade para fitoextrair este metal pesado, apresentando o teor mais elevado
(0,244 mg Cd/kg matéria seca) mas este valor ndo é comprovado pelo tratamento estatistico,
que ndo detecta diferencas significativas entre espécies (valor p=0,3914; ANOVA).

Entre contaminacGes, sdo detectadas diferencgas significativas e através da aplicacdo
do teste t, obtém-se um valor p de 0,0079 para a interacgdo entre os ensaios controlo e os
ensaios ArCd, tal como esperado.

Tabela 3.31: Teor de Cadmio nas folhas (mg (Cd)/ kg matéria seca)

Controlo ArCd Ar Ni
M. x giganteus nd 0,244+0,076 nd
M. sinensis nd 0,235+0,015 0,159+0,040
M. floridulus 0,115+0,098 0,115+0,005 0,020+0,018

(Nd) ndo detectavel

Ndo se verificam diferencas estatisticas significativas no teor de Cd presente na
panicula (tabela 3.32) entre as espécies que desenvolveram panicula — M. x giganteus e M.
sinensis (valor p = 0,8775; ANOVA). Entre contamina¢bes sdo registadas diferencgas

significativas (valor p = 0,0022; ANOVA) e especificando o estudo do teor de Cd nos ensaios
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Controlo e nos ensaios ArCd, sdo também observadas diferengas estatisticas tal como
esperado (valor p = 0,0074; teste t).

E de referir ainda, o valor elevado registado para os ensaios irrigados com ArNi, que tal
como é dito em cima pode dever-se a uma contaminac¢ao no processo de irrigacdo. Como as
plantas do gendtipo M. floridulus ndo desenvolveram panicula, ndo serao discutidas.

Tabela 3.32: Teor de Cadmio na panicula (mg (Cd)/ kg matéria seca)

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 0,011+0,009 0,245+0,048 0,159+0,050
M. sinensis nd 0,356+0,066 0,134+0,098

M. floridulus = - =
(Nd) ndo detectavel

As duas restantes componentes analisadas serdo a biomassa ndo Miscanthus (tabela
3.33) e a manta morta (tabela 3.34).

Em ambas, o teor de Cd calculado, é o superior para os ensaios irrigados com agua
residual contaminada com este metal pesado. O teor mais elevado (mg (Cd)/ kg matéria seca)
obtém.se para o M. floridulus na biomassa ndo Miscanthus e para o M. x giganteus na manta
morta, 1,949 e 1,127 respectivamente. Em nenhuma das frac¢Ges ha diferengas estatisticas
significativas quer entre contaminagdes, quer entre as espécies de Miscanthus que tenham
desenvolvido as frac¢cbes em causa.

Tabela 3.33: Teor de Cadmio na biomassa ndo Miscanthus (mg (Cd)/ kg matéria seca)

Controlo ArCd Ar Ni
M. x giganteus - - -
M. sinensis nd 0,548+0,098 0,129*
M. floridulus nd 1,949* 0,078*

(Nd) ndo detectavel

Tabela 3.34: Teor de Cadmio na manta morta (mg (Cd)/ kg matéria seca)

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus nd 1,127* -
M. sinensis nd - -
M. floridulus nd 0,698* -

(Nd) ndo detectavel

O niquel é um nutriente essencial para o normal desenvolvimento da planta. O Ni é um
componente chave de certas enzimas envolvidas no metabolismo e fixacdo bioldgica do azoto.
As concentragdes de niquel superiores a 10 mg/kg, sdo geralmente consideradas como sendo

toxicas para as plantas, por consequéncia, um elevado nivel de contaminacdo de niquel nas
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aguas de irrigacao pode ser prejudicial. Os resultados para o teor de Ni (figura 3.16) foram

bastante semelhantes aos obtidos para o conteldo de Cd.

Tabela 3.35: Teor de Niquel nos caules (mg (Ni)/ kg matéria seca)

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 1,6240,23 0,288* 0,712+0,563
M. sinensis 3,16%0,29 0,587+0,330 3,080+1,888
M. floridulus 0,374* 1,241+0,081 2,103+0,408

*(por falta de amostra, devido a fatores externos, apenas foi realizada uma determinagdo)
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Figura 3.16: Teor médio de Nigquel nos caules de Miscanthus (mg Ni / kg de matéria
seca) para os diferentes tipos de irrigag¢do

N3ao se verificam diferencas significativas no estudo estatistico do teor de Ni nos caules
de Miscanthus (tabela 3.35) quer entre os trés gendtipos (valor p=0,11; ANOVA), quer entre as
trés irrigacdes (valor p=0,112; ANOVA). Como maneira de comprovar, aplicou-se o teste t, ndo
verificando diferencas, tal como esperado depois de verificado o resultado do ANOVA.

Os dois valores mais elevados sdo registados na familia de M. sinensis para a irrigagdo
Controlo (3,157 mg Ni/ kg ms) e para a irrigacdo ArNi (3,080 mg Ni/ kg ms), por sua vez, os
mais reduzidos sdo registados nas familias M. x giganteus (0,288 mg Ni/ kg ms — ArCd) e M.
floridulus (0,374 mg Ni/ kg ms — Controlo). O valor mais elevado ter sido registado para o
ensaio Controlo, ou seja ndo contaminado com o metal pesado, pode dever-se ao facto deste
metal ser essencial para o normal desenvolvimento da planta e de as plantas deste ensaio, o
terem captado de forma eficaz (Liu, 2001).

Os valores que possam demonstrar ocorréncia de deficiéncia de Ni por parte das

plantas, principalmente para M. x giganteus (caules) irrigado com ArNi (0,712 mg Ni/kg de
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matéria seca), pode estar associada a solos que tenham recebido excessivas aplica¢es de Zn,
Cu, Mn, Fe, Ca ou Mg (Brown, 2006). Tal como referido anteriormente, os Miscanthus
estudados sofreram contaminac¢des de Zn e Cu no primeiro ano de estabelecimento. No caso
concreto em discussdo, o ensaio M. x giganteus (ArNi) sofreu contaminagdo com Cu.

As plantas irrigadas com aguas residuais contaminadas com Ni parecem acumular um
maior teor médio de metal pesado, que o mesmo valor registado para os vasos Controlo. Isto é
particularmente significativo para as folhas (tabela 3.36), onde se registam diferencas
estatisticas entre as irrigacdes Controlo e ArNi (p = 0,0103; teste t). Ndo sdo encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre gendtipos para o teor de Ni no entanto, a
familia de M. floridulus irrigada com a agua residual apresenta maiores teores de Ni que os
dois gendtipos restantes, também irrigados com a agua residual. As folhas sdo a frac¢do que
apresenta teores de Ni mais elevados (figura 3.17).

Tabela 3.36: Teor de Niquel nas folhas (mg (Ni)/ kg matéria seca)

Controlo Arcd Ar Ni
M. x giganteus 1,04+0,57 0,575%0,335 4,7612,80
M. sinensis 0,128+0,001 1,63+0,08 3,56+1,09
M. floridulus 1,50+0,28 0,818+0,270 8,52+0,72
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Figura 3.17: Teor médio de Niquel nas folhas de Miscanthus (mg Ni/kg de matéria seca)
para os diferentes tipos de irrigagdo

O teor de Niquel foi analisado ainda para as frac¢Oes seguintes: panicula e biomassa
nao Miscanthus. Para nenhuma das frac¢Oes indicadas foram verificadas diferencas estatisticas

significativas entre espécies nem entre contaminag¢bes. Os ensaios de M. floridulus nao
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desenvolveram panicula pelo que nao serdo discutidos. Ainda assim, verificam-se resultados
passiveis de discussao.

De notar o elevado valor de teor de Ni registado para o M. sinensis nas paniculas
analisadas dos ensaios Controlo (tabela 3.37). O valor de 8,143 mg Ni/kg ms, parece causado
por uma contaminacdo pois trata-se de um resultado isolado e de mais do dobro da
concentracdo verificada para o segundo maior valor registado de teor de Ni.

Tabela 3.37: Teor de Niquel na panicula (mg Ni/kg matéria seca)

Controlo Ar Cd Ar Ni
M. x giganteus 1,69+0,09 1,39+0,45 0,811+0,682
M. sinensis 8,14* nd 1,33*

M. floridulus = - =

*(por falta de amostra apenas foi realizada uma determinagdo) — nd (ndo detectavel)

Na biomassa ndo Miscanthus recolhida e analisada de modo a calcular o teor de Ni
(tabela 3.38), verifica-se também um ensaio passivel de contaminagdo. Neste caso, a
contaminacdo pode surgir de uma excessiva irrigacdo com as aguas residuais contaminadas
com Ni. Outra justificacdo pode ser a capacidade de fitoextracdo elevada da biomassa ndo
Miscanthus, sendo interessante de identificar a natureza das mesmas como proposta futura.
Interessante destacar o comportamento idéntico da biomassa ndao Miscanthus recolhida dos
ensaios irrigados com dgua da rede, sugerindo possibilidade de naturezas idénticas entre si.

Tabela 3.38: Teor de Niquel na biomassa ndo Miscanthus (mg Ni/kg matéria seca)

Controlo ArCd Ar Ni
M. x giganteus - - -
M. sinensis 3,503+1,030 0,079+0,026 1,220*
M. floridulus 3,701* 1,355* 8,985*

*(por falta de amostra apenas foi realizada uma determinagdo) — nd (ndo detectavel)

3.3.3.5. Fibra Total

Para um aproveitamento eficaz dos materiais lenhoceluldsicos e do Miscanthus em
particular, é necessdria uma caracteriza¢do criteriosa dos seus componentes estruturais
(celulose, hemicelulose e lenhina). Consoante a origem do material, tipo de cultura e
condi¢des da mesma, existe uma variagao na proporgao relativa destes trés componentes.

O conhecimento da composicdo quimica do material utilizado é fundamental para
calcular os rendimentos dos varios componentes obtidos mas também para a compreensdo da
forma como a irrigacdo com aguas residuais contaminadas com os metais pesados em questdo

pode ter influéncia na qualidade da biomassa. Esta analise torna-se ainda muito importante
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numa perspectiva de valorizagao energética, como por exemplo para as industrias da pasta
para papel e para a produgdo de energia (Fernando, 2005).
Na tabela 3.39 é apresentado o teor de fibra e seus constituintes para cada gendtipo.

Tabela 3.39: Teor de fibra e seus constituintes para cada genétipo (%, matéria seca)

M. x giganteus M. sinensis M. floridulus
Celulose 37,9613,34 37,53+1,15 40,35+0,66
Hemicelulose 20,60+1,65 21,26+0,15 20,05+0,42
Lenhina 22,9610,31 19,45+0,11 21,80+0,58
Fibra total 91,34+0,83 88,50+3,00 90,02+1,95

A celulose aparece como o principal componente estrutural da biomassa de
Miscanthus spp., ao passo que a lenhina e a hemicelulose apresentam valores idénticos. Os
teores de celulose e de hemicelulose confirmam a elevada percentagem de polissacaridos (~60
%), desta matéria-prima estando de acordo com outros estudos relativos a sua composi¢do
(zhang et al., 2012; Laskar et al., 2013; Lygin et al., 2011) e sendo favoravel a sua posterior
valorizagao energética.

Os valores mais elevados para a celulose (40,350,66 %), hemicelulose (21,26+0,15 %)
e lenhina (22,9610,31 %) foram obtidos para M. floridulus, M. sinensis e M. x giganteu,
respectivamente. O teor mais elevado de fibra total foi obtido para o M. x giganteus
(91,34+0,83 %).

N3do se verificam diferengas estatisticamente significativas no teor de fibra e seus
constituintes para os diferentes tipos de irrigacdo, pelo que os resultados obtidos ndo sdo
apresentados. Por outro lado, o fato de ndo se terem verificado diferencas, indica que a
biomassa pode ser irrigada com estas dguas sem se verificar altera¢des na qualidade da

biomassa (em termos de teores lenhocelulésicos).
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Figura 3.18: Percentagem de fibra total para cada gendtipo em estudo

3.4. Caracterizacdo do Solo
3.4.1. Parametros fisico-quimicos

De seguida é feita uma caracterizacao do solo através de uma série de criteriosas
analises fisico-quimicas (tabela 3.40), de modo a perceber a influéncia que o mesmo pode ter
tido no normal crescimento da planta e ao mesmo tempo a influéncia que as dguas residuais
contaminadas com metais pesados (mais propriamente Cd e Ni) tiveram na qualidade do solo.

A utilizacdo de aguas residuais na irrigacdo é, ndo s6, uma fonte valiosa de nutrientes
para a planta, mas é também importante para manter fertilidade e elevada produtividade do
solo, pela forte presenca de matéria orgdnica na sua composicdo (Meli et al., 2002; Rusan et
al., 2007). Contudo, Vazquez-Montiel et al. (1996) ndo detectaram efeitos positivos da
utilizacdo de 3aguas residuais no conteldo em matéria organica no solo. Sendo assim, os
beneficios da irrigacdo de CE com aguas residuais devem ser alvo de futura investigacdo
cientifica com o objectivo de avaliar os rendimentos energéticos e de biomassa, e efeito que
tem no solo. E importante destacar a possibilidade de as aguas residuais danificarem as
propriedades fisico-quimicas do solo, como por exemplo: a degradagdo da estrutura,

decréscimo da condutividade, redu¢do no arejamento do solo (Bhardwaj et al., 2007).
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Tabela 3.40: Parametros fisico-quimicos do solo 0-20 cm (superior)

Gendtipo pH Condutividade
(us/cm)
M. x giganteus 8,3+0,4 492 + 23
Controlo M. sinensis 7,7+0,2 436 +48
M. floridulus 8,0+0,2 450 £ 90
M. x giganteus 7,2+0,4 377 £+128
ArCd M. sinensis 7,3+0,5 300 + 128
M. floridulus 7,5+0,4 558 + 158
M. x giganteus 7,5%0,3 476 + 258
ArNi M. sinensis 7,4+0,4 486 + 56
M. floridulus 7,5+0,2 632 328

E muito importante estudar o pH do solo pois este é um excelente indicador das
propriedades quimicas do solo, isto porque variagdes de pH podem interferir na disposi¢do de
varios elementos quimicos essenciais ao desenvolvimento vegetal. Por exemplo, condi¢Ges
muito acidas podem resultar na dissolucdo de elementos como o ferro, aluminio e o
manganés, fazendo com que haja a possibilidade de se tornarem toéxicos. Valores de pH
elevados (>8), interferem com a normal assimilagdo de elementos como o zinco, dificultando o
crescimento da planta (Brady, 1983).

Quanto aos resultados para os parametros fisico-quimicos do solo superior, pela
anadlise da tabela 3.40, observamos a descida do pH do solo superior aquando da utilizagao das
aguas residuais como irriga¢do. Em todos os gendtipos verificam-se valores de pH superiores
para os vasos irrigados com daguas residuais ricas em Ni, quando comparados com os vasos
irrigados com aguas residuais ricas em Cd. Esta conclusdo vai contra o defendido por Zema et
al. (2012), que acredita ndo haver mudanca no pH do solo por influéncia da irrigacdo com
aguas residuais, o que pode sugerir a influéncia da contaminagdo com metais pesados neste
parametro. Contudo, a literatura ndo é unanime. O decréscimo registado para o pH nos
ensaios ArNi em relacdo aos dados registados nos ensaios Controlo, é devido ao facto de o Ni
se encontrar no solo sob a forma de Ni(H20)¢*". A sua actividade diminuiu com o aumento do
pH e também com a interac¢do com compostos organicos e inorganicos (Mellis et al., 2004).

O caso onde se verifica uma maior diferenca entre os dois valores, é o do gendtipo M.
x giganteus (ArCd — 7,18; ArNi — 7,53). O resultado referido na frase anterior dos ensaios ArCd
foi o mais baixo a ser verificado neste estudo, por sua vez, o pH mais elevado a ser registado

para os ensaios irrigados com aguas residuais é o verificado para o M. floridulus (ArNi).
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A condutividade é um parametro utilizado para avaliar a quantidade de sais presentes
numa certa solucdo de solo. Quanto maior for a quantidade de sais presentes na solucdo,
maior sera a condutividade obtida.

N3ao parecem haver diferencas significativas entre contaminacbes, para a
condutividade detectada no solo superior dos ensaios em estudo. Por outro lado, parecem
haver diferencas de comportamento entre gendtipos. O gendtipo M. floridulus apresenta
valores de condutividade no solo superior, consideravelmente superiores aos registados para
os dois restantes gendtipos. O valor mais elevado é entdo registado no genétipo referido, para
0s vasos irrigados com agua da rede (Controlo - 1850 us/cm), Zema et al. (2012) detectou o
contrario, ou seja, condutividade superior nos ensaios irrigados com aguas residuais. A
produtividade média obtida para as folhas dos M. floridulus em estudo (ponto 3.3.1.4), pode
estar relacionada com os resultados detectados para a condutividade, isto porque, Tomé Jr
(1997) afirma que o excesso de sais na zona radicular, pode prejudicar o desenvolvimento e
produtividade das plantas. A justificacdo da frase anterior é reforcada através da andlise dos
dados recolhidos para a condutividade do solo superior dos vasos de M. x giganteus, pois este
é o gendtipo com os melhores resultados de produtividade média e registou valores reduzidos
de condutividade.

Tabela 3.41: Parametros fisico-quimicos do solo 20-40 cm (inferior)

Genodtipo pH Condutividade
(us/cm)
M. x giganteus 7,9%0,2 368 £+ 80
Controlo M. sinensis 7,4%0,2 523 +43
M. floridulus 8,1+0,4 413 +126
M. x giganteus 8,0 £0,4 3114128
ArCd M. sinensis 7,6+0,2 321+ 118
M. floridulus 7,6+0,1 338 + 165
M. x giganteus 8,0+0,3 364 + 108
ArNi M. sinensis 7,9+0,4 392 + 85
M. floridulus 7,3+0,2 410+ 72

No caso do solo inferior (20-40 cm), os resultados verificados para o pH sdo
semelhantes entre si, ndo parecendo haver diferencas significativas quer entre contaminacgdes,
quer entre gendtipos. Varios autores defendem a inexisténcia de influéncia a curto prazo das
aguas residuais, no pH do solo (Alhands et al., 1995; Heidarpour et al., 2007; Rusan et al.,

2007), estando portanto de acordo com os resultados expostos na tabela 3.41.
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Tanto o valor mais elevado como o mais reduzido, sdo registados para a familia de M.
floridulus, sendo 7,27 — ArNi e 8,06 — Controlo. Para a familia de M. sinensis nota-se um ligeiro
aumento de pH nos ensaios irrigados com aguas residuais em relagdo aos irrigados com agua
da rede, assim como para o M. x giganteus mas este com um aumento muito reduzido em
relacdo ao Controlo (7,93).

Os resultados para o pH do solo foram, em todos os ensaios quer de solo superior,
quer inferior, superiores a 6,7 o que pode estar associado a ocorréncia de alguma deficiéncia
na assimilagdo de Ni (Brown, 2006).

Tal como para o parametro estudado anteriormente, os resultados verificados para a
condutividade nao indicam a existéncia de diferencas significativas quer entre contaminacgdes,
quer entre gendtipos. Mesmo ndo sugerindo diferencas, os valores registados para os ensaios
Controlo, sdo superiores aos registados para os ensaios das aguas residuais contaminadas com
os metais pesados em estudo. O valor de condutividade mais elevado do solo inferior regista-
se para a familia M. sinensis (523 us/cm), ao contrario do verificado para o solo superior onde

foi a familia M. floridulus a registar valores manifestamente elevados em relacdo aos restantes.

3.4.2. Carbono Organico

Os resultados obtidos para o teor de carbono organico estdo expostos nas tabelas 3.42
e 3.43, sendo a primeira referente aos resultados do solo inferior e a segunda dos resultados
referentes ao solo superior. Este é um importante parametro para avaliar a qualidade do solo,

pois é a principal fonte de energia para os microorganismos presentes no solo (Edwards et al.,

1999).
Tabela 3.42: Teor de carbono organico - solo inferior (20-40 cm) (%, matéria seca)
Controlo ArCd ArNi
M. x giganteus 0,49 £ 0,08 0,38+0,13 0,31+0,06
M. sinensis 0,21+0,10 0,38+0,10 0,22+0,11
M. floridulus 0,41+0,03 0,30+ 0,09 0,56 £0,17

No solo inferior, parece existir um ligeiro decréscimo do teor de carbono organico nos
ensaios irrigados com aguas residuais. Excepgdo feita para o caso do gendtipo M. sinensis
quando irrigado com a agua residual contaminada com Cadmio (0,4309), os valores para o
Controlo e para ArNi sdo muito semelhantes. A maior diferenga é registada para o M.
floridulus, em que o valor Controlo chega a ser quatro vezes superior ao registado para ArCd e
o dobro do registado para ArNi. No caso do M. x giganteus, os valores sdao préximos, mas nota-

se o referido decréscimo em relagdo aos ensaios irrigados com agua da rede.
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Para o solo superior, tal como no solo inferior e como no estudo de Zema et al. (2012)
onde é avaliada a fracgdao 0-30 cm, parece existir um ligeiro decréscimo do teor de carbono
organico nos ensaios irrigados com aguas residuais. Excepgao feita para o caso do gendtipo M.
floridulus, que registou um teor de C organico de 0,7276 (ArNi), superior aos 0,4094 registados
no Controlo.

Tabela 3.43: Teor de carbono organico - solo superior (0-20 cm) (%, matéria seca)

Controlo ArCd ArNi
M. x giganteus 0,59 + 0,08 0,52 +£0,18 0,39 + 0,06
M. sinensis 0,38+0,11 0,34+0,10 0,31+0,08
M. floridulus 0,41 +0,03 0,34 +£0,10 0,63+0,18

3.4.3. Metais

As figuras 3.19 e 3.20 exibem os teores de Cd e Ni, respectivamente, presente nas
fracgdes de solo recolhidas em Janeiro. Amostras representativas da fracgdo superior (0-20
cm) e da fracgdo inferior (20-40 cm), foram recolhidas e analisadas.

Os resultados demonstram que os solos dos ensaios irrigados com aguas residuais
contaminadas com Cd/Ni apresentam maior teor de Cd/Ni, que os solos provenientes dos
ensaios irrigados com agua da rede. Isto demonstra a possibilidade de enriquecimento dos
solos com alguns poluentes, ao serem irrigados com d4guas residuais contaminadas. Os
resultados indicam ainda que a acumulagdo de Cd/Ni, é maioritaria na fracgdo superior do solo
(0-20 cm).

Relativamente a contaminacdo com Cd, ndo sdo observadas diferencas significativas
entre os ensaios de M. x giganteus e M. sinensis (figura 3.19), os vasos de M. floridulus
irrigados com a ArCd apresentam maior acumulagdo de Cd no solo que os dois gendtipos
restantes. Os resultados obtidos indicam que o M. floridulus apresenta menor capacidade para
captar Cd das dguas residuais, por comparagdao com M. x giganteus e com o M. sinensis,
embora estatisticamente essas diferengas ndo sejam significantes. Regista-se na familia de M.
floridulus, o teor de Cd mais elevado para os solos - tanto inferior, como superior — de 10,44

mg Cd/kg ms.
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Figura 3.19: Teor médio de Cddmio no solo — superior e inferior (mg Cd/kg ms) para os

Em relacdo a contaminacdo de Ni no solo (figura 3.20), ndo se observam diferencas
estatisticas significativas entre gendtipos, mas sim entre contaminagdes no solo superior (valor
p=0,0036; ANOVA). O valor de teor de Ni mais elevado regista-se para o M. sinensis nas
amostras de solo superior (44 mg Ni/kg ms). E importante destacar a natureza heterogénea do

solo e que a recolha da amostra é um importante passo para a sua caracterizagao. Ainda assim,

diferentes gendtipos

foram feitos esforgos de modo a obter amostras homogéneas.
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Figura 3.20: Teor médio de Niquel no solo — superior e inferior (mg Ni/kg ms) para os

diferentes gendtipos
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Conclusao

A irrigagdo com daguas residuais contaminadas com Cd e Ni ndo afectou a produtividade dos
trés gendtipos de Miscanthus em estudo e que o M. x giganteus e o M. floridulus registaram
produtividades mais elevadas que o M. sinensis. Contudo, M. x giganteus, demonstrou uma
tendéncia para redugdo da sua produtividade com a contaminacgao de Cd.

A biomassa irrigada com aguas residuais contaminadas apresentou maior teor de Cd e Ni, do
gue a biomassa dos ensaios controlo.

Os trés gendtipos estudados demonstram capacidade acumuladora de Cd e Ni.

Na biomassa, a acumulagdo ocorreu de uma maneira mais acentuada nas folhas do que nos
caules, no que diz respeito ao Ni. No caso do Cd, ndo sdo detectadas diferencas entre frac¢oes.

O sistema Miscanthus-solo registou valores de remocao de Cd de 100%. No caso do M. x
giganteus e do M. sinensis obteve-se a remocdo de Ni de 96-100% proveniente das aguas
residuais. O M. floridulus, contudo, demonstrou menos potencial de fitorremediagdo no que
diz respeito a remocdo de Ni das dguas residuais: apenas 58% de Ni foi removido pelo sistema
“biofiltrador”.

A acumulacdo de Cd/Ni na camada superior do solo demonstra que a irrigacdo com aguas
residuais contaminadas com estes metais deve ser controlada, de modo a evitar impactes
negativos no ambiente.

As contamina¢des em estudo ndo afectaram a qualidade da biomassa, no que diz respeito aos
teores de celulose, hemicelulose e lenhina.

Propostas futuras:
Estudo do scale-up do processo (terreno).

Estudo da apacidade de resposta do sistema planta-solo a fitorremediagdo com [Cd] / [Ni]
minimas e maximas.

Estudo da apacidade de resposta do sistema planta-solo a fitorremediacdo da mistura dos
metais pesados em estudo.

Estudo da qualidade e comportamento do sistema rizomatoso.

Avaliar o potencial da biomassa no conceito de biorrefinaria.
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Anexos

I Caracterizagao quimica da matéria prima e residuos solidos

As concentracdes de glucose, xilose, arabinose e acido acético nos licores resultantes da
hidrdlise acida quantitativa da matéria prima e residuo sélido foram utilizados para o calculo
das percentagens de glucano, xilano, arabinano e grupos acetilo, respectivamente (Eq.V.4-V.7).
O residuo insolivel em acido, apds correcgdo das cinzas, permitiu o calculo da lenhina Klason

(Eq. V.8)

Na hidrélise acida quantitativa uma pequena percentagem de acucares é degradada, por isso
sdo introduzidos factores de correcgdo para corrigir as perdas. De acordo com Browing*' essas
perdas sdo de 2,6% para a glucose, 8,8% para a xilose e 4,7% para a arabinose. Com base
nestas percentagens é possivel calcular os factores de correccdo (F), que permitem corrigir as

varias determinagodes.

Gn = Ex ‘100 162XGIC><P (Eq.l1)
1005~ 180 A

s 100 132 XylxP, )
1005 150 A

AraxP
Am =Fx 100 132 AraxPe (Eq.1.3)
1005 150 A

100 60 AcxPg,

GAC = o 20 A ol (Eq.1.4)
1005 61 A
LK =#x100 (Eq.1.5)

- Gn, Xn, Arn, GAc, LK sdo as percentagens de glucano, xilano, arabinano, grupos acetilo e

lenhina Klason, respectivamente (g por 100 g de sélido).

- F é o factor de correccdo, por exemplo, para o glucano, F=1/(1-0,026)=1,027.
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- P, e A sdo os pesos da solucdo e da amostra seca utilizada no ensaio, respectivamente (g).

- RIA e C sdo os pesos do residuo insoluvel em acido e das cinzas da amostra, respectivamente

(8).

- Glc, Xyl, Ara e Ac sdo as concentracdes de glucose, xilose, arabinose e acido acético nos

licores (g/L).
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