AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA DE RESIDUOS DE DEGRADACAO EM
SOLO, DE FILMES PARA EMBALAGENS CONSTITUIDOS DE
BIOPOLIMEROS

1. INTRODUCAO

Os polimeros por definicdo sdo macromoléculas que se caracterizam por sua
estrutura quimica e as suas relacdes inter e intramoleculares, possuindo unidades
quimicas denominadas mondmeros, interagindo por ligacdo covalente. Apesar dos
polimeros sintéticos conquistarem, aos poucos, seu espaco como material de grande
importancia para a sociedade atual, seu descarte é ainda um problema mundial, e
principalmente para o Brasil. Sua baixissima degradabilidade, na maioria dos casos, € 0
elevado volume de producdo fazem com que seus rejeitos ocupem uma grande area por
longos periodos, prejudicando a vida util dos aterros sanitarios. Além da toxidade para o
meio ambiente com a sua degradacéo lenta, a disposi¢do final de polimeros plasticos é
extremamente complicada uma vez que para alguns polimeros, ndo é possivel usar do
método de incineracdo pelos altos precos de fornos e pela toxidade de produtos gerados
(KARLSSON et al, 1998; CRUZ et al, 2008).

Além disso, ha grandes impactos ambientais causados pelos processos de extracdo
e refino utilizados para produgdo dos polimeros provenientes do petroleo, 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 bioplasticos tém a
estrutura similar a de plastico extraido de combustivel fossil, entretanto possuem a base
bioldgica ou biodegradavel, podendo, também, apresentar as duas caracteristicas, como
0o PLA (poliacido lactico), PHA (Polihidroxialcanoatos), e polissacarideos que sao
biobaseados e biodegradaveis. Materiais de base bioldgica 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 biolégica ndo
necessariamente €& biodegradavel, alguns polimeros biodegraddveis sdo o PBAT
(Poliadipato-co-tereftalato de butileno), PBS (Polibutileno succinato) e o PCL
(Policaprolactona). Entdo, existem possiveis beneficios da substituicdo de produtos
fésseis por produtos de base bioldgica com relagdo a sustentabilidade e sua matriz, porém,
ainda deve ser analisado os possiveis efeitos destes produtos em relagdo ao meio ambiente
(BRITO et al, 2011; FORTUNA, 2020).



Os vegetais superiores (plantas traquedfitas) apresentam caracteristicas que
tornam excelentes modelos genéticos para avaliacdo de poluentes ambientais, por isso
tém sido utilizados com muita frequéncia em estudos de monitoramento. A espécie Allium
cepa (cebola) constitui uma das espécies pioneiras nos estudos de aberragdes
cromossémicas causadas pela acdo de agentes fisicos e quimicos, devido & sua
caracteristica cinética de proliferacdo pelo crescimento rapido das raizes, pelo numero de
células em divisdo, pela sua alta tolerancia a diferentes condi¢bes de cultivo e sua
disponibilidade durante o ano inteiro, por seu facil manuseio e por possuir cromossomos
em nameros reduzidos (2n = 16) e de grande tamanho (GRANT, 1982; GRANT, 1994;
FISKESJO, 1985; MATSUMOTO et al, 2006).

O bioensaio utilizando sementes de cebola (Allium cepa) é amplamente utilizado
como método de avaliagdo ecotoxicologico dos impactos ambientais de substancias puras
ou misturas complexas, como é o caso de grande parte das amostras ambientais, sendo
muito efetiva em inseticidas, herbicidas, metais pesados, derivados de petréleo, corantes
e aditivos alimentares. Este ensaio tem baixo custo de execucdo e utiliza um modelo que
é suficientemente sensivel para detectar inimeras alteragdes cromossdémicas provocadas
por substancias ou mistura delas, nas células em divisdéo (VENTURA et al, 2004;
MATSUMOTO et al, 2006; TURKOGLU, 2006; BIANCHI, 2008; LEME; MARIN-
MORALES, 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 genotdxicos, ou danos
ao DNA, por meio da contagem de alteracfes nos cromossomos nas varias fases do ciclo
celular, chamadas de aberragfes cromossémicas, que também ¢ utilizado para a
investigacdo dos mecanismos de acdo dos agentes testados, sejam testes com substancias
puras ou misturas complexas, ele é largamente usado para 0 monitoramento ocupacional
e ambiental como um biomarcador de efeitos induzidos por carcinégenos (HAGMAR et
al, 2004; OLESZCZUK et al, 2011; VALENTE et al, 2017). Para analisar efeitos
mutagénicos, é registrada a ocorréncia de microntcleos (MN), que sdo gerados a partir
de quebras ou perdas de cromossomos, na fase de divisdo celular, na qual o material
genético dentro do nucleo replica-se, podendo ocorrer erros que levam a danos no DNA,
sendo visualizados nas células filhas como uma estrutura similar ao nucleo principal,
porém de tamanho reduzido (MARIN-MORALES, 2008; MACAGNAN et al, 2009).



2. METODOLOGIA
2.1. Amostras

As amostras do biorresiduo resultantes da desintegracdo dos filmes laminados no
solo de compostagem, contendo os produtos desta degradacdo foram solubilizadas,
seguindo a proporcdo de 200 g de massa — base seca — de biorresiduo para 800 mL de
agua, com base na norma NBR ABNT 10006:2004. As solugbes foram submetidas a
agitacdo por 5 minutos em agitador mecanico de haste com hélice (modelo NI-1137 da
marca Nova Instruments) e mantidas em repouso por sete dias a temperatura ambiente.
Apos este periodo, as amostras foram filtradas a vacuo por membrana de filtragdo com
porosidade de 0,45um e didmetro de 47 mm (marca Membra Filtrante MCE) e
acondicionadas em uma geladeira. Nesta etapa as amostras laminadas foram compostas
por residuos de: Amostra 1 - PBS (Polibutileno succinato), NatureFlexTM 25NK Matt e
NatureFlexTM 20 NKME metalizado; Amostra 2 - NatureFlexTM 25NK Matt,
NatureFlexTM 20 NKME metalizado e blenda de PBAT/PHBH.

2.2. Bioensaio da A. cepa como organismo de teste

Cem sementes de Allium cepa foram colocadas em placas de Petri com papel
filtro, embebido com 4 mL de Amostra 1 - PBS (Poli butileno succinato), NatureFlexTM
25NK Matt e NatureFlexTM 20 NKME metalizado; Amostra 2 - NatureFlexTM 25NK
Matt, NatureFlexTM 20 NKME metalizado e blenda de PBAT/PHBH; EMS 4.10*M
(etano metil-sulfonato) como controle positivo; e agua destilada, como controle negativo.
As placas foram envolvidas em filme plastico e deixadas por cinco dias em local escuro.
As raizes agora com aproximadamente 2 cm de comprimento foram coletadas, contadas
e fixadas no fixador Carnoy (Etanol:Acido Acético 3:1) e ap6s 24 horas, foram
transferidas para tubos falcon contendo alcool 70% até o momento de da hidrdlise das
raizes. Apos 72 h as raizes foram retiradas dos frascos com o fixador e colocadas em um
béquer para o processo de hidrolise, realizada com HCI 1N a 60°C em banho-maria, por
10 minutos. Apos a hidrdlise as raizes foram colocadas em frascos de vidro ambar,
contendo o reativo Schiff, onde ficam por duas horas em local escuro. Apds o0 processo,
as raizes foram lavadas em agua destilada ao menos trés vezes, até que o excesso de
corante fosse retirado. Sobre uma lamina, coloca-se uma raiz com meristema intacto
(porcéo terminal corada com roxo mais intenso) e com auxilio de um bisturi corta-se
apenas a porcdo meristematica de 1 mm acima da coifa, sobre a qual é adicionada uma

gota de corante Carmim e coberto com uma laminula. Pressiona-se o material com auxilio



de um lapis com o lado da borracha de apagar, até que as células sejam completamente
esmagadas. Para leitura, as células s@o contadas na objetiva de 40X, 500 células por
lamina e cinco laminas por tratamento (2500 células). Foram considerados 0s “end
points”". indice micronucleos (MN), indice mitético e morte celular. Os grupos foram
comparados pele teste estatistico ANOVA one-way, com pos-teste de Tukey e intervalo

de confianca de 95%.

3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Biopolimeros e Biodegradacao

A obtencdo dos biopolimeros e dos polimeros biodegradaveis (natural e sintético)
surge como uma op¢ao para ampliar a solugdo dos problemas decorrentes da poluicao
ambiental, devido a quantidade significativa de materiais poliméricos que ndo sao
biodegradaveis. Portanto, a aplicacdo dos polimeros biodegradaveis vem como uma
tendéncia para o0 desenvolvimento socioeconébmico e preservacdo ambiental
(MEDEIROS; LIMA, 2020).

Bioplasticos eram inicialmente usados durante o seculo X1X apenas para embalar
doces e, portanto, seu uso ndao é novo. Eles tém origem de fontes bioldgicas e sdo
denominados de biopolimeros, polimeros verdes e os polimeros reciclaveis para
embalagens de bebidas, alimentos, inibidores de vetores virais e bacterianos, entre 0s
biopolimeros sdo biodegradaveis, e se decompdem com menos tempo do que 0s
polimeros sintéticos, eles se degradam pela acdo de microorganismos e possuem
propriedades semelhantes entre si. Os polimeros biodegradaveis podem ser derivados de
fontes naturais renovaveis como, por exemplo, o milho, celulose, batata e cana de agtcar
e podem ser potenciais substitutos para polimeros derivados do petréleo como uma
solucdo para o crescente acumulo no meio ambiente (BRITO et al, 2011). Possuem
viabilidade econémica e reais possibilidade de implementacéo no mercado e na sociedade
atual. Atualmente estd sendo dada muita énfase a preservacdo e conservacdo 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
(HIPOLITO; HIPOLITO; LOPES, 2013).

A biodegradacdo é um processo natural pelo qual compostos organicos sdo
convertidos em compostos mais simples, mineralizados e redistribuidos através de ciclos

elementares como o do carbono, nitrogénio e enxofre. Quando em ambientes



biologicamente ativos, polimeros biodegradaveis sdo consumidos por agentes bioldgicos,
tais como fungos e bactérias, e utilizados como alimentos, eliminando quaisquer residuos
perigosos ou toxicos para 0 meio ambiente (ASSIS, 2009; FONSECA, 2014).

3.2. Biopolimeros e Embalagens

Considerando que o uso de polimeros como embalagens para produtos
alimenticios € consolidado, e que a deposicdo de seus residuos tem crescidos
substancialmente, biopolimeros como alternativa aos plasticos sintéticos também
merecem atencdo. Algumas vantagens dos polimeros biodegradaveis seriam a producao
em escala industrial, pois, o Brasil é um grande produtor de milho, batata e cana de agUcar.
Estes polimeros possuem boa resisténcia mecanica, e o tempo de degradacdo é outra
vantagem deste tipo de material, pois é mais rapido em comparagdo com plasticos
tradicionais (FECHINI, 2013). Além disso, constituem um campo em desenvolvimento,
com crescente utilizacdo ndo sé para embalagens, bem como para 0s mais variados
setores, se tornando uma &rea de grande potencial de estudos de viabilidade em diversos
sistemas produtivos. No entanto, dificuldades devem ser superadas, para uma maior
utilizacdo destes polimeros, que no Brasil ainda € muito baixa, além do seu custo, quando

comparado aos das resinas tradicionais (LANDIM et al, 2016).

O presente trabalho faz 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 ultimos produzidos e fornecidos pela empresa
Futamura. O produto deste trabalho vem de encontro a crescente demanda do mercado de
embalagens, aliando boas caracteristicas de conservagdo de alimentos com propriedades

ambientalmente amigaveis.

3.3. Bioindicadores de Ecotoxicidade

Os bioindicadores séo organismos de qualquer natureza que podem ser utilizados
para medir um determinado contaminante ambiental, onde as espécies vegetais
selecionadas sdo expostas ao ambiente de avaliacdo. Os bioindicadores séo importantes
para caracterizarem a ecotoxicidade, uma vez que indica a presenca de poluente,

entretanto, ndo podem quantificar o nivel de contaminac&o. Por outro lado, apresentarem



baixo custo, facilidade de aplicacdo e sdo de facil monitoramento, sendo uma ferramenta

importante nos estudos de ecotoxicidade (MAKI et al, 2013).

A bioindicacéo € o uso de seres vivos para a verificacdo e avaliacdo da qualidade
ambiental ou dos efeitos da poluicdo ambiental, seja do ar, da agua ou do solo. Ainda, a
principio, cada ser vivo é um bioindicador, pois a resposta (a reacdo) a fatores externos
(a acBes) é um dos atributos fundamentais da vida em si, as respostas bioldgicas tendem
a integrar os efeitos independentes e interativos de muitos estressores. Os estressores
tendem a impactar a biota nos niveis mais baixos da organizacao bioldgica, alterac6es nos
processos bioquimicos e fisiolégicos de individuos; e posteriormente, impactar
parametros em niveis mais elevados como a estrutura da comunidade (KLUMPP, 2001;
KAPUSTA, 2008).

Segundo Grant (1994) os vegetais superiores, apresentam caracteristicas
excelentes de modelos genéticos para avaliacdo de poluentes ambientais, essas
caracteristicas ndo sdo s6 a sensibilidade de deteccdo de mutadgenos em diferentes
ambientes, mas, a possibilidade de utilizagdo de diferentes células como biomarcadores
genéticos, capaz desde mutacdes pontuais e até mesmo obter aberra¢cdes cromossdmicas.
Ainda segundo Alves (2001) as plantas superiores Sdo organismos eucarioticos,
complexos geneticamente e sdo facilmente cultivaveis e mantidas para serem utilizadas

nos estudos de toxicidade genética por isso sao muito Uteis como bioindicadoras.

Neste contexto, a ecotoxicidade de materiais poliméricos se refere ao potencial
toxicologico dos residuos, chorume e gases volateis produzidos durante sua
biodegradacdo no ambiente. O principal objetivo da avaliacdo ecotoxicologica de
polimeros compostaveis é garantir que nao sejam liberadas substancias nocivas ao meio
ambiente, durante e depois da degradacdo (RUDNICK, 2008).

4. RESULTADOS
4.1. Teste de Fitotoxicidade

Analises de toxicidade sdo raramente exigidas pelos 6rgaos ambientais, 0 que
parece ser um erro, ja que testes como o de germinagdo com sementes séo econdmicos e
faceis de serem implementados pela maioria dos laboratorios credenciados pelos 6rgaos
ambientais e trazem a resposta global que mais importa: o nivel de toxidade da amostra
analisada. Os ensaios fitotoxicoldgicos com germinacdo de sementes tém sido bastante

utilizados atualmente como indicadores de poluicdo ambiental por causa da simplicidade



e economia proporcionada pelo método em comparagdo com outros tipos de analise e,
apesar de ndo ser possivel identificar diretamente qual composto esta conferindo o carater
toxico, esse teste consegue comparar niveis de toxicidade através do comprimento e
porcentagem de germinacdo das sementes compondo um indice, o IG (indice de
germinacdo, que é inversamente proporcional ao nivel de toxicidade das amostras testadas
(CHARLES et al, 2011; MENDES et al, 2020).

Plantas superiores reconhecidas como excelentes modelos para detectar
mutagenos ambientais, sendo por isso frequentemente utilizadas em estudos de
monitoramento. Dentre as espécies de plantas, a cebola (Allium cepa) tem sido usada para
avaliar fitotoxicidade, danos ao DNA, como anormalidades cromossomicas e disturbios
no ciclo mitético. O teste genotdxico que utiliza A. cepa € validado pelo Programa
Internacional de Seguranca Quimica e pelo programa Ambiental das Nagbes Unidas
(GRIPPA et al, 2010). O teste do A. cepa é caracterizado como padrdo ouro para a
avaliacdo de anormalidades cromossdmicas, indice mitotico, formacdo de micronucleos
e anormalidades nucleares na deteccao de contaminantes, além de permitir a avaliagéo da
acao de um agente e seus efeitos clastbgenicos ou aneugénicos sobre o0 material genético
(AUIB; FELZENSWALB, 2011; FERRETTI et al, 2007).

Os resultados do teste de fitotoxicidade dos concentrados obtidos das amostras
Laminadas Al e A2, na Figura 3. A analise estatistica, comparando 0s grupos ndo
mostrou diferencas significativas em relacdo ao controle negativo. Portanto, néo houve
efeito fitotoxico dos concentrados sobre as sementes de Allium cepa. A Figura 1 mostra
a andlise estatistica da comparacao entre 0S grupos.

Figura 1. A tabela abaixo mostra os resultados brutos obtidos de germinagdo das sementes expostas pelos controles

indicados (A). Representacdo grafica da comparagdo estatistica da germinacgao das sementes expostas as amostras de

concentrados (B). ** p<0,05
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4.2. Teste de Citotoxicidade, Genotoxidade e Mutagenicidadade

Ensaios de toxicidade em cebolas sdo aconselhados por terem baixo custo, serem
de facil manuseio, e por terem DNA facilmente visualizado, sdo excelentes indicadores.
Além disso o ensaio com cebola permite a avaliacdo de multiplos parametros, como
citotoxicidade com indice mitético, genotoxicidade com anormalidades cromossémicas,
e mutagenicidade com micronucleos, de forma que permite a avaliacdo do mecanismo do
poluente sobre o material genético (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Os micronucleos sao estruturas pequenas que sao formadas a partir de aneugénese
(perdas cromossdmicas) ou por fragmentos cromossoémicos (clastogénese), eles podem
ser gerados pelas aberragcdes cromossdmicas e devido as alteracGes na conformacao da
estrutura das fibras do fuso mit6tico, também é possivel os microndcleos se originaram
durante os eventos de poliploidizacdo na tentativa da célula de restabelecer sua condicdo
diploide (2N). Essas estruturas sugerem uma acdo mutagénica pois decorre de alteracao
do material genético, que persiste através do ciclo de divisdo, apesar de ndo
comprometerem a viabilidade celular (FENECH, 2000; FERNANDES; MAZZEOQO;
MARIN-MORALES, 2007; MARIN-MORALES, 2008).

Os resultados das analises ap0s as preparacGes das ld&minas 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. A representacdo grafica
da analise estatistica de MN na Figura 2.

Figura 2. Em A observa-se uma célula com micronicleo; Em B producéo de MN nas células meristeméticas de
raizes de A. cepa em representacéo gréafica
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Fonte: Autora
A citotoxicidade foi também avaliada pelo indice mit6tico. O indice mitético (IM)
tem sido utilizado para avaliar a citotoxicidade de diversos agentes (LEME; MARIN-

MORALES, 2009). O IM é um dado expresso em porcentagem que é utilizado para



avaliar a taxa de divisdo celular. Ele tem se mostrado um parametro importante para se
avaliar os efeitos que agentes quimicos causam no ciclo celular (SMAKA-KINCL et al.,
1996; SOBRAL et al., 2013). Alvin et al. (2011) relatam que qualquer mudanca nas
condigOes ambientais, principalmente por causa da poluicdo, pode ser observada nas

plantas pela reducdo do crescimento radicular.

De acordo com Maschio (2009), o grau de citotoxicidade de um experimento pode
ser estabelecido pelo aumento ou decréscimo do indice mitético. O decréscimo do IM
indica uma reducéo da divisao e celular e consequente reducdo no desenvolvimento da
planta. Entretanto, também foi demonstrado que o aumento do indice mitético esta
associado com poluentes de origem organica (DUSMAN et al., 2012). Zortéa et al. (2015)
relatam que situacdes em que o indice mitotico € maior quando comparado ao controle
denotam a reproducdo descontrolada das células, podendo haver uma méa formacéo das
células, comprometendo caracteristicas de herdabilidade, o que proporciona implica¢des

diretamente a satde dos organismos expostos.

Os resultados de IM deste trabalho ndo mostraram diferencas entre as amostras
Al e A2 e o controle com agua destilada (Figura 3).

Figura 3. Em A observa-se uma anafase com perda cromossdémica; em B indice Mitético (IM) das células

meristematicas de raizes de Allium cepa exposta as amostras de laminacfes Al e A2 em representacéo gréfica.
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Efeitos genotdxicos causados por determinados agentes promovem danos no
DNA das células, como quebras cromossdmicas e delecbes de sequencias de
nucleotideos, estes podem ocorrer quando as substancias toxicas entram com contato
direto com o DNA nuclear ou de forma indireta onde o metabolismo celular é afetado o
que acarreta uma divisao incorreta da célula. As alterac6es ndo sdo devidamente reparadas
pelo sistema celular, essas células acumulardo mutagfes que em um indice elevado,
poderdo perder o controle celular e desencadear processos carcinogénicos ou a de

apoptose. A inibicdo das células em divisdo ndo leva o organismo a morte normalmente,



10

mas, pode interferir no seu desenvolvimento devido a significativa quantidade de células
em processo de morte, 0 que caracteriza um efeito citotoxico (MATSUMOTO et al,
2006).

E para avaliar os parametros morfolégicos de morte celular, existem varias
metodologias, e uma elas estdo relacionadas as mudancas no potencial de membrana e a
fisiologia celular devido as mudangas enzimaticas que ocorrem no processo de
degeneracdo; e isso pode ser observavel por mudancas morfoldgicas tipicas como:
citoplasma vacuolizado e fragmentacdo nuclear, nlcleos deslocados e com aumento de
tamanho, entre outros. (MARIN-MORALES, 2008). Os resultados das analises 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 degradacdo das laminacOes. A representacdo

grafica e andlise estatistica pode ser observada na Figura 4.

Figura 4. Na imagem observa-se o resultado da andlise estatistica das contagens.
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5. CONCLUSOES

Em conjunto, os dados apresentados permitem afirmar que os produtos de
degradacdo das amostras laminadas Al e A2 ndo apresentam efeito fitotoxico nas raizes
de sementes de Allium cepa expostas aos concentrados de solo obtido apds a

desintegracao dos biopolimeros.

A amostra 2 resultou em efeito mutagénico, muito provavelmente atribuido a
blenda PBAT/PHBH, uma vez que em trabalho anterior (WITTMAN, 2020), esta amostra
e a blenda isoladamente, apesar de ndo inibirem a germinagdo, provocaram efeito

inibitorio no crescimento das raizes e do hipocotilo em Lactuca sativa (alface). Este dado
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aponta para um provavel efeito da blenda de PBAT/PHBH, uma vez que sua presenca na

laminacéo é a unica diferenca entre as amostras Al e A2.

A potencial de utilizacdo de embalagens flexiveis fabricadas a partir desses
biopolimeros podem ser apresentados como uma alternativa sustentavel para a solucéo
do problema de acumulo de embalagens plasticas no ambiente, substituindo os

persistentes polimeros sintéticos.
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