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1. INTRODUCAO

O petréleo, desde a sua descoberta no século XVIII, tem sido considerado
como a principal matéria-prima energética, do qual estamos cada vez mais
dependentes para a manutencao da atividade industrial. Por possuir essa grande
utilizagéo, o petréleo gera uma movimentagédo intensa no mercado mundial sendo
um produto bastante lucrativo, cobicado por varios paises e principalmente
responsavel pelo desenvolvimento dessas nacdes (CARVALHO; RIBEIRO, 2012).
A limitacdo das fontes de energia fossil e seus efeitos indesejaveis ao meio
ambiente tém estimulado a busca de novas fontes alternativas, desde que
renovaveis. Em diversos paises, como no Brasil, ttm sido destinados grandes
incentivos ao desenvolvimento do setor de biocombustiveis, no qual se inclui o
biodiesel. O futuro promissor do biodiesel esta relacionado ndo apenas ao fato de
ser um combustivel renovavel, mas também as suas contribuicdes na reducao da
emissdo de poluentes atmosféricos e a sua maior degradabilidade, em relacéo
aos combustiveis fésseis.

No entanto, poucos sao o0s estudos realizados para avaliar 0os possiveis
impactos do biodiesel, quando usado puro ou em misturas ao 6leo diesel, sobre o
ambiente (principalmente corpos d’aguas e solos) e sobre 0s organismos vivos,
em caso de uma possivel contaminacao ambiental.

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi identificar os efeitos citotoxicos e
genotoéxicos do biodiesel sobre o bioindicador vegetal Lactuca sativa L.(alface).

2. METODOLOGIA

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Genética (LabGen) do
Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética do Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Pelotas — RS. As sementes comerciais de alface isentas
de produtos quimicos (Isla®), foram submetidas ao efeito de diferentes
concentracgfes do biodiesel (B100) feito a partir do 6leo de arroz, sendo este
doado pela empresa IRGOVEL. O biodiesel, do 6leo bruto e refinado, foi obtido
por uma catélise mista, onde foram pesados 100 mL do 6leo e acrescidos 40 mL
de KOH metandlico (2,5 % wi/v). O meio reacional foi mantido por 1 h sob agitacao
e refluxo a 70 °C, sendo apés adicionado 60 mL de metanol e 1,5 mL de H,SO,,
sendo mantido nestas condi¢des por mais 1 h. Em seguida, a mistura foi filtrada a
vacuo e o produto obtido foi lavado com agua em funil de separacéo, obtendo-se
o0 biodiesel de interesse na fase organica. O rendimento de conversao para
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biodiesel foi de 95% e 80%, para o 0leo refinado e bruto, respectivamente. E, em
seguida, acondicionados em frascos escuros e mantidos em refrigerador a 5 °C.

Para a execucdo do experimento, cada concentragcdo do biodiesel foi
emulsionada com Tween 80 a 5 % v/v e dissolvida em 4gua destilada para a
obtencao dos tratamentos: T2 100; T3 200; T4 400; T5 600 mg/L; utilizando-se
agua destilada como controle negativo (T1). Empregaram-se oito repeticdes de 50
sementes as quais foram semeadas em placas de Petri, tendo como substrato
uma folha de papel filtro, umedecidas com quantidade de &gua destilada
equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco. Em seguida, as placas foram
levadas para camara de germinagdo a 25 + 1 °C. Durante o periodo do
experimento realizou-se 0 monitoramento da umidade do papel germiteste e para
manté-lo umedecido foi adicionando 2 mL de &gua quando necessario.

Os efeitos cito e genotoxico dos tratamentos foram verificados pela anélise
do ciclo mitético e calculados os indices mitético (IM), metafasico (IMet) e
anafésico (IAf), e das anormalidades cromossémicas (IAC). Para tanto, as raizes
foram coletadas aos quatro dias apds a semeadura, fixadas em Carnoy (3:1,
etanol: acido acético glacial) e mantidas em freezer até a analise. Para proceder a
analise das laminas foi utilizada a técnica de esmagamento das raizes (GUERRA,
SOUZA, 2002), hidrolisadas em HCL 5 N durante dez minutos, lavadas em agua
destilada e coradas com orceina acética 2%. Para cada tratamento foram
analisadas dez laminas e observadas 500 células/lamina pela técnica de
varredura, totalizando 5000 células/tratamento. O delineamento experimental
adotado foi o inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos a analise da
normalidade residual. Atendendo as pressuposicoes foi realizada a analise de
variancia e de regressao linear a 5 % de probabilidade de erro utilizando o
programa Statistix 9.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A citotoxicidade de um agente pode ser determinada pelo seu efeito sobre a
divisdo celular, isto €, o aumento ou diminuicdo no IM. Este indice indica a
proporcao de células na fase de mitose do ciclo celular e a sua inibicdo pode ser
interpretada como a morte celular ou um atraso na cinética de proliferacdo de
células (PANDA; CHOUDHURY, 2005). Estes autores relatam que para uma
substancia ser considerada citotOxica ela deve causar um decréscimo no IM
superior a 50%, sendo esse o chamado limite citotoxico. As diferentes
concentracfes de biodiesel testadas diferiram estatisticamente em relacdo ao
controle negativo para o IM, assim como para o IMet e o IAna (Fig.1). As
concentracbes de 100, 200 e 600 tiveram um efeito mais citotoxico que a
concentracdo de 400 mg/L, mas com relacdo ao controle negativo observamos
uma reducéo efetiva.

Segundo FONSECA et al. (2016) quando as células de tecido meristematico
estdo em equilibrio proliferativo, a duracdo de cada uma das etapas do ciclo de
vida da célula permanece constante, assim, o numero de células que se
encontram numa fase particular é constante e proporcional ao comprimento - em
tempo - do mesmo, mas na presenca de substancias toxicas a divisdo celular de
meristemas da raiz pode ser inibida por retardamento da mitose ou apoptose.

Para QUISPE et al. (2009), uma das explicacdes para a reducdo do IMet
seria 0 aumento do nuamero de células em profase, processo esse associado a
inibicdo do complexo Cdkl-ciclina B, que atua no centro organizador dos
microtabulos, diminuindo a formacdo do fuso mitético e por conseguinte o
alinhamento dos cromossomos. A diminuicdo do IAna, poderia ocorrer devido ao
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aumento do numero de células em profase provocando uma diminuicdo na
metafase e consequentemente na anafase. Além disso, 0 agente genotdxico
poderia atuar interferindo na atividade catalitica de coesinas e catastrofinas;
proteinas envolvidas no processo de segregacdo das cromatides irmas, nao
permitindo, entdo, que as células transitem normalmente para a anafase e para a

telofase.
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Figura 1.Efeito das concentracdes de biodiesel de arroz sobre células
meristematicas radiculares de sementes de alface. A. Indice mitético B. Indice
metafasico C. Indice Anafasico

Segundo PERES et al. (2014) a citotoxicidade e a genotoxicidade de
substancias podem ser avaliadas, respectivamente, através de alteracdes no
processo de divisdo celular sobre o organismo-teste e pela incidéncia de
mutacdes cromossémicas, como quebras cromatidicas, pontes anafasicas, perda
de cromossomos inteiros ou formacao de micronudcleos. Neste trabalho ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos, para a ocorréncia de
alteracbes cromossdmicas, mas podemos observar um maior numero na
concentracado de 400 mg/mL.

As plantas sdo membros essenciais do ecossistema e apresentam uma
grande sensibilidade ao estresse ambiental, quando comparadas com outros
sistemas testes disponiveis. Desta forma, 0os ensaios com plantas podem servir
como o primeiro alerta para a presenca de contaminantes ambientais presentes
na agua, no ar e no solo (GOPALAN, 1999). Além disso, os cromossomos de
vegetais apresentam uma similaridade morfolégica com os cromossomos dos
animais, bem como uma similaridade nas respostas aos mutagenos (RADIC et al.,
2010). Tais caracteristicas fazem destes organismos, excelentes modelos
genéticos para detectar agentes de acdo mutagénica (LEME; MARIN-MORALES,
2009).
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4. CONCLUSOES

O biodiesel de arroz (B100) em diferentes concentracdes testadas mostrou
efeito citotoxico sobre o bioindicador Lactuca sativa L..
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