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RESUMO  

 

Os elementos-traço têm despertado preocupação por sua capacidade de acumulação, 

migração e transporte no solo, podendo ser tóxico, até em baixas concentrações, para 

plantas, animais e humanos. Estudos ecotoxicológicos propõem testes de toxicidade com 

organismos, chamados de bioensaios. Entre os bioensaios destaca-se a utilização de 

vegetais, que são considerados mais sensíveis e simples em relação aos estudos com 

animais e que por apresentarem características desejáveis como rapidez no crescimento, 

baixo custo, alta sensibilidade e boa correlação com modelos animais, estão sendo 

amplamente utilizados em estudos de prospecção de efeitos de poluentes ambientais. 

Neste sentindo, a presente proposta utilizou análises do crescimento radicular e análises 

enzimáticas (resposta ao estresse oxidativo) em Lactuca sativa L. (alface) como estratégia 

para a avaliação da fitotoxidade de sulfato de cobre (CuSO4) e sulfato de zinco (ZnSO4). 

Para isso, foram testadas cinco concentrações de CuSO4, que variam de 1,0 mg/L a 

15mg/L, e cinco concentrações de ZnSO4, que variam de 5mg/L a 25mg/L. Foi utilizada 

Trifuralina (0,84 ppm) como controle positivo e água destilada como controle negativo. 

A partir dos dados obtidos de crescimento, foi possível demonstrar que houve danos 

fitotóxicos tanto nos tratamentos Zn C3 (15 mg/L), Zn C4 (20mg/L), Zn C5 (25mg/L), 

Cu C4 (10mg/L) e Cu C5 (15mg/L). No entanto, por meio das avaliações das atividades 

específicas das enzimas guaiacol peroxidase (GPOX) e ascorbato peroxidase (APX), não 

foi possível verificar se houve danos causados pelos tratamentos utilizados.  

 

Palavra-chave: Fitotoxidade; elementos-traço, estresse oxidativo; guaiacol peroxidase, 

ascorbato peroxidase. 
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ABSTRACT 

 

There is a growing concern about the presence of trace elements because of their 

characteristics of accumulation, migration, and transport in the soil. Even in low 

concentrations, trace elements can be toxic to plants, animals, and humans. 

Ecotoxicological studies includes toxicity tests called bioassays. Among the bioassays, 

the use of plants has been increasing, as these models are considered more sensitive and 

relatively simple when compared to studies with animals, since plants presents desirable 

characteristics such as rapid growth, low cost, high sensitivity, and good correlation with 

animal models. Because of this, they have been widely used in studies aiming at to 

prospect the effects of environmental pollutants. In this study we performed root growth 

measurements and enzymatic analyzes (response to oxidative stress) in Lactuca sativa L. 

(lettuce) as a strategy for the evaluation of phytotoxicity of copper sulfate (CuSO4) and 

zinc sulfate (ZnSO4). Five concentrations of CuSO4, ranging from 1.0 mg/L to 15mg/L, 

and five concentrations of ZnSO4, ranging from 5mg/L to 25mg/L were tested. 

Trifuraline (0.84 ppm) was used as a positive control and distilled water as a negative 

control. From the growth data obtained, it was possible to demonstrate that there were 

phytotoxic damages both in the treatments Zn C3 (15 mg/L), Zn C4 (20mg/L), Zn C5 

(25mg/L), Cu C4 (10mg/L) and Cu C5 (15mg/L). However, through the evaluation of the 

specific activities of the enzymes guaiacol peroxidase (GPOX) and ascorbate peroxidase 

(APX), it was not possible to verify if there were damages caused by the treatments used. 

 

Keywords: Phytotoxicity; trace elements, oxidative stress; guaiacol peroxidase, 

ascorbate peroxidase. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O ambiente está constantemente exposto a diversos produtos químicos de fontes 

naturais e antropogênicas (XU et al., 2016), que podem atuar como poluentes. Os 

poluentes do solo são persistentes e a capacidade de acumulação, migração e transporte 

destas substâncias têm despertado preocupação (CHEN et al., 2020), uma vez que mesmo 

em baixas concentrações, como no caso de alguns elementos-traço, como o cádmio, elas 

podem ser tóxicas para as plantas, animais e humanos (SHAHID et. al., 2014). 

Os micronutrientes são elementos essenciais ao desenvolvimento das plantas, no 

entanto, são necessários em concentrações menores que as dos macronutrientes 

(ALMEIDA; GUIMARÃES, 2017). Assim, estes elementos, em altas concentrações (ou 

em concentrações superiores às requeridas e toleradas pelos seres vivos), são prejudiciais 

às plantas e outros organismos vivos, afetando seus órgãos, alterando processos 

bioquímicos, organelas e membranas celulares, além de causar danos à saúde pública, são 

reativos e bioacumuláveis (OLIVEIRA; OLIVEIRA 2011), ficando retidos no 

ecossistema (CARNEIRO et al., 2011). No entanto, essa toxicidade está associada às 

concentrações (maiores que diferentes organismos necessitam), o tempo de exposição, 

dispersão, e à presença ou ausência de outros elementos que podem agravar a sua 

toxicidade (ELEKES et al., 2010).  

Alguns desses elementos são essenciais para várias funções fisiológicas nos 

organismos vivos, enquanto outros não possuem funções biológicas conhecidas 

(CARNEIRO et al., 2001, LASAT, 2002, OLIVEIRA; OLIVEIRA 2011). Neste sentido, 

os efeitos químicos, biológicos e fisiológicos da exposição das plantas a elementos-traço 

são motivo de crescente preocupação, já que possuem potencial de se acumular e entrar 

na cadeia alimentar afetando assim o homem e o meio ambiente (SARMA et al., 2012; 

SHAHID et al., 2014). 

A formação de radicais derivado do oxigênio são em dose dependente, quando em 

baixa concentrações atua no transporte de elétrons na cadeia respiratória, funcionando 

como moléculas sinalizadoras (DOWNLING; SIMMONS, 2009). De modo geral, a 

presença dos elementos-traço pode desencadear uma série de danos, podendo levar a um 

aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (ERO). A fim de proteger as 

células do estresse oxidativo causado pela produção de ERO, é possível avaliar a 
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atividade de enzimas antioxidantes que são responsáveis pela eliminação de ERO 

(ANDRADE-VIEIRA et al., 2011).  

Para isso, os bioensaios são metodologias disponíveis para determinar a ação de 

compostos tóxicos nos seres vivos, tornando-se uma alternativa na avaliação da 

toxicidade ambiental, em organismos teste, por meio de monitoramento de efeitos letais 

e subletais (NEUHAUSER et al., 1985). Em modelos de plantas superiores, os bioensaios 

são amplamente utilizados por desenvolver características desejáveis como rapidez no 

crescimento, baixo custo e alta sensibilidade (GRANT, 1994; TIGRE et al., 2012) e vem 

sendo amplamente usados para avaliar os efeitos biológicos de substâncias ou de 

compostos complexos de diversas origens, contaminadas com hidrocarbonetos, corantes 

e agrotóxicos (revisado por ARAGÃO et al., 2020).  

Em trabalhos anteriores, realizados no Laboratório de Bioquímica e Genética, nós 

tivemos a oportunidade de verificar que a água residuária de suinocultura processada em 

biodigestor (ARS) causou efeitos genotóxica e citotóxica em células do meristema 

radicular de Allium cepa L. (cebola) (SILVA, 2019). No referido trabalho, o efeito 

observado foi atribuído à alta presença cobre e zinco. No entanto, não foram encontrados 

trabalhos que descreveram o efeito desses metais, em concentrações semelhantes aos 

presentes na ARS, isoladamente, ou em conjunto, em organismos-não-alvos. Portanto, 

este estudo foi realizado com intuito de demonstrar que a presença dos metais pesados 

pode ser a causa dos efeitos ecotoxicológicos observados por Silva (2019). Assim, o 

presente trabalho tem por objetivo avaliar a germinação e o crescimento radicular de 

sementes do bioindicador Lactuca sativa L. (alface) expostas a diferentes concentrações 

de sulfato cobre (CuSO4) e sulfato de zinco (ZnSO4). Também foi realizada uma 

abordagem bioquímica, por meio da realização de ensaios enzimáticos, visando verificar 

se doses crescentes de cobre e zinco induzem algum tipo de resposta ao estresse oxidativo 

nas plântulas germinadas na presença destes elementos-traço. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1.  Elementos-traço 

Os elementos-traço são aqueles de alta densidade que possuem uma massa 

específica maior que 5 g cm-3 (EPSTEIN; BLOOM, 2006). A sua origem se dá por dois 

métodos: litogênicos (provenientes de fontes geológicas, como rochas) e antropogênicas 

(proveniente de ações humanas, como mineração, agrotóxicos e dejetos) (ALLOWAY, 

1995). Dentre os principais elementos encontrados no solo, cita-se o Cádmio (Cd), Cobre 

(Cu), Chumbo (Pb), Zinco (Zn), Cromo (Cr), Níquel (Ni), Bário (Ba), Argônio (Ag), 

Cobalto (Co), Mercúrio (Hg) e Antimônio (Sb) (MARSOLA et al., 2004, OLIVEIRA; 

OLIVEIRA 2011). 

O zinco (Zn) é um micronutriente, que pode ser encontrado como componente 

estrutural de várias proteínas, o que o torna essencial para os organismos, sendo 

considerado indispensável para o crescimento de plantas (LI et al., 2002). A deficiência 

de Zn em plantas pode acarretar a redução da produtividade, diminuição na qualidade 

nutricional de grãos, redução drástica da síntese de proteínas, retardo no crescimento, 

clorose internerval, além de necrose no meristema apical (BROADLEY et al., 2007). A 

toxicidade do Zn, em altas concentrações, acarreta a diminuição de matéria seca tanto na 

parte aérea quanto a biomassa radicular, necrose de radículas, morte de plântulas e 

inibição do crescimento (LI et al., 2002).  

O cobre (Cu) é reconhecido como elemento-traço essencial para os organismos 

vivos desde a metade da década de 1930 (LINDER, 2001). É um micronutriente essencial 

para as plantas e, em altas concentrações, pode ser tóxico para microrganismos, plantas 

animais e humanos (ANDREAZZA et al., 2013). No entanto, o sulfato de cobre vem 

sendo utilizado para a preparação da mistura de Bordeaux (MIRLEAN et al., 2005), um 

fungicida conhecido como calda bordalesa (CB) que vem sendo utilizado mundialmente 

(MENEGAES, 2015), tanto na agricultura orgânica, como em agroecológicas 

(SEDIYAMA et al., 2014). A utilização de CB por períodos prolongados pode causar o 

acúmulo de Cu disponível no solo (CASALI et al., 2008). O excesso de Cu no solo pode 

inibir a absorção, pela raiz, de outros nutrientes e da água, diminuindo o crescimento da 

planta e afetando a morfologia e anatomia do sistema radicular (AMBROSINI et al., 

2015; MIOTTO et al., 2014) 
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2.2.  Danos causados por Zn e Cu em plantas  

A raiz é o primeiro órgão a sofrer estresse, devido ser o primeiro local a estar em 

contato com os elementos. Há relatos de diminuição do comprimento de raízes quando 

crescidas em presença de Cu, eventualmente ocasionado pela diminuição da taxa de 

divisão celular no ápice radicular (JIANG et al., 2001). Estas alterações nos ápices 

proporcionam diversas alterações, como redução da coifa e a maturação precoce dos 

tecidos, relatados em aveia preta (GUIMARÃES et al., 2016) e em videira (AMBROSINI 

et al., 2015). A redução da coifa afeta o desenvolvimento da planta, já que a sua função é 

proteger as células radiculares que estão em divisão (MARSCHNER, 2012).  

No caso de Zn, há relatos de redução de atividade mitótica e diminuição do 

número de raízes laterais, causada pela toxicidade deste elemento (SAGARDOY et al., 

2009). Em algumas espécies, a toxicidade de Zn nas raízes pode causar sinais de necrose, 

como uma coloração mais escura (GOMES et al., 2011).  

O excesso de Cu e Zn também pode causar sintomas mais comuns (e, por isso, 

serem facilmente confundidos), como no caso da clorose, que ocorre quando há uma 

redução da quantidade de clorofilas em folhas jovens (YANG et al., 2011). Em estudos 

com diferentes espécies, como feijão-de-porco, milho e aveia, cultivadas em solos com 

alto teores de Zn e Cu, os autores relataram decréscimo nos teores de clorofila A, clorofila 

B e carotenoides (SANTANA et al., 2015; TIECHER et al., 2016a; TIECHER et al., 

2016b), o que impactou o processo fotossintético das plantas. Neste sentido, Zn e Cu 

podem ocasionar estresse oxidativo devido à excessiva absorção, causando um 

desequilíbrio entre as respostas antioxidantes e o aumento da produção de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) (GIROTTO et al., 2013). 

 

2.3. Estresse oxidativo 

As espécies reativas de oxigênio (ERO) são formas reduzidas do oxigênio e 

energeticamente mais reativas que oxigênio molecular, sendo denominadas: radical 

superóxido (O2-), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (OH-) e oxigênio 

singleto (1O2) (GRECCO, 2020). São considerados compostos químicos tóxicos por 

causarem danos oxidativos ao DNA, proteínas e lipídios de membranas (TAIZ et al., 

2017). 

Em organismos fotossintéticos, a produção de ERO ocorre nos cloroplastos, 

mitocôndrias e peroxissomos (FOYER; NOCTOR, 2000). Assim, a formação excessiva 

de ERO pode ocasionar o estresse oxidativo (SCANDALIOS, 2005), uma vez que são 
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extremamente reativos e citotóxicos. Seus radicais livres possuem alvos específicos, as 

proteínas, cuja oxidação leva à perda de função ou à degradação precoce nos 

proteossomos. No DNA, a oxidação pode gerar mutações gênicas, levando a alterações 

nos produtos gênicos, podendo causar alteração na expressão gênica e até a morte celular 

(SORG, 2004). 

As atividades de enzimas antioxidantes desencadeiam uma cascata de reações que 

protegem as células do estresse abiótico (CAREGNATO, 2009; ANDRADE-VIEIRA et 

al., 2011; ESPOSITO, 2012) e biótico (NEILL et al., 2002). Tais enzimas, que estão em 

diferentes estruturas celulares, podem contribuir para o controle de ERO (BARBOSA et 

al., 2014). Com isso, a concentração ou a atividade de enzimas envolvidas na eliminação 

de ERO, como as peroxidases do guaiacol (GPOX, EC 1.11.1.7) e peroxidase do 

ascorbato (APX, EC 1.11.1.11), podem ser alteradas como consequência da exposição.  

A peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) é uma enzima chave que está 

presente no principal sistema de desintoxicação do peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(ASADA, 1992), utilizando o ascorbato como doador de elétrons para a redução de H2O2 

em H2O (CAVERZAN et al., 2012). Portanto, a APX catalisa a redução do H2O2, 

utilizando o ascorbato como redutor na reação de 2 L-ascorbato + H2O2 + 2 H+ → 2 

monodesidroascorbato + 2 H2O (TAIZ et al., 2017).  

A peroxidase do guaiacol (GPOX, EC 1.11.1.7) é uma enzima que ocasiona a 

redução de H2O2 e de hidroperoxilipídeo gerado durante a peroxidação lipídica, que 

utiliza o guaiacol como substrato e tem como produto final H2O (APEL; HIRT, 2004; 

DIETZ, 2011; FOYER; SHIGEOKA, 2011). 

Portanto, dados obtidos em ensaios enzimáticos podem ser usados para 

complementar os dados das análises de fitotoxidez em bioensaios realizados com 

bioindicadores específicos de poluição e toxicidade. 

 

2.4.  Bioensaios em modelos vegetais  

Os bioensaios são procedimentos que avaliam a resposta de organismos expostos 

a determinados contaminantes com intuito de verificar sua toxicidade ou efeitos de um 

determinado controle (ARCY et al., 2014).  As plantas têm sido consideradas 

bioindicadores eficientes, tornando-se um importante instrumento para o monitoramento 

de diversos poluentes (FRANCO et al., 2017). Neste sentido, os bioensaios realizados 

com plantas superiores, por apresentarem alta sensibilidade a diversos agentes 

mutagênicos, são indicados para avaliar danos potenciais no material genético, bem como 
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outras alterações bioquímicas e fisiológicas. Estes ensaios têm sido amplamente 

utilizados para avaliar os efeitos biológicos de substâncias ou de compostos complexos 

de diversas origens, como amostras diversas coletadas em ambientes aquáticos, 

contaminadas com hidrocarbonetos, corantes, agrotóxicos e metais (ARAGÃO et al., 

2019; BERNARDES et al., 2019; ARAGÃO et al. 2020).  

Dentre as espécies vegetais mais utilizadas em bioensaios, cita-se Lactuca sativa 

L., Allium cepa L., Tradescantia sp., Vicia faba L. e Zea mays L. (revisado por ARAGÃO 

et al. 2020). Dentre estas, Silva (2021) observou, em revisão bibliográfica utilizando a 

base de dados da SCOPUS, que entre os anos de 1999 e 2019 foram depositados 

aproximadamente 96.472 documentos científicos referentes a bioensaios com L. sativa. 

A L. sativa é uma eudicotiledônea da família Asteraceae. Originária do Oriente 

Médio, é consumida mundialmente (ABAURRE, 2004), sendo utilizada como 

bioindicador de toxicidade por possuir características vantajosas para as análises, tais 

como baixo custo; fácil manuseio; grande quantidade de sementes (SOUSA et al., 2009; 

SOUZA FILHO et al., 2010; GOMES et al., 2012; RIBEIRO et al., 2012; SILVEIRA et 

al., 2017). Além disso, é um modelo reconhecido e recomendado por agências de proteção 

ambiental e por órgãos que regulamentam bioensaios para a determinação dos efeitos de 

substâncias tóxicas (OECD, 2006; US EPA, 2012).  

Diferentes estudos utilizando o modelo de L. sativa apresentaram resultados 

positivos para fitotoxidade. Mot et al. (2019) avaliaram efeitos de Cd, Cu, Ni, Pb, Co e 

Zn sobre germinação e crescimento em L. sativa, sendo observado que o índice de 

germinação diminuiu conforme a concentração do elementos aumentava. No entanto, a 

maioria dos trabalhos encontrados utilizando este bioindicador envolveram estudos sobre 

resíduos industriais, resíduos químicos potencialmente tóxicos, agrotóxicos e águas de 

rios contaminados (CAMPOS et al., 2008; HAGHIGHI et al., 2010; ANDRADE-VIEIRA 

et al., 2014; PALMIERI et al., 2014; SILVEIRA, 2016; ARAGÃO, 2017; DUARTE, 

2017). Em todos os casos citados anteriormente, L. sativa apresentou sensibilidade, sendo 

considerada adequada para estudos de toxicologia. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Material vegetal 

Para a realização dos bioensaios e análises acerca do potencial citotóxico e 

genotóxico do sulfato de cobre (CuSO4) e sulfato de zinco (ZnSO4) foram utilizadas 

sementes de L. sativa como bioindicador. Estas sementes foram adquiridas em revendas 

de insumos agrícolas. Todos os experimentos foram realizados no Laboratório de 

Bioquímica e Genética do Instituto Federal Goiano campus Rio Verde, GO, entre os 

meses de agosto/2021 e março/2022. 

 

3.2.  Soluções 

As concentrações de cobre e zinco utilizadas neste trabalho foram calculadas a 

partir dos valores encontrados por Silva (2019), após análise de resíduo de suinocultura 

processado pelo biodigestor, em que foram observadas concentrações de cobre igual a 

2,16 mg/L e de zinco igual a 5,10 mg/L. Nos dois casos, os valores observados estão 

acima do permitido pelo CONAMA 397/2008, que são, respectivamente, 1,0 mg/L e 5,0 

mg/L. Assim, optamos por trabalhar com concentrações destes metais superiores às 

observadas por Silva (2019) e às permitidas pelo CONAMA, para que pudéssemos 

verificar se altas concentrações destes metais poderiam explicar a fitotoxidade causada 

pela ARS observada no trabalho de Silva (2019). Portanto foram preparadas soluções de 

diferentes concentrações diluindo o CuSO4 e o ZnSO4 em água destilada. Ao todo foram 

testadas cinco concentrações de CuSO4, sendo elas respectivamente 15mg/L (Cu C5); 

10mg/L (Cu C4); 5mg/L (Cu C3); 2,5mg/L (Cu C2) e 1,0mg/L (Cu C1) e cinco 

concentrações de ZnSO4, sendo elas respectivamente 25mg/L (Zn C5); 20mg/L (Zn C4); 

15 mg/L(Zn C3); 10mg/L (Zn C2) e 5mg/l (Zn C1) (Tabela 1). Foi utilizada Trifluralina 

0,84 ppm (TF) como controle positivo e água destilada como controle negativo 

identificado como H2O. 
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Tabela 1 – Equivalência entre concentrações comum e molar de zinco (Zn) e cobre (Cu). 

Tratamento mg/L µM 

Cu C1 15 236,22 

Cu C2 10 157,48 

Cu C3 5 78,74 

Cu C4 2,5 39,37 

Cu C5 1,0 15,75 

Zn C1 25 382,26 

Zn C2 20 305,81 

Zn C3 15 229,35 

Zn C4 10 155,04 

Zn C5 5 77,52 

 

 

3.3.  Análise macroscópica do material vegetal 

Foram germinadas 25 sementes de alface em Placas de Petri, contendo papel 

Germitest® umedecido com as soluções em diferentes concentrações (Figura 1), bem 

como dos controles positivo (Trifluralina 0,84ppm) e negativo (água destilada). Para cada 

tratamento foram realizadas 5 repetições, que foram acondicionadas em BOD a 25ºC. 

Para a determinação do comprimento das raízes, foram tiradas fotografias das raízes de 

cada semente, a cada 24 horas, durante 3 dias (Figura 2), totalizando 3 fotografias 

(respectivamente 24, 48,72 horas) para cada repetição em cada tratamento.  

 

 
Figura 1 – Modelo de exposição das sementes às concentrações crescentes de zinco e 

cobre em placas de Petri. 
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Figura 2 – Exemplo de fotografia utilizada para aferição dos tamanhos das raízes no 

software ImageJ. 

 

Posteriormente, as fotografias foram analisadas no programa ImageJ para a 

determinação do tamanho e desenvolvimento das raízes de cada semente nas 

concentrações as quais foram expostas, gerando assim dados para análises estatísticas. A 

partir dos dados obtidos foi calculado o Índice de Crescimento Radicular (ICR) conforme 

a equação abaixo (ALBUQUERQUE, 2022):  

 

𝐼𝐶𝑅 =
CRA

CRCN
  

Onde: 

ICR: Índice de Crescimento Radicular 

CRA: Comprimento da Radícula na Amostra 

CRCN: Comprimento da Radícula no Controle Negativo 

 

Também foi calculada a Média de Crescimento Radicular (MCR) das 25 raízes de 

cada repetição por tratamento. 
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3.4. Extração proteica e atividades das enzimas APX e GPOX 

Para a realização das análises enzimáticas, as sementes de L. sativa foram 

germinadas em papel Germitest® (em média 50 sementes/placa de germinação), 

contendo as concentrações de CuSO4, ZnSO4, controle positivo e negativo citadas 

anteriormente. Cada Placa de Petri foi identificada e colocada em estufa BOD com a 

temperatura de 25 °C entre 48 e 72 horas. Após esse período, as raízes foram colocadas 

em tubos tipo Eppendorf, montagem de “bulks” e submetidas ao congelamento por 

nitrogênio líquido e armazenadas no ultrafreezer (-80 °C). Para a obtenção do extrato 

proteico, as amostras das raízes foram maceradas em nitrogênio líquido e 

homogeneizadas em solução tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5) acrescido de 1 

mM de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 3 mM de ditiotreitol (DTT) nas 

proporções de 1:5 e 1:1,5 (m/v). Será adicionado 5% de polivinilpirrolidona (PVP) (m/m) 

no momento da homogeneização. O extrato resultante foi centrifugado a 10.000 RPM a 

4 °C durante 30 minutos, após esse período o sobrenadante foi aliquotado e novamente 

armazenado em freezer -80 °C até o momento das análises das atividades enzimáticas 

específicas.  

A quantificação de proteínas foi realizada de acordo com o método descrito por 

Bradford (1976), com pequenas modificações, no qual em 20 μL de amostra foi 

adicionado 1 mL de reagente de Bradford. A solução foi acondicionada sob temperatura 

ambiente por 2 minutos e a leitura realizada em espectrofotômetro a λ 595 nm. 

Para as análise de atividade enzimática da guaiacol peroxidase (GPOX), foi 

utilizado o método descrito por Matsuno e Uritani (1972), em 1 mL de meio de reação 

contendo 905 µL (raízes) de tampão fosfato-citrato a 200 mM (pH 5,0); 50 µL de solução 

0,5% de guaiacol (v/v); 5 µL (raízes) ou 20 µL (folhas) de extrato proteico; os tubos foram 

agitados e então acrescentados 50 µL de solução 3% de peróxido de hidrogênio (v/v), a 

reação permaneceu em banho maria a 30 °C por 15 minutos e, ao final desse período, 

foram adicionados 50 μL de solução 2% de metabissulfito de sódio (m/v) para encerrar a 

reação. A leitura foi realizada em espectrofotômetro a 450 nm. A atividade enzimática foi 

determinada utilizando  = 25,5 mM-1 cm-1 (tetraidroguaiacol) e expressa em µmol min-

1 mg-1 de proteína. 

A atividade de ascorbato peroxidase (APX) foi determinada de acordo com o 

método descrito por Nakano e Asada (1981), em 1 mL do meio de reação contendo 50 

μL de amostra e 650 μL de solução tampão fosfato de potássio a 80 mM (pH 7,0); 100 

μL de solução 5 mM de ascorbato, 100 μL de solução 1 mM de EDTA e 100 μL de 
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solução 1,45 mM de peróxido de hidrogênio. A leitura foi realizada durante 5 minutos em 

espectrofotômetro a 290 nm. A atividade enzimática foi determinada utilizando  = 2,8 

mM-1 cm-1 (Ascorbato) e expressa em µmol min-1 mg-1 de proteína.  

  

3.5.  Análises estatísticas 

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, 

com cinco repetições. Para o experimento de fitotoxidez, cada repetição consistiu em uma 

placa de Petri com vinte e cinco sementes colocadas sobre papel de germinação contendo 

solução-teste ou um dos controles. Já para as determinações das atividades específicas 

das enzimas, as raízes foram germinadas em placas de Petri contendo 50 sementes 

colocadas sobre papel de germinação contendo solução-teste ou um dos controles. Estas 

raízes foram coletadas e foram montados 5 “bulks” para cada concentração testada, bem 

como para os controles. Estes “bulks” foram utilizados para a extração das proteínas e 

demais procedimentos. Por fim, foi feita análise de variância (ANOVA), seguida de teste 

de Tukey (p < 0,05). Todos os resultados obtidos foram comparados entre as diferentes 

concentrações dos metais, controle positivo ou controle negativo. Foi considerado alfa = 

5% como referência para se atribuir significância estatística. As análises foram realizadas 

com software SISVAR® (FERREIRA, 2011). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Análise do Crescimento Radicular  

A análise do crescimento radicular é um parâmetro recomendado para ser usado 

em teste de toxicidade de compostos, pois as raízes são as primeiras estruturas a estarem 

expostas às substâncias tóxicas (FISKESJO, 1988). A absorção pela raiz, seguida pelo 

transporte de todas as substâncias pela planta, desencadeia uma variedade de efeitos que 

vão desde alterações macroscópicas, como as alterações no comprimento da raiz, até 

alterações microscópicas (SHARMA; DUBEY, 2005). 

Foi calculada a média de crescimento radicular (MCR) e Índice de Crescimento 

Radicular (ICR). No ICR foi possível analisar decréscimo no crescimento após as 24 

horas para os tratamentos contendo zinco, a partir de C3 e para os que continham cobre, 

a partir da C4 (Figura 3). De acordo com a MCR, Cu C4 e Cu C5 demonstraram 

crescimento menor que as demais concentrações, sendo possível observar que tanto para 

24 horas e 48 horas, o Cu C5 apresentou um valor significativo diferente dos demais 

tratamentos (Figura 4A e 4B). Para 72 horas, as concentrações Zn C3, Zn C4, Zn C5, Cu 

C4 e Cu C5 demonstraram valores significativos, diferentes em relação às concentrações 

menores (Figura 4).  

A redução do número de células em divisão é um efeito comum da toxidez por 

elementos-traço (MORAES 2015), o que, por consequência, afeta o desenvolvimento das 

plantas. Estudos realizados com Allium cepa L. (cebola), mostram que o cobre induz a 

inibição do crescimento radicular indicando um retardo no crescimento utilizando a 

concentração 1,5 mg/L, e uma redução do índice mitótico cerca de 64% comparado ao 

controle positivo (YILDIZ et al., 2009). Moraes (2015) analisou o efeito da exposição ao 

sulfato de cobre em L. sativa sobre a germinação em concentrações 250 e 500 µM, o 

crescimento inicial e ciclo celular, observando que o cobre alterou a divisão celular e 

influenciou diretamente a redução do comprimento de raiz. Resultados semelhantes 

foram observados por Pereira et al. (2013), que avaliou fitotoxicidade do chumbo (Pb) na 

germinação, anatomia radicular e ciclo celular de L. sativa sob as concentrações 0,5; 1,0; 

2,0 e 5,0 mM. O referido autor observou que efeitos fitotóxicos de Pb são evidentes tanto 

no crescimento inicial da raiz quanto na germinação, ocorrendo a diminuição radicular 

ocasionado pela redução da divisão celular na zona do meristema.  
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Figura 3 – Índice de Crescimento Radicular (ICR) das raízes de Lactuca sativa (alface) 

após 24, 48 e 72 horas de exposição às concentrações crescentes de zinco e cobre, controle 

positivo (Trifluralina 0,84 ppm) e controle negativo (H2O). 

Assim, pode-se inferir que diminuição do crescimento das raízes, observadas no 

presente estudo, na exposição às concentrações 10 mg/L e 15 mg/L (C4 e C5) de cobre 

(Figuras 3 e 4) pode ter sido causada pela redução do índice mitótico, ocasionando um 

bloqueio no ciclo celular ou impedindo a progressão das células que entram em divisão 

(RIJSTENBIL; POORTVLIET, 1992).  

Ainda, no presente estudo, foi possível verificar a diminuição do crescimento das 

raízes expostas às concentrações 15 mg/L, 10 mg/L e 5 mg/L (C3, C4 e C5) de zinco 

(Figuras 3 e 4). Tem sido relatado que o excesso de zinco no solo pode ocasionar a 

redução do comprimento radicular (HOODA, 2010), devido aos danos aos processos 

fisiológicos, afetando a mitose e causando morte celular (EL-GHAMERY et al., 2003). 

Soares et al. (2001) verificaram que concentrações 0, 400, 800, 1.200 e 1.600 mM de Zn 

fornecido como ZnSO4 causaram mortes de Eucalyptus maculata cultivada em soluções 

nutritivas, e em concentrações mais baixas as raízes ficaram escuras e poucos 

desenvolvidas. Há relatos da diminuição de matéria seca de raízes ocasionado por 

aumento das concentrações de Zn. Em Phyllostachys pubescens, nos tratamentos 10 a 100 

µM de Zn a massa seca de raízes não foram afetadas, mas quando houve aumento nas 

concentrações (200 e 400 µM), a massa seca das raízes foi inteiramente afetada (Liu et 

al., 2014).  
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Figura 4 – Média de crescimento radicular (MCR) das raízes de Lactuca sativa (alface) 

em 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas (C), durante o período de exposição às 

concentrações crescentes de zinco e cobre, controle positivo (Trifluralina 0,84 ppm) e 

controle negativo (H2O). As médias indicadas por letras diferentes diferem 

estatisticamente pelo teste deTukey a 5% de probabilidade. 

 

A 

B 

C 
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4.1. Extração proteica e atividades das enzimas APX e GPOX 

As espécies reativas de oxigênio (ERO) são formadas naturalmente durante o 

metabolismo aeróbico e o sistema enzimático atua na manutenção da homeostase 

oxidativa para proteger as células. Essa proteção se dá por atividades de enzimas 

antioxidantes que desencadeiam uma cascata de reações (CAREGNATO, 2009; 

ANDRADE-VIEIRA et al., 2011; ESPOSITO, 2012). Entre as defesas antioxidantes não 

enzimáticas destacam-se compostos como a glutationa (GSH), o α-tocoferol (vit. E), o 

ácido ascórbico (vit. C), o ácido lipóico, os carotenóides, os flavonóides, entre outros 

(VOLKO et al., 2007). Dentre as defesas de caráter enzimático, citamos as enzimas 

Superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Peroxidase (POX), Guaiacol peroxidase 

(GPOX) e Ascorbato peroxidase (APX) (JOHANSEN et al., 2005). 

As SOD é a primeira linha de defesa contra os ERO, participando da modulação 

do nível de H2O2 em cloroplastos, mitocôndrias, citosol e peroxissomos (MITTLER, 

2002; BHATTACHARJEE, 2010). A CAT é uma das principais enzimas envolvidas na 

eliminação do H2O2 durante a fotorrespiração, atua nos peroxissomos e glioxissomos e 

pode ser encontrada nas mitocôndrias (BARBOSA et al., 2014). A APX é uma heme-

proteína da superfamília das peroxidases e possui diversas formas isoenzimáticas que 

podem ser encontradas o citosol, mitocôndrias, peroxissomos, cloroplastos e parede 

celular (DABROWSKA et al., 2007; De GARA, 2004). As POX existem em muitas 

isoformas e estão envolvidas em uma série de processos celulares localizam-se na parede 

celular e no vacúolo (BARBOSA et al., 2014). A GPOX são heme-proteínas que 

participam dos processos metabólicos essenciais, incluindo lignificação (GRISEBACH, 

1981), regulação do crescimento celular (GOLDBERG et al., 1986), oxidação fenólixa, 

defesa contra patógenos e proteção contra estresses (FIELDES; GERHARDT, 1998).  

Apesar da eficiência dos mecanismos de defesa da planta, é possível ocorrer 

desequilíbrio, o que acaba ocasionando estresses oxidativos causando danos nas 

macromoléculas, como no DNA, RNA, lipídeos e proteínas (HALLIWELL, 2009), além 

de mutações e falhas no reparo do DNA, o que poderá levar divisão celular descontrolada 

e morte celular (SOSA et al., 2013). Assim, os dados obtidos em ensaios de estresse 

oxidativo podem ser usados para complementar os dados das análises de fitotoxidade. Na 

figura 5A são mostrados os resultados de quantificação de proteína total extraída, bem 

como a atividade específica das enzimas APX e GPOX, relacionadas ao metabolismo 

antioxidante, realizado em raízes de L. sativa expostas às diferentes concentrações de 

CuSO4 e ZnSO4. 
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Figura 5 – Proteína solúvel total e atividades de enzimas antioxidantes em raízes de 

Lactuca sativa submetidas a doses crescentes dezinco e cobre. Proteína Total (A); 

Atividade específica de Ascorbato Peroxidase (APX) (B); Atividade específica de 

Guaiacol Peroxidase (GPOX) (C). As médias indicadas por letras diferentes diferem 

estatisticamente pelo teste deTukey a 5% de probabilidade. 
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Embora a concentração de proteína total de Zn C5 tenha sido a maior entre os 

tratamentos, nas atividades especificas de GPOX e APX não foi observado o mesmo 

comportamento (Figura 5B e 5C). Para APX houve baixa atividade enzimática, mas entre 

os tratamentos foram observados um aumento significativo em Cu C1 (Figura 5A e 5B). 

Para GPOX apenas Zn C3, Zn C5, Cu C2 e Cu C5 apresentou aumento significativo da 

atividade enzimática (Figura 5C).  

As peroxidases possuem atividades enzimáticas relacionadas a eventos que 

envolvem indução de adaptação ou resistência frente às condições adversas que geram 

estresses (PAULA et al., 2015). A APX atua degradando o H2O2, utilizando o ascorbato 

como substrato, a sua defesa é importante nos tecidos fotossintéticos contra a fotoxidação 

(ASADA, 1992). Segundo Cavalcanti et al. (2005) não é observado um comportamento 

padrão para esta enzima, uma vez que sua atividade depende do tipo de indutor, 

concentração, tempo após a sua aplicação na planta e sistema em estudo. Podendo ser 

explicado o motivo de Cu C1 ter sido diferente dos demais.  

Carneiro et al. (2011) avaliaram germinação e crescimento em plântulas de 

girassol submetidas a estresse hídrico e salino, por meio dos agentes indutores osmóticos 

polietilenoglicol (PEG 6000) e cloreto de sódio (NaCl) nas concentrações zero; -0,2; -0,4 

e -0,8 MPa. Os autores observaram que a atividade de APX nas raízes apresentou aumento 

somente para o PEG 6000 em relação a testemunha, uma vez que o NaCl não induziu 

diferença significativa entre os diferentes potenciais osmóticos avaliados. Panda e Khan 

(2009) observaram que, em raízes de Vigna radiata, houve a diminuição na atividade de 

APX sob estresse salino. Em estudo com avaliação de resposta antioxidante ao estresse 

oxidativo por meio de H2O2 com as concentrações 0, 10, 20, 30 mM em plantas de cana-

de-açúcar, por meio do monitoramento na taxa de oxidação de ascorbato em folhas, 

Barreto (2013) observou que não houve diferença significativa entre as amostras quando 

submetidas ao estresse oxidativo.  

Pereira et al. (2012) avaliaram estresse hídricos em cinco genótipos de amendoim, 

e relataram que a atividade de GPOX foi mais expressiva que a APX nas plantas que estão 

sobre estresse. Chai et al. (2010) constataram aumentos na atividade de GPOX em raízes 

de plantas de sorgo submetidas a estresse salinos. Bottcher et al. (2012) analisaram os 

efeitos de baixas concentrações de alumínio em espécies de café (Mundo novo IAC388-

1 e Icatu IAC 404-5), sendo que não foi observado aumento da atividade da GPOX nas 

células da variante Mundo Novo, no entanto, uma diminuição foi observada em Icatu. 
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5 CONCLUSÕES 

A presença de CuSO4 e ZnSO4 demonstrou ser fitotóxica, por ter causado a 

inibição do crescimento de L. sativa nas concentrações Zn C3 (15 mg/L), Zn C4 

(20mg/L), Zn C5 (25mg/L), Cu C4 (10mg/L) e Cu C5 (15mg/L). Ainda, de acordo com 

os resultados obtidos, não foi possível inferir sobre resposta ao estresse oxidativo por 

meio das atividades específicas de APX e GPOX nas plântulas germinadas na presença 

dos metais. Serão realizadas análises de citogenotoxicidade para verificar o índice 

mitótico e a presença/ausência de alterações cromossômicas. Por fim, pretende-se analisar 

a atividade específica da catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD), a fim de se 

verificar possíveis impactos das concentrações de Cu e Zn nas atividades dessas enzimas.  
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