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Resumo O presente estudo teve por objetivo analisar 
os efeitos das nanopartículas (NPs) de Cobre (Cu) e 
Zinco (Zn) em testes de germinação das sementes de 
Lactuca sativa, popularmente conhecido como alfa-
ce. As NPs foram analisadas em Microscopia de Var-
redura (MEV), Espectroscopia de Energia Disper-
siva de Raios-x (EDS) e microscopia óptica (MO). 
Observou-se que a concentração de 0,25% todas as 
sementes germinaram, apresentando problemas no 
desenvolvimento, com o aumento da concentração 
principalmente das amostras sintetizadas com amô-
nio (NH4

+). O estudo demonstrou que altas concen-
trações de NPs, são letais ao processo de germinação 
de sementes da espécie Lactuca sativa e o resultado 
dessa interação pode causar sinais de genotoxicida-
de e fitotoxicidade em plantas. Com base em nossa 
pesquisa, podemos argumentar que os materiais na-
noestruturados apresentam grande potencial para ser 
aplicado na agricultura.

Palavras-chave: nanomaterial; microscopia eletrô-
nica; radícula; Lactuca sativa

Abstract The objective of the present study was to 
analyze the effects of nanoparticles Copper (Cu) and 
Zinc (Zn) on germination tests of Lactuca sativa, 

popularly known as lettuce. The NPs were analyzed 
in Scanning Microscopy (SEM), X-ray Dispersive 
Energy Spectroscopy (EDS) and optical microsco-
py (MO). It was observed that the concentration of 
0.25% all the seeds germinated, presenting problems 
in the development, with the increase of the concen-
tration mainly of the samples synthesized with am-
monium (NH4

+). The study showed that high con-
centrations of NPs are lethal to the seed germination 
process of the Lactuca sativa species and the result 
of this interaction can cause signs of genotoxicity 
and phytotoxicity in plants. Based on our research, 
we can argue that nanostructured materials have gre-
at potential to be applied in agriculture.

Keywords: nanomaterial; electron microscopy; radi-
cle; Lactuca sativa

Introdução 

	 Os nanomateriais, assim como as Nanopartí-
culas (NPS), são estruturas que apresentam dimen-
sões de 1 a 100 nanômetros. Alguns simulações de 
modelos de fluxo, realizados pela Engenharia de Na-
nomateriais (ENMs), demonstraram que são capazes 
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de atingir vários tipos de ecossistemas naturais (Col-
man et al., 2013); os organismos vivos estão expos-
tos às nanopartículas, podendo ocorrer sua inalação, 
o contato com os tecidos epiteliais externos, assim 
como absorção ao nível celular e a ingestão invo-
luntária, ocorrências que podem ser prejudiciais ao 
seu bem-estar (Paschoalino et al, 2010). As plantas 
são organismos capazes de assimilar Nanopartículas 
Metálicas dependendo das suas condições anato-fi-
siológicas e do tamanho das Nps (Rico et al., 2011), 
desencadeando sinais de genotoxicidade e fitotoxici-
dade em células radiculares (Mattiello et al., 2015). 
	 Para o desenvolvimento das plantas, são ne-
cessários elementos químicos denominados de essen-
ciais (macronutrientes ou micronutrientes), sendo um 
componente integral de uma estrutura, composto ou 
metabólito (Epstein; Bloom, 2006).  Alguns desses 
elementos são classificados como metais pesados, 
porém essenciais a planta como: Cu, Fe, Mn e Zn, 
entretanto, quando presente em altas concentrações 
podem ser tóxicos. O elemento cobre (Cu) é funda-
mental para o florescimento e frutificação, sua defici-
ência acarreta a morte da planta ainda no estágio de 
plântula; o Ferro (Fe) impede a clorose (descorada) 
geral de folhas jovens (Epstein, 2004) atua também 
na biossíntese da clorofila (Laurett et al, 2017); o 
Zinco (Zn) é um importante componente de vários 
sitemas enzimáticos que regulam diversas ativida-
des do metabolismo das plantas, estando relacionado 
com o metabolismo normal de carbono, sendo tam-
bém necessário na formação das auxinas, que são 
reguladoras do crescimento (Malavolta, 1980; Perei-
ra, 2001); o Cloro (Cl) atua na fotólise da água e no 
transporte de elétrons. Embora a deficiência de cloro 
raramente ocorra, por ser um elemento presente em 
todos os ambientes, sua deficiência pode ocasionar 
a redução do tamanho foliar, clorose e murchamen-
to das folhas, apresentando a toxicidade causada por 
excesso, causando a “queima foliar” (Sfredo, 2004).
	 Atualmente, vários pesquisadores estão estu-
dando os efeitos de Nanopartículas (NPs) na germina-
ção e crescimento de vegetais, avaliando características 
de fitotoxicidade e genotoxicidade (Khot et al., 2012; 
Mattielo et al., 2015; Behboud et al., 2017).  A alfa-
ce (Lactuca sativa L.) tem sido amplamente utilizada 
em testes de fitotoxicidade (Ding et al., 2009) e geno-
toxicidade (Monteiro et al., 2009) devido à sua sensi-
bilidade e representatividade, e ainda por ser ampla-
mente cultivada no mundo todo (Pereira et al., 2013).  
As NPs de CuSO4 e ZnSO4 utilizadas para a reali-

zação dos testes de fitotoxicidade foram sintetiza-
das pelo método de Coprecipitação associando na 
reação química, bases de NaOH, KOH e NH4. Du-
rante o processo de decantação e lavagem do mate-
rial, para obtenção nas NPs, foram retirados 50 mL 
dos sobrenadantes que são desprezados e lançados 
juntamente com outros efluentes comuns. Partin-
do do princípio, que nanoestruturas são materiais 
sintetizados em laboratório e não encontrados no 
meio ambiente, isso gera uma preocupação quan-
to aos impactos causados pelo contato desses so-
brenadantes com seres suscetíveis a sua absorção.
	 Dessa forma, é importante compreender 
a as alterações provocadas no processo de germi-
nação de sementes influenciados pela composi-
ção, tamanho e concentração de NPs metálicas. 
Assim neste trabalho formam sintetizadas NPs de 
CuSO4 e ZnSO4 pelo método de coprecitação e ca-
raterizado pelas técnicas de Microscopia Óptica, 
MEV, EDS e avaliamos alguns parâmetros de ger-
minação com as NPs para avaliar a fitotoxicidade.

Materiais e Métodos

	 Foram utilizados dois tipos de NPs, CuSO4 
e ZnSO4, sintetizadas pelo método de Coprecipita-
ção sintetizadas com três diferentes bases, NaOH, 
KOH e NH4. As mesmas foram avaliadas por Mi-
croscopia Eletrônica de Varredura (MEV), para 
comprovação de tamanho e morfologia apresen-
tando tamanhos variando de 80 a 120 nm e forma 
esférica. Medidas de EDS foram realizadas para 
caracterizar a amostra quanto à presença de ele-
mentos químicos utilizados durante a síntese das 
NPs, fornecendo uma composição qualitativa.
	 As amostras foram diluídas nas proporções, 
0,25%; 0,50%; 0,75%; 1% e 2%. As sementes de 
Lactuca sativa foram adquiridas comercialmente e 
em seguidas colocadas em placas de Petri (100mm 
X 15 mm) com uma peça de papel filtro esterilizado 
e 5 mL de água destilada. Em cada placa de Petri, 
foram acondicionadas 10 sementes sob o papel filtro. 
As placas foram tapadas e envolvidas com papel fil-
tro durante 7 dias a uma temperatura de 23 °C, tota-
lizando 30 amostras a seres analisadas. O número de 
sementes germinadas foi observado diariamente du-
rante 7 dias, assim como o comprimento da plântula  
que foi medido no mesmo período. Foram conside-
radas sementes germinadas, quando a radícula mos-
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trou pelo menos 2 mm de comprimento (Ista, 2009).  
	 A fitotoxicidade pode ser expressa como 
atraso de germinação, inibição de crescimento e de 
germinação, e qualquer outro efeito adverso cau-
sado por substâncias específicas ou condições am-
bientais (Rudnik, 2008). Para determinar esse pa-
râmetro, foram realizadas medidas de média do 
comprimento das raízes de cada tratamento, o Índice 
de Crescimento Relativo (ICR), Comprimento da 
Radícula na Amostra (CRA),  bem como o Índice 
de Germinação (IG) propostos nas equações abai-
xo (Young et al., 2012; Oliveira, 2013 adaptado).

       Equação 1: ICR = CRA/CRC
 Equação 2: IG= ICR X (SGA/SGC) X 100

	 Onde, CRA é o Comprimento da Radícula na 
Amostra, CRC é o Comprimento da Radícula no Con-
trole Negativo, SGA é o número de Sementes Germi-
nadas da Amostra e SGC é o número de Sementes 
Germinadas no Controle Negativo (Oliveira, 2013). 	

Os cálculos foram realizados a partir das medições 
de germinação absoluta (%GA), crescimento relati-
vo da raiz (%CRR) e índice de germinação (%IG). 
	 Foram realizados registros fotográficos 
das Placas de Petri com 07 dias de germinação 
para comparação macroscópica e contagem do nú-
mero de sementes germinadas e mensuração das 
radículas com auxílio de paquímetro. As semen-
tes não germinadas foram observadas por meio 
de Microscopia Óptica e fotografadas nas obje-
tivas de 10X e 40X para identificar possíveis alte-
rações em sua morfologia externa (endosperma).

Resultados e Discussão

	 A NPs utilizadas apresentam dimensão entre 
50 nm a 120 nm e morfologia esférica (Figura 1 ). 
Para C e F (indicadas pelas setas), observa-se NPs 
menores que as demais sintetizadas, demonstrando 
que a reação de síntese, utilizando como base o amô-
nio, ocorre redução do tamanho.

 

A 

B 

D 

E 

C F 

Figura 1. Nps de  CuSO4 A /B /C sintetizadas com NaOH / KOH e NH4, respectivamente; NPs de 
ZnSO4 D /E / F sintetizadas com NaOH / KOH e NH4, respectivamente.
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	 As informações obtidas por EDS confirmam 
a composição das amostras de forma qualitativa           
(Figura 2). Observa-se que, estruturas cristalinas, na 
fases mais densas, apresentam diâmetro médio de 80 
nm para todas as amostras. O comportamento das 

informações obtidas por EDS,  demonstra que não 
houve diferença quanto a ocorrência dos elementos 
utilizados na síntese e que, a presença da fase mais 
densa é devido a presenca de Cl e Fe.
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Figura 2. Micrografias por Microscopia Eletrônica de Varredura e dados de EDS para NPs de CuSO4  
A /B /C sintetizadas com NaOH / KOH e NH4, respectivamente.

	 Observa-se que, estruturas cirstalinas, na fa-
ses mais densas, apresentam diâmetro médio de 60 
nm para todas as amostras. O comportamento das 
informações obtidas por EDS, demonstra que não 
houve diferença quanto a ocorrência dos elementos 
utilizados na síntese e que, a presença da fase mais 
densa é devido a presença de Cl, Cu e Fe.	
	 Em geral, as sementes consistem de um em-
brião e de tecidos circunvizinhos, dentre os quais, o 
tegumento ou pericarpo; as células dos tecidos em-
brionários e os demais tecidos mencionados, apre-
sentam potencial hídrico, que pode ser específico a 
cada tecido, célula ou cada compartimento celular 
(Ferreira & Borghetti, 2004). 
	 As sementes secas submetidas a embebição 
em água, apresenta um processo denominado poten-

cial hídrico, um processo físico que depende da água 
à matriz da semente que, consequentemente, desen-
cadeia a ativação de processos metabólicos requeri-
dos para o crescimento do embrião e conclusão do 
processo germinativo (Bewley & Black, 1994; Fer-
reira & Borghetti, 2004). Ao monitorar o processo 
de germinação com diferentes concentrações de NPs 
diluídas em água é possível constatar que, mesmo 
dispondo de água que favorecesse o desenvolvimen-
to do embrião, o aumento da concentração das NPs 
dimuniui o processo ou impediu a absorção de água 
necessária (Figura 4).
	 A exposição direta das sementes a baixa con-
centração de NPs aumentaram alguns parâmetros de 
germinação que podem ser devido à absorção e utili-
zação de NP por sementes (Suriyaprabha et al., 2012).
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Figura 3. Micrografias por Microscopia Eletrônica de Varredura e dados de EDS para NPs de de CuSO4  
A /B /C sintetizadas com ZnOH4 / KOH e NH4, respectivamente.

 

A B C D 

Figura 4. Concentração 0,75% de NPs CuSO4+ KOH (A); Concentração 0,75% de NPs ZnSO4+ KOH 
(B); Concentração 1% CuSO4+KOH (C); Concentração 1% de NPs ZnSO4+KOH (D)

	 Em contraste, em alta concentração de NPs, 
possivelmente NPs não foi totalmente penetrar o re-
vestimento da semente e endosperma e assim, ter li-
mitado efeitos nos embriões (Figura 3 c, d) (Behbou-
di et al, 2017).  A parede celular do endosperma das 
sementes (Figura 5) é constituída, principalmente, 
de polissacarídeos, como galactomananos que em 
temperaturas acima de 30 °C enfraquece impedindo 
o crescimento do embrião (Villela, 2009). Como as 

sementes foram submetidas a uma temperatura de 23 
°C, essa não foi a causa do impedimento da germi-
nação sendo possivelmente, afetado pela absorção 
das altas concentrações de NPs que prejudicaram o 
embrião. Dentre alguns fatores que podem dificultar 
a germinação, encontram-se a impermeabilidade à 
troca de gases dos tecidos que cobrem o embrião e à 
impermeabilidade a absorção de água (Nascimento, 
2002).	 As NPs podem atingir a semente e revestir o
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endosperma, tornando-se barreiras efetivas, especial-
mente quando estão aglomeradas (Duke & Kakefuda, 
1981), entretanto, estudos recentes de fitotoxicidade, 
utilizando NPs de a CeO2 e TiO2, demonstraram que 
a germinação das sementes de Hordeum vulgare L  
não foi afetada porque as mesmas não podem en-

trar na semente, porém, dependendo das frações em 
amostras germinadas (mudas) é  possivel encontrar 
sinais de genotoxicidade afetando o crescimento da 
raiz através de estresse oxidativo (Marttiello et al., 
2015).

 

Figura 5. Estrutura morfológica das sementes de Lactuca sativa por microscopia óptica nos aumentos 
de 10X (A) e 40X(B).

Como pode ser observado nas Tabelas 1 e 2, as se-
mentes submetidas ao contato com NPs apresenta-
ram sensibilidade e germinação nula com o aumen-
to da concentração. Metodologias que relacionam a 
concentração e absorção de NPs desempenham um 
papel importante no comportamento, na reatividade e 

na toxicidade das plantas (Behboudi et al., 2017). As 
amostras de NPs sintetizadas com CuSO4 associadas 
a NH4 apresentaram baixo índice de germinação e 
para amostras de ZnSO4 a germinação foi nula. Célu-
las vegetais convertem rapidamente o amônio gerado 
pela assimilação de nitrato ou fotorrespiração.

Tabela 1. Comprimento Médio das Raízes (CMR), Índice de Crescimento Relativo (ICR) e Índice de 
Germinação das sementes de Lactuca sativa em diferentes concentrações de NPs de CuSO4 sintetizadas 
com diferentes bases.

AMOSTRA DILUIÇÃO CMR ICR IG(%)
CuSO4 + NaOH 0,25% 3,15 mm 3.22 322

0,50% 3,07 mm 3.22 322

0,75% 3,26 mm 3.22 322

1% - - 0

2% - - 0
CuSO4 + KOH 0,25% 1,12 mm 3.22 322

0,50% 1,26 mm 2.90 261
0,75% 0,75 mm 2.25 157,5

1% - - 0
2% - - 0

CuSO4 + NH4 0,25% 1,26 mm 3.22 322

0,50% - - 0

0,75% - - 0
1% - - 0
2% - - 0
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AMOSTRA DILUIÇÃO CMR ICR IG(%)
ZnSO4 + NaOH 0,25% 0,97 mm 2.90 261

0,50% 1,14 mm 2.90 261

0,75% 1,26 mm 3.22 322
1% - - -
2% - - -

ZnSO4 + KOH 0,25% 0,64 mm 2.25 157,5
0,50% 0,67 mm 2.58 206,4
0,75% 0,6 mm 1.61 80,5

1% - - -
2% - - -

ZnSO4 + NH4 0,25% - - -
0,50% - - -
0,75% - - -

1% - - -
2% - - -

	 Em sistemas de cultivo, são utilizados fertili-
zantes nitrogenados que podem alterar o pH próximo 
aos grânulos (Ernani, 2008).  Esse nitrogênio utili-
zado, é um macronutriente primário, essencial para 
as plantas, por participar da formação de proteínas, 
aminoácidos e de outros compostos importantes no 
metabolismo das plantas (Oliveira et al., 2003). Sua 
ausência bloqueia a síntese de citocinina, hormônio 
responsável pelo crescimento das plantas, causando 
redução do seu tamanho e consequentemente redu-
ção da produção econômica das sementes (Mengel & 
Kirkby, 1982). 

	 Para fonte de nitrogênio de algumas legu-
minosas como o feijão-vagem, deve ser utilizado o 
sulfato de amônio (Oliveira et al., 2003). A germina-
ção é reduzida quando utilizado o Sulfato de Amônio 
como fonte de nitrogênio para espécie de erva dani-
nha como Bidens pilosa e reduzida, também, quando 
utilizado o Nitrato de Amônio no processo de ger-
minação de Sida rhombifolia (Fleck et al., 2001).  O 
mesmo pode ser observado em sementes de L. sativa 
quando ocorre o aumento das concentrações, sendo 
tóxico e inibindo a germinação (Figura 6).

 

A B 

Tabela 2. Comprimento Médio das Raízes (CMR), Índice de Crescimento Relativo (ICR) e Índice de 
Germinação das sementes de Lactuca sativa em diferentes concentrações de NPs de ZnSO4 sintetizadas 
com diferentes bases.

Figura 6. Sementes de Lactuca sativa com NPs de CuSO4 e amônio a 0,25% (A); Sementes de Lactuca 
sativa com NPs de ZnSO4 e amônio a 0,25%.
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	 O processo de germinação, respondeu de ma-
neira distinta para os dois tipos de NPs sintetizadas 
com diferentes bases. Diferentes efeitos morfoló-
gicos dependem do tipo de nanomaterial, tamanho, 
concentração, propriedades superficiais, métodos de 
absorção, propriedade química, cristalinidade, estado 
de aglomeração e espécies de plantas (Casals et al., 
2008; Rico et al., 2011). Os resultados de IGs nas 
amostras estudadas, foram semelhantes para NPs de 
CuSO4 em baixa concentração. Comparavelmente, o 
IG de amostras tratadas com CuSO4 foram maiores 
que as amostras tratadas com ZnSO4, que apresentou 
ICR e CMR também inferior.

Conclusão

	 Os testes com Lactuca sativa apresenta carac-
terísticas importantes, resultando em efeitos positivos 
quanto a constatação que, em diluição a 0,25%, todas 
as sementes germinaram, porém, como efeito nega-
tivo, o aumento da concentração principalmente em 
amostras contendo amônio, são altamente fitotóxicas 
dificultando a germinação. As amostras que foram uti-
lizadas ZnSO4 associadas a base NH4 acarretou dano 
letal na germinação das sementes, gerando a necessi-
dade de análises mais precisas por Microscopia Ele-
trônica de Transmissão, para verificar as alterações 
internas provocadas pela influência nas NPs testadas. 
Com base no presente estudo, podemos afirmar que 
esta pesquisa tem potencial aplicação na agricultura.
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