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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa, L.), € um dos principais componentes da dieta humana, a producéo
mundial para 2016 é estimada em 746,9 milhdes de ton, (FAO, 2016), deste montante o
Brasil contribui com 10.6 milhGes de ton. O Rio Grande do Sul - RS, maior produtor
brasileiro, 75,5 %, produz 7.5 milhdes de ton. e a Regido Sul do RS, 553 mil ton.
(CONAB, 2016). Considerando que as cascas de arroz - CA correspondem de 20 % a 23%
do peso do arroz em casca, (SOLTANI, 2015) no beneficiamento serdo gerados
anualmente no mundo aproximadamente 149,3 milhdes de ton. de CA, no Brasil, 2,1
milhGes de ton.; no RS 1.5 milhdes de ton. e na Regido Sul do RS o montante de 217.5 mil
ton. por industrializar entorno de 14,5% da producéo do Estado.

A busca de solucBes de uso sustentavel da CA tem sido alvo de muitas investigacdes
cientificas e publicacGes a exemplo de Foo (2009) e Soltani (2015). De acordo com Gomes
(2013) o aproveitamento da CA como fonte de energia renovavel, tendo em vista o seu
poder calorifico de 13-16 Mj/Kg é uma alternativa plausivel ambientalmente e difundida
no mundo, apesar de se saber que a cinza de casca de arroz - CCA representa = 20% do
peso da CA ou + 4% do peso do grdo (SOLTANI, 2015). O desafio é dar um destino
adequado a CCA gerada, uma vez que, se toda a CA for queimada se estima uma producao
mundial 29.89 milhdes de t anuais, no Brasil 420 mil de t, no RS 300 mil de t e na Regido
Sul-RS 43.5 mil t.

Nos ultimos anos varias pesquisas foram desenvolvidas e significados avancos foram
alcangados na busca de transformar a CCA em novos produtos com valor agregado com
baixo impacto ambiental, (CHEN, 2015 e SOLTANI, 2015). Contudo, quantidade
significativa de CCA ¢ depositada em aterros ou incorporada ao solo, sendo exposta a
intempérie o que facilita a dispersdo pondo em risco a saude Yang (2015) e a impactos
ambientais. Neste cenario, cabe considerar os estudos de Bilo (2015) metais tracos na
cultura do arroz; Thind (2012) aplicagéo de cinzas no cultivo, arroz-trigo e Yang (2015)
compostos organicos volateis bioativos.

As plantas superiores sdo reconhecidas como excelentes modelos genéticos para detectar
agentes citogenéticos e mutagénicos, (FISKESJO,1989). O teste Alium cepa introduzido
por Levan (1938) adaptado por Fiskesjo (1989) é um dos testes mais utilizados no
monitoramento de polui¢cdo ambiental, na avaliacdo de citotoxicidade e genotoxicidade por
ser de baixo custo, de facil manuseio e mostrar boa concordéncia com os resultados de
outros sistemas de ensaio e ao se constatar pelo nimero e diversidade de trabalhos
cientificos desenvolvidos a exemlo de Leme (2009). Diente do exposto este trabalho tem
como objetivo avaliar o potencial citotoxico e genotoxico da cinza de casca de arroz por
meio do teste Allium cepa como bioindicador.
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2. METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido nos laboratorios do Centro de Engenharia - NEPERS e no
Instituto de Biologia - DEZG e DM - UFPEL- RS. CCA, safra 2014, foi obtida de trés
empresas dos municipios de Capdo do Ledo, Pelotas, e Rio Grande - RS, que utilizam a
CA para produzir vapor, calor e energia elétrica. A CA ¢é queimada em fornalhas de grelha
deslizante a temperaturas que variam de 650° C a 800° C e tempo de queima entre 3 min a
15 min. As amostras foram coletadas e identificadas segundo ABNT NBR 10007:2004, na
operacdo de carregamento da CCA para a area de incorporagdo ao solo, sem tratamento,
num periodo de 5 dias consecutivos, na quantidade de 1 Kg por dia, perfazendo 5 Kg por
empresa.

O extrato aquoso da CCA foi obtido seguindo o protocolo de ZUCCONI et al. (1988)
consistindo na pesagem de 10 g de CCA, de cada amostra, que foi diluida em 100 ml de
agua destilada em Erlenmeyer de 200 ml, identificado, selado com filme de PVC e
mantido em repouso por 12 horas em camera escura em triplicata. A filtragem foi realizada
com papel filtro gramatura de 85 g/m#/porosidade 6 um. O extrato aquoso da filtragem, foi
acondicionado em 15 frascos de vidro de 100 ml e identificados por empresa para
posterior utilizacdo na preparacao do bioensaio.

O potencial citotoxico e genotoxico foi avaliado através da analise do indice Mitético — IM
(%) e da presenca de Aberragdes Cromossomicas - AC (%) utilizando-se como
bioindicador sementes de cebola, Allium cepa, vc, ISLA, Lote 36550-S2, sem tratamento.
Dez sementes foram colocadas em placa de Petri sobre papel filtro, umedecido com 5 ml
dos 5 extratos aquosos de CCA originada das 5 amostras de cada empresas (tratamento) e 5
ml de &gua destilada, (tratamento controle), selada as placas de Petri em triplicata, foram
acomodadas na cdmera com temperatura de 25+1°C num periodo de 144 horas. Todo
material germinado, 45 ensaios das empresas e 3 ensaios do controle, foi fixado em Carnoy
(3:1, Etanol/Acido acético), acondicionado em frascos de 10 ml e preservado em freezer
até a realizacdo do exame citologico.

Na realizacdo do exame citoldgico, foram escolhidas ao acaso trés raizes de cada do ensaio
de germinacdo. A lamina histolégica com uma raiz foi confeccionada seguindo a técnica
de Guerra & Souza, (2002) com modificacbes. O exame das laminas foi feito em
microscopio de luz incidente NYKON ECLIPSE-E 200 com uma magnitude de 400X e 0s
melhores registros das imagens foram digitalizados. Aplicando-se a técnica de varredura
foram contadas 500 células por raizes sendo 22.500 dos 45 ensaios do estrato aquoso e
4500 células dos trés ensaios do tratamento controle. As células em divisdo e as
aberracdes cromossémicas-AC na profase, metafase, anafase e telofase, representadas por
quebra de cromossomos, C-matase, ponte de cromossomos, cromossomos aderidos,
microndcleos, bi e multipolar foram quantificadas. O Indice Mitético — IM (%), dado em
porcentagem, foi obtido dividindo-se o numero de células em mitose pelo nimero total de
células observado multiplicando-se por 100 e o percentual de Aberracbes Cromossémicas
— AC (%) foi calculado pelo nimero de aberragdes e dividido pelo nimero de células
observadas vezes 100. (LEME 2009).

O delineamento experimental utilizado foi completamente causalizado, sendo o fator
tratamento as 3 empresas e 1 (um) tratamento controle seguindo arranjo unifatorial com 5
amostras por empresa, 45 ensaios de germinacdo, (triplicata das amostras) 135 raizes
(triplicata dos ensaio de germinacdo) e 67.500 células (500 células por raiz) dos
tratamentos empresas. Tratamento controle 3 ensaios de germinacéo 9 raizes (triplica dos

ensaios de germinacdo) e 4.500 células (500 células por raiz). Os caracteres resposta indice
mitotico — IM (%) na avaliacdo de citotoxicidade e o percentual de aberragdes — AC (%)
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para avaliar a genotoxicidade. A analise estatistica foi realizada utilizando o pacote de
software Statistix 9.0. Os dados sobre os caracteres IM e AC foram comparados pelo t
Student’s test, (p<0,05) para determinar as diferencas significativas entre os tratamentos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na apreciagdo dos dados de citotoxicidade os valores médios, em porcentagem, do 1M
submetidos a analise com t Student’s test, (p<0,05) ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas na comparacdo entre o tratamento controle e as empresas,
exceto na comparacao com o tratamento controle, IM = 3,04% e a empresa Il, IM = 5.37%.
(Tabela 1). Os dados demonstram indicios de potencial de citotoxicidade decorrente da
presenca de substancias toxicas no extrato aquoso da CCA da empresa Il. O Indice
Mitético IM, como um pardmetro para avaliar o potencial toxicolégico de diferentes
agentes tem sido amplamente utilizado e a acdo citotdxica de um agente pode ser
determinada pelo aumento ou diminuic¢do do IM. IMs significativamente (p<0,05) maiores
do que o tratamento controle indicam um aumento da divisdo celular o que pode
determinar a proliferagcdo celular desordenada e a formacdo de tecidos tumorais. LEME
(2009).

Tabela 1 — Valores das médias, em porcentagem, do IM (%) e CA (%) e Desvio Padrao -
SD e Coeficiente de Variagdo - CV de sementes de CEBOLA - Allium cepa; vc._ISLA -
Lote 36550-S2, submetidas a germinacdo num periodo de 144 horas, em meio aquoso das
Cinzas de Casca de Arroz-CCA, de diferentes empresas analisadas.

INDICES
TRATAMENTOS .M. cv AC cv
N.C. (%) SD (%) P (%) SD (%) P
Controle 4500 3.04 0410 13.48 0.222 0.210 94.59
Empresa | 22500 3.53 0.795 2252 0,2296 0.293 0.179 61.09 0,2865
Empresa Il 22500 5.37 2.080 38.73 0,0377 0.653 0.543 83.15 0,1373
Empresa Il 22500 3.67 1.180 32.15 0,1127 0.151 0.127 84.10 0,1000

A variacdo dos valores médios em mesma coluna foi comparada pelo desvio padrdo - SD, e o nivel de
significancia foi determinado pelo t Student’s test, (p<0,05), Statistix 9.0.
N.C.: Nimero de células; I.M. (%): Indice Mitdtico; AC (%): AberragGes cromossdmicas.

Na analise de genotoxicidade que consistiu na identificagdo e quantificacdo das AC na
préfase, metafase, anafase e teléfase, representadas por quebra de cromossomos, C-matase,
ponte de cromossomos, cromossomo aderidos, microndcleo, bi e multipolar e comparacao
dos valores médios resumidos na Tabela 1, em percentagem do fator resposta AC, através
do t Student’s test, (p<0,05), ndo foram estatisticamente significantes. A apreciagdo dos
dados nos leva a depreender que ndo ha indicativos da presenca de substancias ou
compostos quimicos que interfiram no fuso mitético no fuso mitdtico, na matriz protéica
da célula e no material genético nos extratos aquosos CCA. O teste de aberragdes
cromossémicas com Allium cepa caracteriza-se como um instrumento que fornece um
rapido exame dos efeitos genotdxicos e mutagénicos de substancias quimicas presentes no
meio, (FISKESJO 1989). A AC pode ser considerada um indicador eficiente para o
monitoramento ambiental e na investigacdo do potencial genotoxico. (LEME 2009).

4. CONCLUSOES

Os resultados do trabalho da analise de citotoxicidade revelaram indicios de potencial de
citotoxicidade decorrente da presenca de substancias tdxicas no extrato aquoso da CCA da
empresa Il. Todavia, no exame de genotoxicidade os dados apontam pela inexisténcia de
substancias com potencial tdxico capaz de interferir no material genético. Devido a
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importancia do tema tendo em vista a quantidade significante de CCA gerada, conclui-se
que a abordagem sobre o potencial toxicoldgico da CCA pode contribuir na compreensao
dos mecanismos de interacdo com o0 meio ambiente e na tomada de decisdo do destino final
das CCA.
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