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Resumo

O biochar tem se destacado como alternativa sustentavel para a adsorcdo de poluentes. O objetivo
do estudo foi avaliar o potencial do biochar de palha de café produzido a 350°C para reduzir os
efeitos citogenotoxicos de um solo contaminado com o herbicida atrazina, em condigbes de
laboratério. O biochar foi testado a 5%, 10% e 15%. Os parémetros analisados foram o indice
mitotico, a frequénica de anormalidades cromossémicas e a integridade da membrana de raizes de
Allium cepa. O solo contaminado com atrazina aumentou a frequéncia de alteragées cromossdmicas
e desestruturou a membrana plasmatica, comprometendo a viabilidade celular. J& os tratamentos
contendo biochar reduziram esses danos a niveis proximos aomdo solo controle. Concluimos que o
biochar de palha de café a 350°C é promissor para reduzir a toxicidade de herbicidas, como a
atrazina, e protegendo organismos expostos.
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Introdugédo

O biochar ¢ um material solido obtido pela pirdlise de biomassa em condigbes de baixa
disponibilidade de oxigénio, apresentando propriedades quimicas e estruturais que variam conforme
a temperatura de producéo (Passos et al., 2016). Entre as matérias-primas utilizadas, a palha de café
se destaca por ser abundante e conferir caracteristicas promissoras para uso ambiental.

O biochar tem sido considerado uma alternativa sustentavel para a remediagao de poluentes
organicos, atuando como adsorvente em solos e ambientes aquaticos (Rostami et al.,, 2021). A
eficiéncia do biochar depende da temperatura de pirdlise, que modifica sua porosidade, area
superficial e teor de carbono, favorecendo a imobilizagdo de compostos tdxicos, como herbicidas
(Chang et al., 2022; Ogura et al., 2021).

A atrazina, amplamente utilizada na agricultura, é reconhecida por seus efeitos adversos em
organismos nédo-alvo. A espécie Allium cepa destaca-se como bioindicador ambiental por permitir a
deteccdo de compostos com efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos (Rank; Nielsen, 1994;
Camilo-Cotrim et al., 2022). Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade do
biochar de palha de café, pirolisado a 350 °C, de mitigar os efeitos citogenotdxicos da atrazina em
solo, por meio da analise do indice mitético, das anormalidades cromossdmicas e da viabilidade
celular.

Metodologia

O biochar utilizado neste estudo foi produzido a partir de palha de café por pirdlise lenta a
350°C, em reator metalico hermeticamente fechado (SPPT-V60) adquirido juntamente ao Laboratério
de Fisica do Solo do Centro de Ciéncias Exatas e Engenharias (CCAE) da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES). Apds o processamento, a amostra passou por maceragao e peneiramento em
malha de 0,5mm. A analise da morfologia e da composigao elementar do biocarvao foi realizada por
meio de Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) e
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analise de area e porosidade por fissor¢do de N2 (pardmetro area superficial BET (Brunauer, Emmett
e Teller).

O solo utilizado na andlise foi um Latossolo Vermelho-Amarelo do horizonte A, coletado a
uma profundidade de 0—20 cm em local sem histérico de aplicagao de defensivos agricolas. Apos a
coleta, o solo foi homogeneizado, peneirado em malha de 2 mm e armazenado em temperatura
ambiente. A caracterizagao fisico-quimica do solo foi realizada no Laboratério de Analise de Solos da
UFES. A CRA do solo foi calculada e ajustada para 60%, conforme o método descrito por Niva e
Brown (2019). Brevemente, 5 g de solo foram saturados com agua, drenados e posteriormente secos
a 105°C por 24 horas. Com base nesses dados, aplicou-se a seguinte féormula:

peso umido — peso seco
CRA (%) = x 100
peso seco

O herbicida utilizado foi o Herbitrin 500 BR (ADAMA), contendo 500 g/L (50,0% m/v) de
atrazina (6-cloro-N2-etil-N*-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-diamina) e 598,8 g/L (59,8% m/v) de outros
ingredientes. A concentragido aplicada no solo foi de 16 mg/kg de atrazina, de modo a simular um
cenario critico de contaminagao.

Para a avaliagao dos efeitos citogenotéxicos, 40 g de solo controle (S) ou tratado foram
distribuidos em placas de Petri. Os tratamentos constituiram em: a) solo contaminado com atrazina
(SA); b) solo com biochar a 5%, 10% ou 15% (SB5, SB10 e SB15, respectivamente) e c¢) solo
contaminado com atrazina e biochar a 5%, 10% ou 15% (SABS5, SAB10 e SAB15, respectivamente).
O ensaio foi montado em triplicata. Apos 96 h de exposi¢éo, as radiculas, com cerca de 15 mm,
foram coletadas, fixadas em etanol e acido acético (3:1, v/v) e armazenadas em refrigerador. Para a
confecgdo das laminas, as raizes foram submetidas a hidrélise em HCI 5N por 20 minutos a
temperatura ambiente, a regido meristematica foi seccionada, corada com orceina acética a 2% por
10 minutos, coberta com laminula e macerada. Foram analisadas 10 laminas por tratamento (500
células/lamina) em microscépio optico (400x). Os parametros avaliados incluiram o indice mitético —
parametro de citotoxicidade (IM) e a indugdo de anormalidades mitéticas e cromossdémicas (CA) —
parédmetro de genotoxicidade, calculados de acordo com as férmulas:

numero de células em divisao
IM (%) == x 100

total de células observadas

numero de células com anormalidades mitéticas e cromossomicas

CA (%) = x 100

total de de células observadas

Para o ensaio de viabilidade celular, as raizes de A. cepa foram coradas com uma solugao
aquosa de azul de Evans (0,25% p/v) por 15 min e posteriormente lavadas com agua destilada até a
retirada do excesso do corante. A seguir, 5 raizes (1 cm) foram suspendidas em 4 ml de N,N-
dimetilformamida for 2h a temperatura ambiente e centrifugadas por 3 min a 3000 rpm para a
extracdo do corante das células. A absorbancia do extrato foi quantificada a partir da leitura por
espectrofotometria (IL-226-nm Kazuaki) a 600 nm. Quanto maior a densidade O&ptica, maior
quantidade de corante extraido das raizes e, portanto, maior o dano (Ghosh et al., 2015).

Os dados que apresentaram distribuigdo normal pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk
foram analisados mediante ANOVA com posterior teste de Tukey (p<0.05). Os dados que nao
apresentaram normalidade foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn
(p<0,05). O software utilizado para a analise estatistica e elaboracdo das figuras foi o GraphPad
Prism verséo 10.5.0.

Resultados

Os resultados da analise do solo indicaram uma classificagdo textural média, com uma
combinagéo equilibrada de areia, silte e argila, proporcionando boa capacidade de retengdo de agua
e nutrientes, além de adequada drenagem. A caracterizagdo quimica revelou que o solo é levemente
acido (pH 5.46), condigao considerada ideal para a maioria das culturas. A matéria organica (MO)
apresentou um valor de 26,89 g/kg.
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A andlise do MEV mostrou que o biochar exibiu estruturas porosas e irregulares, com
superficies caracterizadas por fissuras e paredes celulares preservadas, indicando degradagao
térmica parcial dos componentes orgénicos, como celulose e hemicelulose, e retencdo de volateis
(Figura 1a e 1b).

Figura 1. Micrografias por técnica MEV aplicado no biochar em temperatura de 350°C (A e B).

Fonte: Elaborada pelos autores (2025)

O espectro EDS do biochar mostra predominancia de carbono e oxigénio, indicando uma
matriz carbonosa ainda rica em grupos oxigenados, tipica de biochars de baixa temperatura.
Aparecem também picos de potassio, provenientes da fragdo mineral/cinzas do residuo vegetal, o
que sugere carater mais alcalino e presenga de sitios inorganicos. Picos rotulados como Au nao
pertencem a amostra; derivam do revestimento de ouro usado para condugao no MEV. De acordo a
analise de area e porosidade por fissorcdo de N2 (pardmetro area superficial BET) o biochar
apresentou as caracteristicas de area superficial BET 2,12 m2 g-! e volume total de poros 0,0059 cm?
g, os dados caracterizam um material predominantemente mesoporoso.

Figura 2. Espectro EDS do biochar em temperatura de 350°C.
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Fonte: Elaborada pelos autores (2025)

O resultado obtido para o indice mitético (IM) é apresentado na Figura 32. Nenhum tratamento
diferiu significativamente do controle. A analise das anormalidades cromossémicas € apresentada na
Figura 3b. SA aumentou a frequéncia de alteragdes cromossdmicas em comparagdo com o solo
controle (S). Para os demais tratamentos, a frequéncia de alteragdes induzidas nao diferiu de S.
SAB5 e SAB10 reduziram a frequéncia de anormalidades em relagéo a atrazina, retornando a niveis
proximos ao controle. A média de anormalidades induzidas por SAB15 ficou proxima de S, mas,
devido a alta variabilidade, foi estatisticamente indistinguivel também de SA. Imagens das principais
alteracdes observadas s&o apresentadas na Figura 4.

Figura 3. Efeito do bioachar na citogenotoxicidade de solo contaminado com atrazina. a) indice mitético.b)
Frequéncia de anormalidades cromossOmicas. Os dados sdo expressos como médias + DP. Letras diferentes
diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
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Fonte: Elaborado pelos autores (2025)

Figura 4. Principais altera¢des induzidas em A. cepa ap6s exposicéo a solo contaminado com atrazina. A)
Cromossomos Vagantes. B) Broto Nuclear. C) Aderéncia Cromossémica. D) Micronucleo.

Fonte: Elaborado pelos autores (2025).

SA também reduziu a viabilidade celular em relagdo a S enquanto para os demais tratamentos
foram reportados valores estatisticamente iguais ao controle.

Figura 5. Viabilidade celular corante azul de Evans

Fonte: Elaborado pelos autores (2025).

Discussao

A capacidade de adsorgdo da atrazina é dependente principalmente do pH e do teor de
matéria organica do solo. Solos mais acidos e com maior conteido de matéria organica tendem a
adsorver mais atrazina (Roman et al. 2005). O solo analisado apresentou pH 5.46 (acidez média) e
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moderada quantidade de matéria organica (26.89 g/kg) (Prezotti e Guargoni 2013), indicando
moderada a baixa capacidade de sor¢ado da atrazina, o que tende a favorecer a biodisponibilidade
desse herbicida e, consequentemente, aumentar sua capacidade de causar efeitos adversos a biota

De fato, o solo contaminado com atrazina (SA) aumentou a frequéncia de anormalidades
cromossOmicas nas células do meristema radicular de A. cepa. Esses resultados estdo em
consonancia com outros estudos que demonstraram o potencial genotéxico da atrazina em plantas
(Souza et al. 2023; Bibi et al., 2019).

SA também reduziu a viabilidade das células radiculares. O corante azul de Evans s6 é capaz
de atravessar membranas estruturalmente danificadas. A perda da integridade da membrana indica
morte celular (Ghosh et al., 2015). Esses resultados corroboram os achados de Bibi et al. (2019).
Apbs exposicdo a atrazina, os autores reportaram danos a membrana de células radiculares e foliares
de Zea mays e redugao da viabilidade celular devido a peroxidacgéo lipidica.

O biochar tem se destacado como alternativa econémica e ambientalmente eficaz para a
remediagdo da contaminagdo por poluentes organicos, devido suas propriedades estruturais e
adsorventes, fortemente influenciadas pela temperatura de pirdlise (Lima et al., 2022). Nos
tratamentos com biochar de palha de café a 350 °C observou-se reducdo da genotoxicidade induzida
pela atrazina, com frequéncias de anomalias cromossdmicas proximas as do solo controle.
Resultado similar foi obtido para o ensaio de viabilidade celular. Esse efeito é coerente com as
caracteristicas do biochar. A predominancia de mesoporos favorece acessibilidade e difusdo da
atrazina a sitios ativos (Sbizarro et al., 2021). Um elevado conteudo de carbono (C) e oxigénio (O)
nas cinzas € um indicador de matéria organica que sofreu decomposi¢do e oxidagao, resultando na
formacado de grupos funcionais polares (como carboxilas e hidroxilas) e estruturas aromaticas, que,
em conjunto, criam afinidade por moléculas organicas como a atrazina. Esses fatores, resultam em
menor fragdo dissolvida/biodisponivel de atrazina no poro do solo. Em consequéncia, tem-se a
redugdo da dose interna efetiva em A. cepa e, portanto, a redugdo da frequéncia de danos
citogenotéxicos observada nos bioensaios.

Conclusao

Os resultados indicam que o biochar de palha de café produzido a 350°C apresentou
estrutura porosa e composi¢gao quimica adequada para adsorgédo da atrazina no solo, resultando na
reducdo da danos citotdxicos e genotoxicos.
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