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Analise da toxicidade do arsénio para as sementes Lactuca sativa, Eruca sativa, Sinapis
alba e Triticum aestivum L.
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INTRODUCAO

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), o arsénio ¢ um elemento nocivo a
saude publica e a0 meio ambiente. Pois, o ametal pode contribuir com a polui¢do do solo,
alteracdo da vida microbioldgica e intoxicagdo de toda cadeia alimentar, em razao de que o
metaldide pode ser absorvido por pequenos animais e/ou vegetais (SOUZA, A. et al.
2018). E possivel ser encontrado na atmosfera por meio de atividades vulcanicas e
intemperismo das rochas. Mas também, por atividades antropogénicas, como mineragao,
agricultura, industria madeireira e atividades industriais, especialmente de vidros e
eletronicos (LIBANIO, 2016).

Consoante a Agéncia para Substancias Toxicas e Registos de Doencas ATSDR.
(2019), o arsénio ¢ um dos primeiros elementos da lista de substancias toxicas para a
saude humana. A exemplo da problematica, ocorreu em Bangladesh no ano de 1970, a
contaminagdo da agua superficial através do esgoto doméstico, que continha concentragdes
de As (LIBANIO, 2016).

Vale ressaltar que a resolugdo CONAMA 420:2009 indica valores maximos de arsénio
para cada tipo de solo, sendo eles de 15 mg kg para prevengdo, 35 mg kg para solo
agricola, 55 mg kg' residencial e 150 mg kg' para industrial. Contudo, solos naturais
tendem a valores inferiores a 10 mg kg'!, e em éareas contaminadas esse valor pode chegar
a ser mil vezes maior (MELO, R. et al. 2015).

Desta forma, esse estudo teve como objetivo analisar os efeitos de toxicidade do
arsénio nas sementes das espécies Lactuca sativa, Eruca sativa, Sinapis alba e Triticum
aestivum L. (alface, racula, mostarda e microverdes de trigo, respectivamente) através dos
ensaios de fitotoxicidade recomendados pela Environmental Protection Agency - EPA.

METODOLOGIA
o Teste em placa de Petri

Os testes foram realizados de acordo com a norma U.S. EPA “Ecological Effects Test
Guidelines” OPPTS 850.4200 — Seed Germination/Root Elongation Toxicity Test USEPA.
(1996). A partir de testes preliminares, foram determinadas as seguintes concentragdes
para o arsénio isolado: 6,8; 10,2; 15,5; 23,2; 34,8 ¢ 52,3 mg L.

Para montagem dos testes de fitoxicidade foram usadas as placas de Petri, nas quais
foi colocado o papel de filtro qualitativo, e adicionou-se 4 mL das solugdes nas



concentragdes indicadas para cada tratamento, sendo para o controle 4 mL de Agua Milli
Q. As solugdes foram preparadas com o reagente Arseniato de sddio heptahidratado
(Na:HAsO: 7H:0), considerando o arsénio isolado. Com o auxilio de uma pinga foram
adicionadas 20 sementes de cada uma das espécies sobre as placas com a solucdo. Todos
os tratamentos foram montados em quadruplicata. Por fim, as placas foram colocadas em
bandejas de plastico, cobertas com saco escuro e mantidas em temperatura constante de
22+2°C por 5 dias (120 horas).

Ap6s as 120 horas as sementes germinadas, aquelas que tiveram no minimo 0,5 mm
de crescimento da protrusdo da radicula, de cada réplica/concentracdo foram contadas e,
com o auxilio de um paquimetro, o comprimento das raizes foi medido. Ademais,
determinou-se a porcentagem de germinagdo (G%), inibicao relativa do alongamento da
raiz (IRAR%) e inibigdo relativa de germinagao (RGI) de acordo com Osman et al. (2020).
e Chan-Keb et al. (2018), assim como a concentra¢do que inibe 50% do crescimento da
raiz (ECso) e alongamento médio (AM) destas.

G% = N°de sementes germinadas * 100
N°do total de sementes

IRAR = 100 - (Média do alongamento da raiz na amostra * 100
Meédia do alongamento do controle )

RGI =_N°de sementes germinadas no controle - N° de sementes germinadas na amostra
N?de sementes germinadas no controle

o Teste em solo natural e artificial

Os ensaios foram realizados de acordo com a ISO 11269-2:2012 Soil quality -
Determination of the effects of pollutants on soil flora - Part 2: Effects of contaminated
soil on the emergence and early growth of higher plants.

Apoés ensaios preliminares, foram determinadas as seguintes concentracdes para o
arsénio isolado a partir do reagente Arseniato de sodio heptahidratado (Na:HAsO: 7H:0):
495, 742, 1113, 1640, e 2505 mg L. Para prepara¢io do ensaio, foram selecionados
recipientes de polipropileno com didmetro entre 85 a 95 mm e a umidade dos solos
utilizados, solo natural (latossolo vermelho) e SAT (Solo Artificial Tropical), foi corrigida,
25% e 20%, respectivamente. O pH de cada tratamento foi determinado antes do inicio do
teste. Vale ressaltar que para cada concentragdo 3 réplicas foram preparadas, exceto para o
controle, preparado com agua deionizada, que contou com 6 réplicas.

Posteriormente, as tampas dos recipientes foram furadas para permitir troca de ar e
100g de solo de cada tratamento foi adicionado. As sementes foram inseridas no solo com
auxilio de uma ping¢a, a uma profundidade de 5 a 10 mm do solo. Para rega, foi utilizada
fibra de vidro de 1 mm, a qual esteve em contato com a agua deionizada e com o solo,
sendo que a umidade foi acompanhada através da pesagem dos recipientes, como indica a
ISO 11269-2:2012. Os testes foram mantidos sob temperatura controlada de 234+2°C e
fotoperiodo de 16h/8h (claro/escuro), até que 90% do controle emergisse para que o ensaio
fosse finalizado e as raizes medidas.

e Modelagem do crescimento da por¢io aérea das plantas
A modelagem da média do crescimento das sementes foi realizada de acordo com a
metodologia FORD-WALFORD, descoberto por Walford. (1946) e Ford. (1933), o qual ¢
aplicado para modelos de dindmica populacional que representam um comportamento
assintotico com a estabilizagdo no decorrer do tempo. O ensaio, no entanto, foi feito
apenas para rucula, pois essa foi a unica semente, até entdo, que possuiu os pré-requisitos



atendidos pela norma para teste em solo. Para representar o modelo de crescimento foram
necessarias 7 concentragdes, sendo elas de 0, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 ¢ 3200 mg L™
de arsénio. Ademais, mediu-se diariamente o crescimento da parte aérea das plantas e
tragou-se graficos de ajuste linear e exponencial da média das medidas obtidas.

RESULTADOS E DISCUSSOES
o Testes em placa de Petri

Os resultados obtidos através dos célculos para G%, IRAR%, RGI e AM sao

apresentados na Tabela I.

TABELA I: G%, IRAR%, RGI e AM para Rucula e Alface

Conc. (G%) (G%) (RGD (RGD (IRAR%) | (IRAR | AMpara | AM para
(mg L'l) para para para para para %) para | Rucula Alface
Rucula | Alface | Rucula Alface Rucula Alface
0 92,5 55 - - - - 2,75 0,5
6,8 90 47,5 2,73 2,63 -18,18 -26,00 2,28 0,63
10,2 92,5 40 -1,35 28,95 16,36 42,00 2,3 0,29
15,5 92,5 20 2,73 47,37 21,82 75,50 2,15 0,12
23,2 87,5 15 5,41 68,42 35,45 82,50 1,78 0,01
34,8 90 2,5 4,05 94,74 23,64 98,50 2,1 0,01
52,3 90 0 4,05 100 40 100 1,65 0

(Autoria propria, 2023).

Conforme os dados da Tabela I e Figura I, percebe-se que a alface ¢ muito mais
sensivel ao contaminante do que a rucula, tendo em vista que h4d uma diferenca no indice
de germinagdo e alongamento médio das raizes entre as sementes, apesar do fato de ambas
terem sido expostas sob as mesmas condigdes para germinagdo. Essa despropor¢do de
crescimento pode ser explicada pelo potencial bioacumulativo e sensibilidade que cada
semente possui, segundo Araugjo, A. (2011).

FIGURA I: Média de alongamento das raizes para Rucula e Alface.
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(Autoria propria, 2023).



Ademais, foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk que indicou uma
distribui¢do normal para ambas sementes. Em seguida, o teste de Analise de Variancia
(ANOVA) apresentou uma diferenca estatistica dos dados e o teste estatistico de Dunnett
(p<0,05) determinou valores de LOEC e NOEC, indicando a ultima concentracdo que nao
causa efeito as raizes e a primeira que apresenta niveis de toxicidade para as sementes,
respectivamente. Os procedimentos foram realizados nos softwares Prisma e R Studio.

Os valores do LOEC e NOEC obtidos foram de 10,2 € 15,5 mg L', para ambas as
espécies. Esses parametros indicam que a partir de 15,5 mg L' o arsénio apresentou efeitos
toxicos as sementes, em comparagdo ao controle, afetando seu metabolismo e crescimento,
até atingir o ECso de 10,9 € 31,6 mg L' para alface e rucula, respectivamente.

Os testes feitos com a mostarda e trigo, no entanto, terdo que ser refeitos, pois os
ensaios anteriores tiveram crescimento excessivo de fungos, o que influenciou no
crescimento das raizes destas sementes

o Testes em solo natural e artificial

O teste com a semente de alface e mostarda foi finalizado apo6s 25 dias, contou-se o
tamanho das raizes das plantas e o tamanho de seus brotos, assim como para o teste em
placa. Contudo, de acordo com a OCDE (2006), o teste ¢ validado apenas se 90% do
controle emergir, 0 que ndo ocorreu para ambas as sementes, portanto os ensaios nao
obtiveram validagao.

Desse modo, o ensaio sera aplicado para as sementes de rucula e trigo, sob as
concentragdes de 495 4 2505 mg L™, tanto para anélise do ECso tanto para modelagem,
estas sob concentra¢des de 50 4 3200 mg L', como alternativa para estudo do efeito da
toxicidade do arsénio em solo.

e Modelagem de crescimento da porcao aérea das plantas

Os valores maximos de crescimento da caule da rtcula, obtidos através do ajuste
exponencial de cada concentragdo, foram 1.81, 1.87, 1.67,2.03, 1.94, 1.71,2.15 e 1.46 cm
para as concentragdes de 0, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 ¢ 3200 mg L' de arsénio,
respectivamente. Estes valores ndo apresentaram uma linearidade decrescente, o que pode
ser explicado, segundo Campos, M. (2010), pelas propriedades fisicas e quimicas do solo,
que influenciam na disponibilidade do metal e consequentemente em sua toxicidade.

O solo utilizado para ensaio com as sementes ¢ para modelagem havia teores de 22
mg dm de Fe, 21,7 mg dm™ de Mn e pH em torno de 4,8, que consoante a Moraes, M.
(2012), podem diminuir a adsor¢dao do Arseniato de Sodio, reagente utilizado para
obten¢do do arsénio, além do mais, o autor aponta que com o decorrer do tempo a
disponibilidade do arsénio diminui. Portanto, esses fatores indicam o motivo pelo qual o
crescimento da por¢do aérea da planta ndo segue um decrescimento linear conforme
aumenta-se a concentragdo do contaminante.

CONCLUSAO

Os testes em placas de Petri mostraram que as concentragdes de 10,9 € 31,6 mg L™ de
arsénio causaram efeito de inibicao de 50% no crescimento das raizes para alface e racula,
respectivamente, em comparagdo com o controle. E ainda, que concentragdes a partir de
15,5 mg L' de arsénio apresentam toxicidade para ambas as sementes. O teste em solo
natural e artificial, no entanto, terdo que ser refeitos para as sementes de trigo e rucula,
visto que a alface e mostarda nao obtiveram validagdo. Por fim, a modelagem apresentou
valores maximos do crescimento da rucula, que indicam o limite do crescimento da parte
aérea da planta até a estabilizacdo da mesma, sem uma linearidade decrescente, o que pode



ser explicado pelo fato do arsénio ter toxicidade influenciada quando em pH acidos e com
o tempo de incubacgdo dos testes.
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