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RESUMO

A ureia é amplamente utilizada como fertilizante no meio agricola. Contudo, em determinadas
concentracdes ela pode apresentar significativa toxicidade. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar o comportamento da ureia como agente estressor na germinagdo de sementes
de Raphanus sativus L. (rabanete) e Brassica oleracea L. (couve), encontrando o CENO
(Concentracdo de Efeito Nao Observavel), CEO (Concentracdo de Efeito Observavel) e CEsg
(Concentracdo Efetiva) para cada uma das espécies. Os experimentos foram realizados atraves
da preparagdo de um meio de cultivo constituido de solugBes contendo macro e
micronutrientes em concentracbes otimizadas e &gar dissolvido, além de diferentes
concentragOes de ureia adicionadas. Para controlar os valores de pH do meio de cultivo, foram
utilizados dois tipos de solugbes tampao: pH 7,0 para estudos com o rabanete e pH 7,5 para a
couve. Em relagdo ao rabanete, observou-se que o CENO aparecia em 20 mg.L™ de agente
estressor, 0 CEO em 30,0 mg.L'l e 0 CEsp em 183,0 mg.L'l. Para a couve, observou-se o
aparecimento do CENO em 1,0 mg.L™, 0o CEO em 2,0 mg.L™* e 0 CEsp em, aproximadamente,
418,0 mg.L™. Com esses dados, pode-se notar que a couve apresentou maior sensibilidade nas
avaliacbes de toxicidade crénica (CENO/CEQO) e o rabanete, maior sensibilidade nas
avaliacdes de toxicidade aguda (CEsp).
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UREA TOXICITY STUDY IN RADISH AND CABBAGE GERMINATION
ABSTRACT

Urea is widely used as a fertilizer in agriculture. However, at certain concentrations, it may
present significant toxicity. This work aimed to evaluate the behavior of urea as a stressor in
seed germination of Raphanus sativus L. (radish) and Brassica oleracea L. (cabbage), finding
the NOEC (No Observed Effect Concentration), LOEC (Lowest Observable Effect
Concentration) and ECsy (Effective Concentration) for each species. The experiments were
performed by preparing a culture medium with a solution containing macro and micro
nutrients in optimized concentrations and dissolved agar, besides concentrations of urea were
also added. To the pH values control of the culture medium, two types of buffer solutions
were used: pH 7.0 for radish studies, and 7.5 for cabbage. In relation to radish, was observed
that NOEC appeared in 20.0 mg L™ of stressor, LOEC in 30.0 mg L™ and ECs in 183.0 mg
L. For cabbage, NOEC appeared in 1.0 mg L™ of stressor, LOEC in 2.0 mg L™ and ECsy in
approximately 418.0 mg L™ With these data, it can be noted that cabbage had higher
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sensitivity in chronic toxicity assessments (NOEC/LOEC) and radish, higher sensitivity in

acute toxicity assessments (ECs).
Keywords: stressor, NOEC, LOEC, ECs
INTRODUCAO

A ureia (CH4;N20) é uma fonte de
nitrogénio organico liberado
continuamente no ambiente por meio de
processos bioldgicos. Em ruminantes, por
exemplo, a ureia representa cerca de 50 a
75% do nitrogénio total excretado. Este
composto também surge no solo como
produto da degradacdo do aminoacido
arginina e do &cido urico, que é excretado
por passaros, répteis e a maioria dos
insetos terrestres. A ureia pode ser também
adicionada ao solo onde ela é hidrolisada
para amoénia (NH3) e gas carbdnico (COy)
pela enzima urease, conforme o equilibrio
quimico indicado por (1). Esta enzima
pode ser originaria de microrganismos e de
plantas, tendo ampla distribuicdo nos solos
(VIEIRA, 2017).
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A amobnia estda sob intensa
fiscalizagdo dos o6rgdos de controle
ambiental devido ao seu potencial
toxicoldgico, sendo permitida a presenga
de 5,0 mg de amonia por litro de efluente
(Resolugio CONAMA N° 357/2005).
Quando dissolvida em agua, esta torna-se
impropria & vida animal e vegetal,
especialmente para as formas jovens
(larvas, esporos ou cistos) e sementes em

MATERIAL E METODO

o) desenvolvimento desta
metodologia baseou-se nos procedimentos
de analise toxicologica desenvolvidos por
Pelegrini et al., 2014, com algumas
modificagdes, e na producdo de meio de
cultivo descrita por Contieri et al., 2018. A
escolha destas técnicas deu-se pelo uso de
sementes como  organismos  testes,

germinacdo. A remocdo da amonia
obedece a um ciclo de transformacoes
bioquimicas denominado “Ciclo do
Nitrogénio”. Neste, 0s microrganismos,
especialmente as bactérias, participam
ativamente na conversédo de dinitrogénio
(N2) em amobnia (amonificacdo) e
conversdo de amonia em dinitrogénio
(nitrificacdo e posterior desnitrificacao)
(CONEGLIAN et al., 2002).

O estudo de toxicidade € uma das
mais significativas avaliages para analisar
impactos ~ provocados em  sistemas
ambientais. A toxicologia classica é a
ciéncia que estuda os efeitos das interacfes
quimicas de certas substancias que atuam
no organismo de acordo com a dosagem e
a exposicdo. E um dos estudos mais
importantes por apresentar uma avaliacédo
quantitativa de agentes quimicos e seus
impactos aos organismos vivos (SEIZI,
1996).

A conversdo da ureia em amonia,
dependendo da concentragcdo do composto,
pode ser bastante prejudicial para algumas
espécies de seres vivos. Assim, 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliar as
toxicidades aguda e cronica provocadas
pela ureia na germinacdo de sementes de
rabanete e couve, ja que esta substancia é
frequentemente utilizada na agricultura
como fonte de nitrogénio.

producdo de meio de cultura de forma
simplificada, elevada sensibilidade e baixo
custo. Os estudos foram realizados em
triplicatas para melhor verificacdo das
estatisticas.
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Preparo da solugéo de nutrientes

A solucdo de nutrientes contém
concentragdes otimizadas de macro e
micronutrientes  necessarios para 0
desenvolvimento de plantulas. Pode ser
preparada em diversos valores de pH de
acordo com a variacdo das solucGes
tampé@o que sdo empregadas no preparo. Os
tampdes séo preparados nos valores de pH
desejados aos ensaios e empregam, em
suas estruturas moleculares, os nutrientes
que fardo parte do meio de cultivo. As
concentrag0es e 0s nutrientes utilizados
disponibilizam-se na Tabela 1.

Na Tabela 2 encontram-se as
concentragcdes e os volumes utilizados de
solugdes estoque para o preparo da solucdo
de nutrientes de pH 7,0 para estudos com
as sementes de rabanete. J4 na Tabela 3,
encontram-se 0s valores para 0 preparo da
solugdo de nutrientes de pH 7,5 para 0s
estudos com as sementes de couve. Estes
valores de pH foram definidos através de
testes realizados previamente com diversos
outros valores pré-estabelecidos. Os
valores entdo definidos foram os quais as
plantulas, de cada espécie, apresentaram
melhor germinacdo para efeito do estudo.

Tabela 1. ConcentracGes dos nutrientes presentes no meio de cultivo.

Nutrientes K P

Ca Mg B Mo

mg.L™ 61,00 | 41,00

35,00

20,00 38,00 0,30 0,06

Tabela 2. Concentrag6es e volumes das solugdes estoque para elaboracdo da solucdo de
nutrientes, a fim de estudos com o rabanete. Solu¢do tamp&o no valor de pH 7,0.
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Volumes

utilizados 100,6 31,9 28,7 20,0 38,0 300,0 60,0
(mL)

Preparo do meio de cultivo

Para preparar 0 meio de cultivo,
empregou-se 0,8g de &gar dissolvido em
100 mL de solugéo de nutrientes. Utilizou-
se um béquer de 250 mL para aquecimento
da mistura em chama de bico de Bunsen,
com o auxilio de um tripé com tela de
amianto, até a fervura para total dissolucao
do agar.

Apbés a fervura, aguardou-se a
temperatura atingir aproximadamente 45
°C e adicionou-se 1,0 mL de solucdo de
agente estressor (em diversas
concentracfes para avaliacdo

ecotoxicoldgica) e duas gotas de é&gua
sanitaria (a fim de minimizar espécies
patogenas e desenvolvimento de fungos).
Com auxilio de uma bagueta de vidro,
homogeneizou-se a mistura ainda liquida.

As solugbes de ureia foram
preparadas por meio de solugcGes estoques
em concentragdes de 500, 1000, 2000 e
5000 mg.L™?, para posterior diluicdes nas
concentragbes desejadas. A fim de
comparar o desenvolvimento das plantulas,
foi empregada ‘“‘amostra controle” sem
adicéo de agente estressor.

Para o preparo dos ensaios, dividiu-
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se 0 conteudo do meio de cultivo ainda
liquido (temperatura aproximada de 40 °C),
em volumes iguais (em torno de 30 mL)
em trés recipientes de polipropileno
transparente (250 mL). Apbés o
enrijecimento do meio de cultivo, foram
acondicionadas 30 sementes,
homogeneamente, em cada frasco.

Os recipientes foram, por fim,
fechados e submetidos a luz natural (em
ambiente fresco, sem exposicdo direta do
sol) até serem avaliadas ao final do quarto

dia de exposicdo (andlise de toxicidade
aguda) e do sétimo dia de exposicao
(anélise de toxicidade crénica) utilizando a
Regra para Uso de Sementes em Ensaios
Toxicoldgicos (RUSET), definida pelo
grupo para a realizacdo deste estudo e
trabalhos futuros. A RUSET foi baseada
nas Regras para Andlise de Sementes

(RAS), propostas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(2009).

Tabela 3. Concentracdes e volumes das solugcbes estoque para elaboracdo da solucdo de
nutrientes, a fim de estudos com a couve. Solugdo tampéo no valor de pH 7,5.
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Volumes

utilizados 86,7 45,8 23,8 20,0 38,0 | 300,0 60,0
(mL)

Regra para Uso de Sementes em Ensaios Alguns elementos e compostos

Toxicoldgicos

Este teste de toxicidade tem por
objetivo avaliar o efeito subletal em
sementes através do CEsqg e CENO/CEO,
no que diz respeito a maior e menor
concentracdo do agente tdxico para que de
fato haja toxicidade. Os testes de
germinacdo devem ser realizados sobre um
meio de cultivo com macro e
micronutrientes em concentracgdes
otimizadas e em valores de pH fixos.
Nestas condigdes, os testes geralmente s&o
satisfatorios, visto que o desenvolvimento
das estruturas essenciais do embrido é
visivel e as respostas sao coerentes devido
a padronizacédo das condicdes de ensaios.

A toxicidade de certo composto,
quando em concentracbes ndo toleradas
pela planta, implica em anomalias em seu
desenvolvimento.

aplicados para os testes controlam a
disponibilidade de nutrientes para a planta
de acordo com o pH especificado. A nédo
germinacédo de algumas sementes presentes
no meio de cultivo é considerada normal,
podendo ser sementes duras ou dormentes,
acarretando diretamente na porcentagem
de germinacdo que corresponde a
proporcdo do numero de sementes,
produzindo pléantulas classificadas como
normais numa determinada faixa de pH e
concentragédo de agente estressor.

O desenvolvimento das sementes
deve ser observado em tempos curtos e
longos, definidos como toxicidade aguda e
cronica, respectivamente, dependendo do
tempo de exposicdo. Apds o periodo
considerado efetivo para a toxicidade,
deve-se fazer uma media aritmética
simples do crescimento do caule da
plantula, ja que as raizes podem apresentar
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desenvolvimento disforme. E necessario
avaliar amostragens significativas das
plantulas nas diferentes concentragbes de
agente estressor aplicado. Espera-se que
cada espécie reaja diferentemente, havendo
a necessidade de elaborar um grafico para
comparagdo, a fim de tomar concluses
definitivas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo aos estudos de toxicidade
cronica provocada pela ureia ao rabanete,
em valor de pH 7,0, observou-se CENO
em torno de 20,0 mg.L™ de ureia e CEO
em 30,0 mg.L?, de acordo com a Figura 1.
No estudo de toxicidade aguda do
rabanete, pode-se observar que a
concentracdo efetiva (CEsp) apareceu em
valores proximos a 183,0 mg.L™ de ureia,
de acordo com calculo de regra de trés
simples indireta (Figura 2).

Na anélise das sementes de couve,
em valor de pH 7,5, observou-se que a
toxicidade cronica para CENO ocorreu em
1,0 mg.L" e para CEO em 2,0 mg.L*
(Figura 3). A toxicidade aguda da ureia
apresentou CEsy em, aproximadamente,
418,0 mg.L?, de acordo com célculo de
regra de trés simples indireta (Figura 4).

Comparando o0s ensaios, pode-se
observar que a couve apresentou maior
sensibilidade frente a concentracdo da
ureia, podendo ser verificada por meio do
estudo de toxicidade cronica, a qual
apresentou efeito toxico em 2,0 mg.L™,
enquanto o rabanete mostrou uma
resisténcia mais significativa frente a
concentragdes  elevadas, apresentando
efeito toxico em 30 mg.L™.

Os ensaios toxicologicos apresentam
avaliacbes quantitativas de agentes
quimicos de duas maneiras distintas que se
diferenciam pelo tempo de exposicdo. E
denominada toxicidade aguda a que avalia
a concentracao efetiva capaz de apresentar
toxicidade a 50% dos organismos testes
(CEsp) realizada em no maximo 96 horas
de exposicdo, e toxicidade cronica é a qual
avalia os efeitos provocados por um agente
estressor em tempo superior a 96 horas de

Este estudo avaliou os efeitos da
toxicidade aguda por um periodo de 96
horas e toxicidade cronica em 168 horas de
exposicdo. Foram avaliados os efeitos de
reducdo do crescimento do caule das
plantulas em relacdo a concentracdo de
ureia empregada no meio de cultivo.

exposicdo (CENO/CEO) (MAGALHAES
& FILHO, 2008).

Os impactos provocados  aos
organismos vivos também sao diferentes.
Enquanto a toxicidade aguda refere-se a
dose letal, geralmente uma concentracao
elevada, a toxicidade cronica é de
concentracdo inferior e avalia os efeitos
que podem estar relacionados a
mutagenicidade, carcinogenicidade ou
simplesmente a inibicdo do
desenvolvimento do organismo teste.
(GUARATINI & ZANONI, 2000).

Para cada cultura havera sempre uma
demanda de nutrientes prépria da espécie
que esta sendo cultivada. Neste estudo, em
que se verificou o desenvolvimento de
duas hortalicas, foi observado que o CENO
aparece em concentracfes  bastante
distintas. Isto implica que em cada cultura
deve ser utilizada quantidades apropriadas
de fertilizantes principalmente o0s que
empregam ureia em sua formulacdo. A
falta deste nutriente pode acarretar no
baixo desenvolvimento da plantula e o
excesso  pode  provocar  impactos
ambientais gravissimos.

A decomposicdo da ureia leva a
producdo da amonia ndo ionizada (NHs3)
que é a forma mais toxica. Como a ureia é
muito sollvel em agua, pode ser lixiviada
para o solo ou conduzida para reservatérios
aquaticos deixando a &gua impropria para
0 consumo, além de afetar toda biota
aquatica. A amonia pode interagir com o
sistema Nervoso de organismos
vertebrados, como o0s peixes e contaminar
0s sedimentos representando um risco aos
organismos bentdnicos responsaveis pelas
transformacdes de diversos compostos que
passam pela coluna d’agua (WUR, 2003;
BACHMANN, 2004; KALLQVIST &
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SVENSOM, 2003; BURGESS et al,
2003).

Além disto, quando a ureia €
descartada inadequadamente pode tornar as
aguas dos reservatdrios excessivamente
rica em nutrientes minerais e organicos
eutrofizando o0 meio, provocando o
crescimento desequilibrado de espécies
vegetais aquaticas, com efeitos muito
negativos para o0 ecossistema e para a
qualidade da &gua, provocando a
diminuicdo dos niveis de oxigénio e
alterando os valores de pH podendo causar
a morte da fauna e flora.

30

Por outro lado, quando em excesso
no solo o nitrogénio organico é oxidado a
NH; ou didxido de nitrogénio pelas
bactérias nitrificantes que sdo aerdbicas,
gram-negativas e autotroficas (PELCZAR
et al, 1996). Os microrganismos
responsaveis pela nitrificacdo sdo sensiveis
aos pH baixos requerendo do meio valores
entre 7,0 e 7,6 para atingirem crescimento
ideal. Em solos acidos, a populacdo de
Nitrossomonas e Nitrobacter é baixa e
como a maioria do solo cultivavel no
Brasil apresenta acidez considerdvel a
decomposicéo do nitrogénio organico pode
ficar comprometida (CONEGLIAN, 2001).

CENO

25 4

Y ]
in =]
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Desenvobvimento (1um)
=
|

0 20 30

Il Toxicidade Crénica de Ureia
frente 4 espécie Raphanus sativus L.
em valor de pH 7.0

40 50

Concentraciio de Ureia (mg.L")

Figura 1 - Toxicidade Cronica de ureia frente ao rabanete em valor de pH 7,0. O CENO
apresenta-se em 20,0 mg.L™ de agente estressor e 0 CEO em 30,0 mg.L™.
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I Toxicidade Aguda de Ureia
frente a espécie Raphanus sativus L.

20 S
em valor de pH 7.0

-
(4]
|

Desenvolvimento (mm)
=
|

0 50 100 150 200

Concentracio de Ureia (mg.L™")

Figura 2 - Toxicidade Aguda de ureia frente ao rabanete em valor de pH 7,0. O CEs
apresenta valor de aproximadamente 183,0 mg.L™, para um desenvolvimento de 9,8 mm.

I Toxicidade Crdnica de Ureiafrente a

especie Brassica oleracea L.

18 CENO em valor de pH 7.5
16 CEO

14

12 4

10 4

Desenvolvimento (mm)
|

0 1 2 3 4

Concentracio de Ureia (mg.L")

Figura 3 - Toxicidade Crénica de ureia frente a couve em valor de pH 7,5. O CENO
apresenta-se em 1,0 mg.L™ de agente estressor e 0 CEO em 2,0 mg.L™.

268



Brazilian Journal of Biosystems Engineering v. 13(3):262-270, 2019

I Toxicidade Aguda de Ureia frente a
16 4 espécie Brassica oleracea L.
em valor de pH 7.5
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Figura 4 - Toxicidade Aguda de ureia frente a couve em valor de pH 7,5. O CEsg apresenta
valor de aproximadamente 418,0 mg.L™, para um desenvolvimento de 7,4 mm.

CONCLUSOES

Por meio deste trabalho, é notavel
que para cada cultura havera sempre uma
demanda de nutrientes prépria da espécie
que esta sendo cultivada. Conclui-se que a
couve, pelo fato de ser a espécie mais
sensivel em tempo de analise prolongada, é
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