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RESUMO - Diversas éareas revelam o grafeno como um nanomaterial promissor em varias
aplicacdes, tais como transporte de farmacos, remogcdo de poluentes de agua e ar (metais,
organicos e microrganismos). Nas areas de agricultura e meio ambiente, seu uso € promissor na
remocgdo de pesticidas de aguas contaminadas por esses insumos agricolas. E esperado que
materiais a base de grafeno estejam presentes nas estacfes de tratamento de efluentes em
guantidades consideraveis, o que pode comprometer a qualidade do lodo agricola usado como
biofertilizante. A semente de alface Lactuta Sativa (L. sativa) € um organismo bioindicador de
contaminacdo de &reas umidas de transicdo entre o compartimento aquatico e o compartimento
solo. No presente trabalho avaliou-se o efeito do Oxido de grafeno na germinacédo e taxa de
crescimento das raizes de L. sativa, sob diferentes concentracfes do nanomaterial e de influéncia
do &cido humico neste efeito. Esta Ultima substéncia pode afetar a biodisponibilidade do
nanomaterial. Como resultado observou-se que mesmo na maior concentragdo testada, 100 mg L2
ndo houve alteracdo significativa (P>0,05) da germinacdo e do crescimento de Lactuca sativa. A
presenca do material himico, na concentracdo de 20 mg L™, ndo contribuiu para manifestar efeito

adverso do material-teste.
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ABSTRACT - Several areas show graphene as a promising nanomaterial in various applications
such as transportation of drugs, removal of water and air pollutants (metals, organics and
microorganisms). In the areas of agriculture and environment, it is promising use in removing water
contaminated by pesticides. It is expected that graphene based materials are present in the
wastewater treatment plants in considerable quantities, which can compromise the quality of
agricultural sludge used as bio-fertilizer. Lettuce (L. sativa) seed is a bioindicator organism used to
evaluate the contamination of the transition area between the water compartment and the ground.
In the present study we evaluated the effect of graphene oxide on the germination and growth rate
of L. sativa roots under different nanomaterial concentrations and the influence of humic acid in this
effect. This latter substance can affect the bioavailability of the nanomaterial. As a result, even the
highest concentration tested (100 mg L™) did not produced significant change (P> 0.05) on the
germination and growth of L. sativa. The presence of the humic material at the concentration of 20

mg L™ did not contributed to manifest adverse effect of the test-material.
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1 INTRODUCAO

O uso e estudo do grafeno, o qual é considerado um nanomaterial, vem atraindo bastante
interesse por sua alta tensdo de ruptura, alta condutividade térmica e elétrica, étima propriedade
mecénica, grande area especifica e por ter uma nanocamada plana de atomos de carbono
organizados em uma rede bidimensional (NGUYEN et al. 2009; RAFIEE et al., 2010). Isto confere a
oportunidade de obter materiais com diferentes funcionalidades (FIM, 2012).

Diversas areas revelam o grafeno como um nanomaterial promissor em varias aplicacdes,
tais como transporte de farmacos, remocdo de poluentes de agua e ar (metais, organicos e
microrganismos) e dispositivos eletrénicos. (MALIYEKKAL et al., 2013) relataram sobre seu uso
promissor na remocdo de inseticidas, tais como clorpirifés, endosulfan e malation, de aguas
contaminadas por esses insumos agricolas.

O grafeno ja é utilizado em diversos setores, principalmente o da eletronica, na fabricacéo
de eletrodos de baterias, telas tateis e outros dispositivos. Portanto, o mercado de produtos a base
de grafeno e seus derivados (como o 6xido de grafeno) deva atingir cerca de 675 milhGes de
dolares em 2020, é esperado que estes compostos estejam presentes nas estacfes de tratamento
de efluentes em quantidades consideraveis (AHMED & RODRIGUES, 2013). Este fenbmeno
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poderia ter influéncia sobre a alteracdo da qualidade do lodo agricola usado como biofertilizante
(SMITH, 2009).

As substancias humicas, como &cido himico, estdo presentes na natureza e sao originarias
de estagios de decomposicdo de restos de animais e vegetais. Consistem em macromoléculas
poliméricas formadas principalmente por grupos carboxilicos e fendlicos. Sdo capazes de
solubilizar, em meio aquoso, materiais hidrofébicos e nhanomateriais. Assim, nanoparticulas podem
ter sua aglomeracdo reduzida devido a alteracdo de carga de superficie pela substancia humica
(HYUNG et al., 2007, ZHANG et al., 2009), o que por sua vez pode alterar a biodisponibilidade do
nanomaterial.

A semente de alface (L. sativa) constitui um organismo bioindicador de contaminacdo de
areas umidas de transi¢éo entre o compartimento aquatico e o compartimento solo (SOBRERO &
RONCO, 2004). Tem sido utilizada em estudos de avaliacdo de risco e de biomonitoramento de
areas degradadas (BAUTISTA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013).

Assim, com base no exposto anteriormente, no presente trabalho avaliou-se o efeito do
oxido de grafeno na germinacdo e taxa de crescimento das raizes de L. sativa, sob diferentes

concentracdes do nanomaterial e influéncia do &cido humico neste efeito.
2 MATERIAIS E METODOS

O material teste foi 0 6xido de grafeno (OG) (Figural) que foi adquirido de Sigma Aldrich

(codigo do produto: 763713). As suspensdes estoque(lg L'l) foram sonicadas durante 30 minutos

antes da realizacao do teste.

v +e O
HO O HO 0

Figura 1. Estrutura do 6xido de grafeno (OG).
Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product
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O acido humico (AH) (Figura 2), foi adquirido Sigma Aldrich, apresentando as seguintes

caracteristicas fisico-quimicas.
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Figura 2. Estrutura proposta do acido hdmico.

Fonte: http://jhbiotech.com/uncategorized/humax-powder-65/

2.1 Organismo-teste e delineamento experimental

As sementes de alface (Lactuca sativa) foram adquiridas pela ISLA SEMENTES. Foram
utilizadas placas de poliestireno com 12 pogos, com capacidade de aproximadamente 5 mL cada,
tipo NEST, codigo MPCC12E. Cada semente foi alocada sobre um disco de papel de filtro, tipo
Whatman namero 2, posicionado no fundo de cada poco. Previamente a alocacdo das sementes, a
cada filtro se adicionou 400uL da solugcéo-teste em diferentes concentracdes do material-teste em
agua destilada. Assim, os organismos foram expostos as concentracdes equivalentes a 0,0
(controle); 0,1; 1; 10 e 100 mg.L™ de OG, e nestas mesmas concentracdes adicionadas de AH na
concentracdo de 20 mg.L™. A cada tratamento lhe correspondeu trés placas, totalizando assim 36
organismos por concentragao-teste. As placas foram distribuidas ao acaso em sala com
temperatura controlada. A exposicao foi realizada num periodo de 72 h (BAUTISTA et al., 2013) a
uma temperatura controlada de 20+1 °C, no escuro.

Foram avaliadas a porcentagem de germinagdo no final da exposicdo e a taxa de
crescimento das raizes. Neste ultimo caso, os organismos foram fotografados no inicio do teste, e a
cada 24 h, através da camera Optika 4083B3 acoplada a estereomicroscopio (Optika, Italia). As
medidas do tamanho das raizes foram realizadas através do software Optika View Versédo 7.1.1.5.
As taxas de crescimento foram determinadas pelo calculo dos coeficientes angulares de curvas de

regresséao linear do tamanho da raiz em funcéo do tempo (BASU & PAL, 2011).
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Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis do mdédulo “One Way ANOVA”
contido programa Statgraphics Centurion XVII Version 1.17.04 (STAT POINT TECHNOLOGIES,
2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito na germinagdo de sementes

A Figura 3 apresenta os valores de porcentagem de germinacdo de sementes de L. sativa
expostas ao 6xido de grafeno (OG) na presenca e auséncia de 20 mg.L™ de &cido himico. A taxa
média de germinacdo no grupo controle foi de aproximadamente 75 %. As maiores alteracdes
observadas em relac&o ao grupo controle foram para as concentragées de 1 e 10 mg L™ de OG na
auséncia de substancia humica. Estas alteracdes corresponderam, respectivamente, as
porcentagens de germinacao de aproximadamente 40 e 95%. Porém, estas diferengcas com relacao
ao grupo isento de OG (controle), assim com as observadas para todos os outros tratamentos, nao
foram estatisticamente significativas (P>0,05).
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Figura 3. Valores médios (+ intervalos de confianca 95 %) das taxas de germinacdo de sementes de L.

sativa expostas ao oxido de grafeno (OG) na presenca e auséncia de 20 mg.L‘l de acido himico. (AH).
Controle (CTL); 0,1 mg L™ OG + AH (OG 0,1 + AH); 1 mg L™ OG + AH (OG 1 + AH); 10 mg L* OG + AH (OG
10 + AH); 100 mg L™ OG + AH (OG 100 + AH); 0,1 mg L™ OG (OG 0,1); 1 mg L OG (OG 1); 10 mg L™ OG
(OG 10); 100 mg L™ OG (OG 100).
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3.2 Efeito no crescimento daraiz

De modo semelhante ao constatado quanto aos efeitos na germinacéo, nao foi observada uma
relacdo dose-resposta ha taxa de crescimento da raiz de L.sativa exposta as diferentes
concentracdes do material-teste, tanto na auséncia com na presenca de acido humico. A Figura 4
apresenta as curvas de crescimento de L. sativa expostas ao oxido de grafeno (OG) na presenca e
auséncia de 20 mg/L de acido hdamico. Varias das sementes tiveram crescimento nulo e o
crescimento das raizes so foi observado nas horas subsequentes as 24 horas de exposicao.

A Figura 5 apresenta a dispersao de dados referente ao comprimento da raiz nas 72 h
exposicdo somente para as sementes germinadas. Nesta situacdo, a analise estatistica néo
demonstrou diferencga significativa dos tratamentos em relacdo ao controle (p>0,05). Assim como
também, ndo se constatou efeito significativo na taxa de crescimento, tal como demonstrado na

Figura 6.

Comprimento da raiz (mmj)

T
]

! I I I
0 10 20 30 40 20 G0 70 &l

mmnmpmmm CTL ——— 4 H ——a—— 0G0 1+ AH 0G 1+ AH
e (5 10 + AH ————0G 100 + AH  ——|—— 0,1 e (15 ]

oG 10 —»——0G 100

Figura 4. Curvas de crescimento de L. sativa expostas ao oxido de grafeno (OG) na presenca e auséncia de
20 mg/L de acido hiimico (AH Controle (CTL); 0,1 mg L™ OG + AH (OG 0,1 + AH); 1 mg L™ OG + AH (OG 1
+ AH); 10 mg L OG + AH (OG 10 + AH); 100 mg L™ OG + AH (OG 100 + AH); 0,1 mg L™ OG (OG 0,1); 1
mgL* OG (OG 1); 10mg L' OG (OG 10); 100 mg L™ OG (OG 100).
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Figura 5. Longitudes de raizes de sementes germinadas de L. sativa para as 72 h de exposi¢do ao oxido de
grafeno (OG) na presenca e auséncia de 20 mg/L de acido htimico (AH): Controle (CTL); 0,1 mg L™ OG +
AH (OG 0,1 + AH); 1 mgL™ OG + AH (OG 1 + AH); 10 mgL™ OG + AH (OG 10 + AH); 100 mg L™ OG + AH
(OG 100 + AH); 0,1 mg L™ OG (0G0,1); 1mgL™* OG (OG1); 10mgL™ OG (OG 10); 100 mg L™ OG (OG
100).
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Figura 6. Valores médios (+ intervalos de confianca 95%) das taxas de crescimento das sementes
germinadas de L. sativa expostas ao oxido de grafeno (OG) na presenca e auséncia de 20 mg/L de &cido
hamico (AH): Controle (CTL); 0,1 mg L' OG + AH (OG 0,1 + AH); 1 mg L™ OG + AH (OG1+AH); 10mg L
1 OG + AH (OG 10 + AH); 100 mg L™ OG + AH (OG 100 + AH); 0,1 mg L* OG (OG 0,1); 1 mgL™ OG (OG
1); 10mgL™* OG (OG 10); 100 mg L™ OG (OG 100).
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que o OG, na concentracdo de 100 mg L™*, ndo altera significativamente a
germinacdo nem o crescimento de Lactuca sativa, mesmo em altas concentracdes como a de 100
mg L*. A presenca do material himico, na concentracdo de 20 mg L™*, ndo contribuiu para
manifestar efeito adverso do material-teste nas concentra¢cdes avaliadas.

Portanto, a concentracdo efetiva media (CE50-72h) > 100 mg L-1 determinada com base
nos parametros avaliados, categorizaria 0 material-teste (USEPA, 1985) como ausente de efeitos
fitotoxicos para L. sativa.

Os presentes resultados, em conjunto com valores de parametros de ecotoxicidade de OG
determinados em outros organismos-teste bioindicadores, sdo de utilidade para orientar politicas
publicas quanto ao estabelecimento de niveis de seguranca de nanomaterias em compartimentos

ambientais.
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