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RESUMO

BRANDALISE, Jodo Nelci, AVALIACAO ECOTOXICOLOGICO DA CINZA DE
CASCA, 2018. 104 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) - Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

O arroz (Oryza sativa, L.) € o segundo alimento mais consumido no mundo, ao
ser beneficiado produz a casca de arroz, que corresponde a = 23%, do peso do
arroz em grdo. Seu uso como fonte de energia renovavel tem crescido nas
Gltimas décadas e consequentemente a gera a cinza de casca de arroz que
equivale a £ 4% do peso do grédo de arroz em casca. Embora a incorporagéo
ao solo da CCA seja considerada favoravel ambientalmente, na prética ela &
depositada nas proximidades das lavouras ou em aterros, permanecendo
exposta a acdo dos fatores climaticos, responsaveis por promover a dispersao
e acarretar impactos ambientais indesejados aos ecossistemas além de por em
risco a saude humana. Neste cenério, o projeto tem por objetivo avaliar o
potencial ecotoxicoldgico das CCAs, oriundas de trés diferentes processos de
gueima, utilizando-se para tanto da analise dos constituintes fisicos e quimicos
da CCA, o indice de germinacdo, como variavel resposta dos bioindicadores
Lactuca sativa L (alface); Allium cepa (cebola) e Brassica oleracea (repolho)
para qualificar a fitotoxicidade e o teste Allium cepa L. para avaliar a
citotoxicidade e a genotoxicidade. Os resultados evidenciaram que as cinzas
dos distintos processos apresentaram na sua composicdo elementos com
diferentes concentracdes, teores e indices que as tornam diferentes entre si.
Na avaliacdo da acdo fitotoxica das variaveis independentes Al, Cd, Cu, Fe,
Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Ti, umidade, matéria organica e pH sobre os
bioindicadores alface, cebola e repolho houve uma reducdo significativa do
indice de germinacéao da alface (63.66%), cebola (30.87%) e repolho (37.55%),
no tratamento do processo I, que apresentou uma correlacéo de causa e efeito
positiva significativa do Cu via matéria organica e pH, sugerindo com isso que
entre outros fatores, que se deva a maior concentracdo de Cu e aos menores
valores da matéria organica e pH presentes no processo Il ha compara¢do com
os processos | e lll. Na avaliacdo da citotoxicoldgica, teste Allium cepa L.,
observou-se uma inibicdo do indice mitético no processo Il, na comparacéo
com o tratamento controle da ordem de 35.5%, debitada ao efeito do AL huma
acado sinérgica com o Cu. Os resultados das investigacdes de genotoxicidade
nao foram significativos demonstrando que inexistem substancias com
potencial toxico capaz de interferir no material genético. Conclui-se que as
CCAs do processo Il apresentam caracteristicas bioativas de efeito fitotoxicos
sobre a alface, cebola e repolho e citotéxico para a cebola. Os resultados
podem contribuir na compreensao dos mecanismos de interacdo com 0 meio
ambiente e na tomada de deciséo do destino final adequado da CCA.

Palavras-chaves: residuos da agroinddstria, impacto ambiental, gestdo
ambiental, gestdo de residuos, bioenergia.
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ABSTRACT

ECOTOXICOLOGICAL EVALUATION OF RICE HUSK ASH

Rice (Oryza sativa, L.) is the second most consumed food in the world, and
when being benefited it produces the husk, which corresponds to +23% of the
rice grain weight. Its use as a source of renewable energy has increased in the
last decades and, consequently, the generation of rice husk ash, which
accounts for + 4% of the rice grain weight as husk. Although the incorporation of
the RHA (CCA) to the ground is considered environmentally favorable, in
practice, it is placed near crops or in landfills, being exposed to the actions of
climate factors, responsible for promoting its spread and causing not desirable
environmental impact on ecosystems, besides the risks to human health. In this
scenario, the project has the objective to evaluate the RHA ecotoxicological
power from three different types of burn, using the analysis of RHA physic and
chemical constituents, the germination index, and as variables answers the
bioindicators Lactuca sativa L. (lettuce), Allium cepa (onion), and Brassica
oleracea (cabbage), to qualify the phytotoxicity and Allium cepa L. to evaluate
the cytotoxicity and genotoxicity. The results evidenced that the ashes of the
different processes presented in their composition elements with different
concentrations, contents and indices that make them different from each other.
In the evaluation of the phytotoxic action of the independent variables Al, Cd,
Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Ti, moisture, organic matter and pH on the lettuce,
onion and cabbage bioindicators there was a significant reduction of the
germination index of the lettuce (63.66%), onion (30.87%) and cabbage
(37.55%), in the treatment of process II, which showed a correlation of
significant positive cause and effect of Cu via organic matter and pH,
suggesting that among other factors , due to the higher concentration of Cu and
the lower values of organic matter and pH present in process Il in comparison
with processes | and Ill. In the evaluation of the cytotoxicological test Allium
cepa L., an inhibition of the mitotic index in process Il was observed in the
comparison with the control treatment of the order of 35.5%, due to the effect of
Al on a synergistic action with Cu. The results of genotoxicity investigations
were not significant, showing that there are not substances with toxic power
capable to interfere the genetic material. It was concluded that the RHA of
process Il presented bioactive characteristics with phytotoxic effect on lettuce,
onion and cabbage, and cytotoxic on onion. The results can contribute to the
comprehension of interaction mechanisms with the environment and the right
and adequate fate to RHA.

Keywords: agroindustrial waste, environmental impact, environmental
management, waste management, bioenergy.
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1 Introducéo

O arroz (Oryza sativa, L.) € um dos principais componentes da dieta
alimentar da populagdo mundial e do Brasil, por conseguinte, ocupa o terceiro
lugar entre os cereais mais cultivados com uma producdo mundial anual de
aproximadamente 746.9 milhdes de ton. (FAO, 2016). Deste montante, o Brasil,
maior produtor, fora do continente asiético, participa com 12,3 milhdes de ton
(CONAB, 2017) e o Rio Grande do Sul - RS, maior produtor do Brasil com 8,7
milhdes de ton (IRGA, 2017). Na Zona Sul do RS, area de estudo do presente
projeto a producéo anual estimada é de 1,5 milhdo ton (IRGA, 2017).

No processo de beneficiamento do arroz sdo gerados residuos e
subprodutos entre os quais cabe destacar a casca de arroz - CA por
corresponder a £+ 23% do peso do arroz em casca (DELLA et al., 2001;
FOLETTO et al.,, 2005; GONCALVES e BERGMANN, 2007; SOLTANI et al.,
2015).

O uso da CA como fonte de energia renovavel tem sido a préatica mais
adotada e alvo de estudos, haja vista, os trabalhos desenvolvidos por Bazargan
et al. (2015); Chen et al. (2015); Gomes et al. (2013); Jiang et al. (2003); Lim et
al. (2012, 2013, 2014); Loha et al. (2013); Pode (2016); Prasara-A e Gheewala
(2016); Rigon (2015); Raymundo (2016); Shafie (2016); Soltani et al. (2015);
Thakkar (2016).

O produto da transformacéo termoquimica da CA € a cinza da casca de
arroz - CCA. Material heterogénio em fucdo da sua composicdo quimica
variavel, constituida basicamente de Oxidos de metais alcalinos Al,O3;, K,0,
Na,O, MgO, CaO, Fe,03;, MnO, P,0s, TiO,, ZnO, tendo a SiO, (silica) seu
principal componente, numa proporgao de 85 a 98%, e baixa densidade + 137
Kg/ms3 representa + 20% da massa da CA ou + 4% do peso do grao em casca
(ANGEL et al., 2009; DELLA et al.,, 2001; DELLA, KUHN e HOTZA 2005;
FERNANDES et al., 2016; GONCALVES e BERGMANN, 2007; NASCIMENTO
et al., 2015; POUEY, 2006 e QUESADA et al., 2017).

Para Lim et al. (2012, 2013, 2014); Prasara - A e Gheewala (2016) e
Rigon (2015) o desafio é dar um destino a CCA que seja economicamente,

socialmente e ambientalmente sustentavel.
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Nessa perspectiva, a comunidade cientifica tem desenvolvido estudos
e processos tecnoldgicos na busca por transformar em novos produtos com
alto valor agregado e baixo impacto ambiental que estéo relatados nas revisdes
bibliograficas de Chandrasekhar et al. (2003); Foletto et al. (2005); Foo e
Hameed (2009); Moraes et al. (2104); Soltani et al. (2015) e Pode (2016).

Apesar das inumeras alternativas de uso adequado, na pratica se
observa que a CCA é depositada nas proximidades das lavouras ou em aterros
irregulares permanecendo exposta a acao dos fatores climaticos, responsaveis
por promover a dispersao, antes de ser incorporada ao solo. Procedimento
esse inadequado, uma vez que 0 mesmo pode provocar impactos ambientais
indesejados aos ecossistemas terrestres e aquaticos, além de, por em risco a
salde humana (BILO et al., 2015; GRYCZAK, 2016; ISLABAO, 2013 e
SANDRINI, 2010).

A vista disso, buscou-se investigar o tema a partir dos referenciais
tedricos que versam sobre os aspectos ecotoxicolégicos da CCA, tendo em
vista a exiguidade de trabalhos que tratam do tema (PRASARA-A e
GHEEWALA, 2016) e a relevancia ao se pretender o uso sustentavel da CCA.

Ademais, a importancia do conhecimento dos possiveis efeitos toxicos
da CCA, deve-se aos elementos tracos - ETs presentes na sua composi¢cao
que por ndo serem biodegradaveis, mas persistentes, e, em concentracdes
elevadas séo toxicos, podem se distribuir no ambiente e por meio dos ciclos
geobioquimicos das plantas e dos animais serem incorporados ao ciclo
alimentar (ALVES; REIS e GRATAO, 2016; MARTINS et al., 2011; KHAN et al.,
2015 e SOUZA et al., 2015).

Sob esta Optica, os estudos foram conduzidos tendo como objetivo
Investigar os potenciais efeitos ecotoxicoldgicos da cinza de casca de arroz.

Quanto aos resultados produzidos a expectativa é que devam contribuir
na tomada de decisdo dos gestores publicos e privados, sobre as alternativas
adequadas de manejo e destino final da CCA, numa perspectivas de escala e
abrangéncia local, regional e global, além de, proporcionar uma melhoria da
imagem da industria de alimentos, em especial do setor de beneficiamento de

arroz.
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1.2 Hipd6tese

A cinza de casca de arroz apresenta caracteristicas bioativas de acéo

toxica que interfere no desenvolvimento dos vegetais.

1.3 Objetivo geral

Investigar os potenciais efeitos ecotoxicolégicos da cinza de casca de
arroz utilizando-se, para tanto, da analise dos constituintes fisicos e quimicos
das cinzas, do indice de germinacao — (IG %), como variavel resposta dos
bioindicadores Lactuca sativa L (alface); Allium cepa L. (cebola) e Brassica
oleracea L. (repolho) para qualificar a fitotoxicidade, bem como, o indice
mitético — (IM %) e a frequéncia de aberracbes cromossdémicas — (AC %) para
aferir a citotoxicidade e a genotoxicidade do bioindicador Allium cepa L.

(cebola).

1.3.1 Objetivos especificos

1.3.1.1 Caracterizar os elementos tracos e os teores de umidade, matéria
organica e pH das amostras de CCA;

1.3.1.2 Avaliar a acéo fitotdxica das CCA;

1.3.1.3 Investigar a acao citotdxica e genotoxica da CCA,;

1.3.1.4 Gerar informagdes que possam contribuir para definicdo de alternativas
estratégicas de uso sustentdvel da CCA e no aumento da

competitividade da industria arrozeira.
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3. Reviséao bibliografica

Os estudos foram desenvolvidos buscando contextualizar os residuos gerados
no processo de beneficiamento do arroz com énfase na CCA no tocante ao seu
o0 potencial ecotoxicolégico e seus possiveis impactos negativos sobre o0s
ecossistemas e a saude humana ao ser langada no ambiente sem o devido
tratamento ou manejo adequado.

Para tanto, realizou-se uma revisao bibliografica utilizando-se das bases de
dados do Portal de Periédicos da CAPES, ScienceDirect, Scielo, Google
Scholar, Biblioteca Digital Brasileira de Teses e Dissertacdes - IBICT e site de
orgdos publicos e privados além de livros. As palavras chave utilizadas na
busca foram, “cinza de casca de arroz” (rice husk ash), “cinza de casca de
arroz e ecotoxicologia”, (rice husk ash and ecotoxicology), “ecotoxicologia”,
(ecotoxicology), “casca de arroz”, (rice husk ash), “impacto ambiental”,
(environmental impacts), “fitotoxicidade”, (phytotoxicity), “genotoxicidade”

(genotoxicity) e “teste Allium cepa L.”, (Allium cepa L. test).

3.1 Perspectivas para a industria de alimentos e o setor de

beneficiamento de arroz

O futuro para a industria de alimentos € de um cenario de grandes
oportunidades, tendo em vista, o crescimento da populacdo mundial dos atuais
7,2 bilhdes para 9,5 bilhdes, até 2050, e um aumento da urbanizacdo numa
projecdo de 66% da populacéo, para o mesmo periodo, (ONU, 2013), além das
mudancas nos habitos alimentares percebidos na diversidade de novos
produtos lancados pelos grandes grupos do setor de alimentos (ELIAS, 2013).
Em contrapartida, o setor é desafiado a dar respostas a um ambiente em que,
o consumidor conectado, na escolha dos alimentos considera questdes
relacionadas a qualidade de vida e do ambiente.

Esta realidade de mudancas econbmicas e sociais, que o Brasil e 0
mundo vivenciam, para Miritz e Waquil (2012), impdem as industrias
processadoras de commodities, respostas com novos produtos com valor
agregado, abertura para novos mercados, associar parametros energéticos e

ambientais na escolha e uso de recursos naturais, desenvolver novas relagdes
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com as instituicdes publicas e privadas, incrementar estratégias para atuar num
ambiente mais competitivo e sob-regime mais restritivo no que diz respeito as
questbes ambientais a exemplo da obrigatoriedade de dar um destino
adequado aos residuos a fim de evitar impactos ambientais negativos.

Neste contexto, estd inserida a industria orizicola, responsavel por
beneficiar o arroz, terceiro cereal mais produzido no mundo (FAO, 2016) e o
segundo no Brasil (CONAB, 2017).

3.2 Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) para ser consumido deve ser beneficiado, o que
consiste basicamente na separacdo dos diferentes componentes do grdo. O
processo tecnolégico adotado € definido em funcdo do produto desejado.
Assim sendo, dependendo do produto, a planta industrial de beneficiamento
apresenta um fluxograma e layout simples ou diversificado. Segundo Miritz e
Wagquil (2012) ao estudarem 10 empresas dentre as 20 maiores beneficiadoras
de arroz do Rio Grande do Sul, identificaram, que seis apresentam 100% de
sua receita anual proveniente do arroz, duas apresentam 90% e, as outras
duas, 70%. Ou seja, a maioria das empresas enquadra-se como negocio Unico
0 arroz, o que significa uma baixa diversificacdo de produtos, a exemplo das
empresas do presente estudo.

Neste cenario, fica evidente que a maioria das empresas tém como
foco, no beneficiamento, as dimensdes do grao, principal quesito considerado
pelo consumidor brasileiro e normatizado pela Instrucdo Normativa n.° 6/09 do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2009).

O processo de beneficiamento, de forma simplificada, esta descrito no
fluxograma da figura 1 e segue a classificagcdo dos produtos proposta pela
Instrucdo Normativa n°® 6/09 do MAPA. Para tanto, estdo previstas uma
sequéncia de etapas que visam segregar o0 arroz oriundo da lavoura, em arroz
do grupo em casca e beneficiado e seus subgrupos arroz natural e
parboilizado, que vao originar os produtos arroz integral, arroz branco, arroz

parboilizado integral e arroz parboilizado polido.
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RECEBIMENTO DO ARROZ, PESAGEM, AMOSTRAGEM, DESCARGA, PRE-LIMPEZA
SECAGEM e ARMAZENAMENTO

v

Grupo: Arroz em Casca

Grupo: Arroz beneficiado

Subgrupo: arroz natural

2

2

v

PARBOILIZACAO - ENCHARCAMENTO -
ESTUFA OU AUCLAVAGEM - SECAGEM

v

Subgrupo: Arroz parboilizado

J

v

DESCASQUE
DESCASQUE SCASQU DESCASQUE DESCASQUE
V v J v
SEPARADOR DE SEPARADOR DE SEPARADOR DE SEPARADOR DE
MARINHEIRO MARINHEIRO MARINHEIRO MARINHEIRO
BRUNIMENTO BRUNIMENTO
POLIMENTO POLIMENTO
Y \

CLASSIFICACAO CLASSIFICACAO E CLASSIFICACAO CLASSIFICACAO
E SELECAO SELECAO E SELECAO E SELECAO
EMPACOTAMENTO | | EMPACOTAMENTO | | EMPACOTAMENTO | | EMPACOTAMENTO

Subgrupo: Subgrupo: Subgrup_q: Arroz Subgrupo: Arroz
Arroz integral Arroz Branco Parboilizado Parboilizado
Integral Polido

Sub-produtos: Arroz quebrado (quirela) e farelo de arroz

Principais aspectos ambientais gerados no processo de beneficiamento:

Residuos de varredura, impurezas contidas no arroz, pd, ruido, calor, embalagens
danificadas ou fora das especifica¢des, sucata, efluente do processo de parboilizagéo, lodo
da ETE, emissfes aéreas (gases e particulados), casca de arroz e cinza de casca de arroz.

Figura 1 - Fluxograma do processo de beneficiamento, subprodutos e o0s aspectos
ambientais gerados.

Fonte: Imagem do autor, (2017).
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Entre os aspectos ambientais gerados nas diferentes etapas do
beneficiamento cabe destacar a CA e a CCA pela quantidade produzida e pelo
seu potencial de impacto negativo sobre 0 ecossistema aquatico e terrestres e
a saude humana quando lancado ao meio sem tratamento ou de forma
inadequada a exemplo dos depdésitos evidenciados ao longo das estradas no
RS no ano de 2016/2017 (Fig. 2 A e B).

Figura 2 - Imagens do depdsito de CA na faixa de dominio da BR 153, proximo ao Km 497, no
Rio Grande do Sul, abril de 2016, (A) e do depdsito de CCA, a céu aberto, nas
proximidades da BR 392 entre o entroncamento da rede férrea e o Arroio Santa
Barbara, setembro de 2017, Pelotas — RS, (B).

Fonte: Imagem do autor (2017)

3.3 Cascade arroz

A CA, material ligno-celulésico, composto por aproximadamente 50% de
celulose e hemicelulose, 30% de lignina além de 20% de elementos
inorganicos com alto teor em silica (85% a 98% de SiO,) e por corresponder a
+ 23% do peso do grdo em casca (DELLA et al., 2001; FOLETTO et al., 2005;
GONCALVES e BERGMANN, 2007; SOLTANI et al.,, 2015) é o principal
residuo gerado pelo processo de beneficiamento. Estima-se que no mundo,
com base na produgdo de arroz de 2017, sejam geradas aproximadamente
149.3 milhdes de ton de CA sendo que o Brasil contribui com 2.4 milhdées de
ton e o Rio Grande do Sul - RS, maior produtor do Brasil, com 1.74 milhdes ton
a Zona Sul do RS, com o montante de 0,358 milhdes ton por beneficiar
aproximadamente 20% (IRGA, 2017) do arroz produzido no RS.

Entre as principais propriedades da CA restritivas ao uso cabe destacar
a dureza, fibrosidade, abrasividade, a lenta biodegradabilidade, (cinco anos ou
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mais), baixo poder nutricional e indigestibilidade que a torna impropria ao
consumo humano e animal. J& o poder calorifico, aproximadamente 16.720
kJ/kg e a quantidade de silica sdo as propriedades promissoras a serem
distinguidas e as credencia a ser um subproduto para uso energético e matéria
prima para produtos a base de silica (DELLA; KUHN e HOTZ, 2005 e
FERNANDES et al.,, 2016). A densidade de aproximadamente 130 Kg/ms3, é
outro fator que deve ser considerado uma vez que dificulta o0 manejo, onera o
transporte e facilita a sua dispersdo no ambiente.

Seu uso como fonte de energia renovavel tem sido alvo de estudos
responsaveis por encorajar o aumentado do seu uso nestes ultimos anos, haja
vista, os trabalhos desenvolvidos por Bazargan et al. (2015), Chen et al. (2015),
Gomes et al. (2013), Jiang et al. (2003), Lim et al. (2012, 2013, 2014), Loha et
al. (2013), Pode (2016), Prasara-A e Gheewala (2016), Rigon (2015),
Raymundo (2016), Shafie (2016), Soltani et al. (2015) e Thakkar (2016).

No Brasil, segundo a Agéncia Nacional de Energia Elétrica — ANNEL),
dado de setembro de 2016, doze (12) usinas do tipo biomassa, operavam
utilizando apenas com matéria prima a CA, gerando uma capacidade estimada
de 45.33 kW, sendo que oito (8) estéo localizadas no RS e consequentemente
produzindo cinza de casca de arroz — CCA (ANEEL, 2016).

3.2.1 Cinza de Casca de Arroz

A CCA ¢é um material heterogénio de baixa densidade * 137 Kg/m3,
composicdo quimica variavel, constituida basicamente de 6xidos de metais
alcalinos Al,03, K,0, Na,O, MgO, CaO, Fe,03, MnO, P,0s, TiO,, ZnO, SrO
tendo a SiO, (silica) seu principal componente, numa proporcéo de 85 a 98%.
(DELLA et al., 2001; DELLA; KUHN e HOTZ, 2005, GONCALVES e
BERGMANN, 2007; ANGEL et al., 2009; POUEY, 2006; NASCIMENTO et al.,
2015; FERNANDES et al., 2016; QUESADA et al., 2017) que representa + 20%
da massa da CA ou * 4% do peso do grdo em casca (DELLA et al., 2001;
SOLTANI et al., 2015; FERNANDES et al., 2016).

Tendo como referéncia a producdo de arroz de 2016/2017 € possivel
estimar que o potencial anual de geracdo de CCA no mundo é de

aproximadamente 29.89 milhdes de ton sendo que, deste montante o Brasil
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participa com 0,49 milhdes de ton o0 RS com 0,348 milhdes ton e a Zona Sul do
RS com 0,069 milhB8es de ton. O desafio € dar um destino & CCA que seja
economicamente, socialmente e ambientalmente sustentavel (LIM et al. (2012,
2013, 2014); PRASARA - A e GHEEWALA, 2016 e RIGON, 2015).

Neste contexto, cabe destacar que a comunidade cientifica tem
desenvolvido estudos e processos tecnoldgicos na busca por transformar a
CCA em novos produtos com alto valor agregado e baixo impacto ambiental
gue estao relatados nas revisfes bibliograficas de Chandrasekhar et al. (2003);
Foletto et al. (2005); Foo e Hameed (2009); Moraes et al. (2104); Soltani et al.
(2015) e Pode (2016).

Apesar das inumeras alternativas de uso adequado, na pratica se
observa que a CCA é depositada nas proximidades das lavouras ou em aterros
irregulares permanecendo exposta a acao dos fatores climaticos, responsaveis
por promover a dispersao, antes de ser incorporada ao solo. Procedimento
esse inadequado, uma vez que 0 mesmo pode provocar impactos ambientais
indesejados aos ecossistemas terrestres e aquaticos, além de, por em risco a
salde humana (SANDRINI, 2010; ISLABAO, 2014; BILO et al., 2015 e
GRYCZAK, 2016).

Nesse cenario, caber considerar que apesar, dos componentes
minerais, presentes na composicdo da CCA, serem fundamentais nos
processos geobioquimicos por serem micronutrientes ou oligoelementos e
estarem presentes em pequenas quantidades, atencéo deve ser dada ao se
tratar de aplicacdes sucessivas, tendo em vista, o possivel acimulo de
elementos traco - ETs nos diferentes compartimentos do meio ambiente.

HUGEN (2010), na sua tese, descreve que o0s ETs ou também
chamados de metais pesados, micronutrientes e oligoelementos constituem um
grupo heterogéneo de elementos quimicos que englobam metais, metaloides e
nao metais como o aluminio (Al); arsénio (As); boro (B); cadmio (Cd); cloro (Cl);
cobalto (Co); cobre (Cu); cromo (Cr); chumbo (Pb); ferro (Fe); mercurio (Hg);
molibdénio (Mo); manganés (Mn); magnésio (Mg); niquel (Ni), sédio (Na); prata
(AQ); selénio (Se); titanio (Ti); uranio (U); vanadio (V); e o zinco (Zn).

S&o encontrados na natureza (solo, ar, agua, vegetais, animais,
microrganismos e tecidos) de forma infima, representados por mg kg™

(micrograma por quilo) ou ppm (partes por milhdo) que s&o imprescindiveis
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para que o equilibrio organico se mantenha tanto na célula viva animal como
na dos vegetais e pelo papel que exercem no metabolismo e reacdes
enzimaticas dos seres vivos (HERNANDEZ, 2015).

Sua origem natural esta diretamente relacionada a composicao
mineralégica da rocha de origem e pelos processos pedogenéticos ao longo do
tempo e antropica devido ao uso excessivo de agroquimicos e descarte de
residuos industriais e urbanos responsaveis por poluir os solos, ar e
mananciais de aguas quando presentes em quantidades acima dos padrdes
recomendados (BUSCHLE, 2013; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; OLIVEIRA,
2013).

Ainda que, os ETs sejam essenciais aos seres vivos, em condi¢cdes
especificas e concentracdes acima dos limites de tolerancia sdo téxicos e
bioativos por se bioacumalarem ao longo da cadeia alimentar. Por essa razao,
€ um aspecto que deve ser considerado com especial atengéo, haja vista, a
possibilidade de causar desequilibrios ecoldgicos, aumento dos niveis de ETs
nos alimentos e, assim, por em risco 0s seres humanos e animais através do
seu consumo (ALVES; REIS e GRATAO, 2016).

Na avaliacdo dos riscos de contaminacao da producédo de alimentos de
origem vegetal e animal € importante que se quantifique os teores e o potencial
toxicolégico dos ETs presentes nos ambientes e disponiveis as plantas e aos
animais (LIMA, 2015).

A vista disso, buscou-se investigar o tema a partir dos referenciais
tedricos que versam sobre os aspectos ecotoxicolégicos da CCA, tendo em
vista a exiguidade de trabalhos que tratam do tema (PRASARA-A e
GHEEWALA, 2016) e a relevancia ao se pretender o uso sustentavel da CCA.

3.4. Toxicidade

Por ser um tema complexo, na literatura encontramos varias definicbes sobre
toxicidade, optamos em considerar as definicdes propostas pela norma ABNT
NBR 10004:2004, Resolucdo do CONSEMA-RS N° 129/2006 e Arenzon,
Pereira Neto e Gerber (2011).
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A ABNT NBR 10004, norma internacional adotada pelo Brasil, que trata
da classificacdo dos residuos solidos define toxicidade como sendo a
“propriedade potencial que o agente toxico possui de provocar, em maior ou
menor grau, um efeito adverso em consequéncia de sua interacdo com o
organismo”.

Segundo a mesma norma, 0 agente toxico é

gualguer substancia ou mistura cuja inalacdo, ingestdo ou absorcao
cutdnea tenha sido cientificamente comprovada como tendo efeito
adverso (toxico, carcinogénico, mutagénico, teratogénico ou
ecotoxicoldgico) (ABNT NBR 10004, 2004, p. 2).

A Resolucdo do CONSEMA-RS de N° 129, (2006, p. 20) que dispde
sobre critérios e padrbes de emissdes para toxicidade de efluentes liquidos,
item XXI, define toxicidade, como sendo, “propriedade potencial que uma
amostra possui de provocar efeito adverso em consequéncia de sua interacdo
com o organismo teste”.

Arenzon, Pereira Neto e Gerber (2011, p. 5) referem-se a toxicidade,

como sendo,

a capacidade de determinada substancia, produto ou conjunto de
substancias de provocar efeitos danosos aos organismos com 0s
quais entra em contato. Estes efeitos podem ser desde alteracdes
comportamentais, alteracdo de crescimento ou reproducdo até a
morte dos organismos.

Com base nas definicdes, apercebe-se que na toxicidade o objeto de
investigacdo é o organismo por sofrer os efeitos causados pelos agentes
toxicos, cuja acdo depende dos mecanismos de interacdo, do tempo de
exposicao e da concentragao.

A compreensdo dos mecanismos de toxicidade, que iniciam com a
exposicao e evoluem a partir de uma série de eventos que promovem uma
variedade de interacdes entre 0 agente téxico e o organismo, possibilita
interpretar a agéo toxica (GREGUS, 2012, p. 22). Para tanto, vamos nos valer
dos fundamentos da toxicologia para podemos compreender os diferentes
mecanismos e processos de interacdo que se estabelecem entre os

organismos e 0s agentes toxicos e seus efeitos adversos nos ecossistemas.

3.4.1 Toxicologia
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Segundo Eaton e Gilbert (2012, p. 6), “toxicologia € o estudo dos
efeitos adversos das substancias quimicas sobre organismos vivos”. Ja, Oga e
Siqueira (2014, p. 5) conceituam toxicologia como sendo a “ciéncia que estuda
os efeitos nocivos decorrentes das interacfes de substancias quimica com o
organismo, sob condi¢oes especificas de exposicao”.

Costa et al. (2008) enfatizam que a toxicologia, enquanto instrumento
de andlise, esta vinculada a processos fisicos, quimicos e biolégicos os quais
exigem, para sua compreensao, o conhecimento de diferentes areas e uma
abordagem feita na perspectiva da multidisciplinariedade.

GALLO (2012, p.1), na mesma linha de pensamento de Costa et al.
(2008), ressalta que,

a toxicologia moderna vai além dos estudos dos efeitos adversos dos
agentes exdgenos, por incorporar conhecimentos e técnicas de
bioguimica molecular, biologia, quimica, genética, matematica,
medicina, farmacologia, fisiologia e fisica, uma vez que, subsidia a
avaliacdo da seguranca e de risco dos agentes toxicos.

O autor complementa apontando que “em todos os ramos da toxicologia,
cientistas exploram o0s mecanismos pelos quais as substancias quimicas
produzem efeitos adversos nos sistemas biolégicos”.

Oga e Siqueira (2014, p. 5), a partir da visdo de caracter multidisciplinar
e os diferentes campos de atuacdo, propdem a divisdo da toxicologia em
Toxicologia Analitica ou Quimica, Toxicologia Clinica ou Médica e Toxicologia
Experimental. Os mesmos autores caracterizam a toxicologia experimental

como sendo a area que

desenvolve estudos, através de espécies bioindicadoras, com
objetivo de elucidar os mecanismos e efeitos provocados pelos
agentes toxicos sobre os diferentes niveis organizacionais dos
ecossistemas. Desta forma, a toxicologia experimental, enquanto
marco tedrico referencial orienta as pesquisas sobre a avaliagdo dos
agentes toxicos no meio ambiente e da origem a Toxicologia
Ambiental.

Complementando, os autores definem a toxicologia ambiental como
sendo “a area da toxicologia em que se estudam os efeitos nocivos causados
pela interacdo de agentes quimicos contaminantes do ambiente, agua, ar, solo,
com 0s organismos humanos”.

Deste modo, permite-se considerar que a toxicologia ambiental trata de
compreender a influéncia dos agentes toéxicos sobre o meio ambiente fisico,

guimico e bidtico, bem como, a saude e o bem estar do homem.



29

Sendo assim, para Costa et al. (2008) e Eaton e Gilbert (2012) surge a
necessidade de se conhecer os efeitos antropogénicos, sobre o ambiente
bidtico. Para tanto, a ecotoxicologia emerge como uma area especializada da

toxicologia ambiental.

3.4.2 Ecotoxicologia

A ecotoxicologia, segundo Dorr et al. (2014, p. 136) tem por objetivos
compreender, caracterizar e estimar os efeitos deletérios de substancias
quimicas de origem antrépica no meio ambiente, bem como avaliar as medidas
necessarias para prever, conter ou tratar os danos causados.

Consoante, Giulio e Newman (2012, p. 392) definem e caracterizam o

objetivo da ecotoxicologia, como sendo:

o estudo de contaminantes na biosfera e seus efeitos sobre os
componentes dos ecossistemas e tem como objetivo geral explicar e
predizer o efeito da exposicdo ou de sua ocorréncia nos varios niveis
de organizacé&o bioldgica.

Castro (2013) em sua dissertacao relata que,

o termo Ecotoxicologia foi sugerido pela primeira vez durante uma
reunido do Committe of the International Council of Scientific Unions
(ICSU), realizada em Estocolmo, pelo toxicologista francés René
Truhaut no ano de 1969 ao definir a ecotoxicologia como sendo a
ciéncia que estuda os efeitos das substancias naturais ou sintéticas
sobre 0s organismos vivos, populagBes e comunidades, animais ou
vegetais, terrestres ou aquaticos, que constituem a biosfera, incluindo
assim a interacdo das substdncias com o0 meio nos quais 0s
organismos vivem num contexto interligado (PLAA, 1982, p.13 apud
CASTRO, 2013).

Fundamentado no exposto, depreende-se que a ecotoxicologia € uma
area especializada da toxicologia ambiental e centra seus estudos nos efeito
ocasionados pelos agentes toxicos sobre 0s organismos vivos, dinamica das
populacdes e comunidades integrantes de um ecossistema (COSTA et al.,
2008; COSTA, 2010; GUARATINI et al., 2008; EATON e GILBERT, 2012;
DORR et al., 2014).

Para tanto, Guaratini et al. (2008, p. 125) ressalta que nos estudos de
ecotoxicidade além da analise da acdo dos agentes toxicos sobre o0s
organismos devem-se considerar as influéncias dos fatores ecolégicos.

Isso posto, nos valemos das definicbes de Marcondes (1992, p 62) ao

propor que os fatores ecoldgicos séo:
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os elementos do meio, que agem diretamente sobre 0s seres Vivos,
pelo menos, em uma das fases do ciclo de vida e séo distinguidos por
fatores bidticos e abidticos.

Os fatores bhidticos sdo caracteristicas biolégicas relacionadas as
espécies de organismos vivos envolvidos, em funcdo de atributos

relacionados a idade, fase de desenvolvimento, estado nutricional,
predacgdo, parasitismos, competi¢cdo e doencgas.

Os fatores abidticos correspondem as caracteristicas relacionadas a
energia e aos componentes fisicos ou climaticos e quimicos.

De acordo com Costa et al. (2008), na pratica a ecotoxicologica avalia
0 risco e a probabilidade de ocorrer uma acéo antropica sobre o ambiente e
envolve a descricdo qualiquantitativa da provavel ocorréncia de uma acao
toxicoldgica especifica, associada a elucidacdo das causas e efeitos a exemplo
da perda de biodiversidade, reducdo dos recursos biolégicos naturais e
alteracbes da qualidade dos ecossistemas. A sequéncia de etapas
compreendidas pela ecotoxicologia Costa et al. (2008) denominam de cadeia
de causalidade conforme esquema da (Fig. 3).

] Fontes Poluidoras
1. Emissofes de _ _
agentes Pontuais ou difusas

toxicos

Agentes toxicos (poluidor)

2. Destino e
comportamento | Atmosfera <«»Hidrosfera «—Litosfera +>Biosfera
— _
dp; agentes ~
toxicos

Processos fisicos, quimicos e biolégicos.

3. Efeitos sobre a

: Efeitos
biosfera

Organismos =p PopulagBes =» Comunidades =» Ecossistema.

Figura 3 - Imagens da sequéncia de etapas compreendidas pela ecotoxicologia e denominada
por Costa (2008) de cadeia da causalidade adaptada pelo autor.

Fonte: Costa et al. (2008, p.1821) adaptado pelo autor (2017).

Suas limitacdes devem-se a complexidade do tema, o que torna dificil
identificar todos 0s componentes e processos ecologicos envolvidos num

problema ambiental causado por uma acao antropica.
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3.4.2.1 Testes de ecotoxicidade e bioindicadores

No Brasil, a exemplo do que ocorre no mundo, o aumento da
conscientizacdo, de que os agentes toxicos, podem por em risco a integridade
dos ecossistemas e a vida em todas as suas formas, tem induzido os 6rgaos
de controle ambiental a intensificarem as exigéncias de aplicacao de testes de
ecotoxicidade, a exemplo, das Resolugcdes do CONAMA N° 357/2005 alterada
pelas Resolugbes CONAMA N° 410 e N° 430/2011, que dispde sobre as
condicles e padrdes de lancamento de efluentes a nivel federal, bem como a
Resolucdo CONSEMA - RS N° 129/20 que disp8e sobre a definicdo de critérios
e padrbes de emissdes para toxicidade de efluentes liquidos lancados em
aguas superficiais no RS. Neste sentido, cabe destacar que em 1975 a
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de S&o Paulo -
CETESB foi a pioneira em desenvolver procedimentos metodoldgicos na area
de ecotoxicologia.

Cabe ainda destacar que a Organizacdo de Cooperacdo Econdmica
e Desenvolvimento - OECD elaborou um guia de orientacdo para teste de
andlise de produtos quimicos com plantas terrestres no qual estdo listadas no
anexo 2, as espécies vegetais recomendas para ensaios de avaliacdo de
produtos quimicos (OECD/OCDE 208, 2006, p. 13).

Nessa perspectiva, a comunidade cientifica tem desenvolvido
protocolos padronizados de testes de ecotoxicidade com objetivo de determinar
padrbes de emissbes, qualidade do ambiente e instrumentos regulatorios.
Cabe destacar, que através da padronizacdo se torna possivel comparar os
métodos, protocolos e dados de diferentes estudos além de contribuir para
comparar a performance dos laboratérios que executam os bioensaios (SILVA,
2014).

O Brasil tem buscado a padronizacdo dos testes de ecotoxicidade,
através da aplicacdo de um conjunto de Resolugdes e Instrugbes Normativas
em nivel Federal pelo Ministério de Meio Ambiente, IBAMA e CONAMA e pelos
correspondentes 6rgaos, de gestdao ambiental, responsaveis por atuarem nos
Estados e nos Municipios.

Soma-se ainda, as normas da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas - ABNT, a exemplo, da ABNT NBR 10.004-2004, que versa sobre a
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Classificacdo dos residuos solidos; ABNT NBR 15350:2012, refere-se ao teste
Ecotoxicologia aquética, Toxicidade cronica de curta duracdo - Método de
ensaio com ourico-do-mar (Echinodermata: Echinoidea; ABNT NBR
15537:2014, Ecotoxicologia terrestre - Toxicidade aguda - Método de ensaio
com minhocas (Lumbricidae); ABNT NBR 15.499:2016, Ecotoxicologia
aquética, Toxicidade crénica de curta duracdo - Método de ensaio com peixes;
ABNT NBR 12.713:2016, Ecotoxicologia aquatica, Toxicidade aguda - Método
de ensaio com Daphnia spp (Crustacea, Cladocera), e; a Resolugdo CONAMA
N° 430/2011 que complementa e altera a Resolucdo N° 357/2005 que dispde
sobre as condi¢des e padrbes de langcamento de efluentes, no item Xlll define
os testes de ecotoxicidade como sendo “os métodos utilizados para detectar e
avaliar a capacidade de um agente toxico provocar efeito nocivo, utilizando
bioindicadores dos grandes grupos de uma cadeia ecologica” (CONAMA,
430/11, p. 2).

Considerando-se 0 exposto, depreende-se que as normas citadas se
aplicam para avaliagdo da ecotoxicidade aquatica havendo uma lacuna
normativa na avaliacdo dos componentes terrestres e o uso de plantas com
bioindicadores. Nao obstante, Grant (1994) relata que as plantas superiores por
serem organismos pluricelulares e eucariontes, apresentam estrutura celular e
cromossOmica semelhantes as das células dos animais, além de, possibilitarem
ensaios in situ e in locu, sdo consideradas excelentes organismos testes ou
bioindicadores para testes de fitogenotoxicidade.

Ao versar sobre os testes de ecotoxicidade Costa et al. (2008)
salientam que os mesmo nao substituem as analises quimicas tradicionais uma

vez que:

as analises quimicas identificam e quantificam as concentracfes das
substancias toxicas e os testes de toxicidade avaliam o efeito dessas
substancias sobre sistemas biolégicos. E, complementa chamando
atencdo, da importancia do uso de testes de avaliacdo de risco
ecotoxicoldgico, uma vez que eles complementam as informagdes,
uma vez que, os dados das analises quimicas e fisicas ndo séo
suficientes para avaliar os possiveis efeitos de um agente toxico
sobre 0s organismos e os ecossistemas (COSTA et al., 2008, p.
1820).

Na buscando de subsidios para o uso de teste ecotoxicidade, Bettiol et
al. (2016) avaliarédo que os bioensaios podem ser utilizados individualmente ou

como componentes de uma bateria de teste e sdo recomendados para avaliar
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os efeitos téxicos de substancias desconhecidas, misturas de produtos
quimicos e amostras de composi¢cdo complexa, como efluentes industriais,
matrizes ambientais contaminadas e residuos, foco do presente projeto de
estudos.

Sobre o tema, HACON (2004, p. 265) ao tratar da avaliacdo de risco de
contaminagdo ambiental salienta, das dificuldades de se avaliar todos os
constituintes de um sistema ambiental poluido, haja vista, a grande variedade
de organismos exposto e a complexa mistura de contaminantes. Sendo assim,
0 autor reconhece que os bioindicadores por serem reconhecidos como
medidas que incluem todos os niveis de organizacao ecoldgica, ou seja, desde
um organismo até as populacbes de um ecossistema sdo bons instrumentos
para serem utilizados na avaliacdo dos riscos ecotoxicologicos de agentes
contaminantes.

Por sua vez, Giulio e Newman (2012, p. 396) enfatizam que uma
grande variedade de espécies de plantas e animais representativos de
diferentes niveis de organizacdo do sistema biologico sédo utilizadas como
bioindicadores para avaliar a toxicidade de xenobiéticos.

Analisando-se a literatura constata-se, de fato, que ha um consenso no
meio cientifico, em considerar que as plantas superiores apresentam
caracteristicas que as credenciam a serem modelos em bioensaios e no uso
como bioindicadores em monitoramento e avaliacdo da qualidade ambiental a
exemplo dos trabalhos de Athanasio, Pra e Rieger (2014), Bagatini, Silva e
Tedesco (2007), Barbério, Voltolini e Mello (2011), Bernardes et al. 2015,
Bianchi (2008), Cordova (2013), Carita (2010), Carita e Marin-Morales (2008),
Gerber (2017), Goujon et al. (2014), Hoshina (2005), Igbal (2016), Leme e
Marin-Morales (2009), Lopes (2014), Mendes et al. (2016).

Entre as caracteristicas destacadas pelos o0s autores estdo a
confiabilidade das respostas, similaridade e boa correlagdo com outros testes,
possibilidade de avaliar as rea¢cdes dos organismos vivos ao agente toxico, a
sensibilidade aos efeitos sinérgicos em misturas complexas, simplicidade dos
testes, curta duracdo e baixo custo, além de, viabilizar o uso de mais de um
parametro para mensurar as respostas bioldgicas e as acoes toxicas.

Assim, para Bettiol et al. (2016) e Costa et al. (2008) preliminarmente,

qgualquer espécie vegetal pode ser usada nos testes de ecotoxicidade, todavia,
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0s autores salientam que, na escolha do bioindicador, é importante considerar
o conhecimento disponivel sobre as caracteristicas fisiolégicas, genéticas e
comportamentais, seletividade constante aos agentes toxicos, disponibilidade,
abundéancia, uniformidade, estabilidade genética das populacoes,
representatividade de seu nivel tréfico, significado ambiental em relacéo a area
de estudo, ampla distribuicdo, importancia comercial, facilidade de cultivo e de
adaptacado as condi¢des de laboratorio.

Com base nos fundamentos expostos e considerando o contexto deste
trabalho de investigacdo, nos utilizaremos de espécies de plantas superiores
como bioindicadores, por se moldar a hipétese formulada de que “a CCA
apresenta caracteristicas bioativas de acdo toxica que interfere no
desenvolvimento dos vegetais”.

A relevancia de aprofundarmos os estudos deve-se ao procedimento
pratico de descarte da CCA de forma inadequada no ambiente. E, seu
conhecimento, contribuira na definicdo de estratégias de uso sustentavel e
aumento da competitividade da industria arrozeira.

Ademais, optamos por utilizar nos bioensaios, plantas superiores das
espécies Lactuca sativa L, (alface), vc, marca, ISLA®, Lote 30724-S2, Allium
cepa L. (cebola), vc, marca, ISLA®, Lote 36550-S2 e Brassica oleracea L,
(repolho), vc, marca, ISLA®, Lote: 32491-S2 como bioindicadores, por estarem
contempladas no guia de recomendacdo da OECD/OCDE - 208 (2006) e por
ser um procedimento metodoldgico bastante difundido, haja vista, o nimero
significativo de trabalhos de investigacédo desenvolvidos a exemplo de:

Zucconi et al. (1981) ao pesquisar a toxicidade dos compostos
organicos nos diferentes estagios do processo de compostagem usou como
bioindicador Lepidium sativum, L. (agrido de jardim) e o IG (%) como parametro
de avaliacdo da fitotoxicidade. As respostas revelaram que o IG% é capaz de
detectar efeitos de agéo de baixa toxicidade que afeta o crescimento das raizes
como a alta toxicidade que reduz a germinagao das sementes.

Fiskesjo (1988) ao aplicar o teste Allium cepa L. nos estudos
ambientais de toxicidade de ions metalicos confirmou o teste Allium cepa L.
como sendo uma ferramenta Gtil no rastreamento de produtos quimicos.

Leme e Marin-Morales (2009) desenvolveram estudos de avaliagdo do

impacto do vazamento de 6leo de um oleoduto sobre a qualidade da agua do
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rio Guaeca, Sao Sebastido, SP, BR usando Allium cepa L. como bioindicador.
Os dados revelaram a existéncia de uma correlacdo de causa e efeito entre a
andlise quimica da 4gua e os efeitos genotoxicos e mutagénicos observados
nas ceélulas meristematicas das raizes de Allium cepa L. expostas a agua
contaminada.

Saidelles et al. (2009) ao avaliou os parametros biométricos e indices
de qualidade das mudas de timbaluva (Enterolobium contortisiliquum) e grapia
(Apuleia leiocarpa) em substrato com CCA observaram um comportamento
diferente para Apuleia leiocarpa que teve o crescimento diminuido com
aumento da CCA.

Belo (2011) ao avaliar a fitotoxicidade do processo de compostagem
com varios materiais organicos utilizou como parametro o IG (%) e o
bioindicador Lepidium sativum L. (agrido de jardim). Os achados confirmaram a
eficiéncia do teste a exemplo de outros trabalhos publicados.

Cuchiara, Borges e Bobrowski (2012) ao avaliarem o comportamento
da alface (Lactuca sativa L.) e da cebola (Allium cepa L.) com bioindicadores
para testar qualidade das aguas superficiais, evidenciaram que a alface
apresentou maior sensibilidade aos efeitos citotoxicos causados pela agua
coletadas no Arroio Doutor, Capao do Le&o-RS.

Masood e Malik (2013) ao realizarem estudos de avaliacdo de
mutagenicidade e genotoxicidade de aguas industriais com teste Allium cepa L.
verificaram que as aguas apresentam acao de efeito genotdxico e mutagénico.

Mesi e Kopliku (2013) desenvolveram estudos de avaliagdo citotoxica e
genotoxica dos pesticidas diclofop-methyl (herbicida) e Lindane (inseticida)
atraves do teste Allium cepa L. Os dados dos estudos demostraram que 0sS
pesticidas analisados apresentam potencialidade de induzir efeitos
citogenotoxico em culturas e na biota e riscos a saude humana.

Ozakca e Silah (2013) estudaram o efeito genotdxico das diferentes
concentracbes e exposicdo de flusilazol (inseticida) sobre as células
meristematicas de Alium cepa L. Os resultados revelaram inibicdo do IM com o
aumento da concetracao de flusilazol de 30 para 45 ppm.

Luna et al. (2013) ao avaliar a fitotoxicidade de biosurfactantes
produzidos por microorganismo a partir de residuos de biomassa de refinaria

de oleo de noz e licor de milho tendo por bioindicadores a Solanum gilo (jilo),



36

Lactuca sativa L. (alface) e Brassica oleracea L. (couve) observaram a
inexisténcias de acdo toxica.

Jiang et al. (2014) ao investigar os efeitos genotoxicos do chumbo (Pb)
nas células meristeméticas de Allium cepa L. verificou que o IM reduziu
progressivamente com o aumento da concentracdo de Pb nas células
meristematicas da raiz indicando como sendo o local principal de acédo
citotoxica.

Pakrashi et al. (2014) pesquisaram a acdo genotoxica das
nanoparticulas de diéxido de titanio (NPs - TiO,), usando o teste Allium cepa L.
O exame dos dados de aumento das AC (%) e reducdo do IM (%) associado
com ensaio de teste cometa preconizou que os efeitos citogenéticos e
genotdxicos dependem da dose e absor¢do, bem como, que a exposicao as
(NPs - TiO;) é capaz de induzir genotoxicidade nos sistemas vegetais mesmo
em baixas concentragdes de 12,5ug/mL.

Pandey, Kumar e Roy (2014) ao investigaram, o efeito genotdxico
sobre as células meristimaticas de Allium cepa L dos conservantes de
alimentos hidroxianisole butilico (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), galato de
propilo (PG), &cido soérbico, 2,4-hexadiendico, (SA) e nitrato de sédio (SN)
frequentemente utilizados em alimentos, verificarm uma reducéo do IM (%) e
um aumento das AC (%) indicando, com isso, que 0S mesmos apresentam
potencial genotoxico.

Bilo et al. (2015) ao estudar a absorcdo dos metais tragcos - MTs na
cultura do arroz, cultivado em solos contaminados, evidenciaram uma
concentracao significativa de MTs na casca do arroz.

Mazzeo et al. (2015) nos estudos de avaliagéo da toxicidade de lodo de
esgoto, ndo tratado, evidenciaram caracteristicas bioativas com potencial
genotoxica e mutagénica e ratificaram o teste Allium cepa L. como sendo um
bom bioindicador para a avaliacdo do potencial toxico de misturas complexas.

Ozkara et al. (2015) realizaram estudos de avaliacdo da ac&o citotoxica
do herbicida Anilofos usando como bioindicador Allium cepa L. e os resultados
indicaram uma reducgdo dos valores médios do comprimento das raizes, bem
como, uma reducéo do IM (%), em comparagdo com ensaio controle, sugerindo

gue o herbicida apresenta acao citotoxica sobre as plantas.
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Pathiratne, Hemachandra e Silva (2015) avaliaram a qualidade da agua
do rio receptor dos efluentes de quatro atividades industriais (duas industrias
téxteis, trés industrias de borracha, duas usinas de tratamento comum de
zonas industriais e duas estacfes de tratamento de agua) através do teste
Allium cepa L. Os resultados apresentaram evidéncias cientificas sélidas que
os efluentes apresentavam potencial citotoxicidade e genotoxicidade.

Bettiol et al. (2016) ao investigar a toxicidade do herbicida fendlico
(Pestanal®) com bioindicadores Lepidium sativum L. (agrido de jardim),
Lactuca sativa L. (alface), Cucumis sativus L. (pepino) e o teste Vibrio fischeri,
Microtox® baseado na inibicdo de bactérias luminescentes. Os resultados
sugerem que a acao toxica do herbicida examinado, embora com potencial
diferenciado, envolve processos metabdlicos com caracteristicas comuns entre
bioindicadores usados, sementes e bactérias. Depreende-se do fato que a
acdo do xenobidtico pode atingir organismos alvos e ndo alvos e que 0s
ensaios de fitotoxicidade s&o eficientes e relevantes na avaliacdo da
ecotoxicoldgica de defensivos agricolas.

Mendes et al. (2016) ao estudarem a fitotoxicidade das camas usadas
na criacdo de 5 lotes de frango, utilizando-se dos parametros fisicos-quimicos
das camas e do indice de germinacéo - IG dos bioindicadores alface (Lactuca
sativa L.) e pepino (Cucumis sativus L.) apuraram que todas as amostras de
camas apresentavam na sua composicdo elementos com caracteristicas
fitotoxicas.

Palmieri et al. (2016) pesquisaram o potencial genotoxico do Spent Pot
Liner (SPL), residuo sélido da indastria do aluminio que contém como
principais componentes quimicos (fluoreto, cianeto e aluminio) utilizando como
bioindicador Allium cepa L. e 0 Ensaio de Cometa em leucécitos humanos. Os
resultados sugeriram que o residuo apresenta componentes genotoxico, uma
vez que houve redugcdo do pardametro IM (%) e aumento da frequéncia de
aberracfes cromossdmicas (AC) tanto das células vegetais como animais.

Salles (2016) avaliou a acdo citotoxica e genotoxica das aguas
superficiais de Sao Paulo - SP utlizando-se de Allium cepa L. como
biondicador. Os dados dos parametros IM e AC sugeriram que 0S eventos

vinculados a sazonalidade e a falta de tratamento de esgoto causam influéncia
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sobre a qualidade da agua uma vez que no periodo chuvoso houve um
aumento dos efeitos toxicos sobre o biondicador Allium cepa L.

Gerber et al. (2017) ao investigarem a fitotoxicidade dos efluentes
brutos e tratados da induastria de parboilizacdo do arroz e de abatedor de
suinos recorreram de bioensaios com trés organismos testes, de niveis troficos
diferentes, peixes, zebrafish (Danio rerio), sementes de vegetais, alface
(Lactuca sativa) e pepino (Cucumis sativus) e a bactéria (Escherichia coli). Os
parametros fisicos-quimicos dos efluentes apreciados foram DBO - demanda
bioquimica de oxigénio, DQO - demanda quimica de oxigénio, Solidos
Suspensos Totais, NTK - Nitrogénio Total Kjeldhal, Nitrogénio Amoniacal,
Fosforo Total, Cloretos, Surfactantes, Sulfetos, Dureza, Aluminio, Manganés,
Ferro, Zinco, Fendis, Condutividade Elétrica, Salinidade, pH e temperatura. Os
resultados apontaram que o efluente bruto e tratado apresenta elementos na
composicdo com acdo fitotoxica ao bioindicadores alface e pepino.

A vantagem do uso de sementes, de fornecedores comerciais, como
organismos de teste nos bioensaios, deve-se pela homogeneidade genética e
fisiolégica que apresentam e disponibilidade durante o ano todo (LEME e
MARIN-MORALES, 2009). Além disso, sdo submetidas a avalicdo de
germinacao, pureza, sanidade, viabilidade e vigor, pelo fornecedor, o que
garante um bom desempenho e confiabilidade do ensaio.

Com base no exposto, percebe-se que os testes de ecotoxicidade séo
desenvolvidos para avaliar misturas complexas detectar diferentes tipos de
agentes téxicos e seus efeitos, sendo os mais aplicados, o de fitotoxicidade,
citotoxicidade e genotoxicidade (LEME e MARIN-MORALES, 2009) a exemplo
do presente projeto.

Nos testes de fitotoxicidade séo avaliadas as perturbacoes
relacionadas aos efeitos toxicologicos, causados por agentes toxicos,
presentes ou produzidos no meio, que interferem diretamente sobre o
comportamento, estrutura, desenvolvimento e sobrevivéncia dos vegetais. Os
principais parametros biolégicos utilizados sdo aptos a mensurar o percentual
de sementes germinadas; crescimento da parte aérea; comprimento das
raizes; indice de velocidade de germinacado; avalicdo da biomassa da parte
aérea e das raizes (RAMOS, 2016; TIQUIA; TAM; HODGKISS, (1996) e
TIQUIA, 2010).
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Entre os testes de fitotoxicidade, cabe destacar, o Indice de
Germinacédo - IG (%) que combina os dados de germinacdo com os do
comprimento das raizes das sementes tratadas com o extrato solucéo teste,
em relacdo a um tratamento controle (testemunha) por ser usado com
frequéncia pelos pesquisadores (BELO, 2011). O mesmo autor relata que, no
meio cientifico, ndo ha uma unanimidade no tocante a qualificacdo da
magnitude dos niveis de fitotoxicidade com base no indice de Germinagéo IG,
(Tabela 1), entretanto, ao analisar as diferentes propostas, constatou que a
maioria considera o valor do IG superior a 80% como nao fitotoxico.

Aprofundar a compreensdo sobre o potencial toxicolégico e das
possiveis alteracfes prejudiciais e herdaveis no material genético, provocadas
por um agente toxico sobre os organismos expostos sdo fundamentais para
avaliar o risco de dano ambiental. Nesta pespectiva sao aplicados os testes de
citotoxicidade e genotoxicidade.

Os testes de citotoxicidade e genotoxicidade s&o usados, para
investigar as possiveis anormalidades e os danos causados na célula e no
material genético, herdaveis ou néo, pelos agentes citotoxicos e genotoxicos ao
bioindicador (CARITA e MARIN-MORAIS, 2008).

O indice mitético - IM (%) é o parametro basico usado para aferir a
citotoxicidade e esta relacionado a avaliacdo da aceleracao, inibicdo ou parada
do processo de divisdo celular.

Na avaliacdo da genotoxicidade é apurado o potencial de promover
alteracdes nocivas ao material genético de um agente toxico e que
necessariamente ndo sao fixadas uma vez que podem ser recompostas pelo
sistema de reparo celular. Para Leme e Marin-Morales (2009) as alteracdes
cromossOmicas se caracterizam por alteracbes no numero total de
cromossomas ou de qualquer estrutura cromossGmica que pode ser
espontanea ou provocada por efeitos de agentes fisicos ou quimicos.

O parametro usado na avaliagdo da genotoxicidade é a frequéncia de
aberracbes cromossbmicas - AC (%) que afere a ocorréncia de aberracdes
cromossdmicas de efeitos aneugénicos e clastogénicos (FISKESJO, 1985 e
1988; CARITA, 2010; HOLAN (2014) e LEME e MARIN-MORALES, 2009).
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Tabela 1 - Qualificagcdo da magnitude dos niveis de fitotoxicidade.

Referéncia bibliografica IG (%) Classificacdo

Trautmann e Krasny, 2009 80-100 N&o inibe o crescimento da planta
60-80 Inibicdo moderada
40-60 Inibicdo forte
<40 Inibicdo severa

Batista e Batista, 2007 (cit. Woods >85

End, 2000) 70-80
50-70
30-50
<30

Batista e Batista, 2007 (cit. Brinton ~ >90
etal., 2001) 80-90
<80

Bernal et al., 2009 (cit. Zucconiet >50
al., 1981)

Wong et al., 2001 (cit. Zucconi et >50
al., 1981)

Ortega et al., 1996 (cit. Zucconi et <60
al., 1985)

Cabafias-Vargas et al., 2005 >60
(cit. Zucconi e de Bertoldi, 1987)

Goméz-Brandodn et al., 2008 >60
(cit. Zucconi e de Bertoldi, 1987)

Helfrich et al., 1998 270

Fang e Wong, 1999 (cit Rifaldi et >80
al., 1986)

He et al., 2009 (cit Zucconi et al., >80
1981)

Tiquia et al., 2010 (cit Zucconi et >80
al., 1981; Tiquia e Tam, 1998)

Gao et al., 2010 (cit Zucconietal., >80
1981; Tiquia e Tam, 1998)

Delgado et al., 2010 >100

V- nao téxico

IV- moderadamente toxico
I1- téxico

[I- muito téxico

I- extremamente téxico
Bastante maturado
Maturado

Imaturo

Maturado

Composto livre de fitotoxinas

Produto orgénico considerado fitotéxico

Maturado

Limite que reduz a fitotoxicidade para niveis

aceitaveis para aplicagdo segura no solo

Baixo nivel de fitotoxinas

Nao fitotéxico

Composto livre de fitotoxinas

Composto livre de fitotoxinas

Composto livre de fitotoxinas; maturado

Estimula as propriedades do solo

Fonte: Belo, (2011, p. 16).

As alteragbes genotoxicas de efeitos aneugénicos séo constituidas por

perdas cromossémicas,

cromossomas

retardatarios, C-matafase, mau

funcionamento do fuso e ganho ou perda de cromossomos intactos. Ja as

alteracbes genotoxicas de efeitos clastogénicos estdo representadas por
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alteracdes na estrutura cromossdmica, formagcdo de micronucleos, perda ou
rearranjo de porgdes de cromossOmicos, pontes e quebras cromossomicas.

Quando as alteracdes genotdxicas de efeitos clastogénicos nao séo
devidamente reparadas pelo sistema celular, podem levar a mutacdes
herdaveis cujos efeitos podem ser desde a inviabilidade celular até o
desenvolvimento de processos carcinogénicos.

Os micronucleos, segundo Hoshina (2005); Caritd e Marin Morales
(2008), Carita (2010), Cigerci et al. (2015) e Igbal (2016) podem ser resultantes
tanto de efeitos aneugénicos quanto clastogénicos.

Segundo, Santelli e Siviero (2014, p. 71).

a distribuicdo exata do material genético as células-filhas durante a
divisdo mitética envolve muitos eventos coordenados que vao desde
a replicagdo do DNA propriamente dita até a segregacgéo
cromossbémica. O sucesso do processo de divisdo celular, em todas
as suas fases, depende da manutencdo da normalidade da célula e o
perfeito equilibrio genético.

Os agentes téxicos, ao interagirem de forma negativa, com o0s
diferentes componentes do ambiente podem causar dois tipos de efeitos nos
organismos. O efeito téxico agudo de curto prazo ou o crbénico de longo prazo.
Segundo a Resolucdo do CONAMA N° 357/2005, alterada pelas Resolucdes N°
410/2009 e 430/2011, item XVII e XVIII define efeito toxico agudo e crénico

como sendo:

XVII - efeito toxico agudo: efeito deletério aos organismos vivos
causado por agentes fisicos ou quimicos, usualmente letalidade ou
alguma outra manifestacdo que a antecede, em um curto periodo de
exposicao;

XVIII - efeito téxico cronico: efeito deletério aos organismos vivos
causado por agentes fisicos ou quimicos que afetam uma ou varias
funcdes biolégicas dos organismos, tais como a reproducdo, o
crescimento e 0 comportamento, em um periodo de exposicao que
pode abranger a totalidade de seu ciclo de vida ou parte dele
(CONAMA, 357/05, p. 2).

A ABNT NBR 10.004 - 2004, (p. 2) por sua vez, define a toxicidade

aguda como sendo:

Propriedade potencial que o agente toxico possui de provocar um
efeito adverso grave, ou mesmo morte, em consequéncia de sua
interacdo com o organismo, apds exposicdo a uma Unica dose
elevada ou a repetidas doses em curto espaco de tempo.

A partir dos enunciados podemos compreender, na pratica, que um

quadro de toxicidade aguda, a associacdo causa/efeito, em geral é mais facil
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de ser detectada por ser de curta duracao e pelos sintomas apresentados pelos
organismos. Nos vegetais, a toxidade pode se manifestar em deformagdes no
sistema radicular, reducdo do desenvolvimento da planta, perda de
produtividade e morte.

A toxicidade crbnica, caracterizada por uma exposicdo de baixa
concentracdo ou dose dos agentes téxicos, é mais dificil de ser avaliada, uma
vez que a associacdo causalefeito s6 é detectada, em longo prazo. A
toxicidade aguda deve ser analisada com maior atencdo tendo em vista que
dependendo do tipo de acéo, 0s agentes toxicos ou dos seus metabalitos, séo
transferidos por meio da cadeia trofica e dos processos de bioacumulacéo e ou
biomagnificagdo podendo interferir na reproducdo, na sobrevivéncia dos
organismos e o0 no préprio homem através dos alimentos.

O que se depreende € que o0s testes de ecotoxicidade séo
procedimentos metodolégicos complexos e sua validacdo depende de um
modelo conceitual em que o0s bioensaios sejam capazes de associar a
interacdo dos contaminantes e a avaliacdo ecoldgica dos efeitos da exposicdo

ao agente toxico.
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4. Materiais e métodos

4.1 Procedimentos metodoldgicos

Os procedimentos metodologicos adotados no desenvolvimento das
investigac6es foram os recomendados para uma pesquisa cientifica em que os
estudos sao de carater interdisciplinar, razdo pela qual o0s critérios
metodoldgicos utilizados nas investigagcdes foram: quanto a natureza da
pesquisa € basica por utilizar de conhecimentos tedricos para estudos
empiricos; sobre a realidade estudada; no tocante a finalidade, a pesquisa é
aplicada pelo interesse pratico que os resultados sejam utilizados na solugéo
dos problemas (GERHARDT e SILVEIRA, 2009 e MAGALHAES, 2010).

Além disso, trata-se de pesquisa descritiva uma vez que, se pretende
observar e descrever as caracteristicas dos subprodutos e residuos da
indUstria arrozeira e exploratoria ao se ambicionar aprofundar as investigacoes,
esclarecer os conceitos e buscar resposta a hipétese formulada (GIL, 2017).
Complementam os critérios metodologicos a abordagem sobre os
procedimentos neste contexto, a pesquisa € hipotética-dedutiva uma vez que
se inicia pela percepgdo de uma lacuna nos conhecimentos acerca da qual
formula-se a hipétese e, pelo processo de inferéncia dedutivo, testa a predicéo
da ocorréncia de fendmenos abrangidos pela hipotese (LAKATOS e
MARCONI, 2007); bibliografica, tendo em vista que se vale da bibliografia que
trata do tema; e, experimental, uma vez que se usam protocolos reconhecidos
cientificamente para se obter dados de analises quantitativas e qualitativas
para elucidar os fatos; e, quanto ao local de realizacéo, a pesquisa é de campo
e laboratorial, visto que foram desenvolvidas atividades em ambos os locais
(MAGALHAES, 2010).

4.2 Area de abrangéncia dos estudos e local do desenvolvimento dos

trabalhos.

A area de abrangéncia dos estudos compreende os municipios de Capao do
Ledo, Pelotas e Rio Grande do Estado do Rio Grande do Sul - RS, Brasil - BR,

localidades onde as industrias de beneficiamento de arroz estédo instaladas. Os
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trabalhos foram desenvolvidos na Universidade Federal de Pelotas junto aos
laboratérios do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncias e Tecnologia Agroindustrial da
Faculdade de Agronomia Eliceu Maciel - FAEM; Nucleo de Educacéo,
Pesquisa e Extensdo em Residuos e Sustentabilidade — NEPERS do Centro de
Engenharia; Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética - DEZG e
Departamento de Morfologia — DM do Instituto de Biologia, Laboratério de
Metrologia Quimica - LABmequi do Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos — CCQFA e as trés empresas fornecedoras da
CCA. Para preservar a privacidade e o anonimato das empresas elas seréo
identificadas como processo |, Il e 11l

4.3 Materiais

4.3.1 Coleta das amostras de cinza de casca de arroz

As cinzas de casca de arroz - CCA, da safra de 2014/2015 foram
obtidas de trés processos de queima operacionalizados por empresas,
localizadas na Zona Sul do RS, que estéo licenciadas pelos 6rgdos ambientais
competentes e desfrutam da casca de arroz para atender as demandas das
plantas industriais por calor, vapor e energia. No periodo das coletas os fornos
de grelha deslizantes operavam no processo | - (Pl) a uma temperatura entre
800 - 900° C e tempo de queima até 5 min; processo Il - (PIl) temperatura de
gueima 800 - 900° C e tempo de queima entre 15 a 20 min; e, no processo Il -
(PIIl) temperatura de 600° C - 700° C e tempo de queima de 15 a 20 min.

As coletas das amostras de CCA, sem tratamento, foram realizadas
junto ao silo de armazenamento temporario, durante a operacdo de
carregamento dos caminhdes que realizam o transporte para as areas de
incorporacao da CCA no solo. O procedimento das coletas foi realizado num
periodo em 5 dias consecutivos, manualmente, em 3 pontos distintos (no inicio,
meio e fim do carregamento do caminhdo), com auxilio de um Becker, de
polipropileno de 1000 mL, descontaminado, perfazendo 1 kg por amostra e o

total de 5 amostras por processo. As amostras identificadas foram
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acondicionadas e transportadas em sacos de polipropileno de 5 Kg e

estocadas em local protegido no NEPERS/UFPEL.

.

Figura 4 - Imagens das cinzas de cascas de arroz, obtidas com camera CN Scopo, 5 MP e
lupa Physis 0,8 X, em que se pode observar diferenca nas caracteristicas
granulométricas das cinzas do processo | (A) e Il (C) na comparagdo com as cinzas
do processo Il (B).

Fonte: Imagem do autor, (2017).

As operacdoes de coletas foram realizadas com equipamentos de
protecdo individual e de acordo com os protocolos de seguranca adotados

pelas empresas (Fig. 5, A e B).

e

E L \k
Figura 5 - Imagens do treinamento de integracdo desenvolvido pelas empresas (A) e das
placas de sinalizacdo a serem observadas ao circular pela planta industrial (B).

Fonte: Imagem do autor (2017).

4.3.2 Materiais de laboratoério

Todos os reagentes quimicos empregados na caracterizagdo da CCA,
ensaios de fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenotoxicidade,

foram de grau analitico. Na escolha dos reagentes foram levados em
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consideracao critérios referentes a compatibilidade para a analise de matrizes
complexas, qualidade, seguranca do analista e 0s possiveis impactos
ambientais. As solucdes foram preparadas utilizando &gua destilada tratada
pelo sistema Pilsen. Para bioindicadores foram escolhidas as sementes, sem
tratamento, das espécies Lactuca sativa L., (alface, vc, regina de verdo), marca
ISLA®, Lote - 30724-S2, germinagdo 82%, pureza 99,8%, validade 03/2017);
Allium cepa L., (cebola, vc, baia periforme), marca ISLA®, Lote - 36550-S2,
germinacgdo 92%, pureza 99.9% e validade até 01/2017 e Brassica oleracea L.
(repolho, vc, chato de quintal), marca ISLA®, Lote - 32491-S2, germinacao
91%, pureza 100.0% e validade 04/2016) por serem recomendadas pela
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) para
biotestes terrestres (OECD, 208/2006) (Fig. 6, A, B e C).

(alface), (A), Allium cepa L. (cebola), (B) e Brassica oleracea L (repolho), (C).

Fonte: Imagem do autor, (2015).

4.4 Analise dos elementos tracos, umidade, matéria organica e pH da CCA

A avaliacdo dos elementos tracos (ETs) presentes nas amostras de
CCA oriundas dos 3 (trés) processos estudados foi realizada por
espectrometria de emissao Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP
OES). O método de preparo de amostras utilizado foi de decomposicdo acida
em tubos de digestdo adaptados com sistema de refluxo (ORESTE et al.,
2013). O sistema de refluxo, refrigerado com circulagdo de agua, funcionou

durante as analises a uma temperatura de 15 °C.
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A digestdo de 250 mg de amostras se deu com 3,6 mL de HNO; e 1,4
mL de H,SO,, em tubo de digestdo com refluxo, bloco digestor operando a
uma temperatura de 225 °C e por 3 horas e 25 min (LOPES et al., 2017). A
opcédo pelo uso do método deveu-se por consumir pequenas quantidades de
reagentes, ser adequado para matrizes complexas, simples e de baixo impacto
ambiental e os resultados foram expressos em mg kg™.

O teor de umidade (U) e matéria organica (MO) foi determinado por
método gravimétrico (AOAC, 1995) e a pesagem foi realizada em balanca
analitica (x 0,0001). O célculo em porcentagem foi obtido com base na
diferenca de peso antes e depois da secagem e calcinacgéao.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata e o valor final

considerado foi a média dos trés valores registrados.

4.4.1 Delineamento experimental das andlises dos elementos tragos,

umidade, matéria organica e pH da CCA

O delineamento experimental das analises dos elementos tracos,
umidade, matéria organica e pH da CCA constituiram-se de 3 tratamentos x 5

amostras x 3 repeticdes, (N=45 processos/amostras/repeticoes).

4.5 Teste de fitotoxicidade

4.5.1 Preparo dos bioensaios

A fitotoxicidade foi avaliada utilizando-se o 1IG% como parametro
quantitativo seguindo o protocolo de Zucconi et al (1981) adaptado, de acordo
com a experiéncia de laboratério, por Mendes et al. (2016) e Gerber et al.
(2017). Assim sendo, para cada amostra de CCA, devidamente identificada, foi
preparada uma solucédo do extrato aquoso (SEA) da CCA, a partir da diluicdo
de 10 gramas de CCA (base umida) em 100 mL de agua destilada, em Becker
de 250 mL, numa relagéo v/m de 10:1 e armazenada em repouso em ambiente
escuro por 12 horas. Findo o periodo de repouso o sobrenadante da (extrato

aquoso) foi filtrado utilizando-se papel filtro Whatman n°1 (Fig. 7, A e B).
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Figura 7- Imagens do material em repouso‘para obto solugéo do extrato aquoso — SEA,
(A) e da operacéo de filtragem do sobrenadante para lograr a SEA (B).

Fonte: Imagem do autor (2017)

Na sequéncia 10 sementes de cada bioindicador alface, cebola e
repolho, em triplicata, foram distribuidas de forma uniforme sobre o papel filtro
qualitativo, 14 pum de porosidade, disposto em placas de Petri, com 9 mm de
didmetro e umedecidas com 5 mL da SEA perfazendo um total de 135 placas e
1350 sementes. Para o tratamento controle (TC) 3 placas com 30 sementes de
cada bioindicador foram umedecidas com 5 mL de agua destilada.

As placas de Petri seladas com parafim foram submetidas a
germinagcdo numa camera incubadora - BOD, no escuro a uma temperatura de
25 £ 0,5 °C pelo periodo de 144 horas (BRASIL, 2009, p. 179). A disposicao
das placas de Petri no interior da BOD foi realiza de forma aleatdria por sorteio
independente do tratamento e do bioindicador (Fig. 8, A e B).

O indice de germinacdo - (IG%), em porcentagem, foi calculado
seguindo a formula I1G (%) = (Gt/Gc) x (SCt/SCc) x 100 proposta por Tiquia et al
(1996) em que Gt = nimero de sementes germinadas no tratamento com a
SEA; Gc = nimero de sementes germinadas no TC; SCt = comprimento médio
das raizes das sementes germinadas no tratamento com a SEA (mm); e, SCc =
comprimento médio das raizes das sementes germinadas no TC (mm) (Fig. 9,
A e B).

O valor médio do IG superior a 80% foi considerado como néao
fitotéxico (BELO, 2011).
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Figura 8 - Imagens das operacdes de preparacdo das placas de Petri (A) e da disposicao
das placas de Petri no interior da BOD (B).

Fonte: Imagem do autor (2017)

. AR
Figura 9 - Imagens das opérag(”)es de medicdo do cumprimento das raizes (A) e do registro
dos dados e célculo do IG (B).

Fonte: Imagem do autor (2017)

4.5.2 Delineamento experimental da avaliacdo da fitotoxicidade e célculo
do IG

O delineamento experimental, dos bioensaios do tratamento, com as
SEA constituiram-se de 3 tratamentos (processos) x 5 amostras x 3 repeticées
x 10 sementes x 3 bioindicadores num total de 1.350 sementes. Para os
bioensaios do TC o delineamento experimental foi concebido com 1 tratamento
x 3 repeticdes e 10 sementes x 3 bioindicadores num total de 90 sementes.
Deste modo o total de sementes utilizadas no projeto foi de 1.440 sementes.

4.6 Teste de citotoxicidade e genotoxicidade
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Para avaliacdo dos efeitos citotoxicos e genotdéxicos da CCA foi
empregado o teste Allium cepa L. de acordo com os procedimentos
metodoldgicos recomendados por Fiskesjo (1985 e 1988) e adaptacdes
propostas por Caritd (2010), Holan (2014) e Leme e Marin-Morales (2009).
Para aferir a citotoxicidade utilizou-se o IM pela contagem de células nas
diferentes fases do processo de mitose e a genotoxicidade pela frequéncia de
aberrac6es cromossdmicas - AC observadas nas fases de profese, metafase,

anafase e tel6fase.

4.6.1 Obtencéo o tecido meristematico

O tecido meristematico foi obtido de raizes, das sementes de cebola
(Allium cepa L.) tratadas e submetidas ao processo de germinagdo segundo
Zucconi et al. (1981) e adaptacbes de Mendes et al. (2016) e Gerber et al.
(2017). Todas as raizes, das sementes germinadas, foram fixadas com solucéo
de Carnoy, (Etanol e Acido acético numa propor¢do de 3:1, V/v),
acondicionadas em frascos de polipropileno de 15 mL e armazenadas em
freezer a - 4 °C até a realizacdo do exame microscopico do tecido
meristematico (GUERRA e SOUZA, 2002, p.17-35), (Fig. 10).

4.6.2 Exame de microscopia do tecido meristematico

De cada bioensaio foram escolhidas aleatoriamente trés raizes com
comprimento acima de 1 cm. A lavagem e hidrélise das raizes foram realizadas
na seguinte sequéncia 5 min agua destilada, 10 min em solucdo de HCla5 N e
5 min agua destilada em temperatura ambiente (Fig. 10, A, B e C).

Com o tecido meristematico da ponta de cada raiz, foi confeccionada,
uma lamina citolégica seguindo a técnica de Guerra e Souza (2002, p.17-35)
utilizando-se Orceina Acética 2% como corante. As laminas citolégicas foram
analisadas pela técnica de varredura e 500 células, de cada raiz, foram
observadas com auxilio de um microscopio de luz incidente, NYKON ECLIPSE-
E 200, equipado com camera Multican 5 MPs operando com aumento de 400
X. As melhores imagens foram registradas com auxilio do software de captacao

de imagem Moticmegem Plus 2.0.
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Figura 10 - Imagens com a sequéncia das etapas operacionais de acondicionamento das
raizes de Allium cepa L. fixadas em Carnoy, (A), lavagem das raizes com agua
destilada (B) e hidratacao das raizes em solug¢éo de HCla 5 N (C).

Fonte: Imagem do autor (2017).

As diferentes fases da divisdo celular interfase, préfase, metéafase,
anafase e telofase e as aberracbes cromossdmicas foram identificadas e
classificadas seguindo os registros fotogréficos e critérios utilizados por Carita4
(2010), Holan (2014) e Leme e Marin-Morales (2009) (Fig.11, A e B).

xame citologico
(A) e da fotomicrografica de células meristeméticas de raiz de Allium cepa exposta
ao extrato aquoso de CCA, capturada com objetiva com 400 X e camera Multican
5 MPs (B).

Fonte: Imagem do autor (2017).

4.6.3 Delineamento experimental e calculo das variaveis IM e AC

bioindicador Allium cepa L.

O delineamento experimental constitui-se de 3 tratamentos (processos)
x 5 amostras x 3 repeticdes x 3 raizes (laminas) x 500 células por raiz num total
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de 67.500 células, além de um TC x 5 repeticdes x 3 raizes (laminas) x 500
células num total de 7.500 células.

O indice mitotico - IM (%), dado em porcentagem, foi obtido dividindo-
se 0 numero de células em divisdo nas fases de préfase, metafase, anafase e
telofase pelo numero total de células observadas multiplicando-se por 100. A
frequéncia de aberracdes cromossémicas - AC (%) foi calculada pelo nimero
de aberracfes identificadas nas fases de préfase, metafase, anafase e tel6fase

dividindo-se pelo nimero de células observadas vezes 100.

4.7 Andlise estatistica

Na analise estatitica avaliou-se a normalidade dos residuos pelo teste
de Shapiro-Wilk (p < 0,05) de probabilidade de erro. Foi realizada a ANOVA e a
comparacao das médias pelo teste de Tukey (p < 0,05) e Dunnett.

Para avaliarmos a similaridade entre as CCAs, dos diferentes
processos, os dados dos componentes quimicos e fisicos das CCAs foram
submetidos a analise de variancia multivariada (MANOVA) usando-se o teste
Wilks' Lambda (p < 0,05%).

Subsequentemente para identificar os componentes quimicos e fisicos
da CCA que interferiram sobre a fitotoxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade
os dados foram submetidos a técnica multivaridvel determinando-se o
coeficiente de correlacdo de Pearson (p < 0.05) e andlise de regresséo,
utilizando-se os procedimentos de Stepwise (p < 0.15%), para a selecdo do
modelo mais ajustado e a analise de Trilha.

No tratamento estatistico foram utilizandos os pacotes dos softwares
Rbio — RBIO, (BHERING, 2017), SAS®, versdo 9.0, (2002) e Genes (Cruz,
2015).
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5.1 Avaliagéo dos resultados dos Elementos tragos, U, MO e pH
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No exame das concentracdes e teores dos ETS constituintes da CCA,

descritos na (Tabela 2), percebe-se que os valores médios das concentracdes

das variaveis Al, Fe, Mg, Mn, umidade - (U), matéria organica - (MO) e pH

diferem (p < 0,05%) entre si na comparacao entre 0s trés processos. Ja as

concentracfes das variaveis, Cu e Na do processo Il, sdo superiores (p < 0,05)

as médias registradas nos processos | e lll, que por sua vez, ndo se distingue

(p < 0,05) entre os processos | e lll.

Tabela 2 - Valores médios das anélises dos ETs, U, MO e pH dos

trés processos de

queima estudados (P -1, P -1lI, P -1ll) com os valores de (p) e VC (%)

Variaveis
Al
Cd
Cu
Fe
Mg
Mn
Mo
Na
Ni
Ti
U
MO
pH

Unidade LD

mg kg™ 0,39
mg kg™ 6,64
mg kg™ 0,4
mg kg™ 2,05
mg kg™ 0,22
mg kg™ 0,31
mg kg™ 1,29
mg kg™ 4,99
mg kg™ 12,17
mg kg™ 12,45

(%)

(%)

P-1 P-ll P -1l p_VC (%)
104,64 196,34 a 7367°c 9,361le-11 6,9
<LD <LD <LD 0,39657 0
33,48 b 87,94 a 36,28 b 8,92e-12 6,44
484,96 b 892,362  330,16°¢  2,1964e-09 9,01
1047,30>  2653,402  638,62¢ 1,1221e-17 2,6
559,72b  1411,00a  268,12¢  3,7725e-09 14,72
<LD b 171,46 a <LDb  5,614e-22 2,62
350,08  1610,802  268,10b  1,1917e-13 7,77
350,90 @ <LD®b <LDb  2,7768e-20 3,35
563,14 a 495,625 484,485  4,3648e-05 3,63
1,54 b 2,124 1,08¢ 1,7715e-05 13,25
18,39 7,36 ¢ 13,135  2,7973e-08 10,32
9,09 2 3,74 ¢ 7,94b  57608e-14 2,94

(@ ,p ,°) Médias seguidas da mesma letra, minascula na linha, diferem significativamente entre

os tratamentos pelo teste de Tukey, (p < 0,05).

Acrobnicos: p = valor de p; CV (%) = coeficiente de variancia.

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Cabe considerar as excepcionalidades registradas com a variavel Cd,

por apresentar uma concentracéo abaixo do LD do aparelho nos trés processos

nao sendo significativo (p> 0,05), o Mo por assinalar valores abaixo LD para o
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processo | e lll e 171,46 mg Kg™ no processo Il, o Ni ao registrar uma
concentracédo abaixo do LD para o processo Il e lll e de 350,90 mg Kg™ no
processo | e o Ti por apresentar uma concentracdo superior (p < 0,05) de
563,14 mg Kg™ no processo | e ndo apresentou diferencas significativas (p <
0,05) entre os processos Il e .

Em face, os possiveis erros induzidos pelas discrepancias observadas
entre as médias das concentra¢des das variaveis Cd, Mo, Ni e Ti, as mesmas
nao serdo consideradas nas analises dos dados.

Os dados revelam ainda que as CCAs do processo Il apresentam
valores superiores (p < 0,05) aos registrados nos processos | e lll nas variaveis
Al, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Na, U e os menores valores das variaveis MO e pH.

A variabilidade dos valores médios das concentracdes dos ETs, teores
de U, MO e indice do pH presentes na composi¢do das CCA em estudo estdo
de acordo com os registros dos trabalhos desenvolvidos por Angel et al. (2009),
Costa et al. (2004), Della et al. (2001), Fernandes, 2015; Fernandes et al.
(2016), Goncalves e Bergmann (2007), Guidotti (2017), Islabdo (2013),
Olamide et al. (2012), Pouey (2006) e Sandrini (2010).

Na busca de identificar o grau de variabilidade existente entre as CCAs
dos trés processos, os valores médios dos componentes, das 15 amostras de
CCA foram submetidos a analise multivaridvel, MANOVA pelo teste de Wilks'
Lambda.

O resultado, resumido da analise multivariada de Wilks’ Lambda,
descrito na Tabela 3 sugere que as CCAs apresentam na sua coOmposicao
elementos com concentracfes significativamente diferentes. Ou seja, 0
resultado sugere que as cinzas apresentam na sua composicdo elementos com
diferentes concentracgdes, teores e indice que lhes dao caracteristicas que as
tornam diferentes entre si.

As diferencas verificadas nas concentracdes e teores sdo atribuidas a
um conjunto de fatores, dentre os quais, cabe destacar os pedoldgicos,
edafoldgicos, variedade de arroz cultivada (gendtipo), tratos culturais aplicados
no desenvolvimento da cultura, processo de queima da CA, tempo de queima
CA, temperatura de queima CA, velocidade de resfriamento, preparo das
amostras e métodos de analises (GUIDOTTI, 2017; ISLABAO, 2013; POUEY,
2006; QUESADA et al., 2017 e SANDRINI, 2010). FERNANDES et al. (2016)
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salienta que as condicfes de operacdo dos diferentes processos de conversao
(pirdlise, gaseificagdo e/ou combustdo) associadas aos fatores intrinsecos da
CA véao determinar as caracteristicas fisico-quimicas do produto final CCA.

Tabela 3 - Resumo da analise multivariada de Wilks’ Lambda entre as variaveis Al, Cu,
Fe, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Ti, U, MO e pH presentes na composi¢cdo das CCAs

provenientes de trés diferentes processos de queima.

Teste Estatistico Valor ValorF Num DF Den DF p Comentario

Wilks' Lambda 0.000000 2093.08 24 2 0.0005 Significativo

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Por conseguinte, é possivel conceber, a partir dos estudos do presente
item, que além de outros fatores, ndo analisados e os atributos inerentes da
CA, o processo de queima, contribui na diferenciacdo das caracteristicas das
CCAs, uma vez que, no processo |, a fornalha operava, no periodo dos
estudos, a temperaturas que variava de 800 - 900 °C e o tempo de queima de
até 5 min. No processo Il, a temperatura de queima oscilou no intervalo de 800
— 900 °C e o tempo de queima de aproximadamente 15 a 20 min. Ja no
processo lll, o sistema trabalhava com a temperatura proxima a 600° C - 700

°C e o tempo de queima de 15 a 20 min.

5.2 Avaliagéo da fitotoxicidade da CCA

Analisando os dados da (Tabela 4) constata-se que o valor médio do
IGa, (alface) (160,16) das sementes submetidas ao tratamento do processo | €
significativamente maior ao ser comparado com os resultados do processo II,
IGa (63,66) e lll, IGa (94,46) e que os valores dos IGas do processo Il e Ill ndo
diferem entre si de forma significativa. Os dados revelam que as CCAs do
processo |l apresentaram, na sua composi¢cao, elementos bioativos que
induziram a reducéo da germinacéo e o crescimento radicular na comparacao
com o processo |.

No tocante aos valores registrados no IGa do processo Il (63.66) e
processo Il (94.46) que estatisticamente nao diferem entre si, Belo (2011), nos

seus estudos, relata que ndo ha uma unanimidade para qualificar a
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fitotoxicidade, entretanto, observou que na maioria dos autores consideram que
para os valores do IG acima de 80% n&o ha efeitos fitotoxicos. Assim, para o
presente projeto o 1Ga 94.46% ser& considerado como nao toxico.

No que diz respeito ao bioensaio com cebola, (IGc) os resultados
indicam que os valores do IGc (101.43) do processo | e do processo Il IGc
(93.68) nao apresentam diferenca entre si (p < 0.05) e que o 1Gc, (30.87) do
processo |l € notadamente menor ao ser comparado com 0s IGs dos processos
| e lll. Os resultados confirmam os dados do bioensaio da alface e sugerem
gue a CCA do processo Il apresenta na sua composicdo elementos inibidores
da germinacao e do crescimento radicular.

No exame das médias dos IGs, do bioindicador repolho (IGr) é possivel
evidenciar que o IGr (131.43) do processo | e IGr (108.71) do processo Il ndo
diferem estatisticamente entre si mas, diferem substancialmente (p < 0.05) do
IGr (37.55) do processo Il. Os dados corroboram com as informagdes
levantadas nos biotestes com alface e cebola, os quais sugerem que as CCAs

do processo Il restringem a germinacao e o crescimento radicular.

Tabela 4 - Valores das médias dos IGs %, valor de (p) e coeficiente de variagdo dos
bioindicadores sementes de alface — (Lactuca sativa L), cebola — (Allium cepa
L) e repolho — (Brassica oleracea, L) submetidas ao tratamento com extrato

aguoso das CCA de diferentes processos de incineracdo, por 144 horas.

Resultados das médias dos IGs (%) dos bioindicadores

Tratamento

Alface Cebola Repolho
Processo | 160,16 ¢ 101,43° 131,43°
Processo |l 63,66 ° 30,87 ° 37,55°
Processo llI 94,46 ° 93,68° 108,712
p 06.8564e-05 0.00012999 0.010658
CV% 21.36 25.25 45.41

As médias seguidas pelas mesmas letras mintscula, (* e ) em uma mesma coluna, n&o
divergem entre si pelo teste de Tukey, (p<0,05).

Acrobnicos: p = valor de p; CV% = coeficiente de variancia.

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Com base nas investigacoes dos IGs, ressaltados é exequivel assinalar
que na composicdo das CCAs dos processos | e Il ndo apresentam

constituintes com acédo fitotoxica para os bioindicadores alface, cebola e
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repolho. Em compensacao, os dados dos IGs, do processo Il, indicam que na
composicdo da CCA estdo presentes, elementos bioativos, com acao fitotoxica
capazes de inibir a germinacdo e o desenvolvimento das raizes dos
bioindicadores estudados.

Na busca de identificar as variaveis independentes (ETs, U, MO e pH),
que tiveram uma acao relevante sobre o comportamento das variaveis
dependentes (IGa, IGc e IGr), foi realizada a andlise de regressao linear
multipla via Stepwise (p<0.05%) (Tabela 5), a analise de correlacio de Pearson
(p<0.05%), (Tabela 6), além da analise de Trilha (Tabelas 7, 8 e 9) por separar
as correlacdes entre as variaveis em efeitos diretos e indiretos.

Em funcéo das razdes ja apontadas anteriormente as variaveis Cd, Ni,
Mo e Ti ndo serdo consideradas nas analises do presente item.

Ao se apurar os resultados das equacdes da andlise de regressao de
Stepwise (p < 15%), (Tabela 5) é factivel aventar que a MO influenciou no
resultado do IGa da alface com a probabilidade de acerto de 75% (R?) e com
77% (R?) no resultado do IGc da cebola. Ja para o IGr do repolho os resultados

apontam que o pH teve a maior atuacdo com 53% (R?).

Tabela 5 - Equagdes lineares referentes a andlise de regresséo de Stepwise (p < 15%)
entre as variaveis Al, Cu, Fe, Mg, Mn, MO, Na, Ni, Ti, U, MO e pH e as variaveis

respostas IGa, IGc e IGr.

IG R2 p Equacéo
IGa 0,75 <,0001 IGa = 6,48 +18,27 MO
IGc 0,77 <,0001 IGc = 98,00 - 0,39 MO
IGr 0,53 <,0019 IGr=-28,44 + 17,44 pH

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

No exame dos dados das correlagbes da matriz de Pearson (p < 0,05)
(Tabela 6), verifica-se uma correlagéo do IGa negativa com Cu, (-0,67), Mg, (-
0,54) e Na (0,62) e positiva (p < 0,05) com MO, (0,87) e o pH, (0,79). Com base
nos dados é possivel recomendar que as variaveis Cu e a MO, por
apresentarem 0s maiores valores de correlacdo, interferiram com maior
impetuosidade na inibicdo do 1Ga (63.66) do processo Il na comparagdo com

0s processos | e lll.
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Com relacao ao IGc (cebola) constata-se uma correlagdo negativa (p <
0,05) com Al, Cu, Fe, Mg, Mn, Na e U, bem como, uma correlagéo positiva (p <
0,05) com MO e o pH. Os achados nos dispdem a aferir que as variaveis Cu,
Na e o pH tiveram um relevante papel sobre o resultado registrado do 1Gc,
(30,87%) do processo Il tendo em vista que apresentam as maiores
correlagdes, Cu (-0,87), Na (-0,87) e o pH (0,87).

No que se refere ao IGr (repolho) percebe-se uma correlacéo negativa
(p < 0,05) com a variaveis Al, Cu, Fe, Mg, Mn, Na e U, assim como, uma
correlacéo positiva (p < 0,05) com as variaveis MO e pH sendo que 0os maiores
valores das correla¢des foram registrados pelo Cu (-0,70) e o pH (0,73). Desta
forma, é factivel assinalar que o Cu e pH interferiram, entre outros, no resultado
do IGr (37,55%) do processo Il.

Tabela 6 - Resumo com os valores significativos das correlacfes de Pearson (p< 0,5%)
das variaveis Al, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, Ti, U, MO, pH e dos IGs, das sementes
dos bioindicadores alface, cebola e repolho submetidos ao tratamento das

CCA de diferentes processos de incineracéo

Al Cu Fe Mg Mn Na Ti U MO pH

IGa -0,47** -0,67** -0,48*** -0,54** -047*** -0,62** 0,70** -0,35*** 0,87 0,79*
IGc -0,82* -0,87~ -0,82** -0,84* -0,81* -0,87* 0,37** -0,66** 0,74* 0,87*
IGr -0,64*»* -0,70** -0,65* -0,66** -0,62** -0,69* 0,37*** -0,58* 0,71* 0,73**

Valores seguidos por * (p < 0001) e ** (p < 0,01) apresenta significativa correlagédo (p < 0.05) e
*** (p > 0.05) ndo apresentam significativa correlacao

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

7

De forma resumida é possivel sugerir que, entre outros fatores, as
variaveis que tiveram uma maior participacdo sobre o comportamento fitotoxico
manifestado pelos bioindicadores foram: para alface o Cu (-0.67) e a MO
(0,87); cebola Cu (-0,87), Na (-0,87) e o pH (0,87); e para o repolho Cu, (-0,70)
e o pH (0,73).

Os resultados das analises de Trilha que separaram as correlacdes
entre as variaveis em efeitos diretos e indiretos dos trés bioindicadores estédo
relatados nas tabelas 7, 8 e 9.

Os dados da andlise de Trilha do IGa (alface), (Tab. 7) revelam que o
efeito direto positivo de maior relevancia esta representado pelo caractere

explicativo pH, (0,3769), por apresentar a maior correlacdo de efeito direto
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sobre o IGa e indicar uma relacdo de causa e efeito positiva com a correlacéo
total (r) (0,7871) motivada, pela agéo indireta positiva da MO (0,3513) via pH e
dos efeitos indiretos negativos do Cu (-0,3667) via pH e indireta positiva com a
MO.

Os resultados demostram existir uma relacdo de causa e efeito direta
positiva da MO com pH e inversa negativa do Cu com o pH e a MO
preconizando, desta forma, que a acdo da MO é dependente do pH e que o
aumento da MO e do pH reduz o efeito do Cu, além de, sugerir que as
variaveis que tiveram o maior envolvimento sobre o resultado do 1Ga foram o
pH, MO e o Cu.

Diante do exposto e considerando que as estimativas da andlise de
Trilha demostram serem confiaveis devido ao alto valor obtido no coeficiente de
determinacao (R2 = 0,81) e dos efeitos residuais (0,43) € factivel propor que
seus dados além de confirmar os resultados, em parte da andlise de regressao
de Stepwise (p < 15%) ao indicar a MO e da correlacdo de Pearson (p<0,05) o
Cu e a MO complementa o estudo ao revelar a participacdo do pH no resultado
dos IGa.

No exame dos valores da andlise de Trilha do IGc (cebola), (Tab. 8),
verifica-se que o efeito direto positivo do caractere de maior importancia foi o
pH (0,2943), engendrado por uma correlacdo de causa e efeito positivo com a
correlacéo total, (r), (0,8727), estimulada pelo efeito indireto positivo da MO
(0,2743) via pH e do efeito indireto negativo do Cu (-0,2863) via pH. Os
resultados demonstraram existir uma relagéo direta positiva da MO com o pH,
bem como, uma relagéo indireta do Cu com o pH e a MO o0 que, ratifica o
mesmo comportamento evidenciado com o bioindicador alface.

As estimativas da analise de Trilha sugerem que pH, MO e o Cu
intercederam no resultado do 1Gc, ao manifestarem um bom ajuste para o
modelo adotado e confidveis devido ao alto valor obtido no coeficiente de
determinacao (R2=0,79) e efeito da variavel residual (0,45).

Na analise de trilha do IGr (repolho), (Tab. 9), apura-se que o caractere
explicativo, reconhecido como relevante, € a MO (0,2977) por apresentar o
maior valor de efeito direto positivo sobre o IGr. O efeito direto, positivo, da MO
ostenta um vinculo de causa e efeito, de mesmo sinal, com a correlacdo total

(r) (0,7068) provocado pelo efeito indireto positivo do pH (0,2774) via MO e
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indireto de sinal contrario do Cu (-0,2594) via MO. O resultado sinaliza que
existe uma relacdo direta entre o pH e a MO e de forma semelhante uma
relacéo indireta negativa do Cu com a MO. Os relatos preconizam que a acao
da MO é pH dependente € que o aumento do pH e da MO suscita a uma
reducao dos efeitos do Cu.

Os dados propostos pela analise de Trilha revelam um comportamento
analogo ao relatado nos bioensaios da alface e cebola em que apontam as
variaveis pH, MO e Cu como sendo as que tiveram a maior participacdo sobre
o resultado do IGr. Os dados da anélise de Trilha do IGr demostraram serem
confiaveis, devido ao alto valor obtido no coeficiente de determinacao (R2=0,55)
e efeitos residuais (0,66).

Em face ao exposto, pode-se admitir, na forma de consideracdes
gerais do item, que as variaveis que tiveram a maior participacdo sobre 0s
resultados IGs dos bionidicadores alface, (63,66%), cebola (30,87%) e repolho
(37,55%) foram a MO, o pH e o Cu.

As informacdes contribuiram na elucidacdo da fitotoxicidade revelada
pelos bioindicadores tratados com extrato aquosos das CCAs do processo I,
dado que, as mesmas apresentaram os menores registros da MO (7,36%) e do
pH (3,74) e a maior concentracdo de Cu (87,94 mg kg™) na comparagao com
as CCA do processo | e lll.

O comportamento da MO e do pH na integracdo com os ETs é referido
nos estudos de Camargo, (2006), Costa, (2005), Costa (2006), Hackbarth
(2014) e Pertusatti (2007) ao descreverem que a MO apresenta uma alta
reatividade com os ETs por apresentar uma superficie de carga que é
dependente do pH, sendo assim, as alteracfes no pH da solucao influencia o
balanco das cargas positivas e negativas.

Em geral, para valores de pH baixo, pode ocorrer competividade entre
fons H" e os ifons dos ETs pelas ligacbes de sitios ativos dos acidos
carboxilicos, (- COOH), hidroxila (- OH) da MO e, consequentemente a
diminuicdo na capacidade de adsorcdo, uma vez que, os grupos funcionais
estdo protonados, o que significa que as maiorias dos locais de ligacdo estéo

ocupados por protons.
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Tabela 7 - Estimativa dos efeitos diretos e indiretos das variaveis (Al, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Ti, U, MO, pH) avaliadas na composi¢cdo das CCA

de trés diferentes processos de incineracdo sobre a variavel principal IGa, alface.

Caracteres explicativos

Efeitos

Al Cu Fe Mg Mn Mo Na Ni Ti U MO pH
Efeito direto 1Ga 0.3032 0.0317 -0.1264 -0.0952 0.1618 -0.1526 -0.0068 0.2544 0.0231 -0.0705 0.3677 0.3769
Efeito indireto Al ~ --meee- 0.0303 -0.1240 -0.0937 0.1611 -0.1462 -0.0067 -0.0687 -0.0027 0.0596 -0.2615 -0.3321
Efeito indireto Cu 0.2902  ---------- -0.1183 -0.0916 0.1544 -0.1512 -0.0068 -0.1361 -0.0085 0.0512 -0.3203 -0.3667
Efeito indireto Fe 0.2974 0.0296  ---------- -0.0933 0.1586 -0.1442 -0.0066 -0.0618 -0.0009 0.0580 -0.2551 -0.3253
Efeito indireto Mg 0.2985 0.0305 -0.1240  ---------- 0.1579 -0.1496 -0.0067 -0.0823 -0.0038 0.0596 -0.2773 -0.3464
Efeito indireto Mn 0.3021 0.0302 -0.1240 -0.0929 ---------- -0.1447 -0.0067 -0.0676 -0.0022 0.0595 -0.2611 -0.3287
Efeito indireto Mo 0.2905 0.0314 -0.1195 -0.0933 0.1534  ---------- -0.0068 -0.1271 -0.0080 0.0536 -0.3143 -0.3681
Efeito indireto Na 0.2968 0.0315 -0.1220 -0.0938 0.1577 -0.1517  ---------- -0.1144 -0.0065 0.0551 -0.3055 -0.3608
Efeito indireto Ni -0.0819 -0.0169 0.0307 0.0308 -0.0430 0.0762 0.0030 ---------- 0.0209 0.0043 0.3035 0.2502
Efeito indireto Ti -0.0359 -0.0117 0.0053 0.0158 -0.0158 0.0527 0.0019 0.2294  ---------- 0.0097 0.2284 0.1927
Efeito indireto U -0.2564 -0.0230 0.1041 0.0805 -0.1364 0.1160 0.0053 -0.0156 -0.0031  ---------- 0.1609 0.2472
Efeito indireto MO -0.2156 -0.0276 0.0877 0.0718 -0.1149 0.1304 0.0057 0.2100 0.0143 -0.0308 ---------- 0.3513
Efeito indireto pH -0.2672 -0.0308 0.1091 0.0875 -0.1411 0.1490 0.0065 0.1689 0.0118 -0.0462 0.3427 = -
Correlagéo total -0.4655 -0.6705 -0.4769 -0.5439 -0.4660 -0.6689 -0.6210 0.8459 0.6972 0.2051 0.8695 0.7871

Coeficiente de determinagéo = R2
Valor de k usado na anéalise
Efeito da variavel residual

Determinante da matriz de correlacéo

0.81

5.25682067871094E-02
0.431275104591979
0.0000000001578151685282949739

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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Tabela 8 - Estimativa dos efeitos diretos e indiretos das variaveis (Al, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Ti, U, CT, pH) avaliadas na composicao das CCA

de trés diferentes processos de queima sobre a variavel principal IGc, cebola.

Caracteres explicativos

Efeitos

Al Cu Fe Mg Mn Mo Na Ni Ti U MO pH
Efeito direto 1IGc -0.0567 -0.1013 -0.2097 -0.1408 -0.0503 -0.2003 -0.1130 0.2429 0.0254 -0.1164 -0.3668 0.2943
Efeito indireto Al ---m-—-- -0.0969 -0.2057 -0.1386 -0.0501 -0.1920 -0.1106 -0.0656 -0.0030 0.0984 0.2608  -0.2593
Efeito indireto Cu -0.0543  ------e-- -0.1962  -0.1354 -0.0480 -0.1985 -0.1123 -0.1299 -0.0094 0.0846 0.3196  -0.2863
Efeito indireto Fe -0.0556 -0.0947  --------- -0.1380 -0.0493 -0.1894 -0.1090 -0.0590 -0.0010 0.0958 0.2545  -0.2540
Efeito indireto Mg -0.0559 -0.0974 -0.2056  --------- -0.0491 -0.1964 -0.1113 -0.0786 -0.0042 0.0984 0.2766  -0.2704
Efeito indireto Mn -0.0565 -0.0967 -0.2056 -0.1374  --------- -0.1900 -0.1101 -0.0645 -0.0024 0.0982 0.2605 -0.2567
Efeito indireto Mo -0.0544 -0.1003 -0.1982 -0.1380 -0.0477  --------- -0.1123  -0.1214  -0.0088 0.0885 0.3135 -0.2874
Efeito indireto Na -0.0555 -0.1006  -0.2023 -0.1387 -0.0491 -0.1992  --------- -0.1093  -0.0071 0.0910 0.3048 -0.2817
Efeito indireto Ni 0.0153 0.0541 0.0509 0.0455 0.0133 0.1001 0.0508  --------- 0.0229 0.0071  -0.3028 0.1954
Efeito indireto Ti 0.0067 0.0375 0.0088 0.0235 0.0049 0.0693 0.0318 0.2190  --------- 0.0160 -0.2278 0.1504
Efeito indireto U 0.0480 0.0736 0.1727 0.1190 0.0424 0.1523 0.0883 -0.0149 -0.0035  --------- -0.1605 0.1930
Efeito indireto MO 0.0403 0.0882 0.1455 0.1061 0.0357 0.1712 0.0939 0.2005 0.0158 -0.0509  --------- 0.2743
Efeito indireto pH 0.0500 0.0985 0.1810 0.1294 0.0439 0.1957 0.1081 0.1613 0.0130 -0.0763 -0.3418  ---------
Correlagao total (r) -0.8226 -0.8731 -0.8208 -0.8425 -0.8147 -0.8777 -0.8670 0.5088 0.3672 0.5882 0.7350 0.8727
Coeficiente de determinagédo = R2 0.79

Valor de k usado na analise

Efeito da variavel residual

Determinante da matriz de correlagéo

5.25682067871094E-02

0.45

0.00000000015

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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Tabela 9 - Estimativa dos efeitos diretos e indiretos das variaveis (Al, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Ti, U, CT, pH) avaliadas na composi¢édo das CCA de
trés diferentes processos de queima sobre a variavel principal IGr, repolho.

Caracteres explicativos

Efeitos

Al Cu* Fe Mg Mn Mo Na Ni Ti U MO pH
Efeito direto IGr -0.0486  0.0930 -0.4365 0.0177 0.1554 -0.1261 0.0180 -0.0664 0.1095 -0.0905 0.2977 0.2097
Efeito indireto Al ~ —mmeeeeeee- 0.0890 -0.4281 0.0174 0.1549 -0.1208 0.0176 0.0179 -0.0129 0.0765 -0.2117 -0.1848
Efeito indireto Cu -0.0465  ----------- -0.4083 0.0170 0.1484 -0.1249 0.0179 0.0355 -0.0405 0.0657 -0.2594 -0.2041
Efeito indireto Fe -0.0476  0.0870 ----------- 0.0173 0.1524 -0.1192 0.0173 0.0161 -0.0046 0.0745 -0.2065 -0.1810
Efeito indireto Mg -0.0478  0.0895 -0.4280 ----------- 0.1517 -0.1236 0.0177 0.0215 -0.0182 0.0765 -0.2245 -0.1928
Efeito indireto Mn -0.0484  0.0888 -0.4280 0.0172 ----------- -0.1196  0.0175 0.0176 -0.0107 0.0763 -0.2114 -0.1829
Efeito indireto Mo -0.0466  0.0922 -0.4126 0.0173 0.1474 - 0.0179 0.0332 -0.0379 0.6882 -0.2544 -0.2048
Efeito indireto Na -0.0476  0.0925 -0.4211 0.0174 0.1515 -0.1253 ----------- 0.0298 -0.0308 0.0707 -0.2473 -0.2008
Efeito indireto Ni 0.0131 -0.0497 0.1061 -0.0057 -0.0413 0.0630 -0.0081 ----------- 0.0988 0.0055 0.2457 0.1392
Efeito indireto Ti 0.0057 -0.0344 0.0183 -0.0029 -0.0152 0.0436 -0.0050 -0.0599 ----------- 0.0124 0.1849 0.1072
Efeito indireto U 0.0411 -0.0676 0.3594 -0.0149 -0.1311 0.0959 -0.0140 0.0040 -0.0151 ----------- 0.1302 0.1376
Efeito indireto MO 0.0345 -0.0811 0.3029 -0.0133 -0.1104 0.1078 -0.0149 -0.0548 0.0680 -0.0396 ----------- 0.1955
Efeito indireto Ph 0.0428 -0.0905 0.3768 -0.0162 -0.1356 0.1231 -0.0172 -0.0441 0.0560 -0.0593 0.2774 -------—--
Correlagao total (r) -0.6360 -0.7016* -0.6521 -0.6595 -0.6205 -0.7117 -0.6921 0.4971 0.3697 0.4305 0.7068 0.7332

Coeficiente de determinagédo = R*

Valor de k usado na analise

Efeito da variavel residual

Determinante da matriz de correlagéo

0.55

4.87560163225446E-02
0.669129548551775
0.0000000000884375879173984587

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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Complementando os autores sugerem que nestas condi¢gdes, os ETs
ficam mais disponiveis aos organismos Vvivos e suscetiveis aos mecanismos de
lixiviagdo, resultando num aumento do potencial de risco de haver impactos
ambientais. Em contrapartida, quando o valor do pH aumenta, a superficie da
MO fica carregada negativamente e a adsor¢cdo dos ions metalicos com cargas
positiva (prétons), a exemplo do Cu?* é mais elevada. Nesta situacéo, os ETs
permanecem retidos nos diferentes compartimentos constituintes do meio
ambiente e seu potencial de impacto ecotoxicologico € reduzido.

Nesta mesma linha de analise, que enfatiza a importancia da MO na
interagcdo com os ETs estdo os relatados nos trabalhos de Gaivizzo (2001),
Guilherme et al. (2005), Moreira (2004), Moreira e Siqueira (2006), Martins et
al. (2011), Oliveira e Marins (2011) e Souza et al. (2015) ao descreverem que a
MO, se comp8em por uma mistura heterogénea de substancias humicas
constituida por acidos humicos, fulvicos e humina, responsaveis por Ihe atribuir
propriedade fisicas-quimicas e caracteristicas de alta reatividade com os ETs.
Camargo (2006), Hugen (2010), Silva (2014), Vinhal-Freitas et al. (2010)
assinalam que os processos de adsorgéo/dessorgao e precipitagao/dissolucéo,
que envolve reacdes fisicas e quimicas, ou mesmo a combinacdo de ambas,
sdo o0s principais reguladores da concentracdo e da retencdo dos ETs na
solucéo, e por conseguinte, pela sua disponibilidade ou ndo aos organismos
vivos, bem como, pelos possiveis riscos de contaminacdo ambiental quando
lixiviados ou absorvidos pelos organismos.

Finalizando, os autores sugerem que as interacdes relativamente
complexas sdo determinadas por uma série de fatores incluindo o nimero de
atomos que formam a ligacdo com o metal, concentracdo de ion metalico, pH,
potencial redox (Eh) do meio, forca ibnica da solucéo e tempo de complexacéo,
além de sugerirem que a preferéncia de adsorcdo dos cations no sentido
decrescente se da pela esfera interna > esfera externa > camada difusa.

Na avaliacdo da influéncia da variavel pH, nos valemos dos estudos de
Vinhal-Freitas et al. (2010) os quais apontam que o pH € o principal fator que
governa as reacdes de adsorcao de ETs por coloides organicos ou inorganicos,
tendo em vista, que as mesmas sdo acompanhadas da liberacdo de prétons
(H") e reducdo do pH, considerado o maior competidor pelo sitios funcionais

livres. Sobre o tema, Gerber et al. (2017), ao invetigar efluentes industriais,
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enfatizam que o pH pode afetar a germinagédo de sementes (SG) devido a sua
influéncia sobre: a disponibilidade de nutrientes e de oligoelementos contidos
no efluente bruto; a mineralizacdo da matéria organica; e sobre a capacidade
de troca de cétions do solo.

A presencga do Cu, elemento essencial aos organismos em doses nao
toxicas (PEDIAL, 2008), segundo Camargo (2006), Souza (2016) e Zanello
(2006) é no estado de valéncia Cu?*, podendo existir nas formas iénicas C° e
ctt "2 %3 hem como, em pH abaixo de 8 nas férmulas Cu®", Cu,(OH),?".
Acrescentando, 0s autores sugerem que através de reacfes quimicas,
dependentes do pH, que envolvem o0s grupos funcionais dos acidos
carboxilicos, (-COOH), hidroxila (-OH), fendlicos, alcodlicos e alguns tios de
carbonila, (-C=0) vao se dar as condi¢des de formar complexos estaveis com a
MO e, consequentemente, na biodisponibilidade ou né&o dos ETSs.

A acdao fitotoxicidade do Cu estd amplamente relatada a exemplo dos
estudos de Chen et al. (2004) que ao investigar o efeito da prolina no
transporte do Cu em mudas de arroz submetidas ao excesso de Cu constaram
a diminuicao do fluxo de &gua e mau funcionamento da barreira de transporte
do Cu nas raizes tendo em vista a reducdo dos teores de prolina nas raizes.
Fiskesjo (1988), ao avaliar a acéo toxicoldgica dos ions metalicos Hg, Cu, Ni,
Cd, Be, Al, Mn e Li evidenciou que em concentra¢des acima de 1.5 mg/L o Cu
causou efeitos prejudiciais graves as células, reducédo do crescimento radicular
e do indice mitdico da cebola (Allium cepa L.). Hemachandra e Pathiratne
(2015) ao avaliarem a toxicidade de efluentes industriais evidenciaram que o
Cu promoveu a maior inibicdo do crescimento radicular e do IM além de
aberracdes cromossdmicas na comparacdo com os efeitos do Cadmio e
Cromo. Iseri et al. (2011) ao averiguarem o dano oxidativo e a fitotoxicidade
induzida pelo Cu nas concentracdes de ECso =30 e 5,5 ppm /L e 2 x ECsy = 60
e 11 ppm / L, tratadas durante 7 dias, em mudas de tomate ( Lycopersicum
Esculentum Mill) e pepino (Cucumis sativus L.) constataram o aumento dos
niveis de peroxido de hidrogénio (H2O2) nas células das raizes indicando com
isto haver um aumento do estresse oxidativo, bem como, uma inibicdo dose
dependente do crescimento radicular e do indice mitético na comparacédo com
as mudas ndo tratadas. Qin et al. (2016) utilizando-se da tecnologia proteémica

combinada com transcriptomica pesquisaram os efeitos do Cu sobre o
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crescimento radicular de Allium cepa L. e verficaram uma dramatica inibicdo do
crescimento radicular apés 12 horas de tratamento e a identificacdo de 27
proteinas envolvidas em multiplos processos bioldgicos, incluindo respostas
defensivas, de regulacdo da transcricdo e sintese protéica, sintese da parede
celular, ciclo celular e DNA.

No tocante ao comportamento dos bioindicadores destacamos o0s
relatos dos estudos de revisdo bibliografica sobre acdo dos ETs sobre as
plantas de Emamverdian et al. (2015), Khan et al. (2015) e Alves, Reis &
Gratdo (2016) ao ressaltarem para a necessidade de se considerar que as
plantas desenvolvem varias estratégias de defesa, tolerancia e desintoxicacao
e que os vegetais folhosos como Lactuca sativa L. (alface) e os pertencentes a
familia das Brassicaeae Brassica oleracea, L. (repolho) sdo considerados como
potenciais hiperacumuladores de ETs, bem como, as recomendacdes de Salles
et al. (2016) ao destacarem, que os efeitos toxicicolégicos de misturas
ambientais complexas, tema do presente projeto, ndo sdo causadas por
compostos isolados, mas refletem, em geral, os efeitos cumulativos e / ou
sinérgicos dos contaminantes presentes na mistura.

Ante o exposto, e nas condi¢des limitadas do presente estudo, uma vez
gue outros fatores, nao investigados podem ter atuado € factivel admitir que as
variaveis MO, pH e Cu foram os principais fatores que influenciaram na inibicao

dos IGs registrados nos biotestes da CCA do processo II.

5.3 Avaliagéo da citotoxicidade e genotoxicidade

Os resultados da avaliacdo de citotoxicidade (IM) estdo descritos na
Tabela 10 do item 5.3.1 e da genotoxicidade (AC) na Tabela 11 do item 5.3.2.

5.3.1 Avaliagédo da citotoxicidade

No exame dos dados que constam na Tabela 10 apura-se que o IM
(2.78%) das sementes submetidas a SEA das CCA do processo Il difere
significativamente na comparacdo com do IM (4.29%) das sementes expostas

ao TC. Por sua vez, o IM, (4.20%) do tratamento do processo | e o IM, (4.19%)



67

do processo lll ndo apresentam diferenca (p>0.05) na comparacdo com o IM
(4.29%) do TC.

Os resultados observados demonstram que houve uma reducéo
significativa do IM das células meristematicas das raizes das sementes
submetidas ao tratamento com extrato aquoso das CCAs do processo Il em
relacdo ao tratamento controle na ordem de 35.5%. E, sendo assim, sinaliza
que na composicdo da CCA do processo Il apresenta elementos com
caracteristicas bioativas que inibem a divisdo celular e o desenvolvimento dos

vegetais.

Tabela 10 - Valores das médias do IM (%), observado em células meristeméticas de
sementes de cebola (Allium cepa L) tratadas, com extrato aquoso de CCA
proveniente de trés diferentes processos de queima da CA, comparado os

tratamentos pelo teste de Dunnett (5% de erro).

Tratamentos Células Comparacgao
_ IM* (%) DP
Total Interfase Divisao Teste de Dunnett
1. Processo| 22500  21.553 947 4202  +0,03 (1-4) = 0,2044
2. Processo Il 22.500 21.873 627 2,78" +0,18 3-4)=0,1964
3. Processo Il 22.500 21.555 945 4,19* +0,0301 (2-4)=-1,2136%*
4. Controle 7.500 7.178 322 4,29° +0,30

* (> %) Médias seguidas de mesma letra, na coluna, néo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey, (p<0,05). ** Comparacao significativa (p < 0.05%) pelo Teste de Dunnett

Acrénimos: Numero de células; IM (%): indice Mitético da cebola; DP: Desvio padrao.

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Para Caritd e Marin-Morales (2008), Hoshina (2005), Leme e Marin-
Morales (2009) e Igbal (2016) a reducao ou aumento da atividade mitética pode
ser utilizada como um indicador de efeitos citotoxicos, uma vez que, acao de
um ou mais agente toxico, pode induzir ao aumento ou diminuicdo dos valores
do IM em relagdo a um tratamento controle. Os mesmos autores reportam que
uma significativa reducdo do IM sinaliza que o0s agentes apresentam
caracteristicas bioativas de acdo ecotoxicoldgica que interferem de forma

negativa no desenvolvimento dos organismos exposto.
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Entre as possiveis causas apontadas pelos autores estdo as
relacionadas as perturbagbes no ciclo celular ou a disfungdo da cromatina
induzida por interacdes ETs-DNA.

Pretendendo-se identificar a relacdo existente entre as variaveis
independentes (ETs, U, MO e pH) e seus efeitos diretos e indiretos sobre a
variavel dependente (IM), os dados foram submetidos a analise de regressao
linear maltipla via Stepwise (p < 0,15), (Tabela 11), correlacédo de Pearson (p <
0,05), (Tabela 12), e analise de Trilha, (Tabela 13).

Na avaliagdo dos resultados da regressao linear multipla via Stepwise
(p<0.15%), (Tabela 11) a equacdo assinala que a variavel Cu, com 98% de
probabilidade de acerto foi a variavel que teve a maior interferéncia sobre a

inibicdo do IM.

Tabela 11 - Resumo dos dados da regresséao, através dos procedimentos propostos por
de Stepwise (p < 15) entre as variaveis Al, Cu, Fe, Mg, Mn, MO, Na, Ni, Ti, U,

MO e pH e a variavel resposta IM.

Variaveis R2 p Equacéao

IM 0,98 0,0001 IM =5,116 — 0,026 Cu

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

No exame das respostas das correlacdbes na Matriz de Pearson
(p<0.05%), (Tabela 12), apura-se uma correlacéo negativa (p < 0,05) com Al,
Cu, Fe, Mg, Mn, Na e U e positiva (p < 0,05) com MO e o pH sendo que, 0
maior valor de correlacdo negativa esta representada pelo Cu (-0,99) e a
correlacdo positiva pela variavel pH (0,96). O resultado confirma os achados da
regressao linear multipla via Stepwise (p < 0,15) ao apontar que, entre outros
fatores, a variavel Cu teve uma importante participacao na inibicdo do IM.

Na investigacdo dos resultados da analise de Trilha (Tab. 13) foi
considerado o caractere explicativo Cu (-0,1263) por ostentar o maior valor de
associacdo de causa e efeito negativo com a correlacéo total (r) de (-0,991)
motivada pelo efeito indireto negativo do Al (-0,1578) via Cu. O resultado revela
a existéncia de uma relacédo de causa e efeito negativa entre a variavel Al e a
variavel Cu com o IM que suscita, que quanto menor concentracdo do Al menor
sera o efeito direto negativo do Cu e do Al sobre o IM. O resultado confirma os

dados evidenciados na correlacdo da regressdo de Stepwise (p < 15) e
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correlacdo de Pearson (p < 0,05) que indicam que a variavel Cu teve a maior
participacdo sobre os resultados do IM e adiciona ao estudo a presenca do Al

na inibicdo do IM da cebola.

Tabela 12 - Resumo dos valores da matriz de correlacdo de Pearson (p < 0,5) entre as
variaveis independentes Al, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Ti, U, MO e pH e a
variavel resposta IM das células meristeméaticas de sementes de Allium cepa
L. submetidas ao tratamento de extrato aquoso da CCAs provenientes de trés
diferentes processos de queima da CA.

Al Cu Fe Mg Mn Na Ti 0] MO pH

IM -0,96* -0,99* -0,94* -0,97* -0,95* -0,98* 0,35*** -0,81** 0,85* 0,96*

Valores seguidos por * (p < 0001) e ** (p < 0,01) apresenta significativa correlacdo e *** (p >
0.05) ndo apresenta correlacdo significativa.
Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Em fase do exposto, e considerando que as estimativas da analise de
trilha mostraram ser confiaveis, devido ao alto valor (R2=0.97) e baixo efeito
residual (0,14) nos induz a inferir que o Cu num efeito sinérgico com o Al
interferiu na inibicdo do IM observado nas sementes submetidas a ST do
processo || em comparag¢ao com o tratamento controle.

Entre, os fundamentos que nos levam a sugerir que os efeitos do Cu e
do Al provocaram a inibicdo do IM estdo os relatos de Achary, Parinandi e
Panda (2012) que ao estudarem sobre a explosdo oxidativa induzida pelo Al
descrevem que a enzima NADPH-PX, ligada a parede celular e a NADPH-OX
conectada a membrana plasmatica demonstram ser as principais contribuintes
para a exposao oxidativa, sendo que, a NADPH-PX, quando ativada pelo Al, é
reconhecida como a principal fonte de geracédo de ROS (O,", H?0O? e "OH) e
consequentemente pela oxidacdo de proteinas, degradacdo de pigmentos de
clorofila, danos ao DNA, reducao do IM e morte celular.

Na mesma linha de investigag&o Qin et al (2010) obtiveram resultados
gue indicam que o Al é indutor indireto de radicais de superéxido - ROS, (O,",
H?0? e "OH) responsaveis pelo aumento de produtos peroxidativos lipidicos e
estresse oxidativo. Fiskesjo (1988) ao estudar o efeito dos ions metéalicos Hg,
Cu, Ni, Cd, Be, Al, Mn e Li usando como bioindicador Allium cepa L. evidenciou

uma reducéo do IM e aumento de AC, sendo que, o Cu apresentou a maior
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Tabela 13 - Estimativa dos efeitos diretos e indiretos das variaveis (Al, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Ti, U, MO, pH) avaliadas na composi¢cao das
CCA de trés diferentes processos de incineragdo sobre a variavel principal IM do bioindicador Allium cepa L.

Caracteres explicativos

Efeitos

Al Cu Fe Mg Mn Mo Na Ni Ti U MO pH
Efeito direto IMc -0.1649  -0.1263 -0.0663 -0.0846  -0.1453 -0.0954 -0.0902 0.0119 0.0754 -0.0355 0.0751 0.1084
Efeito indireto Al ~ —--—- -0.1578  -0.1617 -0.1624 -0.1642 -0.1579 -0.1614 0.0445 0.0194  -0.1443 0.1172 0.1452
Efeito indireto Cu -0.1209 - -0.1181  -0.1215 -0.1206 -0.1252  -0.1255 0.0675 0.0467 -0.0999 0.1100 0.1229
Efeito indireto Fe -0.0651  -0.0620 -------- -0.0650 -0.0650 -0.0627 -0.0640 0.0161 0.0027 -0.0602 0.0460 0.0572
Efeito indireto Mg -0.0834 -0.0814 -0.0829 = --—--- -0.0826  -0.0830 -0.0834 0.0274 0.0141 -0.0746 0.0638 0.0778
Efeito indireto Mn -0.1448  -0.1388 -0.1424  -0.1419 - -0.1379  -0.1417 0.0386 0.0142 -0.1257 0.1032 0.1267
Efeito indireto Mo -0.0914  -0.0945 -0.0901 -0.0936 -0.0905 W -------- -0.0948 0.0477 0.0330 -0.0785 0.0815 0.0932
Efeito indireto Na -0.0883 -0.0897 -0.0871 -0.0890 -0.0880 -0.0897  ------- 0.0406 0.0254 -0.0753 0.0750 0.0863
Efeito indireto Ni -0.0032  -0.0063 -0.0028 -0.0038 -0.0031 -0.0059 -0.0053  -------- 0.0107  -0.0007 0.0098 0.0079
Efeito indireto Ti -0.0089  -0.0279 -0.0031 -0.0125 -0.0073 -0.0261 -0.0212 0.0680 @ --—--—---- 0.0052 0.0468 0.0385
Efeito indireto U -0.0310 -0.0280 -0.0322 -0.0312 -0.0307 -0.0292 -0.0296 0.0021 -0.0024  -—--—--- 0.0181  0.0252
Efeito indireto CT -0.0534  -0.0654 -0.0521 -0.0566 -0.0533 -0.0642 -0.0624 0.0620 0.0466 -0.0384  -------- 0.0700
Efeito indireto pH -0.0955 -0.1055 -0.0935 -0.0996 -0.0945 -0.1059 -0.1037 0.0720 0.0554 -0.0769 0.1010  --------
Correlacao total -0.960 -0.991 -0.937 -0.967 -0.954 -0.990 -0.990 0.499 0.345 -0.806 0.852 0.967
Coeficiente de determinacdo = R* 0.97
Valor de k usado na analise 5.44743129185268E-02
Efeito da variavel residual 0.14

Determinante da matriz de correlacéo

1.99288957050573E-

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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toxicidade na comparacdo com 0s ions inorganicos testados. Por sua vez,
Yildiz et al. (2009) utilizaram Allium cepa L. para avaliar os efeitos genotoxicos
dos produtos quimicos sulfato de cobre (CS) e cloreto de cobalto (CC)
preparados em duas concentracfes (EC50, 2xEC50). Os resultados dos
tratamentos, na comparagcdo com o0 controle positivo, demostraram uma
reducdo do indice mitético e um aumento da frequéncia de aberracdes
cromossOmicas com o aumento da concentracdo do (CS) e (CC) corroborando
com os dados evidenciados por Fiskesjo (1988).

Acrescenta-se, o0s trabalhos realizadas com solugcbes complexas
contendo Cu, Al e Mn de Barbério et al. (2009) ao avaliarem o potencial
citotoxico e genotoxico da adgua do rio Paraiba do Sul, no Brasil, com o teste
Allium cepa L. verificaram um efeito mitodepressivo, cuja a hipétese sugerida
esta relacionda a presenca de ETs no corpo d’agua. Radi¢ et al. (2010) ao
investigarem, num periodo de trés meses, 0s possiveis efeitos genotdxicos das
aguas do rio Sava (Croésia) usando como biondicador Allium cepa L.
observaram motificacbes morfologicas e inibicdo do crescimento das raizes de
mais de 50%, bem como, uma reducdo dos indice mitdtico da orde de 40%
além do aumento de frequencia de aberracdes cromossémicas. Salles et al.
(2016) ao invetigarem a citotoxicidade e genotoxicidade das aguas superficiais
do Estado de S&o Paulo, Brasil constataram uma inibicdo do IM nos
tratamentos com amostras das aguas dos arroios Ribeirdo Lavapé e Jaguari ha
estacdo chuvosa causada pela acdo téxica dos ETs. Bhat et al. (2015), ao
investigar a influéncia da vermicompostagem no processo de compostagem,
apuraram uma reducdo do IM nos ensaios sem tratamento pré-
vermicompostagem debitada a existéncia de ETs no composto. Hemachandra
e Pathiratne (2015) ao avaliarem os efeitos toxicos de efluentes industriais
aferiram uma maior depressédo do IM causada pelo Cu. Abubacker e Sathya
(2017) ao estudarem o efeito genotdéxico dos metais pesados Cr, Cu, Pb e Zn
tendo como bioindicador Allium cepa L. constataram uma reducéo do indice
mitotico atribuida a distarbios no celular ou disfungcdo da cromatina induzida
pela interacdo metal-DNA.

Com base ao exposto e em face as evidéncias apontadas na avaliacao
da citotoxicidade da CCA pode-se considerar como hipétese que as variaveis

Cu e Al tiveram a maior participacado sobre o efeito mitodepressivo de 35.5%,
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na comparacdo com o tratamento controle, revelado no exame das células
meristematicas, das raizes das sementes de Allium cepa L, tratadas com a

solugéao aquosa das CCAs do processo Il.

5.3.2 Avaliacdo da genotoxicidade

Na averiguagéo dos dados da avaliagdo da genotoxicidade descritos na
tabela 14, apura-se que o percentual de aberracbes cromossdmicas presentes

nas células do tecido meristematico de sementes de Allium cepa L., tendo

Tabela 14 - Valores médios, em porcentagem, da frequéncia de AC nas diferentes fases
da divisdo celular, em células meristematicas de sementes de cebola -
(Allium cepa L.) submetidas a germinacdo num periodo de 144 horas, em
meio aquoso das CCA procedentes de diferentes processos de queima,

coeficiente de variagdo - CV e valor de p.

Frequéncia de Aberra¢c6es CromossOmicas

Tratamentos ] - ] ]

Total Profase Metafase Anéfase Tel6fase Total AC ACC (%)
Controle 7.500 1 13 0 16 0,21
Processo | 22.500 0 7 44 0 51 0,22
Processo i 22.500 4 27 25 1 57 0,25
Processo Il 22.500 5 5 30 1 41 0,18
p 0,36%
CV (%) 27,46

Médias nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, (p>0,05).

Acrénimos: AC (%): Aberracdes cromossbémicas; CV: coeficiente de variacdo; p: valor de (p >
0.05).

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

como variavel resposta a frequéncia de aberragbes cromossémicas - AC, nao
foram estatisticamente significativos (p > 0.05) e, sendo assim, é possivel
alvitrar pela inexisténcia de elementos biativos com potencial genotoxico na
composicdo das CCAs. Na Figura 12 estdo registradas células normais e AC
encontradas no exame citolégico, realizado no tecido meristematico, de
sementes de Allium cepa L. submetidas ao tratamento aquoso de CCA por um

periodo de 144 horas.
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Figura 12 — Imagens de observacdes realizadas em células meristimaticas de raizes de Alium
cepa L procedentes da germinacdo de sementes expostas ao extrato aquoso de CCA por 144,
realizadas com microscopio de luz incidente, NYKON ECLIPSE-E 200, com aumento de 400 X:
(A), Interfase normal (seta); (B), nucleos interfasico (seta); (C), proéfase normal (seta); (D),
metafase normal (seta); (E), C-metafase (seta); (F), metafase polinucleada (seta); (G),
metafase com perda de cromossomo (seta); (H), anafase normal (seta); (I), anafase com ponte
de cromossomo (seta); (J), anafase com quebra de cromossémica (seta); (L), telé6fase normal
(seta) e (M), teléfase polinucleada (seta).

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Segundo, Hoshina (2005) Caritd e Marin-Morales (2007), Carita (2010)
as alteracbes cromossOmicas sdo divididas em duas categorias. As AC
genotoxicas, de acdo aneugénica, representadas por anomalias do tipo, perda
cromossbmica, C-metafase, ponte cromossdmica, aderéncia cromatidica na
regido terminal dos cromossomos e célula binucleada que estéo relacionadas a
fenbmenos que podem ser derivados de problemas nos microtubulos
citoplasmaticos. Outro conjunto de AC mutagénicas, de acao clastogénica, sdo
as perturbagbes presente por quebras de cromossomo, atraso e ponte
cromossbmica. Para o0os mesmos autores 0s micronucleos podem ser
resultantes tanto de efeitos aneugénico quanto clastogénica.
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6. Conclusdes

A partir dos objetivos propostos, dos resultados obtidos nas investigacoes
realizadas, dentro dos limites e condi¢cdes que a pesquisa foi desenvolvida,
uma vez que outros elementos ndo analisados podem estar presentes e
interferindo e das discussdes efetivadas com o suporte das analises

estatisticas permitem sugerir sobre os temas:

6.1 Hipotese

A acertiva formulada na hipétese, em parte foi respondida, tendo em
vista que, a CCA do processo Il apresentou na sua composicao elementos com
caracteristicas bioativos de acdo fitotoxica sobre os bioindicadores alface,
cebola e repolho e citotéxica para o bioindicador cebola. Em contrapartida as
cinzas dos processos | e Ill ndo apresentaram na sua composicao elementos

com caracteristicas bioativos de acao fitotoxica e citotéxica.

6.2. Objetivos especificos

6.2.1 Os dados da caracterizacdo dos elementos tracos e os teores de U,

MO e pH nos induz a sugerir:

a) as CCAs procedentes de trés diferentes processos de queima (I, 1l e 1l1)
apresentam na sua composicdo elementos com diferentes
concentracdes, teores e indices que Ihes dao caracteristicas que as

tornam diferentes entre si;

b) o processo de queima ou a mistura de outros residuos na queima, além
da casca de arroz, estdo entre as possiveis causas que contribuiram na
diferenciacdo da CCA do processo Il, uma vez que, nos trés processos a

queima foi realizada em caldeira com grelha deslizante.

6.2.2 Avaliacdo da acdo fitotoxica da CCA usando como parametro o

indice de germinacédo de sementes (% IG) e como bioindicadores
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Lactuca sativa L (alface), Allium cepa (cebola) e Brassica oleracea

(repolho).

0s menores valores dos IGs da alface, cebola e repolho registrados no
processo Il, na comparacdo com os IGs dos processos | e |lll,
preconizam que a MO, pH e o Cu, entre outros fatores, tiveram a maior
participacdo nos efeitos fitotoxicos manifestados pelos bioindicadores
alface, cebola e repolho. Da mesma forma que os maiores registros dos
IGs no processo | e lll da alface, cebola e repolho sinalizam que na
composicdo das CCAs do processo | e Il ndo estdo presentes
elementos bioativos inibidores da germinacao e do crescimento radicular

dos bioindicadores alface, cebola e repolho;

0s menores valores dos IGs registrados nos bioensaios com Allium cepa
L. (cebola) preconizam que a mesma seja mais sensivel aos efeitos da
da MO, pH e o Cu na comparacao com os bioindicadores Lactuca sativa
L (alface) e Brassica oleracea (repolho).

6.2.3 Avaliagéo da citotoxicidade e genotoxicidade

a)

b)

os dados do exame de citotoxicidade registram que houve uma reducédo
de 35.5% do IM do processo I, em relagdo ao controle, ensejado pelo
efeito tdéxico do Al e do Cu presentes na composicdo da CCA do
processo Il, em maiores concentragbes, na comparacdo com O0S

processos | e lll;

os achados do exame de genotoxicidade indicaram que as frequéncias
de AC nao foram estatisticamente significativas, em comparagdo com o
controle, sugerindo, que na composi¢cdao da CCA nao estdo presentes
elementos bioativos com propriedades genotoxicas, de agdo

aneugeénicas e clastogénicas sobre o bioindicador cebola.
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6.2.4. Gerar informacdes que possam contribuir para definicdo de
alternativas estratégicas de uso sustentavel da CCA e no aumento
da competitividade da indlstria arrozeira.

Pretende-se que a abordagem sobre o potencial toxicolégico da CCA
podera contribuira na compreensao dos mecanismos de interagdo com o0 meio

ambiente, bem como, na definicdo de alternativas de destino final adequado e

sustentaveis.

7. Sugestodes futuras.

ApoOs este estudo podemos recomendar que a queima da casca de arroz
para fins energéticos, quando feita de forma controlada, € uma alternativa que
pode contribuir na melhoria da imagem e competividade da indlstria arrozeira.

Para tanto, e considerando a importancia de se aprofundar os
conhecimentos e compreensao dos mecanismos de interacdo da CCA com o
ambiente, pressuposto necessario para se desenvolver estratégias de manejo
€ uso mais competitivo da casca de arroz e cinza de casca de arroz,

recomendamos para trabalhos futuros os temas a seguir descritos.

a) Executar estudos que visem o desenvolvimento de um processo de
gueima, de casca de arroz, controlado com vistas a se obter uma CCA

padronizada, de melhor qualidade e valor agregado;

b) Ampliar as investigagdes na perspectiva de tornar a cinza de casca de

arroz um fertilizante de uso agricola;

c) Aprofundar os estudos de longo prazo a fim de avaliar a capacidade
suporte do solo em reciclar a cinza de casca de arroz e os possiveis

efeitos dos ETs sobre os ecossistemas;

d) Desenvolver estudos com objetivo de melhorar o processo de

armazenagem, transporte e incorporac¢ao da CCA no solo.
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APENDICE 1

Tabelas de dados dos célculos do teor de umidade (matéria seca) (T. 105 °C) e
matéria organica (T. 105 °C - 550 °C.) da cinza de casca de arroz procedentes

de trés diferentes processos de queima.

Tabela 1 - Processo |

Amostra | P/cadinho | Plamostra| P/105°C| P/Mufla 550°C U(%)| M.O (%)

40,505 2,004 | 42,4719 42,1508

I-Z-1| 37,5768 2,0123 39,552 39,2292
39,7088 2,0095| 41,6795 41,3441 1,87 18,12

31,352 2,0052| 33,3349 33,0586

I-Z-2| 41,4173 2,0099 | 43,3993 43,1202
39,2697 2,0075| 41,2446 40,961 1,35 15,30

40,5028 2,1862| 42,6634 42,3053

I-Z-3| 37,5753 2,0065| 39,5578 39,2069
39,707 2,1416| 41,8272 41,4412 1,08 19,46

39,2667 2,0302| 42,6634 42,3053

I-Z-4| 39,9092 2,0026 | 39,5578 39,2069
41,4189 2,0317 | 41,8272 41,4412 1,62 19,88

32,2152 2,0516| 34,2333 33,8778

I-Z-5| 39,8721 2,0148| 41,8505 41,4892
37,7718 2,0313| 39,7649 39,4197 1,77 19,19
MEDIA 1,54174 18,39

Tabela 2 - Processo |l

Amostra P/cadinho P/amostra| P/1052C P/Mufla 5502C U (%) | M.O (%)

37,5418 2,0383| 39,5364 39,3348

1-z-1 40,6048 2,0073 | 42,5694 42,3678
39,8789 2,003 | 41,8389 41,6376 2,13 7,06

41,4169 2,0091 | 43,3837 43,149

1-2-2 40,5048 2,0165| 42,4754 42,2405
37,117 2,0492 39,118 38,8816 2,24 7,46

39,1264 2,0083 | 41,0958 40,8736

1-2-3 38,8309 2,0175| 40,8057 40,579
39,2677 2,0016 | 41,2276 41,0074 2,04 7,63

37,5764 2,0096 39,548 39,3441

l-z-4 37,2027 2,0228 | 39,1872 38,978
32,1919 2,0113 | 34,1646 33,9576 1,9 7,15

41,4244 2,0477 | 43,4228 43,1764

I1-Z-5 37,5853 2,1116 | 39,6472 39,3925
32,1922 2,0099 | 34,1582 33,9148 2,31 7,52
MEDIA 2,12 7.94




Tabela 3 - Processo Il

Amostra| P/cadinho | P/lamostra| P/105°C P/Mufla 550°C U (%) '\élfyg

39,1277 2,0096 | 41,1151 41,0002

I-Z-1 39,877 2,0112| 41,8658 41,75
40,5187 2,0209| 42,515 42,3877 1,14| 12,13

38,8469 2,0082 | 40,8332 40,712

I1-Z-2 37,2236 2,0091| 39,2135 39,0812
39,2809 2,0093| 41,2686 41,1347 1,03| 13,86

37,152 2,1908 | 39,3193 39,1696

-Z-3 32,2279 2,0492| 34,256 34,1215
37,588 2,1076| 39,6703 39,5394 1,09| 13,14

32,1975 2,0587 | 34,2319 34,1031

I-Z-4 37,5525 2,0114| 39,5449 39,4262
39,7288 2,0218| 41,7264 41,6051 11| 12,15

40,6263 2,1664 | 42,7675 42,6309

1-Z-5 41,4525 2,1552 | 43,5878 43,4466
39,9264 2,0403 | 41,9464 41,811 1,02| 14,38
MEDIA 1,08| 13.13
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APENDICE 2

Tabelas com os valores médios das triplicatas, em
elementos tracos presentes nas cinzas de casca de arroz provenientes de trés
diferentes processos de queima.

92

mg kg, das analises dos

Processo |
Amostras Al Cd Cu Fe Mg Mn Mo Na Ni Ti
PI-1 103,90 6,64 33,65 614,80 1098,00 597,00 1,29 382,20 360,70 605,20
PI-2 105,00 6,64 33,25 462,90 1083,00 581,60 1,29 371,70 353,90 580,40
PI-3 102,90 6,64 33,48 451,00 1066,00 568,30 1,29 345,40 348,60 554,60
PI-4 105,60 6,64 33,42 477,80 1001,00 537,10 1,29 330,50 350,40 541,40
PI-5 105,80 6,64 33,62 418,30 988,50 514,60 1,29 320,60 340,90 534,10
Médias 104,64 6,64 33,48 484,96 1047,30 559,72 1,29 350,08 350,90 563,14
LD 0,39 6,64 0,40 2,05 0,22 0,31 1,29 4,99 12,17 12,45
Processo Il
Amostras Al Cd Cu Fe Mg Mn Mo Na Ni Ti
PII-1 201,50 @64 92,01 927,90 2657,00 1536,00 168,00 1675,00 12,17 502,40
PII-2 20560 6,64 91,21 919,20 2605,00 1533,00 170,70 1674,00 12,17 497,50
PII-3 184,40 64 81,26 864,90 2696,00 1196,00 170,70 1511,00 1217 495,00
PII-4 212,50 664 93,32 906,50 2639,00 1572,00 172,90 1693,00 12,17 499,60
PI-5 177,70 ge4 81,91 843,30 2670,00 1218,00 175,00 1501,00 1217 483,60
Médias 196,34 6,64 87,94 892,36 2653,40 1411,00 171,46 1610,80 12,17 495,62
LD 0,39 6,64 0,40 2,05 0,22 0,31 1,29 499 12,17 12,45
Processo Il
Amostras Al  Cd Cu Fe Mg Mn Mo Na Ni Ti
PIll-1 74,14 ge4 36,49 332,10 674,50 285,40 1,29 280,10 1217 500,20
PlII-2 76,78 6,64 36,07 359,40 618,70 262,50 1,29 267,30 1217 489,70
PlII-3 70,95 6,64 36,26 355,60 65550 271,70 1,29 275,00 1217 484,30
Plll-4 72,82 6,64 36,16 308,80 617,70 261,00 1,29 260,10 1217 477,90
PIII-5 72,38 6,64 36,43 294,90 626,70 260,00 1,29 258,00 12,17 470,30
Médias 73,41 6,64 36,28 330,16 638,62 268,12 1,29 268,10 12,17 484,48
LD 0,39 6,64 0,40 2,05 0,22 0,31 1,29 499 12,17 12,45
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APENDICE 3

Tabelas com os valores médios das triplicatas dos IGs% das sementes dos
bioindicadores alface, cebola e repolho e o IM% do bioindicador cebola
tratadas com extrato aquoso das cinzas de casca de arroz provenientes de trés
diferentes processos de queima e do tratamento controle.

Tabela 1 - Processo |

IG e IM das sementes tratadas com extrato aquoso de IM tratamento

CCA controle

Amostras IG-a IG-c IG-r IMc AC IM AC
PI-1 139,70 92,39 137,85 3,62 0,22 4,60 0,20
PI-2 141,63 117,55 103,05 3,91 0,26 3,86 0,33
PI-3 165,29 90,20 195,07 3,53 0,28 4,33 0,13

Pl -4 198,10 75,33 57,98 3,33 0,15 4,13 0,20
PI-5 156,10 130,67 163,16 4,17 0,22 4,53 0,20
Médias 160,16 101,23 131,42 3,71 0,23 4,29 0,21

Tabela 2 - Processo |l

IG e IM das sementes tratadas com extrato aguoso de IM tratamento

CCA controle

Amostras IG-a IG-c IG-r IMc AC IM AC
PIl -1 68,93 43,86 58,96 2,88 0,15 4,60 0,20

PIl - 2 76,10 25,51 41,62 2,75 0,24 3,86 0,33

PIl -3 77,20 36,25 51,05 3,02 0,31 4,33 0,13

Pll - 4 74,21 24,19 28,71 2,51 0,24 4,13 0,20
PIl-5 21,84 24,58 7,39 2,75 0,31 4,53 0,20
Médias 63,66 30,88 37,55 2,78 0,25 4,29 0,21

Tabela 2 - Processo |l

IG e IM das sementes tratadas com extrato aquoso de IM tratamento

CCA controle

Amostras IG-a IG-c IG-r IMc AC IM AC
Pl -1 127,86 85,54 127,89 3,62 0,22 4,60 0,20
PlIl -2 92,48 82,27 61,61 3,68 0,24 3,86 0,33

PlIl -3 71,24 116,37 69,57 3,77 0,13 4,33 0,13

PlIl - 4 90,69 117,65 111,53 3,88 0,15 4,13 0,20

PlIl - 5 90,02 66,61 172,96 3,02 0,17 4,53 0,20

Médias 94,46 93,69 108,71 3,59 0,18 4,29 0,21
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APENDICE 4

Tabela 1 - Matriz de correlagdes de Pearson (p < 0,05) das variaveis Al, Cu, Fe, Mg, Mn,
Mo, Na, Ni, Ti, U, CT, pH, das CCA de diferentes processos de incineracdo e os IG, IM e
AC dos bioindicadores sementes de alface - Lactuca sativa L, cebola - Allium cepa L. e
repolho - Brassica oleracea L submetidas ao tratamento do extrato aquoso das CCA por
144 horas.

Al Cu Fe Mg Mn Mo Na Ni Ti U CT pH IGa IGc IGr
Al 1,00
Cu 0,96 1,00
<.0001
Fe 0,98 0,94 1,00
<.0001 <.0001
Mg 0,98 0,96 0,98 1,00
<.,0001 <.0001 <.0001
Mn 1,00 0,95 0,98 0,98 1,00
<.0001 <0001 <.0001 <.0001
Mo 0,96 0,99 0,95 0,98 0,95 1,00
<.0001 <0001 <.0001 <.0001 <.0001
Na 0,98 0,99 0,96 0,99 0,97 0,99 1,00
<.0001 <0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Ni -0,27 -0,53 -0,24 -0,32 -0,27 -0,50 -0,45 1,00
0,33 0,04 0,38 0,24 0,34 0,06 0,09
Ti -0,12 -0,37 -0,04 -0,17 -0,10 -0,35 -0,28 0,90 1,00
0,67 0,17 0,88 0,55 0,73 0,21 0,31 <.0001
u 0,87 0,79 0,91 0,88 0,87 0,82 0,84 -0,06 0,07 1,00
<.0001 0,00 <0001 <.0001 <.0001 0,00 0,00 0,83 0,80
CT -0,71 -0,87 -0,69 -0,75 -0,71 -0,85 -0,83 0,83 062 -051 1,00
0,00 <.0001 0,00 0,00 0,00 <.0001 0,00 0,00 0,01 0,05
pH -0,88 -0,97 -0,86 -0,92 -0,87 -0,98 -0,96 0,66 051 -0,71 0,93 1,00
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0,01 005 0,00 <.0001
IGa -0,47 -0,67 -0,48 -0,54 -0,47 -0,67 -0,62 0,85 0,70 -0,35 0,87 0,79 1,00
0,08 0,01 0,07 0,04 0,08 0,01 0,01 <0001 000 021 <.0001 0,00
IGc -0,82 -0,87 -0,82 -0,84 -0,81 -0,88 -0,87 051 0,37 -0,66 0,74 0,87 056 1,00
0,00 <.0001 0,00 <.0001 0,00 <.0001 <.0001 0,05 0,18 0,01 0,00 <0001 0,03
IGr -0,64 -0,70 -0,65 -0,66 -0,62 -0,71 -0,69 0,50 0,37 -0,58 0,71 0,73 059 064 1,00

0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 006 0,18 0,02 0,00 0,00 002 0,01
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Tabela 1 - Matriz de correlacdes de Pearson < 0,5% das variaveis Al, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Ti, U, CT, pH, das CCA de diferentes processos de
incineracdo e os IGS, dos bioindicadores cebola.

Al Cu Fe Mg Mn Mo Na Ni Ti U CT pH IMc
Al -
Cu 0,96  ----m-me
Fe 0,98  0,94**  ---oomm-
Mg 0,98*  096**  0,98**  -------m-
Mn 1,00  0,95*  0,98**  0,98**  ---------
Mo 0,96** 0,99** 0,95** 0,98** 0,95%*  —--moeem-
Na 0,98** 0,99** 0,96** 0,99** 0,97** 0,99**  —-omomeme
Ni -0,27  -0,53* -0,24 -0,32 -0,27 -0,50 -0,45 -
Ti -0,12 -0,37  -0,04* -0,17 -0,10 -0,35 -0,28  0,90**  ------em-
U 0,87** 0,79* 0,91*  0,88*  0,87** 0,82* 0,84* -0,06 0,07  --------
cr -o71* -087* -069* -0,75* -0,71* -0,85*  -0,83* 0,83* 0,62* -0,51* ---------
pH -0,88* -0,97** -0,86* -0,92* -0,87** -0,98** -0,96** 0,66* 0,51* -0,71* 0,93**  —ememee-
IMc -0,96** -0,99* -0,94* -0,97** -0,95** -0,99** -0,99** 0,50 0,34 -0,81* 0,85** 0,97**  —mmemee-

Valores seguidos por** (P < 0001) e *(P < 0.00) apresentam significativa correlacéo.

Fonte: Autor, 2017.
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APENDICE 6

Andlise de similaridade dos componentes das CCA através da analise de

variancia multivariada MANOVA usando o teste de Wilks’ Lambda.

MANOVA Test Criteria and F Approximations for the Hypothesis of No Overall trat Effect

H = Type lll SSCP Matrix for trat
E = Error SSCP Matrix

S=2 M=4.5 N=-0.5

Statistic Value FValue Num DF DenDF Pr>F
Wilks' Lambda 0.000000 2093.08 24 2 0.0005
Pillai's Trace 1.999874 2650.51 24 4 <.0001
Hotelling-Lawley Trace 79337.546291 . 24 0 .

Roy's Greatest Root 70373.489276  11728.9 12 2 <.0001

NOTE: F Statistic for Roy's Greatest Root is an upper bound.
NOTE: F Statistic for Wilks' Lambda is exact.

Bibliografia
Bhering, L.L. Rbio: A Tool For Biometric And Statistical Analysis Using The R Platform.

Crop Breeding and Applied Biotechnology, v.17: 187-190p, 2017.
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APENDICE 7

Avaliacdo de normalidade e comparacdes das médias dos dados do exame do
citotoxicidade (IM)

SOFTWARE Rbio - BIOMETRIA NO R
Procedimento: ANOVA -DIC

Laboratorio de Biometria www.biometria.ufv.br
Autor: BHERING, L.L.

Data: 08/2016

3k 3k >k >k 3k 5k 3k 3k >k >k 3k 3k 3k 3k %k >k 3k 3k 3k 3k >k 3k 3k 3k 3k %k %k 3k 3k 3k 3k >k %k 3k 3k 3k >k %k %k >k 5k 3k 3k >k 3%k 3k 3k 3k %k %k >k 5%k 5k 3k %k %k %k 3k 3k 3k %k *k >k k k %k k

Data da Analise: Thu Sep 28 15:08:41 2017

Variavel=1 M

Analysis of Variance Table

DF SS MS Fc Pr>Fc
Treatament 3 5.7884 1.92947 22.132 6.1387e-06
Residuals 16 1.3949 0.08718
Total 197.1833

Cv=8.21%

Shapiro-Wilk normality test

p-value: 0.7945605

According to Shapiro-Wilk normality test at 5% of significance, residuals can be considered
normal.

Tukey's test

Groups Treatments Means

a 4 4.29

b 1 3.712

b 3 3.594
2 2.782

Variavel= 2 AC

Analysis of Variance Table

DF SS MS Fc Pr>Fc
Treatament 3 0.012095 0.0040317 1.1301 0.36657
Residuals 16 0.057080 0.0035675
Total 190.069175

CV=27.46%
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Shapiro-Wilk normality test

p-value: 0.3967398

According to Shapiro-Wilk normality test at 5% of significance, residuals can be considered
normal.

According to the F test, the means can not be considered distinct.
Levels Means

1 10.226
2 20.250
3 30.182
4 40.212

> proc.time()
user system elapsed
0.31 0.09 0.40
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Dados da analise de regresséao de Stepwise

The SAS System

The REG Procedure
Model: MODEL1
Dependent Variable: 1IGa

Number of Observations Read 15
Number of Observations Used 15
Stepwise Selection: Step 1

Variable CT Entered: R-Square = 0.7561 and C(p) = -4.4109

Analysis of Variance

Source DF Sum of Mean F Value Pr>F
Squares Square

Model 1 23032 23032  40.29 <.0001

Error 13 7430.71754 571.59366

Corrected Total 14 30463

Variable Parameter Standard Type Il SS F Value Pr>F
Estimate Error

Intercept  6.48113 16.86289 84.43552 0.15 0.7069
MO 18.27288 2.87863 23032 40.29 <.0001

Bounds on condition number: 1, 1
Stepwise Selection: Step 2

Variable Ni Entered: R-Square = 0.8076 and C(p) = -3.8020

Analysis of Variance

Source DF Sum of Mean F Value Pr>F
Squares Square

Model 2 24601 12300 25.18 <.0001

Error 12 5861.98951 488.49913

Corrected Total 14 30463

Variable Parameter Standard Type Il SS F Value Pr>F
Estimate Error

Intercept 30.32324 20.49468 1069.38109 2.19 0.1648
Ni 0.11346 0.06332 1568.72802 3.21 0.0984
MO 11.29582 4.71598 2802.56101 5.74 0.0338

Bounds on condition number: 3.1405, 12.562
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All variables left in the model are significant at the 0.1500 level.

No other variable met the 0.1500 significance level for entry into the model.

Summary of Stepwise Selection

Step Variable Variable Number Partial Model C(p) FValuePr>F
Entered Removed Vars In R-Square R-Square

1 MO 1 0.7561 0.7561 -4.4109 40.29 <.0001
Ni 2 0.0515 0.8076 -3.8020 3.21  0.0984

The SAS System

The REG Procedure
Model: MODEL1
Dependent Variable: 1IGc
Number of Observations Read 15

Number of Observations Used 15

Stepwise Selection: Step 1
Variable Mo Entered: R-Square = 0.7705 and C(p) = -4.4663 (R

Analysis of Variance

Source DF Sum of Mean F Value Pr>F
Squares Square

Model 1 14832 14832  43.63 <.0001

Error 13 4419.09798 339.93061

Corrected Total 14 19251

Variable Parameter Standard Type Il SS F Value Pr>F
Estimate Error

Intercept 98.00237 5.87460 94604 278.30 <.0001
MO -0.39194 0.05933 14832  43.63 <.0001

Bounds on condition number: 1, 1

All variables left in the model are significant at the 0.1500 level.

No other variable met the 0.1500 significance level for entry into the model.

Summary of Stepwise Selection

Step Variable Variable Number  Partial Model C(p) F Value Pr>F
Entered Removed Vars In R-Square R-Square

1 MO 1 07705 0.7705 -4.4663 43.63 <.0001

The SAS System
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The REG Procedure
Model: MODEL1
Dependent Variable: IG_r

Number of Observations Read 15
Number of Observations Used 15

Stepwise Selection: Step 1

Variable pH Entered: R-Square = 0.5376 and C(p) = 225.4362 (R

Analysis of Variance

Source DF Sum of Mean F Value Pr>F
Squares Square

Model 1 24291 24291 15.11 0.0019

Error 13 20895 1607.28994

Corrected Total 14 45186

Variable Parameter Standard Type Il SS F Value Pr>F
Estimate Error

Intercept -28.25991 32.75712 1196.25644 0.74 0.4039
pH 17.44440 4.48723 24291 15.11 0.0019

Bounds on condition number: 1, 1
All variables left in the model are significant at the 0.1500 level.

No other variable met the 0.1500 significance level for entry into the model.

Summary of Stepwise Selection

Step Variable Variable Number  Partial  Model C(p) F Value Pr>F
Entered Removed Vars In R-Square R-Square

1 pH 1 05376 0.5376 225.436 15.11 0.0019

The SAS System

The REG Procedure
Model: MODEL1
Dependent Variable: IMc
Number of Observations Read 15

CORREGIDA EM 14-12-17

Stepwise Selection: Step 1
Variable Cu Entered: R-Square = 0.9819 and C(p) = 56.6361 (R

Analysis of Variance

Source DF Sumof Mean FValue Pr>F
Squares Square

Model 1 6.69164 6.69164 706.46 <.0001

Error 13 0.12314 0.00947

Corrected Total 14 6.81477
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Variable Parameter  Standard Type Il SS F Value Pr>F

Estimate Error
Intercept  5.11685 0.05809 73.48159 7757.67 <.0001
Cu -0.02648 0.00099637 6.69164 706.46 <.0001

Bounds on condition number: 1, 1

Stepwise Selection: Step 2
Variable Mo Entered: R-Square = 0.9856 and C(p) = 44.8115

Analysis of Variance

Source DF Sumof Mean FValue Pr>F
Squares Square

Model 2 6.71680 3.35840 411.36 <.0001

Error 12 0.09797 0.00816

Corrected Total 14 6.81477

Variable Parameter Standard Type Il SS F Value Pr>F
Estimate Error

Intercept  4.71130 0.23719  3.22106 394.54 <.0001
Cu -0.01461 0.00682 0.03743  4.58 0.0535
Mo -0.00377 0.00215 0.02517 3.08 0.1046

Bounds on condition number: 54.422, 217.69

All variables left in the model are significant at the 0.1500 level.

No other variable met the 0.1500 significance level for entry into the model.

Summary of Stepwise Selection

Step Variable Variable Number Partial Model C(p) FValuePr>F
Entered Removed Vars In R-Square R-Square

1 Cu
2 Mo

1 0.9819 0.9819 56.6361 706.46 <.0001
2 0.0037 0.9856 44.81153.08 0.1046

The SAS System ‘

The REG Procedure
Model: MODEL1
Dependent Variable: ACc
Number of Observations Read 15

Stepwise Selection: Step 1

Variable U Entered: R-Square = 0.2871 and C(p) = 146.6201

Analysis of Variance

Source DF Sumof Mean FValue Pr>F
Squares Square

Model 1 0.01375 0.01375 5.24 0.0395



Analysis of Variance

Source DF Sumof Mean F Value Pr>F
Squares Square
Error 13 0.03414 0.00263

Corrected Total 14 0.04789

Variable Parameter Standard Type Il SS F Value Pr>F
Estimate Error

Intercept  0.32196 0.04676  0.12450 47.41 <.0001
U -0.06490 0.02836 0.01375 5.24 0.0395

Bounds on condition number: 1, 1

All variables left in the model are significant at the 0.1500 level.

No other variable met the 0.1500 significance level for entry into the model.

Summary of Stepwise Selection

Step Variable Variable Number  Partial  Model C(p) F Value Pr>F

Entered Removed Vars In R-Square R-Square

(V) 1 02871 0.2871 146.620 5.24 0.0395

103
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