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RESUMO

Os metais e metaloides (semimetais) explorados e concentrados por atividades
mineradoras possuem potenciais efeitos toxicoldgicos aos seres vivos. Este projeto teve
como obijetivo verificar a viabilidade do uso de testes ecotoxicoldgicos com cebola comum
(Allium cepa) como bioindicador para monitoramento de ambientes impactados por
residuos da mineracdo. O projeto iniciou-se a partir de uma busca bibliografica por
pesquisas que utilizassem essa estratégia para avaliar riscos toxicolégicos de diferentes
contaminantes. Foram também realizados testes laboratoriais utilizando bulbos e
sementes de cebola que foram expostos a solucbes sintéticas de contaminantes
inorganicos e residuos soélidos da mina de ouro abandonada, Mina do Chico Rei (Ouro
Preto, MG) contendo teores variados de elementos potencialmente toxicos-EPT’s,
principalmente arsénio, geralmente associado aos residuos da minera¢do do ouro. A
fracdo CRO04, coletada na mina, constituida por particulas finas (0,053-0,088 mm)
contendo altos teores de EPT’s (4453 mg de As.Kg, quantidade 300 vezes superior ao
valor de referéncia da legislacéo) foi utilizada para os testes de germinacéo de sementes.
Nos testes com bulbos, concentrac6es de As acima de 5 mg. L foram inibitorias,
comprometendo o desenvolvimento de raizes. Quando em associa¢gao com outros EPT’s
(Cd, 0,1 e Mn 10 mg. L1), 1 mg.L* de As foi suficiente para inibir o desenvolvimento das
plantas que apresentaram menor proliferacéo de raizes sendo essas frageis e curtas. Nos
testes de germinagéo, solu¢des contendo 0,5-2 mg. L1 de As inibiram o desenvolvimento
das plantulas, reduzindo seu peso médio de 0,43 g (irrigacdo com agua) para 0,28g. Ao
se utilizar 4gua para irrigacao porém, utilizando-se 0,34; 3,37 e 33,7% da fracdo CR04 na
composi¢cdo do substrato, novamente observaram-se alteracdes nas plantulas, como
menor peso e menores indice e velocidade de germinacao. Com o0 aumento da propor¢ao
de CRO04 na mistura, a quantidade média de sementes por dia caiu de 1,2 para 0,071
sementes.dial, enquanto o indice de germinacao caiu de 95 para 80%. Com base nos
resultados obtidos percebe-se que os testes ecotoxicolégicos com Allium cepa, escolhidos
com base na analise bibliogréfica, sdo 6timas ferramentas para o monitoramento de areas
degradadas pela mineracao pois demonstraram tratar-se de métodos sensiveis, simples

e eficientes.

Palavras-chaves: Allium cepa, Arsénio, Contaminantes Inorgéanicos, Residuos Sélidos

de Mineracgédo, Testes Ecotoxicoldgicos.



ABSTRACT

Metals and metalloids (semi-metals) exploited and concentrated by mining activities have
potential toxicological effects on living beings. This project aimed to verify the feasibility of
using ecotoxicological tests using common onion (Allium cepa) as a bioindicator for
monitoring environments impacted by mining waste. The project started from a
bibliographical search for studies that used this strategy to assess the toxicological risks
of different contaminants. Laboratory tests were also carried out with bulbs and onion
seeds exposed to synthetic solutions of inorganic contaminants and solid residues from
the abandoned gold min; Mina do Chico Rei (Ouro Preto, MG), which contains high levels
of potentially toxic elements - EPT's, mainly arsenic, usually associated with gold mining
waste. The fraction CR04, collected in the mine, consisting of fine particles (0.053-0.088
mm) containing high levels of EPT's (4453 mg of As.Kg-1, amount 300 times higher than
the reference value of the legislation) was used for the tests of seed germination. In tests
with bulbs, As concentrations above 5 mg. L-1 were inhibitory, compromising root
development. When associated with other EPT's (Cd, 0.1 and Mn 10 mg. L-1), 1 mg.L-1
of As was enough to inhibit the development of plants that showed less proliferation of
roots, which were more fragile and shorter. In germination tests, solutions containing 0.5-
2 mg. As L-1 inhibited seedling development, reducing its average weight from 0.43 g
(irrigation with water) to 0.28 g. When using water for irrigation, however, using 0.34, 3.37,
and 33.7% of the CRO04 fraction in the composition of the cultivation substrate, changes
were observed in seedlings, such as lower weight and lower index and speed of
germination. As the proportion of CR04 in the mixture increased, the average amount of
seeds from 1.2 to 0.071 seeds.day-1, while the germination rate dropped from 95 to 80%.
Based on the results obtained, we confirmed that the ecotoxicological tests with Allium
cepa, chosen based on the bibliographical analysis, are excellent tools for monitoring

areas degraded by mining, as they are sensitive, simple, and efficient methods.

Keywords: Allium cepa, Arsenic, Inorganic Contaminants, Solid Mining Waste,

Ecotoxicological Tests.
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1 INTRODUCAO

Ouro Preto, cidade explorada ha anos pela presenca de minerais valiosos, possui
inimeras minas de ouro subterrdneas desativadas, minas a céu aberto, barragens e
pilhas de depdsitos de rejeito, inclusive em areas urbanas (ARAUJO, 2019; SANTOS,
2019).

Os minerais de ouro da regido de Ouro Preto sdo reconhecidos pela sua alta
concentracdo de Arsénio (SANTOS, 2019). Na época da grande atividade exploratoria
do ouro, sobretudo no século XVII, ndo existiam discussfes ou preocupacdes a
respeito de cuidados ambientais e muito menos, sobre a remediacdo de areas
impactadas pela atividade mineradora, portanto, ndo se tem informacgdes de quaisquer
tratamentos ou processos de recuperacao realizados na area do municipio naquela

época.

Dessa forma, ndo se pode descartar o risco associado de que as pessoas do local,
ha séculos, venham sendo expostas a elementos quimicos potencialmente toxicos
(EPT’s) (SANTOS, 2019) devido & influéncia antrépica no meio. E importante citar
ainda que os EPT’s podem ser também liberados no ambiente devido & eroséo e
lixiviagdo natural dos minerais, que causam a mobilidade de elementos (PEREIRA,
2020).

Os metais e metaloides (semimetais), podem causar efeitos toxicolégicos diversos
aos seres humanos, causando manifestacdes de gravidade variavel que podem,
inclusive, resultar em 6bito. Geralmente, alguns destes elementos téxicos, possuem a
caracteristica de bioacumular-se em diversos organismos, permanecendo na cadeia
trofica, até atingir o topo do sistema (WALKER, SIBLY, et al., 2012; UDODENKO,
2022; CESAR, CASTILHOS, et al., 2014). Esses elementos, uma vez absorvidos,
podem interagir com diferentes 6rgaos e sistemas dos seres vivos. Em alguns casos,
€ possivel que os EPT’s, uma vez absorvidos, substituam elementos essenciais nas
cadeias metabdlicas vitais aos individuos (CORTECCI, 2013).

Dois fatos recentes e de grande importancia, dadas as suas magnitudes, que

merecem atencao particulares por reforcar as preocupacdes ambientais referentes



aos potenciais impactos das atividades mineradoras e seus residuos a saude dos
organismos vivos e a manutencdo da qualidade ambiental. Um deles trata-se de
novembro de 2015, quando a barragem de despejo de residuos da Companhia
Samarco, em Mariana — MG. Os residuos atingiram o Rio Doce e 0 oceano e foram
entdo, encontradas altas concentracbes de elementos (alguns potencialmente
téxicos) como Arsénio (As), Cadmio (Cd), Ferro (Fe), Aluminio (Al) e Manganés (Mn),
vém sendo detectadas na bacia do Rio Doce (SEGURA, NUNES, et al.,, 2016).
Similarmente, o outo fato, foi o rompimento da barragem em Brumadinho, que
dispersou uma pluma de rejeitos no rio Paraopeba. Esses fatos, consequentemente,
representam diversos riscos aos seres vivos (humanos e animais) das bacias
hidrograficas do Brasil e ecossistemas co-dependentes (PEREIRA, 2020; BIANCHI,
ESPINDOLA e MARIN-MORALES, 2011; SOUZA, PERON, et al., 2017), a
dependerem da rota do metabolismo que teve-se interferéncia, podendo variar entre
doencas agudas ou crénicas (ANDRADE e ROCHA, 2014; CORTECCI, 2013),
considerando-se as trés vias possiveis de exposicdo dos organismos: ingestao,
inalacdo e contato dérmico (SANTOS, 2019).

Portanto, tal projeto de estudo justifica-se pelo fato de que o0 acompanhamento do
desempenho das acdes para reparacfes ambientais (diagnostico e pés-tratamento)
de areas impactadas pela atividade mineradora, ricas em residuos possivelmente
toxicos (YOON, KIM, et al., 2022; FREITAS, RAMBO, et al., 2017), € necessario.
Essas agOes de remediacdo visam prevenir contaminagdes em massa tanto das
populacdes periféricas quanto daquelas sob influéncia direta da atividade econémica.
E importante considerar ainda que, afetando-se o sistema local, pode-se prejudicar a
todos que dependem ou estdo ligados ao ecossistema em questdo (UDODENKO,
2022). Em regifes que estao sendo recuperadas, por meio do emprego de técnicas
de remediacdo, com a finalidade de prevenir possiveis intoxica¢cdes ambientais aos
organismos vivos que dependem desses ambientes, o0 uso de bioindicadores costuma
ser uma ferramenta eficaz para o0 monitoramento da qualidade ambiental
(GERAS’KIN, EVSEEVA e OUDALOVA, 2011; ARRAES e LONGHIN, 2012,
SPARLING, 2017; OECD, 2006).

Dentro desta perspectiva, este estudo se concentrard no tema Ecotoxicidade,
visando melhor compreender o0s principios que estruturam as respostas de

organismos bioindicadores a estresses quimicos, com o intuito de fornecer subsidios



para as eventuais medidas de analise de risco e remediacdo de areas impactadas,
justificando-se se na importancia das atitudes de prever, impedir e prevenir

intoxicacbes ambientais.

Este projeto propde-se a verificar a eficacia do emprego de testes
ecotoxicolégicos utilizando o bioindicador Allium cepa, popularmente denominada
como cebola para avaliar a qualidade de ambientes impactados por atividades
mineradoras (SEGURA, NUNES, et al., 2016; QUADRA, BIOROLAND, et al., 2018;
PEREIRA, 2020). A espécie Allium cepa foi escolhida como bioindicadora dado ao
seu baixo custo, desenvolvimento rapido (BORTOLINI , 2022; ARRAES e LONGHIN,
2012) e alta sensibilidade aos contaminantes (GERAS’KIN, EVSEEVA e OUDALOVA,
2011; LEME e MARIN-MORALES, 2009), além da facilidade de execucéo dos testes,

propriamente ditos.



1.1 Objetivo Geral

Este estudo objetiva verificar a possibilidade do uso de testes (eco)toxicologicos,
usando o Allium cepa, para monitoramento de riscos associados aos residuos de
minerais, tratados ou nao, dispostos em ambientes degradados pela mineracgao.

1.1.1 Objetivos Especificos

Dentro do proposto, os objetivos especificos deste trabalho séo:

» Levantar dados sobre a utilizagdo do organismo Allium cepa no
monitoramento ambiental;

» Testar a sensibilidade do Allium cepa a elementos potencialmente
toxicos (EPT’s), geralmente presentes em residuos de mineracgéo, tanto
em contaminacdes diretamente nos solos, quanto em solu¢des aquosas

resultantes da lixiviacdo do solo contaminado.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Metais e semi-metais — origem, propriedades e aspectos toxicolégicos

Os metais pesados e semimetais sdo elementos quimicos presentes na crosta
terrestre. Suas fontes principais ho ambiente podem ser tanto naturais (geolégicas)
guanto antropogénicas. Neste Ultimo caso, de acordo com Cesar e colaboradores
(2014), e Kossoff e colaboradores (2014), as atividades que se utilizam desses
elementos sdo principalmente relacionadas a geracdo de energia, as industrias de
siderurgia e metalurgia, aos sistemas de producdo de farmacos e cosméticos, as
indUstrias petroquimicas, as atividades de mineracéo e a aplicacdo de agroquimicos.
Dada essa extensdo das atividades econémicas, ndo é dificil antever a importancia
da exploracao desses elementos ja que eles estdo presentes em muitos produtos que
usamos no nosso dia a dia. No caso especifico da industria mineradora, Carvalho e
seus colaboradores (CARVALHO, MESQUITA, et al., 2018), comentam que ela
provoca riscos tanto a salude e seguranca do trabalhador, quanto a comunidade e
ainda influencia nos diretos humanos; causa impactos socioeconémicos na area de

influéncia da mina e impacta negativamente o meio ambiente.

E importante conhecer como esses EPT’s podem prejudicar nossa satde. O
mercurio (Hg), elemento de reconhecida toxicidade, embora ndo possua funcao
biolégica conhecida para nenhum organismo vivo, quando em sua forma organica,
metil-mercario (MeHg), é facilmente bioacumulado em pescados, podendo ser
consumidos por nds, seres humanos no nosso cotidiano, causando impacto
significativo a satude (CESAR, CASTILHOS, et al., 2014). Ou seja, a cadeia trofica
também pode ser a principal fonte das intoxicacfes metalicas de alguns ETP’s.

Alguns exemplos de EPT’s encontrados facilmente no Quadrilatero Ferrifero sao
o Arsénio (As), Chumbo (Pb), Mercurio (Hg), Cadmio (Cd) e Cromo (Cr), de acordo
com alguns estudos na regido (SEGURA, NUNES, et al, 2016; QUADRA,
BIOROLAND, et al., 2018; ARAUJO, 2019). Esses elementos s&o naturalmente
encontrados na natureza e apresentam potencial mobilidade entre os mais diversos
ambientes como na agua do mar e sedimentos, todavia, suas concentragdes acabam

aumentadas pelas atividades econdmicas ja citadas, dentre as quais, encontra-se a



mineracdo (SANTOS, 2019; SEGURA, NUNES, et al, 2016; GERASKIN,
OUDALOVA, et al., 2011).

Um detalhe importante a se ressaltar é que a toxicidade inerente desses metais
também pode ser afetada pelas suas associagdes mineralégicas. Nessa perspectiva
(SANTOS, 2019) usa como exemplo o0 arsénio. A associacao desse elemento com
outros como, exemplo, carbono (C), oxigénio (O), hidrogénio (H), enxofre (S), cloro
(Cl), assim como a sua forma de ocorréncia, em matriz organica ou inorganica,
potencializam sua toxicidade. Assim, vemos quédo complexo é o estudo da toxicidade

dos elementos inorganicos pois, para cada caso, existe uma particularidade.

2.1.1 Definicbes basicas -  Geodisponibilidade, biodisponibilidade,

bioacessibilidade

Alguns conceitos geoquimicos, sdo fundamentais para o entendimento dos riscos

de exposicdo dos individuos aos elementos metalicos e semimetalicos.

Os metais atravessam caminhos complexos, desde a sua origem nos minerais,
passando aos sedimentos e residuos, sendo transportados por meio dos diferentes
compartimentos ambientais (BIANCHI, ESPINDOLA e MARIN-MORALES, 2011;
FREITAS, RAMBO, et al, 2017; YOON, KIM, et al, 2022; BLAGOJEVIC,
STAMENKOVIC" e VUJOSEVIC, 2009) até que atinjam 0s organismos vivos para,

assim, exercer seus efeitos téxicos como demostrado na

Figura 1 que correlaciona conceitos de extrema importancia, como a

geodisponibilidade, a biodisponibilidade e a bioacessibilidade.

A dispersdo dos contaminantes depende de caracteristicas do material em
questao (tamanho, densidade, solubilidade); da sua interacdo com o meio e com
outros elementos; ou o estado de valéncia em que cada elemento se encontra
(SPARLING, 2017; WALKER, SIBLY, et al., 2012; CESAR, CASTILHOS, et al., 2014).

Além da possibilidade de contaminacgéo direta dos animais e vegetais, alguns
EPT’s, como o mercurio, que podem, indiretamente, influenciar na cadeia trofica do
reino Animalia ja que esses, ao se alimentarem de outros animais ou vegetais

contaminados, as substancias toxicas irdo sendo transferidas entre 0s organismos



pelo processo conhecido como magnificacdo se bioacumulando em alguns deles
durante todo o seu ciclo de vida. E por esta acumulagao biolégica que € sabido que a
concentracdo dos EPT’s nos animais tende a ser maior os valores observados na
agua (CESAR, CASTILHOS, et al., 2014; SPARLING, 2017). Assim, 0 ser humano ao
se alimentar desses peixes absorve ndo apenas os nutrientes contidos no organismo

animal, como também essa contaminacao.

Figura 1 — Relacao entre metais e efeitos téxicos sobre organismos
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Fonte: Elaboracéo propria

2.1.1.1 Geodisponibilidade

Dentro da geoquimica ambiental, o termo “contaminag¢ao” aparece ligado a nogao
de geodisponibilidade, j& que existe uma relacdo de influéncia entre ambos. De acordo

com Cortecci (2013), a geodisponibilidade € entendida como a concentracao total do



elemento (refletida pela sua abundancia) no meio geoldgico tanto na agua, ar, solos
ou sedimentos. Dependente de fatores como a topografia, o clima, a porosidade e

permeabilidade das rochas e a estrutura geoldgica.

2.1.1.2 Biodisponibilidade

O conceito de biodisponibilidade, como mencionado Cesar e seus colaboradores
(CESAR, CASTILHOS, et al.,, 2014), possui relacdo direta com a presenca do
elemento na fracéo dissolvida, como ion e, consequentemente, com a mobilidade
geoquimica. Resumidamente, fracdes geoquimicas sollveis e de alta mobilidade séo
frequentemente reconhecidas como aquelas potencialmente biodisponiveis para
absorcao e incorporacao no organismo humano, seja pela ingestdo (quando se come
ou bebe algo contaminado), inalagéo (quando se respira poeiras ou particulados) ou

contato dérmico (quando a contaminacao pode acontecer por meio do contato com a

pele).

2.1.1.3 Bioacessibilidade

Bioacessibilidade € o termo referente a fracdo biodisponivel do metal ou
contaminante que é, de fato, absorvida pelos processos metabdlicos do organismo.
Pereira (PEREIRA, 2020). Esse termo descreve qual a fracdo do contaminante
poderia, de fato, se dissolver nos fluidos corporais. Os testes de bioacessibilidade
mais comumente empregados sdo o0s testes de bioacessibilidade oral e
bioacessibilidade respiratéria que simulam a solubilizacdo dos agentes
potencialmente toxicos nos fluidos corporais presentes nos sistemas digestorio e
respiratério dos seres vivos. O pH desses fluidos corporais influencia fortemente na
solubilidade dos contaminantes. Geralmente os contaminantes inorganicos sdo mais
soltveis em fluidos acido como o fluido estomacal e os fluidos pulmonares (ANDRADE
e ROCHA, 2014; PEREIRA, 2020). E necesséario ainda, nesse contexto, que se
consideram os efeitos sinérgicos, aditivos e antagdnicos da acao de contaminantes

sobre o metabolismo do organismo em questédo (CORTECCI, 2013).



2.1.2 Elementos potencialmente toxicos mais conhecidos

Quando se fala da exposicdo de seres vivos a contaminantes, sejam eles
ambientais ou ndo, € importante que se tenha em mente a relacdo entre a dose e 0
efeito. Deve-se estar atento tanto a exposicao dos individuos as doses letais, que séo
quantidades suficientes para causar morte dos mesmos, quanto a exposicao as doses
sub-letais, por longos periodos de tempo, que podem resultar em exposicdes cronicas
(lentas e prolongadas) (SPARLING, 2017). Exposi¢cOes rapidas dos individuos a
baixas doses dos contaminantes em intervalos curtos de tempo podem nao ser
suficientes para evidenciar os efeitos dos contaminantes, entretanto, ndo significam

gue o risco deva ser negligenciado.

S&o varios 0s metais ou metaloides potencialmente toxicos. Porém, aqui serao
descritos apenas alguns elementos que serdo abordados, justificados pelo foco aqui,
tanto pela frequéncia de aparicbes em buscas quanto pela presenca no solo que foi
estudado em laboratério. Dentre eles o Aluminio (Al), o Cadmio (Cd), o Chumbo (Pb),
o Manganés (Mn), o Mercurio (Hg) e o Arsénio (As), foram objeto principal desta

pesquisa.

2.1.2.1 Aluminio (Al)

Elemento metalico branco leve, macio, porém resistente, de densidade relativa
1,5. Este metal € um dos mais comuns na crosta terrestre, seu estado de valéncia
varia de 2" a 3*. O Aluminio € muito insolivel em agua, considerando um pH neutro a
ligeiramente acido. Em valores de pH de 4,5, tem-se um aumento significativo da
solubilidade do elemento, o que pode elevar os riscos de intoxicacao, sendo uma das
causas mais importante de mortandade de peixes em lagos acidificados. Também é
fato conhecido que a acidificacdo das aguas pode afetar o crescimento e o
desenvolvimento 6sseo de jovens aves aquaticas visto que o Al pode formar
complexos insoliveis com o fosforo, alterando a formagdo do tecido 6sseo dos
animais (WALKER, SIBLY, et al., 2012; SPARLING, 2017).



10

2.1.2.2 Cadmio (Cd)

Metal considerado ndo essencial ao ser humano, encontrado na crosta, em
concentracdes de 0,1 a 1,0 mg.kg?, considerado carcinogénico, teratogénico e sua
forma divalente (Cd?*) é facilmente acumulada pelos rins, com severos danos ao
sistema excretor. De acordo com Pereira (2020), a bioacumulacdo de cadmio em
animais € bem maior em relac&o a outros metais, sendo que ele € assimilado de forma
rapida e excretado lentamente. Em solos contaminados pela mineragéo de Pb e Zn,
especificamente encontrada no sudoeste da China, testes de bioacessibilidade oral
revelaram maior concentracao bioacessivel, na fase gastrica (78%) e na fase intestinal
(40%) (PEREIRA, 2020). O metal afeta o ciclo metabdlico do calcio, do fésforo e da
vitamina D (WALKER, SIBLY, et al., 2012; CESAR, CASTILHOS, et al., 2014,
SANTOS, 2019).

2.1.2.3 Chumbo (Pb)

Capaz de produzir efeitos neurolégicos muito graves em humanos e animais
selvagens (ROCHA, 2009). Assim como o mercurio, € um metal macio, maleavel e o
elemento ndo radioativo mais pesado da tabela periddica. Pode ser encontrado na
natureza como Pb elementar ou Pb?*. Possui solubilidade em agua de 6,4x103% mg.L"
! para temperaturas na faixa de 20 a 25°C. Grande quantidade do Pb extraido
anualmente utilizado é para a producao de baterias. Antes da descoberta de seus
efeitos toxicos, o elemento foi utilizado indiscriminadamente pela inddstria,
principalmente para a producdo de tintas, pesticidas e outros produtos comerciais
(SPARLING, 2017; WALKER, SIBLY, et al., 2012).

2.1.2.4 Mangéanes (Mn)

Metal de transicdo, solido na temperatura ambiente com brilho metalico
caracteristico. Possui alta dureza (resisténcia ao risco), porém é quebradico (fracas
ligacdes estruturais). Nao ha padrdes legislativos estabelecidos para concentracao de
manganés e ferro (FREITAS, RAMBO, et al., 2017) em sedimentos, porém varios
estudos ja realizados (BARBOSA, CABRAL, et al., 2010; SEGURA, NUNES, et al.,
2016; QUADRA, BIOROLAND, et al., 2018; SANTOS, 2019) apresentam resultados

gue apontam os possiveis efeitos toxicolégicos do elemento, inclusive levando em
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consideracao os seus diversos estados de oxidagcdo. O Mn, pode estar presente no

ambiente em associa¢gbes com 0s metais e metaloides aqui descritos.

2.1.2.5 Mercurio (Hg)

Capaz de produzir efeitos neurolégicos muito graves em humanos e animais
selvagens, pois ndo tem nenhuma funcgéo biolégica conhecida, mas é um metal raro
na crosta terrestre com concentracdo média de 0,08 mg.kg! em solos e sedimentos
e seus estados de valéncia mais comuns variam entre 0, 1 e 2. E também capaz de
formar complexos organicos como o metilmercurio (MeHg) (CESAR, CASTILHOS, et
al., 2014), que é soluvel em gorduras. Isso auxilia na concentracdo e biomagnificacao
do elemento nos tecidos dos organismos Vivos e, consequentemente, ao longo das
cadeias alimentares. (SPARLING, 2017; WALKER, SIBLY, et al., 2012)

2.1.2.6 Arsénio (As)

Trata-se de um metaloide de coloracdo acinzentada, cristalino e soélido, com
estados de oxidacéo 37, 0, 3* e 5%, com predominio das espécies 3* e 5* em 4gua, a
depender do pH e do potencial de oxidacdo do meio. Em solos considerados néo
contaminados, a concentracdo normal de As é de 5-10 mg.kg, sendo que a dose de
As inorganico letal para humanos é de 6 mg.kg*.dia?* (TEIXEIRA, 2004). Dentre as
valéncias apresentadas, o elemento na forma trivalente (arsenito, As®* ou Aslll) é dez
vezes mais toxico que sua forma pentavalente (arsenato, As°* ou AsV) e ainda
apresenta uma mobilidade no meio ambiente significativamente maior (CESAR,
CASTILHOS, et al., 2014; ANDRADE e ROCHA, 2014).

O Aslll dilui-se e permanece sollvel em agua com valores de pH préximo da
neutralidade, aumentando a chance de contaminagdo do ambiente, enquanto o
arsénio pentavalente (AsV), por ter termodinamicamente uma estrutura menos
estavel, pode interagir com outros ions também solubilizados na agua, formando
precipitados ou complexos de menor solubilidade (TEIXEIRA, 2004). Assim sendo, 0

Aslll possui maior biodisponibilidade que o AsV e, portanto, consequentemente tem
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mais possibilidade a incorporacdo ao organismo humano. E importante considerar-se
gue a agua, além de ser essencial aos organismos vivos, € 0 meio que facilita a

entrada dos contaminantes nos mesmos.

A toxicidade do As é causa de preocupacdo. As fracBes biodisponiveis do
elemento, podem ser absorvidas pelos organismos vivos. No caso do AsV, sua
semelhanca com um nutriente essencial ao corpo humano, o fésforo, pode causar sua
substituicdo pelo metaloide, entretanto, uma vez dentro da célula, o As ndo cumprira
as mesmas funcdes metabdlicas esperadas para o fésforo. O As ira se acumular nas
mitocondrias inibindo a respiracédo celular ANDRADE e ROCHA, 2014). O As interfere
também em outras vias metabdlicas importantes e € provavel, de maneira ainda nédo
muito esclarecida, que também interfira no metabolismo do ferro (TEIXEIRA, 2004).
Além disso, ja se conhece a potencial acao cancerigena das espécies de arsénio.

2.2 A industria mineradora

Dada a realidade atual, é quase impossivel imaginar como seria nossa vida sem
a atividade da mineracao. Ela torna possivel o uso de diversos produtos essenciais e
faz a economia fluir, sendo uma das bases de tantos processos industriais que
garantem ampla geracdo de empregos. No entanto, tanto a mineragao quanto tantas
outras diversas atividades, modificam o ambiente e possuem impactos ambientais
diversos (SOUZA e LINS, 1989; UDODENKO, 2022; PEREIRA, 2020).

Dentre os principais danos causados ao ambiente pelos processos envolvidos na
atividade, estdo: diminuicdo da cobertura verde; contaminacao do solo; perda parcial
ou total da fauna e flora, incluindo ecossistemas florestais; a reducéo da quantidade e
qualidade dos recursos hidricos; a poluicédo do ar; danos a saude; perda de habitacdo
(SANTOS, 2017).

Esse setor da industria, produz enormes volumes de residuos volumes esses, de
milhares de milhdes de toneladas por ano de misturas processadas, sem valor
econdmico viavel no momento da exploragdo, que possuem risco de contaminar
vastas regides (KOSSOFF, DUBBIN, et al., 2014). Foi pensando nisso que Carvalho
e seus colaboradores (CARVALHO, MESQUITA, et al., 2018) situaram o Brasil como

um dos maiores fornecedores mundiais de bens minerais do mundo, 0 que nos mostra
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ainda que, além de grande, o volume de residuos deve crescer ainda mais no pais,

futuramente.

Analisando um pouco mais esta tematica da mineracdo, atualmente, um dos
grandes problemas comentados tanto pela comunidade cientifica quanto pelos leigos,
€ a questdo da seguranca das barragens de rejeitos, preocupacdo essa agravada
pelos episddios de rompimento ocorridos nos ultimos anos. Lembramos aqui tratar-
se, infelizmente, de eventos frequentes, tanto em barragens do Brasil quanto em

outras espalhadas pelo mundo.

Por tais apontamentos, este trabalho concentra-se no estudo do potencial risco
de exposicdo de seres vivos a alguns tipos de residuos gerados por este setor da
economia. Tratam-se de residuos que, mesmo tratados, necessitam de controle

frequente e acompanhamento.

2.2.1 Os metais nos residuos na mineracao

Como mencionado no topico 2.1, varios metais sao potencialmente téxicos aos
seres humanos. Dentre os residuos pontuados, estudos de impactos ambientais
(EIA’s) de pilhas de estéreis, com As, Pb, Cu, Zn e Cd, mostraram em algumas
situacdes ocorreram fracas correlacfes entre teores altos dos metais nos residuos e
teores baixos em animais selvagens da localidade de deposi¢ao, enquanto em outros
casos houve clara correlacdo entre os teores dos residuos e os teores acumulados
em animais e plantas (CORTECCI, 2013).

Simplesmente, encontrar um local para deposicéo final de rejeitos e estéreis
nao soluciona os eventuais problemas de toxicidade inerentes aos EPT’'s. Em
processos em que se extrai metais do solo, é fato que o residuo, seja estéril ou rejeito,
irA possuir uma dada concentracdo metélica residual, ainda mais se sabendo que
muitos metais se encontram geralmente associados e ndo sédo todos que possuem
viabilidade econdmica, no momento da exploracdo (MATOS, CUNHA, et al., 2017,
MORAIS, TEIXEIRA e MAXIMIANO, 2014).
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Os recentes casos de rompimento de barragens (barragem de Fundéo da
empresa Samarco em novembro de 2015 e barragem de Brumadinho da empresa
Vale, em janeiro de 2019) mostram como o risco de contaminacgao e dispersédo podem
vir a ocorrer em um instante. Além das mortes instantaneas, considerando-se o
potencial risco toxicoldgico inerente dos residuos pode-se imaginar que 0s impactos
dessa contaminacdo poderdo perdurar por dezenas ou centenas de anos assim, a
situacao é bastante problemética (QUADRA, BIOROLAND, et al., 2018).

Como ja mencionado, as formas quimicas e fisicas (especiacdo) de um
elemento, dependem de uma série de caracteristicas, como o pH e as condicdes de
redox do meio, a valéncia e a disponibilidade de agentes complexantes, a formacao
de complexos e atuacdo de processos biogeoquimicos (CESAR, CASTILHOS, et al.,
2014; CORTECCI, 2013). Portanto, o produto residual do processo da mineracao

pode ser disposto com maior ou menor risco, a depender das suas caracteristicas.

Assim, estar atento aos riscos toxicoldgicos potenciais dos elementos
presentes nos rejeitos é essencial, mesmo quando se imagina ter a situacdo sob
controle, j& que ndo se sabe ou pode-se prever com precisao absoluta acontecimentos
atipicos que podem causar a exposicao direta (acidentes como os comentados) ou
indireta (acumulacéo na cadeia trofica ou contaminacdo em agua) dos seres humanos

€ outros seres vivos a tais contaminantes.

2.2.2 A origem dos rejeitos - Conceitos e etapas da mineracao

Para entender um pouco mais sobre as caracteristicas dos rejeitos da atividade
mineradora, é fundamental explorar um pouco as etapas geradoras destes materiais
residuais, cujas caracteristicas, refletem e séo influenciadas pelas etapas do processo
de extracao.

7

Conceitualmente, a mineracdo € uma atividade que visa extrair, preparar e
concentrar um elemento bruto que seja economicamente rentavel (mineral - minério),
para industria, de acordo com suas especificagdes. Na Figura 2 estdo esquematizadas

as etapas mais gerais da atividade mineradora.
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Figura 2 - Etapas da mineracao
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Fonte: Elaboracéo propria

E preciso destacar que a descricdo feita aqui ser4 condicionada a uma
generalizacdo para simplificacdo do estudo, j& que cada exploracdo mineral, possui

suas especificidades.

A prospeccdo € a primeira etapa do processo e se divide em estudos
preliminares e no reconhecimento geologico, em que se engloba operacbes como
analises dos ambientes geologicos, métodos aéreos indiretos e prospeccao
geoquimica. Os resultados obtidos sdo a selecdo de provincia mineral e do alvo
a pesquisar possibilitando seu inicial planejamento (CARVALHO, MESQUITA, et al.,
2018). Nessa etapa é definida, ainda que superficialmente, toda area possivel de se

explorar.

Na segunda etapa do processo, temos a pesquisa mineral que se ramifica nos
procedimentos de exploracéo, definidos como delineamento e avaliacao, utilizando de
técnicas de mapeamento geoldgico, controle da mineralizacdo, quantificagdo e
caracterizacao tecnoldgica. Aqui o nivel de detalhamento aumenta, e a delimitagéo do
local se torna mais precisa, obtendo-se as caracteristicas da ocorréncia mineral, do
depdsito e a jazida, sendo determinada a exequibilidade de seu aproveitamento
econdbmico (CARVALHO, MESQUITA, et al.,, 2018). Neste ponto, se tem mais

seguranca das escolhas realizadas pelo planejamento.
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A seguir tem lugar a etapa da lavra. Esta etapa ja envolve um conjunto de

atividades e operagdes para o aproveitamento industrial das jazidas, que inclui:

» Projeto e desenvolvimento da mina;
Preparacao das frentes de lavra;
Abertura da mina;

Extracdo do minério; e

Y V V V

Beneficiamento.

Nessas etapas, ocorre a geracdo de efluentes, tanto soélidos quanto liquidos e
gasosos. Os residuos em maiores volumes sdo os residuos soélidos de extragcdo, em
geral deixados na area da propria mina (estéril); e residuos do
tratamento/beneficiamento (rejeito). A maioria das lavras no Brasil sdo feitas em
minas superficiais, assim expondo um determinado material, ao ambiente. Quanto ao
tipo de mina, € algo definido de acordo com as caracteristicas analisadas nos tépicos
trabalhados anteriormente (CARVALHO, MESQUITA, et al., 2018).

Inicialmente é feita uma preparacao para exploracéo, abertura da mina e definicdo
das técnicas de extracfes. A Ultima etapa, objetiva preparar o material de acordo com
a granulometria pedida, concentrar ou purificar para as industrias ou demais clientes.
Geralmente, esta pode ser quimica ou fisica, e possui fragmentacdo primaria;
granulacdo (fragmentacdo secundaria e terciaria); moagem; classificacdo; e
concentracdo (CARVALHO, MESQUITA, et al., 2018). Lembrando-se que esses séo
processos de modificacdo de caracteristicas daquele material extraido. A Figura 3

retrata genericamente, o caminho do material metélico dentro dos processos feitos.
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Figura 3 - Percurso dos metais no processo da mineracao
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Fonte: Elaboracao prépria

Por fim, quando as atividades minerarias precisam ser encerradas, tem lugar as
atividades de descomissionamento da mina que é o conjunto de operacdes
necessarias para a desativagcdo da mina, incluindo a desmobilizacdo da lavra, o
fechamento e a recuperacdo ambiental, visando devolver o local para outros usos pela
comunidade. Aqui séo realizadas as compensacdes de todos impactos causados

pelas etapas vistas.

2.2.3 Recuperacédo de area degradada pela mineracéao

Como visto, essa € uma das etapas da mineragdo, contidas no
Descomissionamento da Mina, mas pode ser considerada uma etapa realizada
concomitante as demais. A importancia de se adentrar mais nesta etapa, se justifica

pela hipotese definida nesse estudo, ser aplicada a verificacdo da toxicidade em
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ambientes que foram destinados a receber rejeitos (barragens) ou estéreis (pilhas de

estéreis), que, por lei devem ser remediadas.

A reabilitacdo dessas areas de exploracdo que estdo contaminadas € complexa
(WALKER, SIBLY, et al., 2012). O método usualmente utilizado para reabilitacdo € o
capeamento em que o deposito contaminado é coberto com uma camada
impermeavel, para em seguida, cobrir a camada com solo rico em nutrientes visando

possibilitar o plantio de &arvores.

Quanto aos aspectos legais, partimos da lei Federal N° 6.938/81, da Politica
Nacional do Meio Ambiente que, no seu Artigo 3° do inciso Il (BRASIL, 1981) define a
degradacdo da qualidade ambiental como sendo a alteracdo adversa das
caracteristicas do meio ambiente. Adicionalmente, dentre as normas ABNT, tem-se a
Norma ABNT — NBR 13030, que objetiva a fixar diretrizes para elaboracdo e
apresentacao de projeto de reabilitacdo de areas degradadas pelas atividades de
mineracdo, pois 0s impactos negativos da mineracdo devem ser sempre
compensados e revertidos (ARTIOLA, PEPPER e BRUSSEAU, 2004). Durante a
elaboracdo e apresentacdo dos projetos de reabilitacdo de areas degradadas pela
mineracdo € importante considerar a conformacdo topografica e paisagistica; a
estabilidade; o controle de erosdo e drenagem; a adequacdo paisagistica; a
revegetacdo; o monitoramento; os cronogramas fisicos e financeiro. Dentro dessa
perspectiva, surge o Plano de Recuperacdo de Areas Degradadas (PRAD), que
legalmente deve ser previamente elaborado e aprovado pelo 6rgdo governamental

competente.

O PRAD ¢é um sistema de medidas que visam a garantia da seguranca e da saude
publica, através do restabelecimento de equilibrio dindmico e a devolucéo de areas
degradadas pelas a¢bes humanas, retornando-as as condi¢cbes desejaveis e
necesséarias a implantacdo de um uso posterior, previamente eleito e socialmente
aceitavel. Cada situacdo pede uma PRAD especifico (IBAMA, 2019). Estas medidas

devem ser constantemente acompanhadas, para que sejam efetivas.

2.2.3.1 Técnicas mais utilizadas para remediacdo de solo contaminado

Algumas técnicas tém sido descritas como eficazes para a recuperagéo de solos

degradados pela atividade mineradora. Abrangem tanto tratamentos que acontecem
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no mesmo local (in situ) ou que demandam retirada e transporte do material para um

local diferente, onde acontecera o tratamento proposto (ex situ). A seguir, algumas

delas serdo apresentadas, resumidamente.

De acordo com (SANTOS, 2017; ARTIOLA, PEPPER e BRUSSEAU, 2004),

algumas das técnicas mais comumente utilizadas em solo seriam:

>

Escavacdo — Método répido ex situ que busca remover e dispor
fisicamente um solo contaminado em um aterro designado. Suas
desvantagens séo a exposicao dos trabalhadores ao solo, além de requerer
tratamento e/ou descarte adequado e viabilidade apenas para areas
pequenas e/ou rasas.

Lavagem do solo / Extracdo de acido — Método ex situ, em que ha
suspensao ou dissolucdo do metal huma solucédo de lavagem a base de
H20. Como no processo descrito anteriormente, produz efluente
contaminado, que exige tratamento posterior.

Encapsulamento/ Capeamento — Método in situ, em que uma capa dura
e pouco permeavel é disposta na superficie do solo contaminado. Trata-se
de um método simples que, porém, ndo prevé a remocdo dos
contaminantes do solo. Este método acaba por isolar a area, sem submeté-
lo a nenhum tipo de tratamento de descontaminacgao sendo, portanto, uma
solucéo provisoria.

Solidificacdo - Método in situ, que mistura o solo contaminado com
estabilizantes, reduzindo a mobilidade dos contaminantes. Tal qual o
procedimento anterior, ndo € uma técnica de tratamento, mas sim de
isolamento.

Vitrificac&o - Método in situ, em que o metal € quimicamente ligado dentro
de uma matriz de silicio;

Biorremediagcdo — Método in situ, que se vale da atividade de micro-
organismos, que ocorrem de forma natural, para descontaminar os locais
contaminados. Podem ser empregadas técnicas tanto in situ quanto ex situ

ou ainda, esse processo pode vir a ocorrer de forma natural no ambiente.
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Neste caso pode ser preciso também adicdo de oxigénio e nutrientes para
estimular o processo.

» Biolixiviagcdo - Remogdo ex situ de metais contaminantes ao solo,
realizado por lixiviagdo microbiana, ou outro meio biolégico.

» Meétodos eletrocinéticos — A partir da criacdo de um campo elétrico na
subsuperficie por meio de um par ou série de eletrodos na regido a ser
tratada, contaminantes com caracteristicas singulares que possibilitem tal
processo, sao retirados por atracdo eletromagnética.

» Fitorremediacao/ fitoextracdo: Método in situ, em que se utiliza de
plantas que podem extrair metais pesados do solo e acumula-los na
biomassa acima do solo. Assim como na biorremediacdo pode ser
necessario o incremento de oxigénio e nutrientes. Ainda que seja feita essa
etapa, posteriormente € necessario também dar tratamento e destinacao
correta a matéria organica, para evitar que seja esse, outro meio de

contaminagao.

Apoés a analise do contaminante e conhecidas algumas das técnicas disponiveis,
faz-se a escolha pela estratégia de remediacao a ser utilizada e sua implementacao.
Para analise da efetividade da estratégia escolhida e para manutencdo da mesma, é

feito o monitoramento ambiental.

2.2.3.2 Monitoramento ambiental

O monitoramento ambiental € uma importante atividade que se da por meio de
observacéo, coleta de informacdes e validacado de dados, visando acompanhamento
continuo e sistematico de varidveis ambientais, sociais, econémicas e institucionais
com a intencdo de identificar qualitativa e quantitativamente as condi¢cées de uma
area, sendo considerada metodologia cientifica, pois, o conjunto de observacdes
geram informacdes valiosas (ARTIOLA, PEPPER e BRUSSEAU, 2004; MORAIS,
TEIXEIRA e MAXIMIANO, 2014) . Essa atividade é realizada com a meta de impedir
e prevenir problemas, em uma situacdo na qual se suspeita de degradacédo
(diagnéstico) ou em uma area em processo de remediagdo. A Figura 4 apresenta, de

forma simplificada o fluxo de um processo de avalia¢do de risco.
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Figura 4 — Ciclo do acompanhamento do estudo e intervencao para riscos ambientais

N 4

Monitoramento

continuo
&5 y B
Implementacéo de Selecdo e
tecnélogias para caracterizagao do
solugédo de acordo com risco (quantificacédo
definicdo de cenério e estudo a cerca de

(gerenciamento). incertezas)

Fonte: Adaptado de (SPARLING, 2017; MORAIS, TEIXEIRA e MAXIMIANO, 2014)

Para realizacdo desse monitoramento, sao utilizadas diversas ferramentas e
estratégias. Uma dessas estratégias baseia-se no uso de indicadores que devem ser
sensiveis o suficiente para detectar variacdes no sistema como resultado das praticas
de remediacdo ou restauracdo. Santos (SANTOS, 2017) comenta que se obtém
através delas, informacfes quanto a eficicia ecologica da implementacdo do projeto

de remediacao e restauracgao.

O uso dos bioindicadores possibilita identificar mudangas especiais e temporais
da area contaminada (a toxicidade pode aumentar ou reduzir-se com o tempo e/ou
influéncias externas); identificar fontes de risco para os recursos naturais existente na
area degradada; e caracterizar aspectos fisico-quimicos do solo. Isso por meio de
observacdes amostrais representativas de uma populacéo considerando parametros
importantes (ARTIOLA, PEPPER e BRUSSEAU, 2004). Morais e colaboradores
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(MORAIS, TEIXEIRA e MAXIMIANO, 2014) complementam que a coleta, a andlise e
a validacéo de dados coletados, visam estabelecer uma base de informacdes para o

desenvolvimento da etapa de avaliacdo da exposigao.

De acordo com a legislacdo vigente na resolucdo Conama 01/86, Artigo 2°
(MMA, 1986) € prevista a elaboracdo de Estudo de Impacto Ambiental e o Relatério
de Impacto Ambiental, descritos pelo inciso IX no qual se especifica a necessidade
para extracdo de minério definidos no cédigo de mineragdo. Ainda nessa resolucao,
no Artigo 6°, inciso 1V, uma das atividades a serem realizadas para esses estudos € a
elaboracdo do programa de acompanhamento e monitoramento dos impactos

positivos e negativos, indicando os fatores e parametros a serem considerados.

Destaca-se ainda a grande importancia das normas do CONAMA na
estipulacdo dos valores de referéncias que limitam o teor de algumas substancias,
tanto no lancamento de efluentes, quanto em solo. As resolucdes CONAMA mais

relevantes seriam:

a) A resolucdo Conama 357 de 2005 (complementada pela resolugédo 430 de
2011):

“Dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes
ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as
condicdes e padrbes de lancamento de efluentes, e d& outras
providéncias” (MMA, 2005).

b) A resolugcdo Conama 420 de 2009:

“Dispbe sobre critérios e valores orientadores de qualidade do
solo quanto a presenca de substancias quimicas e estabelece
diretrizes para o0 gerenciamento ambiental de areas
contaminadas por essas substancias em decorréncia de
atividades antrépicas” (MMA, 2009).

O teor de contaminantes (organicos e inorganicos) no ambiente, demanda

monitoramento constante, dai a importancia dos estudos ecotoxicoldgicos.

2.3 Uso do Allium cepa na Ecotoxicologia

A Ecotoxicologia, € um ramo da toxicologia ambiental, que analisa os efeitos

nocivos provocados a biota, decorrentes da exposicéo a agentes toxicos (MANAHAN,
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2013; BARBOSA, CABRAL, et al., 2010) . Seus principios se estruturam em respostas
de organismos bioindicadores a estresses quimicos por meio dos ensaios
toxicoldgicos destinados ao controle e monitoramento da qualidade dos ecossistemas
(ARRAES e LONGHIN, 2012; SPARLING, 2017). No caso deste trabalho, explicitou-
se o teste com uso do Allium cepa tanto na fase vegetal (adulta), quanto na fase
(semente).

2.3.1 Risco Ecoldgico

Conceitua-se 0 risco ecologico como um processo ldgico, em que se avalia a
probabilidade de ocorréncia de efeitos adversos a satide dos ecossistemas, por algum
estresse ambiental causado por atividades antrépicas ou naturais. Incrementando tal
conceito temos uma ordem de impactos que abrangem em primeiro momento o
contato com poluente, mudancas bioquimicas, mudancas fisiol6gicas, resposta do
organismo, mudanca na comunidade, alteracdo na composi¢cao da populacéo e enfim,
interferéncia nos ecossistemas. Cada autor a seguir, descreve uma forma de
abordagem, com diferentes estratégias (CESAR, CASTILHOS, et al., 2014; ARTIOLA,
PEPPER e BRUSSEAU, 2004; MMA, 2009; OGA, CAMARGO e BATISTUZZO, 2014)

mas, de modo consensual, suas etapas, em esséncia, sao:

» Criacdo do problema: Definicdo dos agentes tdxicos de interesse (em
geral, substancias/elementos de maior toxicidade), dos receptores
ecologicos e das vias de exposicdo associadas aos diferentes organismos,

e da definicdo dos componentes de alta relevancia ecoldgica.

» Avaliacdo da exposicdo: Estimativa da taxa de incorporacdo dos
contaminantes de interesse pelos organismos, dependente de variaveis
como: concentracdo dos agentes toxicos (no ar, agua, solo, sedimento,
rocha), vias de exposicdo consideradas (taxas de ingestédo, inalacao,
hébitos alimentares, peso corpdreo, contato dérmico), tempo de exposi¢do
e 0 comportamento biogeoquimico dessas substancias/elementos no

ambiente.
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» Avaliacao da toxicidade: Determina-se a dose ou concentracao aceitavel
para receptores especificos que podem estar expostos nas condi¢cdes
atuais (antes da implementacdo do empreendimento) sem risco ou com um
risco minimo de desenvolvimento de efeitos adversos. Geralmente essa
avaliacdo ocorre na comparacao de referéncias padronizadas para uma
determinada localizac@o. Aqui é identificado o perigo por meio de testes e

bioensaios fisico-quimicos e toxicoldgicos.

» Caracterizacdo do risco: Probabilidade de ocorréncia e severidades, ou
seja, € uma etapa que comparacdo dos resultados da avaliagdo da
exposicao e da avaliacdo da toxicidade para encontrar o potencial das
substancias quimicas provenientes do local de causar risco a saude dos
receptores ecoldgicos. Uma das maneiras de calcular este risco (MORAIS,
TEIXEIRA e MAXIMIANO, 2014; SANTOS, 2019), é pelo produto da
concentracdo ingerida (Cin) de uma substancia hipotética X, dada em
mg.kg?.dia?l, pelo fator de carcinogenicidade (Fc) da substancia X, em
mg.kg?.dia' como identificado na equacédo 1. Tais calculos podem ser

feitos para diferentes compartimentos ambientais.

Risco, = C;,, *F, (Eq.1)

(Férmula para elementos potencialmente cancerigenos)

O fator de carcinogenicidade, como verificado pela Tabela 1 pode ser encontrado
em agéncias e organismos nacionais e internacionais reguladores, de acordo com as
possibilidades de exposicdo aos receptores, como por exemplo a duracéo e via de
exposicdo. Algumas dessas conhecidas agencias sdo a US EPA (United States

Environmental Protection Agency) e a IRIS (Integrated Risk Information System).

E importante ainda lembrar que, em um compartimento (solo, ar ou agua), o risco

total € a soma dos riscos (equacao 2) de cada substancia isolada (SPARLING, 2017,
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MORAIS, TEIXEIRA e MAXIMIANO, 2014). Lembrando que esse célculo € uma

estimativa e n&o considera o risco de tal, quando ele se encontra associado a outros.

Risco ¢5¢q1 = Risco, + Risco, + Risco, + (....) (Eq.2)

Tabela 1 — Valores para fatores de carcinogenicidade (Fc) para alguns elementos metalicos e

semimetalicos

Dose de referéncia

Fator de

Carcinogenicidade (Fc)

Fator de
Carcinogenicidade

EPT . - . . < .
Ingestdo Inalagdo Ingestdo Inalagdo  (Fc)- Agua potavel
(mg.kg'.d?)  (mg.m?3)  (mgkg'd?) (mg.m?3) (ne.L?)
Aluminio 1 1,4x10°3 NC NC NC
Arsenio e seus compostos 5, 4 1,5%10° 15 4,3x10° 5x10°
inorganicos
Béario e seus compostos 7x107? 1,4x10* NC NC NC
Cadmio e seus compostos 1x 10 -3 1,5x107° 6,3 1,8x10°3 NC
Chumb? e setls.compostos NC NC 8,5x10° NC NC
inorganicos
Cobalto e seus compostos 3x10* 2x10° NC 9 NC
Cromo 3x 103 1x10* NC 1,2 x107? NC
Manganés 2,4x1072 1,4x107° NC NC NC
Mercurio e seus compostos NC 3x10* NC NC NC
Zinco 3x 101 NC NC NC NC

NC= N&o consta nos bancos de dados pesquisados

2.3.2 Testes (eco)toxicoldgicos

Fonte: Adaptado (USEPA, 2008), 2023

Diversos tipos de organismos, sao utilizados na avaliacdo da toxicidade, assim

como no estudo da distribuicdo espacial e temporal de contaminantes. Por meio da
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ideia de monitoramento, a avaliacdo da toxicidade e da biodisponibilidade é
geralmente realizada através da observacdo de efeitos letais e subletais aos
organismos indicadores. O melhor bioindicador a se usar, depende da sensibilidade
do organismo, as condi¢cdes e vantagens da escolha (GERAS'KIN, EVSEEVA e
OUDALOVA, 2011). Cada caso possui caracteristicas especificas e analisando os
individuos possiveis, € possivel determinar o mais eficiente. Para este estudo,

sugerimos o uso do Allium cepa.

2.3.2.1 Testes ecotoxicolégicos com Allium cepa:

Allium cepa € o nome cientifico da cebola. Trata-se de uma espécie vegetal
muito sensivel a estresses quimicos, sendo possivel observar ja a olho nu, as
modificacdes no seu desenvolvimento (coloracéo do vegetal, comprimento da planta,
tamanho e quantidade das raizes). O Allium cepa responde com certa semelhanca, a
anormalidades induzidas por produtos quimicos especificos em sistemas tanto
animais quanto vegetais (LEME e MARIN-MORALES, 2009). Os mesmos autores,
relatam também que o vegetal possui células grandes que facilitam, em muito, a

analise microscopica das eventuais alteracdes em seu desenvolvimento.

Além dessas facilidades como possibilitar rapida visualizacdo das anomalias
guando os exemplares sédo colocados em contato com elementos metéalicos e outros
contaminantes, inclusive nanomateriais; trata-se de um vegetal barato e de facil
obtencdo (ARRAES e LONGHIN, 2012). Além disso, h& reconhecida similaridade na
organizacdo cromossdmica do vegetal com a dos seres humanos, aliada a uma alta
sensibilidade do organismo aos efeitos do meio externo, quando comparado a outras
espécies (BLAGOJEVIC, STAMENKOVIC® e VUJOSEVIC, 2009; QUADRA,
BIOROLAND, et al., 2018). O desenvolvimento do Allium cepa depende de diferentes
fatores, da regido na qual se pretende cultiva-lo, da temperatura, do fotoperiodo e,
principalmente, da fertilidade do solo. O cultivo é favorecido em meio com pH entre
5,5 e 6,0 e menores quantidades de fésforo (P), quando comparados aos nutrientes:
nitrogénio (N) e potassio (K) (BARBOSA, 2018).

Para o desenvolvimento vegetal, o solo é o principal meio de fornecimento de

diversos nutrientes (K*, Ca?*, Mg?*, Na*) e o facilitador da infiltracdo e dinAmica da
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dgua para absorcdo pelas raizes. Solos bem estruturados apresentam maior
porosidade, facilitam as trocas gasosas, dao condicbes a existéncia de uma
microbiota favoravel, influenciando em melhores condi¢cdes para o desenvolvimento
das raizes das plantas (BORTOLINI , 2022). De acordo com (ARATANI, 2009) a
capacidade produtiva de um vegetal e a sustentabilidade do sistema de manejo é
apenas um reflexo do grau de degradacé&o do solo, degradacéao esta, influenciada por
diversos fatores, como: clima local, tipologia associada, textura, ocupag¢ao e manejo
do solo. Considerando tais fatores como de extrema importancia ao desenvolvimento
das plantas vé-se que o desenvolvimento inadequado do Allium cepa pode facilmente
ser considerado como um forte indicio de que algo esta errado com o solo ou com a

agua absorvida pelo vegetal.

Os testes (eco)toxicolégicos que utilizam o Allium cepa, foram desenvolvidos
como um método para triagem rapida de produtos quimicos e amostras ambientais
em que geralmente, os testes sdo realizados para verificar efeitos citotoxicos
(toxicidade relacionada a mutacdes nas células ou em suas funcdes) e genotoxicos
(toxicidade relacionada a mutacdes no DNA) (GERAS’KIN, EVSEEVA e OUDALOVA,
2011; JAYAWARDENA, WICKRAMASINGHE e UDAGAMA, 2021; PATHIRATNE,
HEMACHANDRA e SILVA, 2015). O protocolo 208 da OECD - GUIDELINE FOR THE
TESTING OF CHEMICALS apresenta um guia para avaliar os efeitos da exposicéo a
produtos quimicos presentes no solo (ou outra matriz) em mudas de plantas

superiores e no crescimento inicial dessas plantas (OECD, 2006).

A) Testes com bulbos de Allium cepa — desenvolvimento de raizes:

O Allium cepa possui a possibilidade de expor o organismo teste diretamente
para misturas complexas (ARRAES e LONGHIN, 2012). O teste de desenvolvimento
de raizes consiste na exposi¢cao (de 48 horas pelo menos) dos bulbos de individuos
ja em fase adulta, a substancia(s) potencialmente tdxicas para avaliacdo do efeito

dessa exposi¢cao no crescimento radicular da planta.
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A imersdo do bulbo em substancia liqguida composta pelos contaminantes
extraidos do solo, pode provocar inibicdo do crescimento das raizes e efeitos adversos
causados aos cromossomos das ceélulas meristematicas do vegetal (ARRAES e
LONGHIN, 2012). Isso ocorre pela absor¢cdo da solucéo diretamente pelo bulbo.
Portanto é possivel verificar aspectos como: quantidades e tamanho das raizes e, de
forma microscopica, as alteracdes celulares das raizes. E importante garantir mesmas
condigcbes ambientais (quantidade de solucdo, tamanhos e pesos das cebolas,
temperatura e umidade) aos diferentes grupos (controles e testes) para as

comparacoes serem validas.

B) Testes de germinacao de sementes de Allium cepa:

Neste caso € feita a observacédo do desenvolvimento dos organismos em sua fase
inicial, utilizando-se sementes da espécie escolhida. A semente semeada em solo
(contaminado ou irrigado com solugdo contaminada) é observada por algumas
semanas, para verificacdo da inibicdo da brotacédo da espécie e do desenvolvimento
das plantulas. A avaliacao final ocorre apds, geralmente, 14 a 21 dias, apos se
observar 50% da emergéncia das mudas no grupo de controle. Nesse momento Sao
realizadas a avaliacdo visual da emergéncia das mudas; medi¢do do peso do broto
seco (alternativamente peso do broto fresco); comparacédo da altura do broto, assim

como também ha possibilidade de avaliacdo microscopica nas raizes (OECD, 2006).

A solo pode ser usado ja contaminado de inicio, ou de maneira mais controlada
pode ser utilizado a contaminacdo por meio da irrigacdo de substancia avaliada na
forma diluida em um substrato inicialmente saudavel. Novamente, € importante,

garantir a uniformidade nas condicfes do teste.

Dessa forma, esse trabalho de conclusdo de curso, assim como outros estudos
previamente publicados (PATHIRATNE, HEMACHANDRA e SILVA, 2015),
(GERAS’KIN, EVSEEVA e OUDALOVA, 2011) objetiva avaliar o potencial do uso da
espécie A. cepa em bioensaios, como ferramenta complementar simples e
economicamente viavel, para a avaliacao da toxidade de efluentes e residuos solidos

da mineracgao.



29

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

» Para alcancar os objetivos especificos 1 e 2: Artigos e materiais
bibliograficos foram coletados na plataforma Periodicos Capes;
» Para alcancar o objetivo especifico 3:

1) Individuos vegetais de Allium cepa - bulbos de pequeno tamanho
(pesos entre aproximadamente a faixa de 18 g a 30g); adquiridos em
supermercados e mercados da cidade.

2) Sementes de Allium cepa (fornecedor, Feltrin sementes — Sementes de
cebola amarela — pacotes de 400 mg) adquiridos em lojas de
suplementos agricolas da cidade

3) Amostra de solo da mina do Chico Rei. Descrito no tépico 3.2.3.2;

4) Solugbes padrao de Arsénio (As) - 1000 mg.L* (Fluka); Cadmio (Cd) —
997 mg.L1; Manganés (Mn) — 1000 mg.L* (SpecSol)

5) Agua destilada;

6) Substratos: Terra Fértil (Terra vegetal, esterco de curral, composto
organico, calcario dolomitico e finos de carvdo) e Vitaplan (casca de
pinus, areia para substrato, vermicomposto e vermiculita), adquiridos
em lojas de suplementos agricolas da cidade;

7) Caixas de germinacdo com luz led b-box- 20 cm (comprimento) x 20 cm
(largura) x 8 cm(altura) (Fornecedor Brota Company);

8) Copos de poliestireno com capacidade de 50 ml (CopoPlast) e 100 ml
(Copozan);

9) Palitos rolicos de madeira (caixa de 100 unidades da marca Gina);

10)Filtros biodegradaveis (filtros de cigarros - 6mm de diametro e 1,5 de
comprimento; marca Papelito);

11) Béqueres, pipetas, balanca, tubos Falcon, baldes volumétricos de 250
ml;

12) Material de papelaria;

13) Reagentes: Acido acético glacial e alcool etilico absoluto.
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3.2 METODOS

3.2.1 Verificacdo da possibilidade do uso de testes (eco)toxicolégicos usando

Allium cepa para monitoramento de ambientes com EPT’s

Buscando atingir cada meta definida dentro do tdpico objetivos especificos,

apresentam-se aqui as descricfes das etapas experimentais desenvolvidas:

3.2.2 Levantamento e identificacdo dos principais usos do Allium cepa na area

ambiental

Utilizando-se a plataforma Periodicos Capes (https://www-periodicos-capes-gov-

br.ezl.periodicos.capes.gov.br/index.php?) pretendeu-se buscar textos cujas

palavras-chaves representassem o0s assuntos referentes ao objetivo especifico 1, de
forma abrangente. As palavras definidas para essa finalidade foram: Monitoramento,
Allium cepa, toxicidade, metais, ensaio, genotoxicidade. Cada palavra foi buscada
individualmente em inglés (Monitoring, Allium cepa, toxicity, metals, assay e
genotoxicity), seguido de um cruzamento de resultados dentro de cada base para
refinamento de informagdes. As bases de pesquisas escolhidas, foram a Web of

Science e Scopus.

Apds a andlise e identificacdo de cada caso dos textos coletados, foram
elaboradas tabelas contendo as descricdes dos principais dados de cada texto
selecionados visando levantar detalhes de estudos que possam melhor sustentar a
hip6tese do uso dos testes com Allium cepa.

3.2.3 Testes ecotoxicoldgicos utilizando Allium cepa

Para validar o uso dos testes laboratoriais com Allium cepa, tanto com o bulbo do
individuo vegetal e a semente da espécie, foram feitos ensaios com a finalidade de
verificar a sensibilidade e resposta do vegetal a elementos metalicos e metaloides que
foram parte da metodologia aplicada para atingir objetivo especifico 4. Serdo usados
para esta atividade, solu¢des contendo As, Mn e Cd, e amostras de solo coletadas da
mina de Chico.
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3.2.3.1 Testes de desenvolvimento de raizes nos bulbos vegetais

Estes testes foram adaptados tendo base na metodologia proposta por
FISKESJO (1985) citada por Arraes e colaboradores (2012) o qual enfatiza que o
parametro macroscopico mais importante a ser analisado € o crescimento das raizes
podem ser realizados com a finalidade de se avaliar os efeitos da contaminacéo dos

compartimentos aquosos sobre a espécie vegetal estudada.

O bioensaio trata-se, de testes de resposta mais rapida, quando comparados
aos ensaios de germinacao (informacao obtida pds andlise laboratorial e considerando
periodo de resposta até 48 horas), podendo assim ser executados como um teste
exploratorio. Para esses ensaios utilizaram-se cebolas (Allium cepa) compradas em
mercados. Foram escolhidos vegetais pequenos com aproximadamente mesmo peso
e tamanho, para facilitar o manuseio e padronizar as condi¢des dos testes. Assim,

antes de cada experimento cada bulbo foi pesado e identificado.

Para a montagem experimental, colocou-se 40 ml de cada solug&o problema
em 1 pote de 50 ml de capacidade. Cada bulbo de cebola foi fixado na superficie dos
potes com o auxilio de palitos de madeira com angulacdo de 90 graus (cruzados), de
forma que apenas a base da cebola encostasse na solucdo, conforme corte do

sistema de ensaios demonstrado na Figura 5.

Figura 5 - Experimento do bulbo de Allium cepa em corte

Fonte: Elaboracéo propria
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Para melhor organizacdo e visualizacdo, 0s grupos experimentais (5
organismos por grupo) foram organizados em fileiras, dentro de um recipiente plastico
como mostrado na Figura 6. Os grupos experimentais foram mantidos em observacao
por 1 semana, com o cuidado de garantir que o vegetal se mantivesse em contato

com o fluido durante todo o tempo de duracdo do experimento.

Figura 6 — Pesagem e montagem experimental do teste de desenvolvimento de raizes de Allium cepa

Ao fim da exposicdo, as raizes desenvolvidas foram medidas e pesadas. As
trés raizes mais desenvolvidas em cada bulbo foram separadas e preservadas em
solucdo Carnoy (1ml de &cido acético glacial + 6 ml de Etanol 70 %) para
possibilidades de testes futuros que néo objetivos deste trabalho.

Os testes de brotacdo foram feitos com o emprego de soluc¢des formuladas com
diferentes concentracdes de As (Tabela 2), para estudo dos efeitos isolados do
metaloide e As, Cd e Mn, em diferentes propor¢cdes (Tabela 3), para estudo da
interacédo entre os EPT’s.

Efeito inibitorio de diferentes concentracdes de arsénio isolado

As concentracbes que foram usadas para este ensaio estdo descritas na
Tabela 2. A escolha das concentracfes deve-se a diluicdes de solucdo coletada em
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amostra de agua proximas a Mina do Chico Rei em Ouro Preto (concentracdo de 1
g.L'1). Ndo é uma quantidade comum de ser encontrada, porém é uma situagéo real
do municipio. Assim teve-se o cuidado de preparar 250 ml de cada solucédo a fim de
garantir a reposicdo dos volumes, em casos de eventuais perdas no sistema
(evaporagédo e absorgéo pela planta). Os valores de pH originais das solugbes néo
foram corrigidos. Como controle utilizou-se agua destilada.

Tabela 2 - Grupos experimentais e concentracdes de arsénio empregadas

Grupo Concentracdo de Arsénio (mg.L?)

A 100
B 10
C 1
D 7.5
E 5
F 2
G 0,5

Controle 0

Primeiramente foi realizada uma batelada de testes com 100 mg.L; 10 mg.Lt; 1
mg.L? e controle, obtidas por solucéo inicial de 1 g.L* diluidas em agua destilada. A
partir da solucdo mais concentrada T1, produziu-se as demais, por diluicdo. Apds
definidos os resultados nessa fase inicial, foram refinados os testes dentro de um
intervalo menor de abrangéncia (de 0,5 a 10mg.L!), sendo estas as concentracdes de

7,5;5; e 0,5 mg.L?, obtidas de mesma maneira que as solugdes anteriores.

Foram montados grupos experimentais, cada um com uma concentragdo, com 5
individuos cada, denominados por ordem alfabética e em ordem decrescente de

concentragéo e assim foram iniciados os testes.

Efeito inibitorio de Arsénio (As) + Cadmio (Cd) + Manganés (Mn)

Apoés andlise da Resolugdo Conama 357 (MMA, 2005) complementada pela

Resolucdo Conama 430 de 2009, observou-se que os limites de lancamentos em
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efluentes dos elementos As, Cd e Mn séo, respectivamente, 0,5; 0,2; e 1 mg.L?. Por
outro lado, o limite permitido em corpos d’agua de classe 2 para os mesmos elementos
sdo, respectivamente, 0,01; 0,001; e 0,1 mg.L . Na tentativa de testar os limites para
efluentes e verificar se os limites permitidos para dguas classe 2 (agua usada muitas
vezes para irrigacdo) seriam toxicos ao indicador selecionado para 0s ensaios,
escolheu-se trabalhar com concentracdes dos contaminantes com valores 100 vezes,
10 vezes e 1 vez maiores que os valores de referéncia (VR) permitidos para agua
classe 2, como descrito na Tabela 3. Cada grupo experimental foi composto por cinco
individuos, devidamente identificados. Da mesma forma, preparou-se volume de

solucéo suficiente para garantir reposicao, caso necessario.

Tabela 3 - Grupos experimentais e concentracdes da mistura (As+Cd+Mn) empregadas

EPT’s — Concentracéo

Grupo (mg.L%)
As Cd Mn
T1- (100 x VR*) 1 0,1 10
T2- (10 x VR¥) 0,1 0,01 1
Tz- (1 x VR¥) 0,01 0,001 0,1

*VR — Valor de referéncia, limite de 4gua classe Il (MMA, 2005)

3.2.3.2 Testes de germinacdo de sementes

Para estes ensaios, as sementes de Allium cepa foram obtidas em
estabelecimentos comerciais. Foram empregadas caixas de germinacao de sementes
(marca Brota Company — modelo b-box-Led) disponiveis no mercado nacional. As
caixas de germinacgao sao dotadas de sistema de iluminac¢éo para garantir a incidéncia
de luz por 16 horas. Como demonstrado, Figura 7 e Figura 8, cada caixa possui 6
recipientes para plantio (~ 5 cm de diametro, capacidade para 50 g de solo). Os
recipientes foram preenchidos com substrato e ficaram em contato com o liquido de
irrigacéo, contido dentro do recipiente maior com capacidade para 1 litro de solucao.

Por se tratar de sistema fechado, as perdas por evaporacao foram despreziveis.

Para permitir a ascensdo da 4gua do compartimento de irrigacdo ao solo,
utilizaram-se pequenos cilindros de celulose biodegradavel vendidos comercialmente

como filtros para confec¢ao de cigarros artesanais. O sistema de ensaio em corte esta
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representado na Figura 9, e os filtros de cigarros adquiridos, na Figura 10. Esse
aparato experimental foi utilizado para permitir a adogéo do protocolo experimental de

germinacao de sementes 208 da OECD - Guidelines for the Testing of Chemical.

Os ensaios foram realizados de duas formas distintas. Observou-se tanto o efeito
dairrigacdo de solo ndo contaminado com solugao contaminada com arsénio supondo
uma situacéo de contaminacao por irrigacado ao solo, que pode ocorrer na natureza
por fendmeno de lixiviagdo de substancias. Em um segundo momento foi testado o
solo da Mina do Chico Rei, que possui altos teores de metaloides e semimetais. Foram
recolhidos os dados finais ap6s ciclo de germinacdo (duas semanas), para a andlise
de resultados, em que foram avaliados o indice de germinacdo de sementes e o

desenvolvimento das plantulas.

Figura 7 — Montagem experimental dos testes de germinacdes
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Figura 8 — Componentes da caixa de germinagéo

A - Potes de plantio com orificio ao fundo
para conexao dos cilindros que
armazenam de material absorvente

B - Tampa da caixa, cilindros e encaixes
suporte de adicdo de agua a caixa.

C - A esquerda, caixa reservatorio e a direita, suporte com lampada led para iluminag&o
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Figura 9 - Corte esquemético do bioensaio com sementes e solugdo de arsénio

-

luido ascende
por capilaridade
até as
sementes.

Agua + As - ‘ c

Fonte: Elaboragao propria

Figura 10 — Filtros para testes de germinacéo

Embalagem adquirida dos filtros de cigarros _Estruturamento de 3
unidades para cada potinho
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A) Substrato irrigado com solu¢des contaminadas com arsénio

Foram feitas 6 replicadas de ensaios para cada concentracdo de arsénio.
Foram escolhidas as mesmas concentracdes de As utilizadas nos testes de
desenvolvimento das raizes (item 3.2.4.1). Para cada batelada de testes foram usadas
duas caixas de germinacdo ao mesmo tempo, possibilitando sempre usar uma caixa
como controle negativo enquanto em outra estudava-se o efeito da adicdo de algum

percentual de arsénio.

Neste caso, utilizaram-se 6 sementes por pote. Neste ensaio também se teve
a necessidade de constante manutencéo de liquidos no sistema. A iluminacéo artificial

foi mantida por 16 horas (de 7 as 23 horas) simulando um ambiente estavel.

Para o ensaio, inicialmente de forma a padronizar os experimentos, foram feitas
1 bateria de teste (Branco) com ambos o0s sistemas sendo irrigados apenas com agua.
Comparou-se inicialmente o efeito da agua destilada e da agua de torneira sobre a
brotacdo. Depois de ser realizada esta bateria de teste, foram feitas mais duas,
utilizando do mesmo solo dos testes brancos, simulando um ambiente em
contaminacdo acumulativa, usando as concentracées: 0,5 mg.L! e, na sequéncia 2
mg L1, com seus respectivos controles. Essas concentragdes foram adotadas devido
aos resultados obtidos na fase de testes com bulbo, utilizando-se apenas As como
contaminante. Tais concentragdes foram a menor e a maior concentragdo nas quais

se observou o desenvolvimento significativo de raizes.

B) Solo da Mina do Chico Rei

Alguns autores estudaram o solo da Mina do Chico Rei, também conhecida
como Mina da Encardideira, e identificaram os altos niveis de contaminacao por
metais e outros EPT’s, dentre os quais muitos sdo potencialmente cancerigenos
(ARAUJO, 2019; SANTOS, 2019) nos materiais nela coletados. Mais que isso Santos,
verificou 0s riscos ecoldgicos associados a adultos e criancas pela exposicéo
(ingestdo e inalacdo) de arsénio disponivel e descobriu que os parametros se
encontram adequados, dentro dos parametros definidos ao seu estudo. Porém as

concentragcdes de muitos dos elementos sédo motivos de atencéo.



39

A composicdo dos materiais coletados é descrita na Tabela 4 e Tabela 5. Para
0S ensaios realizados nesse projeto, escolheu-se a fragdo CR04 (0,053 - 0,088 mm),
pela sua maior representatividade granulométrica e por tratar-se de material fino,
normalmente mais soluvel (material este obtido, ja estudado e delimitado
granulometricamente pelo trabalho de preparacdo de amostra da Alcylane Santos

(2019)).

Tabela 4 - Distribuicdo granulométrica e pH das amostras da Mina de Chico Rei

Didmetro das particulas

Identificacio Fracio (mm) pH
CRO1 Argila (A) < 0,037 2.09
CRO2 . 0,037<Dp<0,044 246

Silte (S)
CRO3 0,044<Dp<0,053 3.43

L_CROA_ o __0053<Dp<o088 343 |
CROS Areia Muito Fina (AMF) 0,088<Dp=<0,105 3.44
CRO6 0,105<Dp=<0,125 3.06
CRO7 0,125>Dp>0,177 3.62
CRO8 Areia Grossa (AG) 0,177>Dp>0,250 3.49
CR0O9 0,250>Dp>0,420 3.64

Tabela 5 — Percentuais da distribuicdo granulométrica do solo da mina Chico Rei

Granulometria %
0,250 << 0,420 mm 23,30
0,105 << 0,250 mm 25,80
0,088 << 0,105 mm 5,87
0,053 <@ < 0,088 mm (:2:8-,-6:7:)
0,044 << 0,053 mm 11,26
0,044 <9< 0,037 mm 3,34

©< 0,037 mm 1,77

Fonte: (ARAUJO, 2019)

A fragdo CRO04 apresenta uma composicdo quimica que merece atencao
guando comparada aos limites descritos na Resolucdo CONAMA N° 420 DE 2009

(MMA, 2009). Devido ao seu potencial de toxidade para o desenvolvimento de plantas



40

optou-se por misturar o solo original com substrato comercial, antes de utilizar o
material nos testes de germinacdo de sementes. O substrato (Snut) foi preparado
utilizando-se uma mistura dos substratos comerciais das marcas Vitaplan e Terra
Fértil em partes iguais (1:1) (ARAUJO, 2019). A composicéo quimica da fragdo CR04

do solo coletado na Mina do Chico Rei, encontra-se descrita na Tabela 6.

Tabela 6 — Composicao da fracdo granulométrica CR04 (0,053 - 0,088 mm)

Elemento Concentragdo (mg. Kg') | Elemento Concentragéo (mg. Kg™)
Al 3307,17 Mn 5451,19
As 4453,03 | Mo 4,26
Ba 65,75 | Ni 88,69
Be 1,39 | Pb 25,21
Cd 15,52 | sr 5,45
Co 13,26 T 110,04
Cr 10,8 | \Y 9,74
Cu 52,4 Y 12,95
Fe 84986,12 | Zn 57,6
Li 2,47 |

Fonte: (SANTOS, 2019)

Para o preparo das misturas de substrato e solo, escolheu-se valores de 100
vezes, 10 vezes e 1 vez superiores que os valores de referéncia permitidos para o

arsénio na legislagdo analisada, ou seja, 15 mg.kg (1,5%).

Os solos para os ensaios de germinagéo foram preparados conforme Tabela 7.
Neste ensaio foi usada a estrutura em corte ilustrada na Figura 11. Nesse caso serao
feitas duplicatas para Ti (CR04 0,3368%), T2 (CR04 3,337%) e T3 (CR04 33,37%)
como evidenciado na Figura 12.

Tabela 7 — Preparacéo de solos para ensaios

Solo Concentracdes por componente
T1 Shut (99,66 g) + CR04 (0,3368 g)
T, Shut (96,632 g) + CR04 (3,368 Q)
Ts Shut (66,32 g) + CR04 (33,68 Q)

Controle Shut (100 g)




Figura 11 - Experimento em corte do ensaio com sementes e solo MCR

L

Fluido ascende
por capilaridade
ate as
sementes.

Agua

Fonte: Elaboragao propria

Figura 12 — Divisdo das concentracdes na caixa de germinacdo T1 (CR04 0,3368%), T2 (CR04
3,337%) e T3 (CR04 33,37%)

PONTILHADOS:

T1 - Verde

T3 - Vermelho

41
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Para ndo ocorrer chance de contaminacdo por dissolucdo na agua nho
reservatorio na base da caixa, ja que teremos mais de uma concentracdo de metais
em uma mesma caixa de germinacao devido as diferentes propor¢cdes de CR04 na
mistura, foi colocado um copo de poliestireno de 100 ml no fundo de cada pote de
cultivo para ndo haver contato entre os liquidos de irrigacdo dos diferentes grupos

experimentais, conforme apresentado na Figura 13.

Figura 13 — Estrutura da montagem do ensaio de germinagdo de sementes utilizando diluices de
solo da Mina do Chico Rei — fracdo CR04 + Snut

Para padronizacdo dos testes, inicialmente fez-se uma observacdo em duas
semanas, com 10 sementes em cada potinho, em duplicatas, utilizando como meio de
irrigacdo, agua de torneira, que mantém a umidade do solo e possibilita a germinacao.
A iluminacéo artificial foi mantida por 16 horas (de 6 as 22 horas) simulando um

ambiente estavel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Levantamentos bibliograficos - uso do Allium cepa para avaliacdo da

gualidade ambiental

A partir da analise do material bibliogréfico coletado a respeito da possibilidade
dos usos do organismo Allium cepa na area ambiental, foram construidas tabelas
resumindo as principais informacdes dos textos encontradas nas bases Web of
Science e Scopus, situadas no site Periédico Capes. Foram escolhidos alguns artigos

e desses foram registradas as informacdes consideradas essenciais para o estudo.

Abaixo apresenta-se o Quadro 1 com os 8 principais resultados obtidos na base
da Web of Science. E logo apos, no Quadro 2 apresentam-se 0s 14 resultados mais

relevantes, obtidos na base Scopus.
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Quadro 1 - Resultados das buscas de artigos, dentro da base Web of Science, no site do Periddicos Capes. Palavras chaves usadas: Monitoring, Allium

cepa, toxicity, metals, assay e genotoxicity.

Web of Science

Titulo do artigo (traduzido para
0 portugués)

Objetivo do uso do Allium
cepa

Parte da Planta
usada

Conclusao. O teste foi eficiente

contextualizada?

para a situacao

Avaliacdo da citogenotoxicidade
de uma mistura de metais
pesados, detectada em um
pantano poluido: Micronucleos e
inducdo cometa no sapo verde
indiano (Euphlyctis
hexadactylus) eritrécitos e o

ensaio de Allium cepa
(JAYAWARDENA,
WICKRAMASINGHE e

UDAGAMA, 2021)

Avaliacao da
citogenotoxicidade de
contaminag&o metalica
antecipadamente evidenciada
(Cd, Cr, Cu, Pb e Zn ~5 ppm
cada), em ambiente poluido
pantanoso urbano,
denominado  santuario  de
Bellanwila-Attidiya (BAS) no Sri
Lanka, por meio de uma bateria
de testes citogenotéxicos.

Bulbo de cebolas
(Allium cepa).
Avaliagéo de
crescimento de
raizes.

O teste de Allium cepa apresenta efeitos relevantes em questéo a
toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade, principalmente para as
concentracdes de teste mais altas (>5 ppm) em que garantem uma
mistura de metais pesados potencialmente problematicas, no
ecossistema pantanoso.

Eficacia do sistema de teste de
Allium cepa para triagem de
citotoxicidade e genotoxicidade
de efluentes industriais
originados de diversas atividades
industriais. (PATHIRATNE,
HEMACHAN e SILVA, 2015)

Avaliacdo de um conjunto de
ensaios para triagem de
citotoxicidade e genotoxicidade
de efluentes tratados
originados por quatro tipos de
atividades industriais. Duas
inddstrias téxteis, trés
indastrias de derivados de
borracha, duas estacbes de
tratamento comuns de zonas
industriais e duas estacfes de
tratamento de agua.

Bulbo de cebolas
(Allium cepa).
Avaliagéo de
crescimento de
raizes.

Ainda que a maioria dos parametros fisico-quimicos determinados
nos efluentes se encontrassem dentro do intervalo de tolerancia
definidos para descarga de efluentes em &aguas superficiais
interiores, o organismo A. Cepa. detecta que os efluentes possuem
contaminantes com acao citotoxicas e genotoxicas que néo haviam
sido removidas pelos processos de tratamento.
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Web of Science

Titulo do artigo (traduzido para
0 portugués)

Objetivo do uso do Allium
cepa

Parte da Planta
usada

Conclusdao. O teste foi eficiente

contextualizada?

para a situacao

Avaliacdo da genotoxicidade de
cinzas dispersas de carvdo a
células radiculares de Allium
cepa células combinando o
ensaio cometa.
(CHAKRABORTY, MUKHERJEE
e MUKHERJEE, 2009)

Avaliacdo da toxicidade das
cinzas volantes, encontradas
em usina termelétrica de
Bengala Ocidental, na india.

Bulbo de cebolas
(Allium cepa).
Avaliacao de
crescimento de
raizes.

O teste se mostrou bastante eficiente.

O tradicional e simples teste de Allium cepa pode fornecer dados
abrangentes. As préprias cinzas volantes s&o citotdxicas e
retardam o crescimento das raizes.

Ensaio de genotoxicidade de
amostras de sedimentos e 4gua
das areas pos-mineragéo da Alta
Silésia, Polbnia por meio de
Allium-teste. (GERAS'KIN,
OUDALOVA, et al., 2011)

Avaliacdo do potencial
genotoxico de dois
compartimentos ambientais
(4gua e sedimento)

componentes da Bacia de
Carvéo da Alta Silésia (USCB),
na Polbnia, utlizando de
células do organismo Allium
cepa.

Bulbo de cebolas
(Allium cepa).
Avaliagéo de
crescimento de
raizes.

Estudo mostra que influéncia sobre a germinacdo do bulbo da
cebola nas amostras de agua e sedimento é relativamente baixa.

Mesmo com grande mudanga na composicdo quimica de
amostras de agua (da agua destilada para a amostra altamente
poluida) ndo foram evidenciadas efeito significativo no indice
mitotico do Allium cepa.

Avaliacao citotoxica e genotoxica
de solos agricolas de uma regiéo
industrial. (MASOOD, PANDEY,
etal., 2021)

Avaliacdo dos impactos
negativos - citotéxicos e
genotoxicos em solo agricola
possivelmente  contaminado
em area industrial de Dera

Bulbo de cebolas
(Allium cepa).
Avaliagéo de
crescimento de
raizes.

Area agricola proxima ao polo industrial Dera Bassi esta
contaminada com compostos genotoxicos e mutagénicos,
conforme indicado por diferentes testes realizados. Portanto, mais
testes genotdxicos e quimicos sdo necessarios para delinear o
perfil de toxicidade de amostras de solo de areas agricolas nesta
regiao.
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Web of Science

Titulo do artigo (traduzido para
0 portugués)

Objetivo do uso do Allium
cepa

Parte da Planta
usada

Conclusao. O teste foi eficiente

contextualizada?

para a situacao

Bassi (Punjab, india) com
testes com organismos E.coli e
Alium cepa.

Da coleta ao descarte: andlises
fisicas, quimicas e biologicas
para monitoramento da
qualidade da agua em
piscicultura. (SOUZA, SPOSITO,
etal., 2019)

Avaliacdo da qualidade da
agua em duas pisciculturas na

localidade de Grande
Dourados, Brasil, desde a
captacdo até o local de

descarte de efluente, utilizando
os testes Allium cepa, Astyanax
lacustres e a Salmonella.

Sementes de
cebolas  (Allium
cepa). Avaliacao
de crescimento de
raizes (1,5 cm).

Ndo houve diferenca estatistica entre coletas em duas
pisciculturas. Concluiu-se também que o0s danos genéticos
identificados podem estar associados a presenca de metais e
contaminantes nas amostras de efluentes, sugerindo que, produtos
guimicos encontrados na &gua, possuem potenciais efeitos
genotdxicos e mutagénicos que estdo relacionados ao tipo de uso
e cobertura do solo na area da regiéo.

Efeitos mutagénicos e
genotodxicos das aguas residuais
urbanas de Guelma, Argélia.
(TABET, ABDA, et al., 2015)

Ensaios sobre a
mutagenicidade e
genotoxicidade das aguas
urbanas residuais de Guelma
na Argélia, examinadas entre
abril de 2012 e abril de 2013.
Realizados dois testes
biolégicos: o teste de Ames
(duas cepas de Salmonella
typhimurium) e aberracdes
cromossémicas (CA) em Allium
cepa. Para este ultimo, pontas
de raiz foram empregadas nas
amostras coletadas em cinco
diferentes estagios de
amostragem.

Bulbo de cebolas
(Allium cepa).
Avaliacao de
crescimento de
raizes.

Tanto os metais detectados no estudo em questdo, quanto outras
classes dos contaminantes, sdo provavelmente os agentes que
induzem a toxicidade genética no local avaliado.
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Web of Science

Titulo do artigo (traduzido para
0 portugués)

Objetivo do uso do Allium
cepa

Parte da Planta
usada

Conclusdao. O teste foi eficiente

contextualizada?

para a situacao

Citotoxicidade e genotoxicidade
da agua do rio Guaribas (Piaui,
Brasil), influenciada pela acéo
antropica. (SOUZA, PERON, et
al., 2017)

Avaliacéo da influéncia
citogenotéxicos da agua do rio
Guaribas (rio brasileiro), entre
as estacdes seca e chuvosa de
2014 usando teste com o Allium
cepa. Avaliou-se as variaveis
téxico genéticas, como
crescimento radicular, o indice
mitético e as aberracdes
cromossbmicas, em células
meristematicas expostas a
amostras de agua coletadas a
montante, no interior e a
jusante da cidade de Picos no
estado de Piaui.

Bulbo de cebolas
(Allium cepa).
Avaliagéo de
crescimento de
raizes.

Comprovacdo dos efeitos toxicos, citotoxicos, genotdxicos e
mutagénicos da agua do rio Guaribas em diferentes locais por
ensaios em organismo de A. cepa.
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Quadro 2 - Resultados buscas de artigos, dentro da base Scopus, no site do Periddicos Capes. Palavras-chave pesquisadas: Monitoring, Allium cepa,

toxicity, metals, assay e genotoxicity.

Scopus

Titulo do artigo (traduzido para
0 portugués)

Objetivo do uso do Allium cepa

Parte da
usada

Planta

Conclusdo. O teste foi eficiente para a situacéo
contextualizada?

Atividade fotocatalitica eficiente de
nanoesferas de Au e Mg na
mineralizag&o de poliestireno: uma

Avaliacdo da genotoxicidade e
citotoxicidade antes e depois da

Sim. Genotoxicidade do poliestireno em Allium cepa foi

estratégia de remediacéo ~ e . . . ~ ~
g, 9~ degradacéo fotocatalitica do PS Ponta de raiz de A. realizada antes e ap0s a degradacéo e os resultados néao
sustentavel na fotodegradacdo . . . .
) . . (particulados), por mineralizacdo | cepa mostraram nenhuma toxicidade pelo produto degradado. O
induzida pela luz solar, toxicidade N ~ L - .
. ~ . da substancia na cebola. Absorcdo que comprova hipétese de remediacao sustentavel.
ambiental e detec¢&o de cefixima. de nanoparticulados
(BALASURYA, AL-GHAMDI, et al., P
2022)
o L N . Bulbo de cebolas | O teste com Allium cepa revelou que as amostras de solo
Avaliagdo da contaminacdo por | Avaliacdo quanto ao seu potencial . R o o o
. . L L. : (Allium cepa). | tém potencial risco genotoxico significativos para os seres
metal(6ide) e potencial genotéxico | genotdxico, usando o Allium cepa . . . . .

. ~ Avaliacéo de | vivos expostos, que incluem organismos como a microflora
de solos agricolas. (KUMAR, | para estudo de aberragdo crescimento de | do solo, plantas, organismos do solo e seres humanos em
BHATTI e NAGPAL, 2021) cromossémica radicular. . P » 019

raizes. contato com os solos.
Avaliacdo dos impactos negativos . . L. . . . .
. L. A area agricola préxima ao polo industrial Dera Bassi esta
e . - citotoxicos e genotéxicos em solo | Bulbo de cebolas . . .
Avaliacdo citotdxica e genotoxica . . . contaminada com compostos genotoxicos e mutagénicos,
. . agricola possivelmente | (Allium cepa). - . .
de solos agricolas de uma regido . , . . . conforme indicado por diferentes testes realizados.
) . contaminado em area industrial de | Avaliacédo de : o . ~
industrial. (MASOOD, PANDEY, et . . o . Portanto, mais testes genotoxicos e quimicos Sao
Dera.Bassi (Punjab, India) com | crescimento de L : : -
al., 2021)* . . . necessarios para delinear o perfil de toxicidade de
testes com organismos E.coli e | raizes. , . x
. amostras de solo de areas agricolas nesta regiao.
Allium cepa.
Avaliacdo da citogenotoxicidade | Bulbo de cebolas | O teste de Allium cepa revelou efeitos relevantes em
de contaminacéao metélica | (Allium cepa). | questao de toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade.
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Scopus

Titulo do artigo (traduzido para I . Parte da Planta | Conclusdo. O teste foi eficiente para a situagéo
~ Objetivo do uso do Allium cepa :
0 portugués) usada contextualizada?
Avaliacio da citogenotoxicidade previamente evidenciada (Cd, Cr, | Avaliacao de | Principalmente para as concentracdes de teste mais altas
de uma mistura de metais Cu, Pb e Zn ~5 ppm cada), em | crescimento de | (>5 ppm) em que possui uma mistura de metais pesados
ambiente de pantano urbano | raizes. potencialmente problematicas, tidos no ecossistema de

pesados, detectada em um
pantano poluido: Micronucleos e
inducdo cometa no sapo verde
indiano (Euphlyctis hexadactylus)
eritrocitos e o ensaio de Allium
cepa (JAYAWARDENA,
WICKRAMASINGHE e
UDAGAMA, 2021)*

poluido, denominado santuério de
Bellanwila-Attidiya (BAS) no Sri
Lanka, por meio de uma bateria de
testes citogenotoxicos.

pantano.

Da coleta ao descarte: analises
fisicas, quimicas e biolégicas para
monitoramento da qualidade da
agua em piscicultura. (SOUZA,
SPOSITO, et al., 2019)*

Avaliacdo da qualidade da agua
em duas pisciculturas na
localidade de Grande Dourados,
Brasil, desde a captacdo até o
local de descarte de efluente,
utilizando os testes Allium cepa,
Astyanax lacustres e a Salmonella.

Sementes de cebolas

(Allium cepa).
Avaliacao de
crescimento de

raizes (1,5 cm).

Referente ao A. cepa, ndo houve diferenca estatistica entre
coletas de duas pisciculturas. Concluiu-se também que os
danos genéticos observados podem estar associados a
presenca de metais e contaminantes nas amostras de
efluentes. Sugerindo que, produtos quimicos encontrados
na &gua, possuem potenciais efeitos genotdxicos e
mutagénicos que estdo relacionados ao tipo de uso e
cobertura do solo na &rea da regido.

Complexo de prata de acido
salicilico e seu hidrogel-creme na
quimioterapia para cicatrizacdo de
feridas. (STATHOPOULOU,
CHRISTINA, et al., 2018)

Avaliacdo da genotoxicidade do
complexo de prata de &cido
salicilico e seu hidrogel-creme

Exposicao de
amostra da
substancia analisada
diretamente nas
células

N&o foi detectada genotoxicidade na substancia analisada,
indicando que ela é uma candidata ao desenvolvimento de
um novo medicamento eficiente a base de metalofarmacos
a base de prata.
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Scopus

Titulo do artigo (traduzido para
0 portugués)

Objetivo do uso do Allium cepa

Conclusdo. O teste foi eficiente para a situacéo
contextualizada?

A influéncia de metais pesados em
danos toxicogenéticos em um rio
tropical brasileiro. (MATOS,
CUNHA, et al., 2017)

Avaliacdo da citotoxicidade e
genotoxicidade realizados em
Allium cepa e teste cometa.

A anadlise toxicogenética apresentou efeitos citotoxicos,
mutagénicos e genotoxicos significativos em diferentes
tempos de exposicdo e camadas de 4gua, especialmente
alteracdes nos defeitos do fuso mitético. As correlagbes
entre Fe e citotoxicidade e Al e mutagenicidade foram
estatisticamente significativas e apontam para a
participacdo de metais pesados nos danos genotoxicos.

Extracdo de carvdo causa toxidez
de sedimentos em ambientes
aquéaticos em Santa Catarina,
Brasil. (FREITAS, RAMBO, et al.,
2017)

Avaliacdo dos parametros da agua
em lagoas afetadas pela extracéo
de carvao por teste de Allium cepa,
usado para medir a
genotoxicidade/mutagenicidade
dos sedimentos que foram
influenciados por atividades de
mineracdo de carvdo em Santa
Catarina, sul do Brasil.

O teste de A. cepa é uma ferramenta simples e (til para
andlises de genotoxicidade/mutagenicidade para uso em
monitoramento e manejo ambiental em areas influenciadas
por atividades de mineragdo e 0 ensaio representa uma
importante etapa do diagndstico ambiental.

Riscos potenciais do residuo do
rompimento da barragem da mina
da Samarco (Bento Rodrigues,
Brasil). (SEGURA, NUNES, et al.,
2016)

Caracterizagdo de material de
contaminacdo (lama), solo de
fundo e agua nos percursos
fluviais. Avaliagdo de riscos por
par&dmetros observados devido
exploséo da barragem.

Parte da Planta
usada
meristematicas do
Allium cepa.

Bulbo de cebolas
(Allium cepa).
Avaliagcéo de
crescimento de
raizes.

Bulbo de cebolas
(Allium cepa).
Avaliacao de
crescimento de
raizes.

Sementes da
variedade Baia

Periforme em ensaio
cometa.

Teste cometa revelou possiveis danos citotoxicos e ao
DNA. Ba, Sr, Fe, Mn e Al possuem alto potencial de
mobilidade.
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Polénia por

Scopus
Titulo do artigo (traduzido para I . Parte da Planta | Conclusdo. O teste foi eficiente para a situagéo
~ Objetivo do uso do Allium cepa :
0 portugués) usada contextualizada?
Avaliou-se um sistema de ensaios
Eficacia do sistema de teste de | Para triagem de citotoxicidade e
Allum cepa para triagem de genotoxicidade  de  efluentes Ainda que a maioria dos parametros fisico-quimicos
citotoxicidade e tratados provenientes de quatro | Bulbo de cebolas | medidos dos efluentes se encontrarem dentro dos limites
tipos de atividades industriais | (Allium cepa). | de tolerancia definidos para descarga de efluentes em
genotoxicidade ~ de  efluentes | (quas indastrias téxteis, trés | Avaliagdo de | &guas superficiais interiores. O A. cepa. revela que os
industriais originados de diversas | jnqustrias  de  derivados de | crescimento de | efluentes continham contaminacdes citotoxicas e
atividades industriais. | porracha, duas estacbes de | raizes. genotdxicas que ndo haviam sido removidas pelos
(PATHIRATNE, HEMACHAN € | tratamento comuns de zonas processos de tratamento.
SILVA, 2015)* industriais e duas estacdes de
tratamento de agua).
Genotoxicidade e mutagenicidade ~
de amostras de &gua do rio Bubo  de  cebolas Resultasjos sugerem uma .relac;ao. ,elzntre
Monjolinho (Brasil) Avaliacdo dos efeitos de efluentes (Allium cepa) sazoni':ll|.dade/temperatu[a. e efeitos C|toto>,<|cos,
domésticos e industriais no rio o * | genotdxicos e mutagénicos observados em células
ap6s recebimento de efluentes | \oniolinho em diferentes estaces Avalla_lc;ao de | radiculares expostas a amostras de agua do Rio
néo tratados. (BIANCHI, | 4o ano. crt}asmmento de | Monjolinho. No inverno néo foram observadas alteracdes
ESPINDOLA © MARIN- ralzes. cromossoémicas ou celulares nas células de Allium cepa
MORALES, 2011) '
Avaliacdo do potencial genotéxico Bulbo de cebolas | Estudo mostra que influéncia sobre a citotoxicidade da
Ensaio de genotoxicidade de | de dois compartimentos | (Allium cepa). | germinacdo do bulbo da cebola nas amostras de agua e
amostras de sedimentos e agua | ambientais (agua e sedimento) | Avaliacdo de | sedimento € baixa. Mesmo com grande mudanga na
das areas pés-mineracdo da Alta | componentes da Bacia de Carvao | crescimento de | composi¢do quimica das amostras de Agua (da agua
Silésia, meio de | daAlta Silésia (USCB), na Poldnia, | raizes. destilada para a amostra altamente poluida) n&o
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Scopus
Titulo do artigo (traduzido para — . Parte da Planta | Conclusdo. O teste foi eficiente para a situacéo
. go P Objetivo do uso do Allium cepa . P ¢
0 portugués) usada contextualizada?
Allium-teste. (GERAS'KIN, | utilizando o emprego de células do evidenciou em efeito significativo no indice mitético do
OUDALOVA, et al., 2011)* organismo Allium cepa. Allium cepa.
o . Avaliacdo do potencial genotéxico | Bulbo de cebolas . .
Avaliacdo da genotoxicidade em ,Q P 9 . Os resultados do bioensaio com o A. cepa mostrou
. e das aguas da Lagoa Extremoz na | (Allium cepa). o a -
ambiente aquatico impactado pela . o mudangas significativas na frequéncia de aberragbes
. costa Nordeste do Brasil,usando o | Avaliagédo de . L e ~
presenca de metais pesados. ensaio com Allium cepa. teste de | crescimento de cromossOmicas e no indice mitotico em relagédo ao controle
(BARBOSA, CABRAL, etal., 2010) | o °0© ceps, ) negativo.
microndcleo e ensaio cometa. raizes.
A toxicidade e a eficicia de uma
tecnologia de biorremediagéo
baseada em algas foram avaliadas
. . por meio de bioensaios para o A andlise estatistica dos dados indica uma reducao
Uso de bioensaio de . . S iy . .
- risco ecolégico de efluentes | Bulbo de cebolas | significativa na genotoxicidade associada a uma notavel
genotoxicidade  vegetal para | . . . . . ~ ~ . .
. A - industriais contaminados por meio | (Allium cepa). reducdo nas concentracdes de metais pesados apdls
avaliagéo de eficiéncia de biofiltros , . . . o -
. L de testes de fitogenotoxicidade | Avaliagdo de | biorremediacdo por algas. Os bioindicadores usados
de algas na biorremediagdo de . . . oy o
. . L conduzidos com Allium cepa e | crescimento de | possuem abordagem de genotoxicidade foi eficaz no
efluentes  industriais  toxicos. - L . . . ; N
Vicia faba para avaliacgdo da | raizes. monitoramento de efluentes biorremediados quanto a

(MIGID, AZAB e IBRAIM, 2005)

genotoxicidade dos efluentes
industriais antes e ap6és o
tratamento com diferentes tipos de
biofiltros de algas (BF).

toxicidade.

*Textos também encontrados na base Web of Scienc
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Como observado nas tabelas acima, alguns artigos constavam de ambas as
bases consultadas assim, o banco de dados inicial foi reduzido a 17 artigos. Na
maioria deles, foram feitos os testes com bulbos de cebola, teste considerados mais

praticos para uso direto de efluentes liquidos.

Algumas caracteristicas dos elementos metélicos foram pontuadas nos artigos
e sao importantes de serem abordadas. Como se sabe, os metais pesados sdo
extremamente toxicos em concentracdes residuais, mas diferentemente dos
poluentes organicos, ndo sao biodegradaveis (MIGID, AZAB e IBRAIM, 2005). Um
outro aspecto importante de se atentar € que, mesmo apos o término das atividades
de mineragéo, os metais pesados podem permanecer no ambiente por muito tempo
(FREITAS, RAMBO, et al., 2017).

No estudo produzido por Balasurya e seus colaboradores, trabalhando com
nanoesferas (BALASURYA, AL-GHAMDI, et al., 2022), os autores discutem que,
mesmo sendo uma técnica simples de bioensaios, o bioindicador foi util para
demonstrar os efeitos de contaminantes emergentes, produzidos mais recentemente,

como as nanoparticulas.

As aplicacBes dos ensaios foram diversas. Vemos que alguns artigos foram
especificos para verificacdo da eficacia de tratamentos de efluentes, como vistos 0s
textos: “Eficacia do sistema de teste de Allium cepa para triagem de citotoxicidade e
genotoxicidade de efluentes industriais originados de diversas atividades industriais”
(PATHIRATNE, HEMACHAN e SILVA, 2015); “Atividade fotocatalitica eficiente de
nanoesferas de Au e Mg na mineralizacdo de poliestireno: uma estratégia de
remediacdo sustentdvel na fotodegradacdo induzida pela luz solar, toxicidade
ambiental e deteccéo de cefixima” (BALASURYA, AL-GHAMDI, et al., 2022); e “Uso
de bioensaio de genotoxicidade vegetal para avaliacdo de eficiéncia de biofiltros de
algas na biorremediacéao de efluentes industriais toxicos” (MIGID, AZAB e IBRAIM,
2005).

Os artigos: “Ensaio de genotoxicidade de amostras de sedimentos e agua das
areas pos-mineracao da Alta Silésia, Polonia por meio de Allium-teste” (GERAS'KIN,

OUDALOVA, et al., 2011); “Extracdo de carvao causa toxidez de sedimentos em
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ambientes aquaticos em Santa Catarina, Brasil” (FREITAS, RAMBO, et al., 2017); e
“Riscos potenciais do residuo do rompimento da barragem da mina da Samarco
(Bento Rodrigues, Brasil)” (SEGURA, NUNES, et al, 2016), por sua vez
demonstraram a eficacia dos testes com o uso dos testes dentro do contexto da

inddstria mineradora.

No quesito sensibilidade e confianca do teste com A. cepa possibilitando
inferéncias para o organismo humano, o artigo: “Complexo de prata de acido salicilico
e seu hidrogel-creme na quimioterapia para cicatrizacdo de feridas”
(STATHOPOULOU, CHRISTINA, et al., 2018), reflete a confianca da transferéncia da
resposta obtida com o bioindicador para o estudo de resposta para efeitos no

organismo humanao.

Pelos resultados apresentados, € possivel deduzir que o A. cepa pode ser
utilizado como indicador de toxicidade ambiental em diferentes situacdes. Avaliando
ainda com mais detalhe os resultados apresentados, vé-se a possibilidade do
emprego desses ensaios para diferentes efluentes provenientes de atividades
industriais diversas (PATHIRATNE, HEMACHAN e SILVA, 2015). Os testes podem
ser empregados para se comparar diferentes efluentes (liquidos e sélidos) de uma
mesma origem industrial (GERAS'KIN, OUDALOVA, et al.,, 2011) ou efluentes
domésticos e industriais (BIANCHI, ESPINDOLA e MARIN-MORALES, 2011). Alguns
autores avaliaram ainda a qualidade de mesmos tipos de efluentes, porém coletados
em locais diferentes (SOUZA, SPOSITO, et al., 2019) ou de um mesmo efluente,
avaliado em periodos do ano diferentes (SOUZA, PERON, et al., 2017), avaliando as

variacfes sazonais.

Em todos artigos, vemos 0 uso da microscopia para estimar a incidéncia de
mutacdes no bioindicador Allium cepa e possibilidade préatica de uso conjunto a outros
bioindicadores (sapo  verde indiano) como em (JAYAWARDENA,
WICKRAMASINGHE e UDAGAMA, 2021).

Seja na verificagdo da existéncia de componentes toxicos residuais no sistema
ou para controle temporal da ocorréncia do contaminante, o Allium cepa se apresenta
como forte candidato a bioindicador eficaz para o contexto problematico objeto deste

estudo.
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4.2 Ensaios ecotoxicologicos usando Allium cepa

4.2.1 Avaliacdo da capacidade de geracao de raizes por bulbos de Allium cepa —
efeito da presenca de EPT’s

4.2.1.1 Ensaios com Arsénio

Uma etapa de triagem inicial foi realizada empregando-se as concentragdes de
As de 1, 10 e 100 mg.L* (grupos C, B e A) e 4gua destilada como controle.

Numa etapa subsequente, a partir da analise dos resultados obtidos na triagem,
avaliando-se a capacidade de resisténcia das plantas, foi realizada uma segunda
bateria de testes, com a concentragbes de As variando entre 0 e 10 mg.L-1 para
melhor definicdo de parametros como o CENO - concentracdo mais elevada que
estatisticamente ndo teve efeito observado significativo nas suas respostas em
comparacao com o teste controle e o valor de CEO, ou seja, a concentracdo mais

baixa, que estatisticamente provocou um efeito observado significativo.

Os grupos experimentais foram assim denominados: D, E, F e G, com

concentragées de As de 7,5; 5,0; 2,0 e 0,5 mg.L™.

Na Tabela 8 temos as condi¢des iniciais (pH e temperatura da solucdo) dos
testes de desenvolvimento de raizes do Allium cepa em presenca de concentracdes

crescentes de As.

Tabela 8 — Condicdes iniciais para testes de geracao de raizes por bulbos de Allium cepa em
presenca de diferentes concentracdes de As.*

Conc. As Grupo _ pl—_| Tempergtura da Volume de solucgéo
(mg.L?) inicial solucéo(°C) por pote (ml)
100 A 9,63 24.4 40
10 B 7,28 24,7 40
7,5 D 7,33 21,7 40
5 E 7,16 23 40
2 F 6,18 21 40
1 C 6,52 25 40
0,5 G 6,59 17,7 40

Agua destilada
pura
*Teste realizado em fevereiro de 2022

0 5,28 24,5 40
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Percebeu-se, durante a afericdo do pH das solu¢cdes em temperatura ambiente,
que as concentracdbes com maior quantidade de arsénio apresentaram maior

alcalinidade.

Na Tabela 9 estédo descritos 0s resultados experimentais observados nas duas
baterias de testes de desenvolvimento de raizes, ap0s uma semana de observacao,

testes estes realizados no més de fevereiro de 2022.

Tabela 9 - Testes de desenvolvimento de raizes - Resultados

Peso Relagédo do
Peso Peso . Cebolas Peso final
Conc. As inicial  final  [nal- comp. com Coletada médio/
; Grupo i Ly Peso Raizes ok
(mg/L) médio médio . .. desenv. (raizes)** Peso
* inicial  (cm) . oo
(9) (9) @) de raizes inicial
9 meédio
100 A 17,576 17,576 0 0 0 1
10 B 16,86 16,86 0 0 0 1
7,5 D 26,11 26,11 0 0 0 1
5 E 23,29 23,29 0 0 0 1
2 F 20,272 21,756 1,48 29 5 15 0,931
1 C 15,926 17,51 1,58 4,1 4 12 0,909
0,5 G 22,106 23,634 1,53 4,34 4 12 0,935
0 Controle 19,07 21,59 2,52 6,1 5 15 0,883

*Peso das amostras finais em grupos sem crescimento de raizes, foram consideradas iguais;
**Coletas de 3 raizes por cebola;

As relagBes entre o peso inicial e o peso final apontam que quanto mais proximo
de 1, menor o desenvolvimento do vegetal. As cebolas dos grupos A, B, D e E néao
apresentaram desenvolvimento demonstrando que realmente, a partir da
concentracdo de 5 mg.L! o arsénio passou a interferir negativamente na planta sendo
essa entdo a concentracdo maxima de As tolerada pela espécie considerada como a
CEO. Mesmo a menor concentragdo de As empregada, 0,5 mg.L! causou alteragcées

na capacidade dos bulbos em emitir raizes.

Na Figura 14 temos as fotos que mostram a diferenca visual nos grupos
estudados. Apenas os grupos C, F, G e Controle (menores concentracdes de AS)

tiveram desenvolvimento consideraveis comparados aos demais grupos.
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Além do comprimento da raiz, outra caracteristica visualmente analisada, que
pode ser verificada na Figura 14 € a quantidade de raizes, que decresce a medida
gue a concentracdo de Arsénio aumenta. Observou-se também outra questdo
relevante quanto a fragilidade das raizes das cebolas. Ainda que os bulbos em contato
com maiores concentragfes de arsénio produzissem raizes, estas eram bem mais

finas e com alta facilidade de ruptura da sua estrutura.

Figura 14 - Imagem das cebolas por grupos. Sendo A - 100 (mg As).L%; B - 10 (mg As).L?; ; C -
7,5 (mg As).L1; D-5(mg As).L1; E-2(mgAs).LL; F-1(mgAs).L!;eG- Agua destilada.
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A) Ensaio com a mistura de ETP’s (As + Cd + Mn)

Pela Tabela 10 percebe-se que quanto mais concentrada a solucéo, mais acido
€ o valor do pH da mesma. Os valores de pH das solu¢gées ndo foram corrigidos,
propositalmente.

Tabela 10 - Condicdes iniciais para testes de germinacédo de raizes na presenca de misturas de

EPT's
Conc. As . pH Tempelratgra VcIJIunje de
(mg.LY) Misturas Grupo dasolucdo  solugéo por
: inicial (°C) pote (ml)
+x As(lmg.L?l)+Cd(0,1mg.L?)+
100 x VR Mn (10 mg.L1) T1 2,03 23,5 40
As (0,1 mg.L 1) + Cd (0,01lmg.L?)
10 x VR £ Mn'(1 mg.LY) T2 3 23,4 40
-1
1x VR As (0,01 mg.L1) + Cd (0,001 T3 4,09 23,5 40

mg.L?) + Mn (0,1 mg.L?)
*Teste realizado em fevereiro de 2023; *VR= valor de referéncia CONAMA

Como no teste anterior, foram registradas as imagens finais das cebolas
(Figura 15). E possivel verificar um desenvolvimento menor das raizes quando se
compara ao teste anterior. Outro ponto importante de se mencionar foi a falta da
necessidade de reposicdo de liquido no sistema de ensaio.
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Figura 15 - Imagem das cebolas por grupos para mistura de metaloides. Sendo A — T1 (100 x VR*); B
-T2 (10x VR); e C-T3 (1 x VR).

[As (1 mg.L™) +Cd (0,1 mg.L") + Mn (10 mg.L"))] [As (0,1 mg.L-1) + Cd (0,01mg.L-1) + Mn (1 mg.L-1) ]

[As (0,01 mg.L-1) + Cd (0,001 mg.L-1) + Mn (0,1 mg.L-1)]

Na Tabela 11 estéo descritos os resultados experimentais observados nas duas

baterias de testes de desenvolvimento de raizes, apds uma semana de observacgao.

Tabela 11 - Testes de desenvolvimento de raizes — Resultados mistura de metaloides

Peso Peso I_Deso Comp. Cebolas Relagac_) do
S : final - p Peso final
Conc. As inicial final Raizes com Coletada P
1 Grupo s 1 Peso A . x meédio/
(mg. L?) médio médio . .7 | meédio  desenv. (raizes) inicial
@) (Q)* inicial (cm)  de raizes Peso,|n.|C|a
(9) médio
100 x VR T1 33,884 33,884 0 0 0 1
10x VR T2 36,2 36,416 0,416 4,167 3 9 0,994
1xVR T3 30,724 31,66 0,936 4,1 5 13 0,9704

*Peso das amostras finais em grupos sem crescimento de raizes, foram consideradas iguais;
**Coletas de 3 raizes por cebolg;
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A concentracdo de contaminantes utilizada no teste do grupo T3 € equivalente
ao valor limite destes elementos em aguas de classe 2 (MMA, 2005). Tais valores
foram bem tolerados pelas plantas, entretanto, ao se aumentar a concentracao dos
contaminantes em uma ou duas ordens de grandeza em relacéo ao valor de referéncia

(VR) observou-se efeito negativo na proliferacéo de raizes dos bulbos de cebola.

Observando-se ambos os testes feitos nesta etapa, vemos alguma
similaridade, com o uso dos bioensaios. Como esperado, foi possivel verificar que a
toxidade da solugédo aumenta com o aumento da concentragado dos EPT’s estudados
tanto isoladamente ou em mistura. Além do desenvolvimento de raizes propriamente,
a vitalidade dos sistemas radiculares das plantas foi influenciada negativamente pela
presenca de contaminantes inorganicos, sejam puros ou em misturas. Em ambas as
situacbes foram notadas raizes com estruturas mais fracas e finas quando

comparadas aos bulbos dos grupos controles.

No teste contendo apenas o As como contaminante, a concentragdo 1 mg.L?
nao foi suficiente para inibir significativamente o desenvolvimento das raizes, quando
em comparagao com o grupo controle. Por outro lado, na segunda bateria de testes,
a mesma concentragdo de As, quando em associacao a outros elementos, mostrou-
se potencialmente toxica. Conforme discutido anteriormente, o efeito sinérgico dos

contaminantes deve ser levado em consideragéo no calculo dos riscos de exposicao.

Nos ensaios com arsénio isolado, a reposicdo dos volumes de solucdo era
necessaria a cada dois dias, para manter o contato do bulbo com o liquido. No ensaio
com misturas de contaminantes a evaporacéao das solucdes foi mais discreta, apenas

alguns copos necessitaram de menos de 2 ml de reposicao.

4.2.2 Testes com as sementes da espécie Allium cepa

Os primeiros testes foram realizados com substrato comercial Snut irrigado com
solugdes contendo apenas As como contaminante. Na segunda etapa, foi utilizada a
fracdo CR0O4 do solo coletado na Mina de Chico Rei, diluido com substrato comercial.

Nessa bateria de testes, os frascos foram irrigados com agua destilada.
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4.2.2.1 Teste de germinagdo de sementes - Substrato Snut irrigado com diferentes

solugdes de arsénio

Estes testes foram realizados entre os meses de marco a abril de 2022 utilizando-

se o sistema de brotacdo da empresa Brota Company.

A fim de padronizar as condi¢cdes do experimento os potes de cada caixa de cultivo
foram inoculados com seis sementes de Allium cepa e irrigados com 750 ml de 4gua
destilada ou agua de torneira. Ao longo do periodo de teste foi necessaria uma
reposicao de volume de liquido de irrigacdo (500ml) em cada uma das caixas de
cultivo. As condi¢des iniciais e finais dos liquidos de irrigacdo encontram-se
sumarizadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Aspectos iniciais das soluc¢des de irrigagdo controle

Agua destilada Agua destilada Agua de torneira  Agua de torneira
(inicio teste) (final) (inicio teste) (final)
pH 5,76 6,29 6,55 7.8
Temperatura (°C) 23,9 23,7 23,3 23,9

Como pode se observar, o pH da agua destilada é naturalmente mais acido e
houve elevacédo do pH dos liquidos de irrigacdo ao final do teste de germinagéo. No
caso da agua de torneira, o pH do fluido ao final do experimento ficou ligeiramente

alcalino enquanto a 4gua destilada permanecia acida.

Ao fim das duas semanas de acompanhamento, as plantulas obtidas em cada
grupo foram pesadas. Neste caso o peso médio das plantulas do grupo irrigado com
agua destilada foi de 0,58 g enquanto o peso médio das germinacdes do grupo irrigado
com &gua de torneira foi de 0,69 g, um ganho de massa aproximadamente 19%
superior, dessa forma, ficou novamente evidenciado o efeito benéfico da utilizagédo de
agua néo purificada para garantir o desenvolvimento das plantas. Entretanto, embora
a agua de torneira, aparentemente, forneca mais nutrientes dissolvidos para o

desenvolvimento das sementes, permitindo melhor germinacdo; para garantir a
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reprodutibilidade dos resultados, optou-se por utilizar a agua destilada nos préximos

grupos controle para evitar possiveis interferéncias com os ions adicionados.

Uma comparagdo no desenvolvimento das plantulas nessa bateria de testes
exploratérios encontra-se resumida na Figura 16 (imagens A e B). Embora os
fornecedores das sementes indiquem percentual de germinacdo superior 91% os
valores encontrados nos testes brancos: 66,7 e 69,4%, considerando-se o emprego
de agua de torneira e agua destilada, respectivamente foram inferiores aos esperados.
Estes valores foram adotados como parametro para comparacao dos resultados nos

testes su bsequentes.

Figura 16- Desenvolvimento de sementes de Allium cepa — efeito da concentracao de arsénio
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Os valores encontrados nos testes: 66,7 e 69,4%, considerando-se o emprego
de agua de torneira e agua destilada (Tabela 13). Estes valores foram adotados como

parametro para comparacao dos resultados nos testes subsequentes.

Tabela 13 - Germinacédo de sementes de Allium cepa — Condi¢céo controle. NOmero de sementes
germinadas e indice de germinacao

Agua destilada Agua de torneira
Replicatas indice de Replicatas indice de

Tempo Data germinagéo germinagao
(dias) 1 23 456 IG®% 12 3 45 6 IG* (%)

0 24/03/2022 0 O O O O O 0 0O 0 0O 0O 0O O 0

4 28/03/2022 1 1 0 1 1 1 13 0O 0 0 0 0 1 2,78

7 31/03/2022 3 3 4 5 2 4 58,3 1 2 3 1 2 3 33,3

11 04//04/2022 4 3 5 5 2 4 63,8 3 4 5 2 4 4 61,1

15 08/04/2022 4 3 5 5 4 4 69,4 3 4 5 3 5 4 66,7

* |G — Média do N° de sementes germinadas/N° de sementes inoculadas X 100

Apbs a padronizacdo das condi¢cbes experimentais, conforme descrito no item
anterior, passou-se a avaliar o efeito do emprego de solugbes contaminadas com As
na germinacdo das sementes, utilizando dos mesmos solos usados nos experimentos

de solucbes brancas.

A solucdo de As com 0,5 mg.L™* foi obtida a partir da diluicdo de uma solucgéo
estoque de As com concentracdo original de 1 g.L*t. Como controle, foi utilizada a
agua destilada e cada pote foi inoculado com 6 sementes. Em cada caixa de cultivo
foram adicionados 900 ml de solucéo de irrigacdo. Os desenvolvimentos das plantas
estdo na Figura 16 (imagens C e D). As condi¢des experimentais ao inicio e ao final
do teste estédo apresentadas na Tabela 14.

A germinacdo das sementes foi acompanhada por um periodo de 15 dias. O

namero de sementes e o indice de germinacdo encontram-se descritos na Tabela 15.
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Tabela 14 - Aspectos iniciais e finais das solu¢es de irrigacdo - 22 bateria de testes

Agua Agua Solucéo As Solucéo As

destilada destilada 0,5mg.L? 0,5mg.L*
(inicial) (final) (inicial) (final)
pH 5,76 6,20 6,66 6,86
Tem‘(’oecr;"t“ra 23,9 15,9 23,7 15,8

Tabela 15 - Germinacdo de sementes de Allium cepa - 22 bateria de testes

Agua destilada

As 0,5mg As.L?

Replicatas Replicatas indice de
Tempo indice de o
(dias) Data erminacéo germinacdo
1 23 456 9 @0 1 2 3 4 5 6 IG*®%)
IG* (%)
0 08/04/2022 0 0 O O 0 O 0 0O 0 0 O 0 O 0
3 11/04/2022 0 0 0 0O 0 O 0 0 00 O0 OO 0
5 13/04/2022 0 0 0 0O 0 O 0 0 00 O0 OO 0
10 18/04/2022 4 3 5 3 4 3 61,1 3 4 3 4 3 3 55,6
15 23/04/2022 5 3 6 4 6 4 77,8 4 5 4 6 5 5 80,6

* |G — Média do N° de sementes germinadas/N° de sementes inoculadas X 100

Apesar do indice de germinacdo de sementes irrigadas por solucao contendo
As ter sido equivalente ao indice de germinacdo observado no grupo controle,
aproximadamente 80% em ambos, é importante ressaltar que a germinag¢do das
plantulas no grupo irrigado com solucdo de As, aparentemente, foi um pouco mais
tardio. Infelizmente, os longos intervalos entre os dias de observagdo impedem a
analise mais precisa desse parametro que seria a velocidade de germinacgdo. Por
outro lado, o efeito negativo do arsénio no desenvolvimento das sementes pode ser
observado ao final do experimento quando as plantulas de cada grupo foram pesadas.
Enquanto o peso médio das plantulas irrigadas com agua destilada foi 1,10 g, o peso
médio dos brotos irrigados com solucdo de 0,5 mg.L* foi de apenas 0,58 g, ou seja,

52,7% do peso médio observado no grupo controle.

O experimento foi repetido tentando-se avaliar o efeito de uma concentragdo

mais elevada de As. Dessa vez, utilizou-se uma solugdo contendo 2 mg.Lt, porém,
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devido a questdes experimentais, visando utilizar sementes provenientes de um
mesmo lote, os testes foram feitos com uso de apenas 3 sementes por pote.

Novamente foram utilizados 900 ml de liquido de irrigacdo em cada caixa.

As condicbes ao inicio e ao final do teste encontram-se descritas na Tabela 16.

Os valores de pH finais de ambos os grupos foram semelhantes.

Em comparacdo de tamanhos das plantas, tem-se imagens E e F que se
encontram Figura 18.Em relacdo a capacidade de germinacdo de sementes, o indice
de germinacdo de sementes irrigadas por solucéo contendo 2 mg.L* de As, 66,7%,
foi inferior ao valor observado no grupo controle, 83,3%, novamente, houve um retardo

na germinacao das plantulas no grupo irrigado com solucéao de As (Tabela 17).

Tabela 16- Aspectos iniciais e finais das solugdes irrigantes - 32 bateria de testes

Agua Agua Solugdo As Solugdo As
destilada destilada 2mg.L? 2mg.L?
(inicial) (final) (inicial) (final)
pH 5,60 6,71 6,76 6,73
Temperatura (°C) 21,1 17,6 18,6 18,8

Tabela 17 - Germinacg&o de sementes de Allium cepa - 32 bateria de testes

Agua destilada As2 mg.L1
Replicatas indice de Replicatas indice de
Tempo
. Data germinacdo germinacao
(dias)
1 2 3 456 165" 1 2 3 45 6 I167%)
0 23/04/2022 0 O 0O 0 0 O 0 0 0 O O 0 O 0
3 26/04/2022 0 O 0 O O O 0 0 0 0 0 0 O 0
3 29/04/2022 1 O 1 3 1 0 33,3 3 1 0 00 1 27,8
8 04/05/2022 1 O 1 3 2 3 55,6 3 2 2 2 11 61,1
13 09/05/2022 3 1 3 3 2 3 83,3 3 2 3 2 11 66,7

* |G — Média do N° de sementes germinadas/N° de sementes inoculadas X 100
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Ao fim do experimento, as plantulas foram pesadas. O peso médio do grupo
controle foi 0,43 g enquanto o grupo irrigado com solugdo contendo arsénio, 2 mg.L™?,
apresentou peso médio de 0,28 g. Novamente, fica evidenciado o efeito negativo da
presenca de As no desenvolvimentos das sementes germinadas.

As diferencas morfologicas das plantulas podem ser observadas nas imagens que
se encontram na Figura 16. Os resultados das trés baterias de testes encontram-se
resumidos no gréfico mostrado pela Figura 17 para permitir melhor comparacédo do

desenvolvimento das sementes germinadas.

Um aspecto interessante a se ressaltar € que nos ensaios de germinacdo de
sementes 0 NO0sso grupo de pesquisa vem observando que o desenvolvimento do
Allium cepa em agua destilada é pior do que quando se utiliza 4gua de torneira em
mesmas condi¢cbes de desenvolvimento (ARAUJO, 2019), isso foi verificado no
experimento de padronizacdo. Este fato pode explicar os resultados apresentados na
Figura 16 para o grupo controle. Aparentemente, a dgua de torneira fornece mais
nutrientes as plantas do que a agua destilada, entretanto, para evitar interacdes entre
os EPT’s adicionados aos sistemas e os ions naturalmente presentes na agua de
torneira, decidiu-se utilizar a agua destilada, mesmo cientes das suas limitacdes, do

ponto de vista de nutricdo vegetal.

De forma geral os indices de germinacdo dessas 3 baterias de teste estdo

apresentados na Tabela 18.

Figura 17 - Desenvolvimento de plantulas de Allium cepa irrigadas com diferentes concentracdes de

Arsénio. Massa dos brotos (g) por grupo de amostras

2mg.L-1

Agua destilada 3
0,5mg.L-1

Agua destilada 2

Agua de torneira (Padronizacéo)

Solugdes utilizadas

Agua destilada (Padronizac&o)

0 02 04 06 08 1 1,2
Massas dos brotos (g)
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Tabela 18 - Germinacdo de sementes em diferentes concentracfes de arsénio. Percentuais médios

por grupo de amostra

indice de germinagcéo por replicata (%)
Condicao experimental

1 2 3 4 5 6 Média

Controle A - Agua destilada 66,7 50 83,3 83,3 66,7 66,7 69,5

Controle B - Agua de torneira 60 66,7 83,3 50 83,3 66,7 68,3
Controle T1 - Agua destilada 83,3 50 100 66,7 100 66,7 77,8
Controle T2 - Agua destilada 100 33,33 100 100 66,7 100 83,3

Média - controles 74,7
As 0,5mg.L? 66,7 833 66,7 100 83,3 83,3 80,6
As 2,0 mg.L? 100 66,67 100 66,7 33,33 33,33 66,7

Percebeu-se que 0s grupos nos quais o substrato foi irrigado apenas com agua,
houve maior percentual médio de brotacdo, quando comparados aos testes irrigados
com solucdes contendo arsénio. Embora, o As, quando presente em quantidades
menores (0,5 mg.L1), teve efeito ligeiramente positivo na germinagdo das sementes.
Mas de modo geral, até por afirmacdo dos demais testes ficou evidente que a
presenca do contaminante, quando aumentada prejudica o desenvolvimento das
plantulas, isso é claro pois em um dos controles de 4gua destilada a porcentagem de
germinacao foi mais alta e em questdo da fragilidade das raizes, que ficaram mais
visiveis.

Uma questdo importante a se observar é que nessa bateria de testes os
substratos ndo foram trocados em nenhum momento, o0s testes foram iniciados com
as menores concentracdes de contaminantes e, portanto, existe a questdo de acumulo
de contaminante no solo, simulando uma situagéo real e a limitacdo de nutrientes no
solo, com o passar dos experimentos. E importante ressaltar que tanto o As quanto

outros contaminantes presentes na agua de irrigacéo podem ser adsorvidos pelo solo,
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concentrando-se nestes, 0 que aumenta a concentracdo do elemento no solo.
(TEIXEIRA, 2004; CESAR, CASTILHOS, et al, 2014; JAYAWARDENA,
WICKRAMASINGHE e UDAGAMA, 2021).

4.2.2.2 Substrato misturado com solo da Mina do Chico Rei

Inicialmente foi planejado o uso de 50% 25% e 12,5% de solo da mina para os
testes. Porém, avaliando-se em detalhes os teores de Al, As, Cd, Fe e Mn na amostra,
quando comparada a norma CONAMA N° 420 DE 2009 (MMA, 2009), constatou-se o
potencial efeito toxico do material. Por exemplo, analisando-se os limites de As e Cd
preconizados pela resolucdo que sdo de respectivamente, 15 mg.L* e 1,3 mg.L?,
percebeu-se que se utilizassemos quantidades elevadas do solo ndo seria possivel
visualizar a influéncia da concentracdo desse nos experimentos pois, provavelmente
nao haveria germinacdo de sementes e crescimento de plantulas em nenhuma das
amostras estudadas. Considerando-se apenas o arsénio, a amostra CR04 possui
concentracdo do elemento aproximadamente 300 vezes superior ao valor limite da
norma (4453,03 mg.Kg?).

Assim, cada 100 g das misturas utilizadas nos testes T1, T2 e T3 continham
0,3368; 3,368 e 33,68 g da fracdo CR04. Os teores de As em cada condi¢cao
experimental eram portanto, equivalentes ao Valor de Referéncia -VR (limite de
prevencado) na mistura T1; dez vezes superior ao VR, na mistura T2 e 100 vezes
superior ao VR, na mistura T3.

Além dos altos teores de As, a fracdo CR04 também apresentava altos teores
de Mn (5451 mg.Kg?), sendo este sem especificacdo de limite para prevencéo; Al
(3307 mg.Kg?), também sem especificacdo de limite de prevencéo; e Cd (15,52
mg.Kg'), com valor quase 12 vezes maior que o limite de prevengéo (SANTOS, 2019;
MMA, 2009).

Estes testes foram realizados no més de fevereiro de 2023, iniciados no dia 12,
tendo sido empregados como meio sélido para a germinacdo de sementes o solo da
Mina do Chico Rei (Fragdo CRO04) diluido com substrato Snut. A escolha dessa
granulometria, se deve a associacao das opera¢cdes que diminuem a granulometria,
como facilitadoras e auxiliadoras do aumento da potencialidade téxica do material

disponivel. Inclusive, pela descricdo composicional do solo, vemos alto percentual de
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ETP’s potencialmente toxicos, ainda que se comparados a granulometrias maiores da
mesma area (ARAUJO, 2019; SANTOS, 2019).

Na fase de padronizacdo das condi¢des experimentais optou-se por utilizar 10
sementes por pote e irrigagcdo com agua de torneira, pelos melhores resultados que
quando comparado a 4gua destilada, utilizando-se duas replicatas. Optou-se também
por inserir coletores de plasticos no fundo de cada pote de germinagéo para evitar
misturas dos liquidos lixiviados do solo, em consequéncia da irrigacdo. Devido a esta

contencéo do lixiviado, ndo houve necessidade de repor a agua no sistema.

As condigbes iniciais observadas, estdo descritas na Tabela 19 onde estédo
apresentadas as caracteristicas dos liquidos de irrigacdo ao inicio e ao final de cada
teste demonstrando a importancia da introducéo dos coletores individuais de liquido
irrigante no sistema, a fim de se evitar contaminacdes e interferéncias entre o0s
diferentes tipos de solo utilizados. O protocolo experimental adotado, permitiu estudar

diferentes diluicbes de solo simultaneamente.

Tabela 19 - Aspectos iniciais e finais da solucéo irrigante — Testes de germinag&do com amostras de
solo da Mina do Chico Rei — Fracdo CR04 (Condicdes experimentais: T1=VR as solo; T2=10*VR as solo;
T3=100*VR as solo. VR as solo=15 mg.Kg-t)

Agua ; _ ] .
3 ) Aguaresidual Aguaresidual
Aguade residual
T2 T3
torneira (inicial) T1 ] .
) (final) (final)
(final)
pH 6,48 7,96 8,01 8,20
Temperatura (°C) 23,4 23 23 23,1

Os resultados demonstrados na Tabela 20 apontam que houve retardo na
germinacao das sementes e no desenvolvimento das plantulas na presenca do solo

contaminado.

A demora na germinacdo e o comprometimento no desenvolvimento das

plantulas foi diretamente proporcional ao percentual de fragdo CR04 no solo.
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Novamente, a velocidade da germinacdo das sementes nos meios contendo maiores
proporcdes da amostra CR04 e, consequentemente, maiores teores de As e outros
EPT’s foi menor. Neste ensaio é importante ter em mente que as concentragcdes de
amostra CR04 misturadas ao substrato Snut foram muito pequenas. As misturas T1,
T2 e T3 continham 0,34; 3,37 e 33,7% de fracdo CRO04, respectivamente. Essa diluicdo
foi necessaria devido aos altos teores de contaminantes inorganicos da amostra da
Mina do Chico Rei. Assim sendo, o fato de a area de coleta estar localizada em area
tdo densamente povoada, aponta para o risco de exposi¢cao dos moradores de Ouro

Preto a estes materiais, tornando-se motivo de preocupacao.

Tabela 20 - Testes de germinacgéo de sementes de Allium cepa em substratos contendo solo da Mina
do Chico Rei — Fracdo CR04 (Condi¢cbes experimentais: T1=VR as solo; T2=10*VR as solo; T3=100*VR as

solo.

Tempo Data T1 indice de T2 indice de T3 indice de
dias [As] = germinacdo [As]= germinacdo [As]=  germinagéo

VR 1IG* 10*VR 1G> 100*VR 1G*

1 2 % 3 4 % 5 6 %

1 12/02/2023 0 0 0 0 O 0 0 0 0

3 15/02/2023 0 0 0 0 0O 0 0 0 0

7 19/02/2023 9 8 85 3 7 50 1 0 5

9 21/02/2023 9 9 90 7 9 80 5 6 55
13 25/02/203 9 9 90 9 9 90 8 8 80
14 26/02/2023 10 9 95 9 9 90 8 8 80

VR assolo=15 mg.Kg?; * IG = Média do N° de sementes germinadas/N° de sementes inoculadas X 100

Como os testes ocorreram simultaneamente foi possivel calcular o tempo
médio de germinagdo (TMG), dividindo-se os valores meédios de sementes
germinadas pelo tempo decorrido até a sua germinagdo. Assim ao longo da primeira
semana de observacdo, o TMG foi de 1,2; 0,71 e 0,071 sementes.dia! para as
amostras T1, T2 e T3, respectivamente. Na Figura 18, visualizamos poucas diferencas
entre T1 para T2, porém as diferengas no desenvolvimento ficaram mais evidentes ao

se avaliar as amostras do teste T3.
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As plantas do grupo T3 (de maior proporcédo de solo MCR) tiveram menor
desenvolvimento e, principalmente, menor desenvolvimento de raizes. Ao final do
experimento o solo da amostra T3 também apresentava maior retencao de liquidos.
Isso pode ser devido a sua composicao ja que, na fracdo CR04, sabe-se existir uma
maior proporcao de material fino (CR04 enquadrada na fragdo areia muito fina) em
relacdo as demais fragbes do solo presente na mina de Chico Rei.

Além das imagens, foram registradas também as massas das brotacOes
obtidas em cada grupo experimental. De acordo com os resultados apresentados na
Figura 18 na Figura 19, pode-se confirmar novamente que, quanto maior a
concentracdo de metais no solo, maior o prejuizo ao desenvolvimento da planta.
Resultados semelhantes foram observados por Segura e seus colaboradores
(SEGURA, NUNES, et al., 2016). Ao analisar o material residual proveniente da lama
da barragem de Fund&o que foi depositada na bacia do rio Doce, estes autores
identificaram o potencial citotéxico e genotdxico dos EPT’s nela contidos, ao avaliarem

sua influéncia no desenvolvimento de cebolas.
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Figura 18 - Registro de crescimento das cebolas do ensaio com solo da MCR fragdo CR04. Sendo A
(T1: 1 x VR*); B (T2: 10 x VR); e C (T3: 100 x VR).

* VR as solo=15 mg.Kg?

Figura 19 - Desenvolvimento de plantulas de Allium cepa cultivadas com diferentes proporgdes de
solo proveniente da Mina de Chico Rei (MCR). Massa dos brotos (g) por grupo de amostras
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Um outro detalhe importante de ser ainda comentado diz respeito as alteracdes
climéticas que podem ter causado interferéncias nos ensaios. Todos os testes foram
realizados entre os e meses de fevereiro a abril de 2022 e janeiro a marco de 2023.
Como foi descrito nos resultados, apenas em alguns testes foi necessario fazer
reposicdo de liquidos. Os testes realizados entre fevereiro e abril de 2022
demandaram maior reposicdo aquosa tanto nos sistemas usados nos testes de
proliferacdo de raizes (bulbos), quanto nas caixas de germinacdo (sementes). Nos
meses referentes ao ano de 2023, ndo houve necessidade de reposi¢ao dos liquidos.
Tais diferencas podem ser atribuidas as diferencas de temperaturas no Brasil nos
anos de 2022 e 2023 (Figura 20).

Os sistemas de testes podem ter sido afetados pela umidade local. Em Ouro
Preto os meses com umidade relativa mais alta, costumam estar entre meses de
novembro a margo, meses com maiores precipitagdes. Vemos um azul mais intenso
na regiao de Minas Gerais, no ano de 2023, como mostrado na Figura 21. Assim,
podemos pensar que a umidade neste Ultimo ano tenha sido maior que no mesmo
periodo no ano de 2022, o que causou menor necessidade de reposicdo de agua nos

sistemas testes.

Figura 20 — Anomalias de temperaturas no Brasil nos periodos de realizacéo de testes
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Figura 21 - Anomalias de precipitacéo no Brasil nos periodos de realizacdo de testes
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5 CONCLUSAO

Os metais sdo contaminantes quimicos preocupantes quando em excesso no
meio ambiente, seja a contaminacdo de origem natural ou ndo. As atividades humanas
acabam por serem facilitadoras da disperséo fisica (a¢do hidrica, edlica); quimica
(dissolucao); ou biolégica (bioacumulagcdo em seres vivos e cadeia trofica) dos

contaminantes.

As etapas da mineracéo alteram caracteristicas fisicas, quimicas e disponibilizam
na superficie terrestre substancias de possivel assimilacdo pelos seres vivos. Assim
€ importante entender que as etapas e processos na mineracao, potencializam e sédo

“facilitadoras” da toxicidade de metais.

O Allium cepa se mostrou sensivel a todas as variacdes de concentracdes de
EPT’s, quando comparados a controles negativos. Os testes ecotoxicolégicos
utilizando o bioindicador foram eficazes, simples e baratos, praticos, rapidos, de alta
sensibilidade e de facil controle. Trata-se de bioensaio que permite facil adaptacao.
Pode ser aplicado na etapa de diagndstico, para avaliar a eficiéncia de um processo
de mitigagcao de poluicdo enquanto o0 mesmo esteja transcorrendo ou ainda, pode ser
empregado para se confirmar a reabilitacdo de uma dada éarea.

Como visto nos textos disponiveis na literatura, tais testes ndo possuem
restricbes de usos temporais, ou seja, pode ser aplicado assim que ocorre uma
contaminacgao, ou ao final de um processo de remediacg&o. Isso possibilita o controle
de toxicidade em qualquer momento e cria a possibilidade de acompanhamento do
status toxicolégico do compartimento ambiental analisado, fornecendo base
importante ao monitoramento.

Nos testes com bulbos, as concentracdes de As acima de 5 mg. L foram
inibitérias, comprometendo o desenvolvimento de raizes. Quando em associagdo com
outros EPT’s (Cd, 0,1 e Mn 10 mg. L), 1 mg.L! de As foi suficiente para inibir o
desenvolvimento das plantas que apresentaram menor proliferacéo de raizes sendo
essas frageis e curtas. Nos testes de germinacéo, solugées contendo 0,5 -2 mg. L
de As inibiram o desenvolvimento das plantulas, reduzindo seu peso médio de 0,43 g

(irrigacdo com &agua) para 0,28g.
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A fracdo de solo CR04, coletada na mina, constituida por particulas finas
(0,053-0,088 mm) contendo altos teores de EPT’s (4453 mg de As.Kg-1 , quantidade
300 vezes superior ao valor de referéncia da legislacdo) utilizadas para os testes de
germinacao de sementes, mostraram que com o aumento da propor¢cdo de CR04 na
mistura, a quantidade de germinacéo caiu de 1,2 para 0,071 sementes.dia!, enquanto

o indice de germinacéo caiu de 95 para 80%

Assim, conclui-se gque 0s ensaios ecotoxicologicos que se utilizam da espécie
Allium cepa, apresentam-se como O6timas ferramentas estratégicas, eficazes para
monitoramento de areas com riscos associados a contaminagdo por residuos

metalicos tratados ou ndo, dispostos em ambientes degradados pela mineragéo.
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