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INTRODUCAO

Existem grandes impactos ambientais causados pelos processos de extragdo e refino utilizados para
producéo dos polimeros provenientes do petrdleo, a escassez do petrdleo e o aumento do seu preco sdo
alguns fatores que estdo diretamente relacionados ao crescente interesse pelos biopolimeros. Os
biopolimeros ou bioplésticos tém a estrutura similar a de plastico extraido de combustivel fossil,
entretanto ele tem a base bioldgica ou biodegradavel, podendo, também, apresentar as duas
caracteristicas, como o PLA (poliacido lactico), PHA (Polihidroxialcanoatos), e polissacarideos que sdo
biobaseados e biodegradavéis. Materiais de base biologica sdo totais ou parcialmente derivados de
fontes renovaveis; a biodegradabilidade de um material depende da sua estrutura quimica, e, sendo
assim, um material de base totalmente bioldgica ndo necessariamente ¢ biodegradavel, alguns polimeros
biodegradaveis sdo o PBAT (Poli adipato-co-tereftalato de butileno), PBS (Poli butileno succinato) ¢ o
PCL (Policaprolactona). Entdo, existem possiveis beneficios da substitui¢do de produtos fosseis por
produtos de base biologica com relagdo a sustentabilidade e sua matriz, porém, ainda deve ser analisado
os possiveis efeitos destes produtos em relagdo ao meio ambiente. A obtengdo dos biopolimeros ¢ dos
polimeros biodegradaveis (natural e sintético) surge como uma opg¢ao para ampliar a solucdo dos
problemas decorrentes da poluigdo ambiental, devido a quantidade significativa gerada de materiais
poliméricos que nao sdo biodegradaveis. Portanto, a aplicagao dos polimeros biodegradaveis vem como
uma tendéncia para o desenvolvimento socioecondmico e preservagdo ambiental. Os biopolimeros
capazes de substituir os polimeros sintéticos, possuem viabilidade econdmica e reais possibilidade de
implementagdo no mercado e na sociedade atual. Atualmente esta sendo dada muita énfase a preservagao
e conservagdo do meio ambiente como forma de garantir um desenvolvimento sustentavel. Entre os
diversos danos causados ao meio ambiente, um esta relacionado com os residuos plasticos. Embora a
inddstria de embalagem seja a maior produtora de residuos poliméricos encontrados dentro dos residuos
solidos urbanos a construgo civil vem encontrando espagos para reutilizagdo de materiais poliméricos
provenientes de outras industrias (BRITO et a/, 2011; HIPOLITO; HIPOLITO; LOPES, 2013;
FORTUNA, 2020; MEDEIROS; LIMA, 2020).

O bioensaio utilizando sementes de cebola (Allium cepa) ¢ amplamente utilizado como método de
avaliagdo ecotoxicoldgico dos impactos ambientais de substancias puras ou misturas complexas, como
¢ o caso de grande parte das amostras ambientais, sendo muito efetiva em inseticidas, herbicidas, metais
pesados, derivados de petrdleo, corantes e aditivos alimentares. Este ensaio tem baixo custo de execugao
e utiliza um modelo que é suficientemente sensivel para detectar inimeras alteragdes cromossomicas
provocadas por substincias ou mistura delas, nas células em divisdo (VENTURA et al, 2004;
MATSUMOTO et al, 2006; TURKOGLU, 2006; BIANCHI, 2008; LEME; MARIN-

MORLES, 2008; COSTA, 2010). O teste de fitotoxicidade serve para determinar se uma amostra contém
elementos que possam inibir a germinacdo de sementes, o crescimento e o desenvolvimento das plantas.
Ja o teste de genotoxicidade, possibilita avaliar os efeitos genotoxicos, ou danos ao DNA, por meio da
contagem de alteracdes nos cromossomos nas varias fases do ciclo celular, chamadas de aberragdes
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cromossdmicas, que também ¢ utilizado para a investigacdo dos mecanismos de a¢do dos agentes
testados, sejam testes com substancias puras ou misturas complexas, ele é largamente usado para o
monitoramento ocupacional e ambiental como um biomarcador de efeitos induzidos por carcindgenos
(HAGMAR et al, 2004; OLESZCZUK et al, 2011; VALENTE et al, 2017).

Este trabalho fez parte de um projeto mais amplo para desenvolvimento de embalagem laminada a partir
de bioplasticos, conduzido pela empresa Oeko Biopolimeros, que em parceria com a empresa Plascon,
produziu os filmes de PBS e de PBAT/PHBH, os quais foram, posteriormente, utilizados pela empresa
Peeqflex para produzir as amostras laminadas com os filmes NatureFlexTM transparente e
NatureFlexTM metalizado, estes tltimos produzidos e fornecidos pela empresa Futamura. O produto
deste trabalho vem de encontro a crescente demanda do mercado de embalagens, aliando boas
caracteristicas de conserva¢ao de alimentos com propriedades ambientalmente amigaveis. Contudo,
ainda é necessario um estudo amplo e abrangente sobre os biopolimeros, suas propriedades e aplicagdes,
para que a partir deles possamos diminuir os residuos gerados de plasticos. Assim o impacto ambiental
seria reduzido de forma ampla, e os riscos de contaminagéo ou geracdo de patologias em animais e seres
humanos com plasticos, microplasticos, e seus derivados toxicos, dos quais ainda ndo se sabe as
consequéncias possiveis e futuras, poderiam ser evitados em larga escala.

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo como ensaio com o organismo Allium cepa (cebola) avaliar a
fitotoxidade e mutagenicidade dos concentrados de solo obtidos apds o ensaio de desintegracdo segundo
as normas DIN EN 14045.

METODOLOGIA

As amostras do biorresiduo resultantes da desintegracdo dos materiais no solo foram solubilizadas,
seguindo a proporg¢ao de 200 g de massa — base seca — de biorresiduo para 800 mL de 4gua, com base
nanorma NBR ABNT 10006:2004. A extragao foi feita em agitacdo por 5 minutos em agitador mecéanico
de haste, modelo (NI-1137 da marca Nova Instruments) de hélice e mantidas em repouso por sete dias
a temperatura ambiente, apds este tempo, foram filtradas a vacuo por membrana filtrante MCE com
porosidade de 0,45um e diametro de 47 mm (da marca Laborclin), e acondicionadas em uma geladeira
até o uso.

Cem sementes de cebola baia periforme ( marca Feltrin Sementes) foram colocadas em placas de Petri
com papel filtro, embebido com 4 mL de cada uma das dilui¢des dos trés concentrados de solos. Os
controles foram: 4gua destilada como controle negativo e o Etilmetanosulfonato (EMS) 4.10*M, como
controle positivo, realizando-se os ensaios sempre em triplicata. As raizes agora com aproximadamente
2 cm de comprimento foram coletadas, contadas e fixadas no fixador Carnoy (Etanol:Acido Acético 3:1)
e apds 24 horas, foram transferidas para tubos falcon contendo alcool 70% até o momento de da hidrolise
das raizes, que foi feita em HCI IN a 60°C em banho-maria, por 10 minutos. Apds a hidrolise as raizes
foram colocadas em frascos, com reativo de Schiff, por duas horas. Sobre uma lamina, coloca-se uma
raiz com meristema intacto ¢ com auxilio de um bisturi corta-se apenas a por¢do meristematica de 1 mm
, sobre a qual ¢ adicionada uma gota de corante Carmim e coberto com uma laminula. Pressiona-se sobre
o material com auxilio de um lapis com o lado da borracha de apagar, até que as células sejam
completamente esmagadas ficando assim separadas. Para leitura, as células sdo observadas em
microscopio Optico comum, com objetiva de 40x. Sao contadas 500 células por lamina e cinco laminas
por tratamento (2500 células) avaliando-se a presenca de aberragdes cromossomicas (AC) e/ou
micronucleos (MN), mitoses e morte celular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de fitotoxicidade dos concentrados obtidos das amostras Laminadas Al ¢ A2, e
dos componentes individuais estido apresentados na Figura 3. A andlise estatistica, comparando os grupos
ndo mostrou diferencas significativas em relagdo ao controle negativo. Portanto, ndo houve efeito
fitotoéxico dos concentrados sobre as sementes de Allium cepa. Os resultados das analises apos as
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preparacdes das laminas mostraram que a Amostra 2 apresentou um indice de MN significativamente
maior que o controle negativo e foi, portanto, a unica amostra a apresentar efeito mutagénico. Os
resultados de IM deste trabalho mostraram que apenas a blenda PBAT/PHBH alterou o indice mitético
das raizes de 4. cepa. A amostra 1 ndo diferiu do controle e, a amostra 2, apesar de ter a blenda em sua
laminacdo, também ndo diferiu do controle. Os resultados das andlises das laminas das Amostra 1 e
Amostra 2 para o parametro de morte celular ndo mostraram diferencas entre indices das amostras e o
controle, indicando, auséncia de efeito citotoxico dos concentrados de solo obtidos apos degradagio das
laminagdes.

Figura 1. Representacdo grafica da comparacao estatistica da germinagdo das sementes expostas as amostras de
concentrados (A). ** p<0,05; Indice Mitético (IM) das células meristematicas de raizes de Allium cepa exposta as
amostras de laminagdes Al ¢ A2 e a blenda PBAT/PHBH (B); Produgdo de MN nas células meristematicas de
raizes de 4. cepa onde s6 a A2 dentre as amostras demonstrou alteragdes (C)
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Quando analisadas as ldminas da amostra PBAT/PHBH, n3o foram constados morte celular ou
micronticleo, porém, foi possivel observar algumas aberracdes cromossdmicas em A existem nucleos
interfasicos regulares; em B uma metafase com perda cromossomica; uma C — Metafase no detalhe em
C; na imagem D uma Anafase com perda cromossomica; em E uma Profase regular; e na imagem F ha
¢ possivel observar uma Anafase com duas pontes cromossomicas. Sendo assim, conclui-se que houve
acdo genotoxica, pois houve aberragdes onde o material genético foi alterado, mas, ¢ inconclusivo
quanto a a¢do mutagénica, ¢ seriam necessarios mais pesquisas ¢ testes para poder afirmar a
mutagenicidade do composto. O controle positivo EMS também apresentou aberragdes cromossdmicas,
como era esperado; o detalhe G mostra uma Profase binucleada; em H existe na indicacdo no canto
superior uma Anafase com perda cromossOmica € no canto inferior um ntuicleo vacuolizado; e em [ ha o
que poderia ser a formagdo de um microcito na intérfase.

Figura 2. Resultados obtidos do teste de genotoxicidade, em A existem niicleos interfasicos regulares; em B uma
metafase com perda cromossomica; C — Metafase no detalhe em C; na imagem D uma Anafase com perda
cromossomica; E mostra uma Profase regular; e na imagem F ha é possivel observar uma Anafase com duas pontes
cromossdmicas. G observa-se uma profase binucleada; em H uma Anafase com perda cromossomica; e em [ uma
célula em interfase com a formacao de micrdcito.
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CONCLUSOES

Em conjunto, os dados apresentados permitem afirmar que os produtos de degradagdo das amostras
laminadas A1 e A2 ndo apresentam efeito citotdxico nas raizes de sementes de Allium cepa expostas aos
concentrados de solo obtido apds a desintegragdo dos biopolimeros. A amostra 2 resultou em efeito
mutagénico, muito provavelmente atribuido a blenda PBAT/PHBH, uma vez que esta tltima,
isoladamente também alterou o Indice Mitdtico, apontando que houve estimulo na divisio celular, que
pode ser prejudicial as células, pois pode levar a uma proliferacdo desequilibrada. Em favor desta
hipotese foi demonstrado, em trabalho anterior que as amostras Al e A2 também ndo apresentaram efeito
fitotoxico em Lactuca Sativa (Alface), porém, a amostra 2 inibiu o crescimento da raiz e o hipoclito, em
relagdo ao controle (WITTMAN, 2020). Este dado mais uma vez aponta para um efeito da blenda de
PBAT/PHBH, uma vez que sua presenca na laminagdo ¢ a Unica diferengas entre as amostras Al e A2.
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