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RESUMO
Embora o alcool possa ser produzido por meio de diversas matérias-primas, sua producdo
utilizando a cana-de-acgucar é bastante expressiva, em especial no Brasil. Em média, durante a
producdo do alcool, para cada litro gerado é produzida uma quantidade de 13L de vinhaca. A
principal fonte de destinagdo deste residuo é a fertirrigacdo de solos agricolas. No entanto,
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas o uso da vinhaga na fertirrigacdo pode oferecer
riscos para ecossistemas aquaticos e terrestres. Diversos estudos para a avaliacdo da
toxicidade da vinhaca bruta tém conciliado o uso de diferentes bioindicadores com as analises
fisico-quimicas para melhor compreender a toxicidade desse residuo, j& bem evidenciada em
diferentes organismos vivos. Tendo em vista a toxicidade causada por este residuo, inmeros
métodos fisicos, quimicos e bioldgicos tém sido empregados em seu tratamento no intuito de
diminuir sua toxicidade. Nesse contexto, o presente estudo teve por objetivo investigar a
toxicidade da vinhaga de cana-de-agUcar fitorremediada por meio de um sistema hibrido de
tratamento, empregando diferentes bioindicadores e biomarcadores. Foram empregados
Allium cepa (cebola) para avaliar fitotoxicidade, por meio da germinacdo e crescimento de
raiz, e a citogenotoxicidade, por meio da analise de aberrages cromossémicas e presenca de
micronlcleos nas células meristematicas das raizes. Diplépodos (Rhinocricus padbergi)
foram utilizados para andlises histopatolégicas que evidenciam a toxicidade no intestino
médio desses animais. Colémbolos (F. candida) foram empregados para avaliacdo da
ecotoxicidade por meio dos testes padronizados de comportamento de fuga e reproducdo. Os
resultados do presente trabalho indicam que a vinhaca fitorremediada foi mais tdxica nos
niveis bioldgicos mais basais (celular e tecidual) em A.cepa e R. padbergi. Apesar da vinhaca
fitorremediada ter atraido os colémbolos, provavelmente, devido a sua alta quantidade de
matéria organica, nao reduziu a reproducao dos colémbolos. Com base nos dados presentes na
literatura que evidenciam a toxicidade da vinhaga bruta, infere-se com os resultados do
presente estudo que a vinhaca fitorremediada apresenta um menor potencial toxico, mas ainda

pode provocar danos nos organismos empregados no presente estudo.

Palavras-chave: Toxicidade, genotoxicidade, histologia, comportamento de fuga, teste de
reproducéo.



ABSTRACT

Although alcohol can be produced from various raw materials, its production using
sugar cane is quite significant, especially in Brazil. On average, during the production
of alcohol, 13 liters of vinasse are produced for each liter generated. The main source
of destination of this residue is the fertigation of agricultural soils. However, due to its
physicochemical characteristics, the use of vinasse in fertigation can pose risks to
aquatic and terrestrial ecosystems. Several studies to evaluate the toxicity of raw
vinasse have reconciled the use of different bioindicators with the physicochemical
analyzes to better understand the toxicity of this residue, already well evidenced in
different living organisms. In view of the toxicity caused by this waste, numerous
physical, chemical and biological methods have been employed in its treatment in
order to reduce its toxicity. In this context, the present study aimed to investigate the
toxicity of phytoremediated sugarcane vinasse through a hybrid treatment system,
employing different bioindicators and biomarkers. Allium cepa (onion) were used to
evaluate phytotoxicity by germination and root growth, and cytogenotoxicity by
analysis of chromosomal aberrations and presence of micronuclei in meristematic root
cells. Diplopods (Rhinocricus padbergi) were used for histopathological analysis
showing the midgut toxicity of these animals. Collembolans (F. candida) were used to
evaluate ecotoxicity by standardized escape and reproduction behavior tests. The
results of the present study indicate that phytoremediated vinasse was more toxic at
the most basal biological levels (cellular and tissue) in A.cepa and R. padbergi.
Although phytoremediated vinasse attracted the collembolans, probably, due to its
high amount of organic matter, it did not reduce the collembolans reproduction. Based
on the literature data that show the toxicity of raw vinasse, it can be inferred from the
results of the present study that phytoremediated vinasse presents a lower toxic
potential, but may still cause damage to the organisms used in the present study.

Keywords: Toxicity, genotoxicity, histology, avoidance, reproduction test.



SUMARIO

(O 1N =10 51607V J OO 8
2 REVISAO DE LITERATURA ....ooiiiieeeteve ettt s s ss s, 11
2.1 Toxicidade da vinhaca em diferentes bioindicadores............cccocvviieiiiieeii e, 11
2.2 Tratamentos realizados eM VINNAGCA ..........cccecveiiiiiie i 12
2.3 Allium cepa como bioindicador e biomarcadores utilizados nessa espécie ........c..cccccevvennee. 14
2.4 Diplopodos como bioindicadores e as ferramentas de analise neste grupo...........ccceceevennne. 15
2.5 Colémbolos como bioindicadores e testes padronizados............cccoverveeiiinienineneneseeeeeeeas 16
I O 1= N I 1Y 1 TSRS 18
4 MATERIAL E METODOS........ciiiieeieesieesee e tenes s eses s tsnes s tss s s snes st st enesns s 19
4.1 FitOtOXICIOAOE 1M AL CEPA ...eiiiuieiieiieiiiti ettt sr ettt b b bbb n e eneans 19
4.2 CitogenotoXiCIAAAE BM A. CEPA. ... cuiiriiiieriiiteieeiee ettt bbb neere s 20
4.3 Bioensaio com RNINOCIICUS PAADEIGI.......ciiiiiiiiiiiciiic s 22
4.3.1 Histologia para avaliacao da toxicidade em diplOpodos...........ccceveveiveiviiiinieseseseeeeee 24
4.4 Bioensaio com Folsomia candida para analise de ecotoxicidade.............c.ccovvvvrniincnnenenienn. 25
5 RESULTADOS E DISCUSSAQ .....c.ooiiiriiiesieieestesisses st eses s tsses s sses s ssssssenesssssensnen 28
5.1 ANALISES fISICO-QUIMICAS ....c.viitiiiiie ittt et sttt e sbeete e stesre e e 28
5.2 FitotoXiCidade BM AL CEPA .....cicvicieiiece ettt st be st e e e e s beete e stesre et 30
5.3 CitogenotoXiCidade BIM AL CEPA.....cciieiriiieeie e eeeite sttt re s te et s te et be s e e sbesbe et e sbesteestesbeenee e 31
5.4 Toxicidade em diplOPOUOS .........oiiiiiiiiece ettt be et b ere e 33
5.5 Ecotoxicidade em COIEMDOIOS..........ccviiiiiiieieeee e 37
B CONCLUSAD ...ttt 40
7  REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coooieieeeeeeeee e 41



Introducéo 8

1 INTRODUCAO

A produgdo de etanol empregando a cana-de-agUcar como matéria prima teve um forte
incentivo durante a década de 1970, com o lancamento do Programa Nacional do Alcool
(ProAlcool) em novembro de 1975, cujo objetivo foi diminuir as importacdes de petroleo e
estimular o uso de etanol como combustivel (CHRISTOFOLETTI et al., 2013;
GOLDEMBERG; COELHO; GUARDABASSI, 2008).

Inicialmente, o0 incentivo ao aumento de producdo de etanol nas biorrefinarias visava
vantagens econémicas. No entanto, nos anos seguintes devido ao aumento da preocupacgéo
mundial com a problemaética da poluicdo ambiental, os biocombustiveis surgem como uma
fonte de energia que causa menos prejuizos ao meio ambiente, além de usarem matérias
primas renovaveis; desta forma a inddstria de etanol ganhou destaque e consolidou-se
mundialmente (FUESS; RODRIGUES; GARCIA, 2017; GOLDEMBERG; COELHO;
GUARDABASSI, 2008).

O uso de biocombustiveis em substituicdo aos combustiveis fosseis vem aumentando e
tem se demonstrado vantajoso tanto do ponto de vista econémico como na reducdo do
impacto ambiental. O etanol é produzido mundialmente a partir de diferentes matérias primas,
tais como, milho, cana-de-agUcar, beterraba, sorgo, entre outras (FUESS; GARCIA, 2014;
FUESS; RODRIGUES; GARCIA, 2017; HOAURAU et al., 2018). No Brasil a cana-de-
acucar € a matéria prima mais empregada na producdo de etanol.

A vinhaca, popularmente conhecida por restilo, vinhoto ou garapéo, € um dos principais
residuos da transformacdo da cana-de-aglcar em etanol. A cada litro de alcool produzido sao
gerados de 9 a 14 litros de vinhaca; este residuo possui em geral, pH acido (3,5-5,4), alta
demanda quimica e bioquimica oxigénio (DQO/DBO), com valores médios de (50-150 g L)
e (40-50 g L), respectivamente, devido a sua alta taxa de conteido organico; este residuo
apresenta coloracdo marrom escuro pela presenca de melanoidinas (CHOWDHARY; RAJ;
BHARAGAVA, 2018; CHRISTOFOLETTI et al., 2013; ESPANA-GAMBOA et al., 2011).

Considerando uma producdo media de 13 litros de vinhaca para cada litro de alcool
produzido, estima-se com base nos dados atuais que a produgdo mundial de etanol passara de
122 bilhdes, para 134 bilhdes em 2024 (OECD/FAO, 2015) e 143 bilhdes em 2028
(OECD/FAO, 2019), entdo, serdo produzidos, respectivamente, cerca de 1.742 (HOAURAU
et al., 2018) e 1.859 bilhdes de litros desse residuo.

A principal destinacdo da vinhaga € a utilizagdo na fertirrigacdo; no entanto, este uso
apesar de economicamente vantajoso, tem comprometido e contaminado 0s recursos aquaticos

e o0 solo, devido a sua alta carga de matéria organica, seu baixo pH, bem como pela frequéncia
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de disposicdo deste residuo no solo (PERUZZO et al., 2018). De acordo com Fuess,
Rodrigues e Garcia (2017), embora alguns estudos indiquem efeitos benéficos do uso da
vinhaca como fertilizante em aplica¢Ges de curto prazo, em casos de disposicdo frequente, 0s
primeiros impactos ambientais causados sdo o processo de salinizagdo do solo e uma
sobrecarga organica, causada pela grande quantidade de sais e matéria organica. Outro ponto
importante é a contaminagdo por metais presentes neste residuo que podem causar efeitos
fitotoxicos nas areas fertirrigadas.

A poluicdo causada pela vinhaca é uma questdo ambiental bastante relevante uma vez
que esta pode alterar as caracteristicas fisico-quimicas do solo e de corpos d’agua
(CHOWDHARY; RAJ; BAHRAGAVA, 2018; MOHANA; ACHARYA; MADAMWAR,
2009). Neste sentido, estudos que avaliem seus efeitos em diferentes organismos sao
fundamentais e preditivos.

Estes estudos tém sido realizados por pesquisadores de diferentes paises
(CHOWDHARY; RAJ; BAHRAGAVA, 2018; HOAURAU et al., 2018); diversos estudos de
pesquisadores brasileiros tém demonstrado a toxicidade de amostras de vinhaca de cana-de-
acucar para diferentes organismos, tais como, invertebrados de solo (ALVES et al., 2015;
CHRISTOFOLETTI et al., 2016, COELHO et al., 2017), peixes (CORREIA et al., 20174,
2017b ; MARINHO et al., 2014) e plantas (GARCIA et al., 2017; PEDRO-ESCHER et al.
2016; PEDRO-ESCHER; MAZIVIERO; FONTANETTI, 2014;).

De acordo com o exposto, a contaminacdo ambiental causada pelo descarte da vinhaca
bruta no meio ambiente é critica. Portanto, é imprescindivel que este residuo seja tratado
adequadamente antes de sua disposicdo no ambiente. Este tratamento pode ser realizado
empregando diferentes processos fisicos, quimicos e/ou bioldgicos, em conjunto ou
separadamente, com o0 objetivo de melhorar a efetividade do tratamento (CHOWDHARY;
RAJ; BAHRAGAVA, 2018; MARCATO et al., 2019).

Para a avaliacdo da toxicidade de determinada substancia, composto ou amostra
ambiental, o uso de bioensaios em conjunto com andlises fisico-quimicas € bastante
importante. Nestes estudos s@o utilizados diferentes bioindicadores associados a diversos
biomarcadores empregados em diferentes niveis bioldgicos.

Neste sentido, vale a pena salientar que diferentes tipos de organismos séo atualmente
utilizados como bioindicadores, ou seja, espécies sentinelas que sdo usadas como indicadores
para avaliagdo da qualidade ambiental dos possiveis efeitos de riscos naturais ou de origem

antropogénica.
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Os vegetais, por serem receptores bioldgicos diretos de poluentes, constituem um
importante material para o biomonitoramento de possiveis contaminantes ambientais. As
plantas Allium cepa (cebola) (LEME; MARIN-MORALES, 2009), Tradescantia spp (MISIK
et al., 2011) e Vicia faba (fava) (IQBAL, 2016) sdo principalmente empregadas na avaliacdo
de biomarcadores de citotoxicidade e genotoxicidade de diferentes contaminantes (SILVEIRA
et al.,, 2017) e misturas complexas (BHAT et al., 2019); diversas espécies vegetais sdo
empregadas em testes de toxicidade padronizados e creditados pela International
Organization for Standardization (ISO, 2004) e United States Environmental Protection
Agency (USEPA,1996); que avaliam germinacgdo, crescimento de raiz e desenvolvimento
inicial das plantas.

Artropodes da fauna terrestre de habitos saprofagos tais como, isépodos, colémbolos e
diplopodos estdo entre os organismos mais adequados para avaliar os efeitos da acumulagéo
de substéncias toxicas presentes no solo, devido ao seu contato direto com contaminantes ali
presentes (GRAFF et al., 1997; SOUZA et al., 2014).

De acordo com Souza et al. (2014) os diplopodos possuem alta eficiéncia na
acumulacdo de metais pesados em seus tecidos, por isso podem ser usados como indicadores
ecoldgicos de poluicdo de solo. Nestes organismos, as altera¢cbes morfoldgicas sao utilizadas
como biomarcadores na investigacdo de compostos quimicos especificos e no monitoramento
de efeitos agudos e crbnicos. A analise histologica e ultra-estrutural tem se tornado uma
ferramenta amplamente utilizada em estudos com invertebrados, com o objetivo de investigar
danos causados por substancias toxicas (CHRISTOFOLETTI et al., 2016; FONTANETTI et
al., 2010).

Testes utilizando colémbolos para a avaliacdo de risco ambiental foram padronizados
pela 1SO, incluindo testes de fuga (ISO 17512-2:2011) e testes de reproducdo (ISO
11267:1999) (SCHAEFER, 2003; HOS et al., 2012). Estes invertebrados s&o escolhidos para
tais testes por possuirem a capacidade de evitar solos contaminados e por serem resistentes,
sensiveis, de baixo custo e ecologicamente relevantes (NATAL-DA-LUZ et al., 2004). Os
testes de reproducdo tornam-se importantes para estudos ecotoxicoldgicos devido a sua
influéncia na dindmica populacional (DENNEMAN; STRAALEN, 1991), enquanto que oS
testes de fuga tornam-se uma alternativa devido ao seu curto periodo e sua alta sensibilidade
(HUND-RINKE et al., 2003).

Diante do exposto, este projeto teve como objetivo geral avaliar o potencial tdxico de
amostras de vinhaga apés tratamento por fitorremediacéo, utilizando bioindicadores vegetais e

animais, uma vez que a pratica de fertirrigacao € bastante utilizada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Toxicidade da vinhaca em diferentes bioindicadores

Em 1999, Yesilada observou que a vinhaca induziu a diminuicdo da taxa de
fecundidade dos ovos e na fertilidade de fémeas de drosofilas (Drosophila melanogaster -
Diptera).

Kumar e Gopal (2001) avaliaram a toxicidade de diferentes concentracdes de vinhaca
em Channa punctatus (Pisces). Outros estudos posteriores em peixes também comprovaram a
toxicidade desse residuo. Em tilapias (Oreochromis niloticus) expostas a dilui¢cdes de 5 e 10%
de vinhaca de cana-de-acucar foi observada alta mortalidade dos peixes, comprovando sua
toxicidade (MARINHO et al., 2014; CORREIA et al., 2017). Em diluicGes menores (1, 2,5, 5
e 10%), Marinho et al. (2014) por meio de analises em figado concluiram que a vinhaca tem
um potencial téxico e citotoxico dose-dependente em corpos de agua e que o figado é
fortemente afetado quando ha exposi¢do aguda a este contaminante. Correia et al. (2017a) em
estudo das branquias dos peixes, observaram modificacbes morfoldgicas no tecido branquial e
um aumento significativo de células mucosas em todas as diluicdes de vinhaca testadas.

Além da toxicidade observada em meio aquatico, testes realizados com vinhaca em
bioindicadores terrestres também indicaram potenciais riscos quando langada no solo.

Ensaios realizados com espécies padronizadas de invertebrados terrestres expostas as
amostras de vinhacas de diferentes origens mostraram que as amostras provenientes de
destilarias industriais foram mais toxicas, do que a produzida em laboratorio. A relacdo entre
a toxicidade de cada amostra de vinhaca e o tipo de solo resultou em valores de toxicidade
especificos para cada espécie. Desta forma, os autores concluiram que a disposi¢do de vinhaca
em solos tropicais deveria considerar a sensibilidade dos invertebrados de solo (ALVES et al.,
2015). Testes com diplépodos, grupo representativo da macrofauna do solo, também foram
empregados na avaliagdo do potencial toxico desse residuo (CHRISTOFOLETTI et al., 2016;
COELHO et al., 2017).

Em estudo realizado com A. cepa (cebola), Souza et al. (2013a) adicionaram vinhaca
de cana-de-acucar a solo de landfarming proveniente do tratamento de residuos de petréleo e
observaram efeitos clastogénicos das amostras. Os autores inferiram que, provavelmente,
houve a liberagdo dos metais adsorvidos na matéria organica potencializada pela vinhaca.

Christofoletti, Pedro-Escher e Fontanetti (2013) testaram a toxicidade em solo, da
vinhaca de cana-de-acucar e de um biossolido, em amostras isoladas e combinadas, por meio

do teste com A. cepa, antes e depois do bioprocessamento por diplépodos. Apos o
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bioprocessamento, as autoras observaram reducdo dos niveis de genotoxicidade e
mutagenicidade dos dois residuos, desta forma concluiram que os diplopddos podem ser uma
alternativa viavel para o gerenciamento de residuos.

Pedro-Escher, Maziviero e Fontanetti (2014) avaliaram a acao da vinhaca de cana-de-
acucar empregando Tradescantia pallida, por meio do teste de micronucleo (Trad-MCN). Os
autores testaram trés concentracdes de vinhaca diluida em &gua (12,5, 25 e 50%); o0s
resultados obtidos mostraram que a maior concentracdo foi capaz de induzir formacdo de
micronucleos de forma significativa quando comparada ao controle negativo, por isso 0S
autores sugeriram cautela no uso da vinhaca como fertilizante, embora seja uma pratica
economicamente viavel.

Em uma analise geral fica claro que sdo necessarias medidas especificas para uma
reutilizacdo mais adequada da vinhaca. Essas medidas incluem a aplicacdo de processos de
tratamento, caracterizacdo mais especifica da vinhaga quanto a area de cultivo e estagdo, para
a definicdo de metodologias mais adequadas para calcular a taxa de aplicacdo segura do
residuo (FUESS; RODRIGUES; GARCIA, 2017).

2.2  Tratamentos realizados em vinhaca

O uso da vinhaga na fertirrigacdo do solo tem como principal vantagem o baixo custo
para destinacdo deste residuo (CHRISTOFOLETTI et al., 2013; REIS; HU, 2017) e alguns
estudos indicam outros beneficios como o0 aumento da produtividade nas aplicacBes a curto
prazo. A justificativa para o uso da vinhaca como fertilizante é a presenca de macro e
micronutrientes, principalmente dos elementos quimicos potassio, fosfato e nitrogénio em sua
composicdo (FUESS; GARCIA, 2017; FUESS, RODRIGUES; GARCIA, 2014).

No entanto, ha um consenso na literatura de que 0 uso da vinhaca na fertirrigacéo traz
potenciais riscos a saude dos ecossistemas aquaticos e terrestres e para 0s organismos ali estao
presentes (CHOWDHARY; RAJ; BAHRAGAVA, 2018; HOURAU et al., 2018). Diante dos
potenciais efeitos toxicos causados pela vinhaca, inimeras tecnologias estdo sendo estudadas
e desenvolvidas com o objetivo tanto de diminuir a quantidade, quanto de mitigar a carga de
substancias/compostos toxicos desse residuo de composicio complexa (ESPANA-GAMBOA
et al., 2011; MOHANA; ACHARYA, MADAMWAR, 2009; HOAURAU et al., 2018). O
tratamento da vinhaca pode ser realizado por meio de processos fisicos-quimicos e/ou
bioldgicos, separados ou combinados (MARCATO et al., 2019).

Como forma de diminuir a presenga de solidos suspensos e a carga de substancias

organicas presentes na vinhaca destacam-se 0Ss processos quimicos, tais como a
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coagulagdo/floculacdo que objetivam a formagdo de particulas maiores que facilitam a
decantacdo destes compostos. Também para a reducdo da carga organica presente neste
residuo, pode ser empregado o método fisico de adsorcdo com o uso de substancias
adsorventes como o carvdo ativado, além de processos fisicos de oxidacdo, por meio de
oxidagdo Umida, fotocatélise ou ozonizacdo (CHOWDHARY; RAJ; BAHRAGAVA, 2018;
HOURAU et al., 2018).

Alternativas com menor custo também tém sido estudadas, tal como a correcdo de pH
utilizando hidroxido de sédio (BOTELHO et al., 2012) e cal (CORREIA et al., 2017b).
Botelho et al. (2012) avaliaram a toxicidade da vinhaca de cana-de-aglcar em
microcrlstaceos Ceriodaphnia dubia e Daphnia magna e no peixe Danio rerio, antes e depois
de ajuste de pH. Os autores observaram uma diminuicdo na mortalidade desses organismos
apos a correcdo para um pH neutro. Correia et al. (2017b) avaliaram a eficacia do tratamento
da vinhaca pela correcéo de seu pH utilizando cal, produto relativamente barato e comumente
utilizado para corrigir pH do solo. Os autores observaram nos tratamentos com vinhaga bruta
um potencial genotdxico, pois houve inducdo de taxas significativas de microndcleo em
tilapias (Oreochromis niloticus) e mortalidade elevada; no entanto, nas amostras de vinhacas
tratadas, com pH neutro/alcalino houve uma menor taxa de microndcleos e reducdo da
mortalidade.

Nos tratamentos bioldgicos destacam-se principalmente os processos microbioldgicos
anaerdébios (HOARAU et al., 2018) que podem reduzir a toxicidade da vinhaca por meio da
biodegradacdo de compostos organicos (BOTELHO et al., 2012).

A eficiéncia dos diferentes processos de tratamento, conforme os descritos acima, em
reduzir a toxicidade da vinhaca tém sido comumente avaliada por meio de estudos
ecotoxicoldgicos com organismos bioindicadores, pois estas avaliac@es refletem o aumento ou
diminuicdo da toxicidade geral de todos 0s compostos presentes nas amostras testadas
(BOTELHO et al., 2012; CORREIA et al., 2017b; MARCATO, 2019; MONTEIRO et al.,
2011).

Marcato et al. (2019) desenvolveram um sistema hibrido de tratamento, combinando
métodos bioldgicos e fisico, para otimizar as caracteristicas fisico-quimicas da vinhaga,
visando a diminuicdo de seu potencial toxico, mas com a possibilidade de manutencéo de seu
potencial fertilizante. Os resultados da caraterizacdo fisico-quimica demonstraram que 0
sistema proposto foi capaz de reduzir componentes reconhecidamente toxicos, tais como altos
valores de DBO e DQO, so6lidos suspensos totais e de macro e micronutrientes. Marcato

(2019) avaliou a toxicidade em peixes do residuo ap6s o tratamento pelo sistema hibrido e
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constatou que as alteracdes que os 6rgdos alvos estudados (braquias e figado) ndo sofreram
alteraces significativas. Diante desses resultados, concluiu-se que o sistema hibrido foi capaz

de diminuir o potencial toxico da vinhaca.

2.3 Allium cepa como Bioindicador e biomarcadores utilizados nessa espécie

Allium cepa tem sido indicado como um eficiente organismo teste de citotoxicidade,
genotoxicidade e instabilidade cromossdmica devido as caracteristicas que possui, facilidade
de cultivo e manuseio, disponibilidade ao longo do ano, bem como por possuir cromossomos
grandes e em pequeno namero (2n=16), o que facilita a observacdo de danos cromossdmicos
e distarbios do ciclo mitético (FISKESJO, 1985; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Dentre
as principais respostas, consideradas excelentes biomarcadores em cebola, utilizadas na
avaliacdo da qualidade ambiental, estdo o indice mitotico, alteracdes na estrutura e nimero
cromossdémico, micronucleos e troca de crométides irmas.

O indice mitético (IM) é caracterizado pelo nimero total de células em divisdo no
ciclo celular e tem sido usado na avaliagdo da citotoxicidade de inUmeros agentes
(SRIVASTAVA; MISHRA, 2009; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009;
CHRISTOFOLETTI; PEDRO-ESCHER; FONTANETTI, 2013).

AlteragGes nas estruturas cromossdmicas podem ter diversas origens: (1) quebras no
DNA, (2) inibicdo da sintese de DNA e erros no mecanismo de replicacdo e (3) segregacdo
anormal dos cromossomos. Todos estes processos podem ocorrer espontaneamente ou pela
acao de xenobidticos (BONCIU et al., 2018). Para avaliacdo dessas aberragdes, muitos tipos
de aberragfes cromossomicas (AC) sdo considerados nas diferentes fases da diviséo celular
(profase, metafase, anafase e teldfase). No entanto, estas analises ndo sdo simples, e exigem
conhecimento sobre as fases de divisdo e possiveis anormalidades. As Aberracdes
cromossdmicas de uma maneira geral sdo divididas em clastogénicas, que de uma forma
simples significa lesbes nos cromossomos, e aneugénicas, que sdo distlrbios na segregacao
dos cromossomos durante o processo de divisdo celular (SHARMA; PANNEERSELVAM,
1990), sendo este um parametro indicador de genotoxicidade (LEME; MARIN-MORALES,
2009).

Micronucleos (MN) séo encontrados como pequenos corpos extracelulares resultantes
de quebra cromossomica (fragmentos acéntricos) e/ou cromossomos inteiros que néo
atingiram os polos do fuso durante a diviséo celular (KIRSCH-VOLDERS et al., 2011). Além
disso, MN podem ser resultantes do processo de poliploidizacdo, originando estes corpusculos

a partir da eliminacdo do excesso de DNA do nucleo principal na tentativa de restaurar as
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condi¢BGes normais de ploidia, sdo induzidos espontaneamente ou por acdo de xenobioticos
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007). Os resultados significativos com
este teste fornecem fortes evidéncias de genotoxicidade sistémica da substancia quimica
avaliada (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003). Micronucleos sdo biomarcadores de
eventos genotoxicos e de instabilidade cromossémica (FENECH et al., 2011), que se néo
forem reparados pelas células podem gerar futuras mutacgoes.

Uma metodologia simples, sensivel e rapida para avaliar a toxicidade aguda de
diferentes substancias quimicas para plantas é por meio de estudos toxicoldgicos com
sementes, com o objetivo de avaliar germinacgéo e crescimento de raiz (MISIK et al., 2014;
PALMIERI et al., 2014). A germinacdo das sementes é uma fase importante no ciclo de
desenvolvimento vegetativo (RAHOUI; CHAOQOUI; EL FARJANI, 2008); portanto, avaliar a
inibicdo da germinacdo de sementes expostas a contaminantes neste estagio, € a melhor
maneira de entender os mecanismos tdxicos dos contaminantes ambientais para as plantas
(LIU et al., 2012).

De acordo com Bhat et al. (2019) A. cepa € um excelente bioindicador vegetal para
avaliar a toxicidade de residuos e efluentes industriais, pois possibilita a avaliacdo de
diferentes biomarcadores, tanto os macroscépicos, germinagédo e crescimento de raiz, como 0s

microscopicos, tais como alteragdes cromossdmicas e nucleares nas células meristematicas.

2.4  Diplopodos como bioindicadores e as ferramentas de analise neste grupo

Intimamente envolvidos com os processos de decomposi¢do, fragmentacao organica e
consequente formagdo do solo, os hébitos alimentares destes macrodetritivoros possibilita a
transferéncia de cerca de 60 a 90% de matéria orgénica para 0 meio ambiente onde se
encontram e, desse modo, aumentam a area de superficie disponivel a atividade microbiana, a
qual viabiliza a dindmica de nutrientes no solo. Este processamento microbiano subsequente
da matéria organica € um componente critico no desenvolvimento do solo resultando na
mineralizacdo dos nutrientes necessarios para o crescimento das plantas (BUENO-
VILLEGAS et al., 2004; SNYDER; HENDRIX, 2008; MASSE et al., 2017; BUCH et al.,
2018).

As contribuigdes destes invertebrados como ferramentas de monitoramento se
expressam desde analises de presenca de metais como cadmio, chumbo, zinco e mercdrio
(READ; MARTIN, 1990; KOHLER; ALBERTI, 1992; ZANGER et al., 1996; BUCH, et al.,
2018), em avaliacGes de possiveis contaminacdes de solos com diversas substancias (SOUZA
et al., 2011; MERLINI et al., 2012; CHRISTOFOLETTI et al., CHRISTOFOLETTI et al.,



Revisao de Literatura 16

2012; 2013a; b; 2016; COELHO et al., 2017), em avaliagdes de degradacdo ambiental, bem
como da restauracgdo de areas ecoldgicas degradadas, utilizando-se de uma ampla variedade de
testes (SNYDER; HENDRIX, 2008; MALEQUE; MAETO; ISHII, 2009; BOWIE et al.,
2019).

O intestino médio tem sido um dos 6rgdos alvo para estudos, visto que 0 mesmo
possui um importante papel nos processos de detoxificacdo e excrecdo de xenobidticos, pois
funciona como uma barreira, impedindo que compostos toxicos ou ndo essenciais, alcancem o
restante do corpo (HOPKIN et al., 1985, TRIEBSKORN et al., 1991; KOHLER,
TRIEBSKORN, 1998; GODOY, FONTANETTI, 2010; NOGAROL, FONTANETTI, 2010,
2011). Todavia, ao ingerirem solo ou alimentos altamente contaminados, compostos
indesejaveis podem ultrapassar a barreira criada pelo epitélio, promovendo diversas
alteracdes.

AlteracGes tissulares no intestino médio de diplépodos expostos a vinhaca foram
estudadas por Christofoletti et al. (2016) utilizando a analise histopatolégica sob microscopia
de luz e microscopia eletrénica de transmissdo e por Coelho et al. (2017) utilizando a
imunomarcacdo de HSP70. Estes estudos demonstraram respostas danosas do organismo

frente ao residuo.

2.5 Colémbolos como bioindicadores e testes padronizados

A utilizacdo de espécies de invertebrados de solo em testes de ecotoxicidade em
complemento as analises fisico-quimicas possibilitam a investigacdo dos efeitos da
biodisponibilidade de poluentes presentes no solo; esses organismos sdo reconhecidamente
sensiveis a alteracdes causadas pelo homem no ambiente terrestre (ALVES et al., 2015;
ALVES; CARDOSO, 2016).

Diferentes espécies de invertebrados de solo possuem testes padronizados pela
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD) e pela ISO, tais como
minhocas (Eisenia andrei e E. fetida), colémbolos (Folsomia candida e F. fimetaria),
enquitreideos (Enchytraeus albidus e E. crypticus), acaros (Hypoaspis aculeifer) e isdpodos
(Porcellio scaber e Porcellionides pruinosis).

Os colémbolos compreendem um grupo de microartropodes pertencentes a mesofauna
do solo, que possuem um papel importante como reguladores dos processos de decomposicao;
se alimentam de hifas de fungos, material vegetal em decomposic¢éo e predam microfauna do
solo (JANSCH, AMORIM; ROMBKE, 2005). A espécie Folsomia candida é a mais utilizada



Revisao de Literatura 17

nos testes de padronizados de ecotoxicologia no comportamento de fuga — ISO 17512-2
(2011) e na reprodugdo - I1SO 11267 (1999) destes animais.

O teste de comportamento de fuga é importante como ferramenta de triagem da
toxicidade de diferentes substancias presentes no solo, pois 0s organismos tendem a evitar
solos contaminados, tendo em vista que existe uma relacdo direta entre a biodisponibilidade
de contaminantes no solo e sua qualidade como habitat para estes organismos (ISO, 2011,
NATAL-DA-LUZ et al., 2008).

O teste de reproducao tem o objetivo de avaliar os efeitos de diferentes doses de uma
substancia, composto ou ainda, de amostras ambientais de solo contaminadas, sobre a
quantidade de juvenis gerados a partir da exposicdo de 10 individuos adultos ao final do
periodo de exposicdo (28 dias). Neste ensaio 0s organismos ficam expostos aos contaminantes
por via dérmica e alimentar (ISO, 1999).

Os dois ensaios acima relatados tém sido amplamente utilizados para avaliagcdo da
qualidade de solo, seja pela adicdo de diferentes contaminantes ao solo (CHELINHO et al.,
2012; de SANTO et al., 2018, 2019; ALVES et al., 2015) ou ainda na investigacdo de
amostras ambientais de solo contaminado (NIEMEYER et al. 2010, 2015).



Objetivos 18

3 OBJETIVOS
Este estudo teve como objetivo geral avaliar a toxicidade de vinhaga da cana-de-agucar
apos fitorremediacdo por aguapé, obtida por um sistema hibrido de tratamento (MARCATO
et al., 2019) utilizando diferentes biomarcadores e bioindicadores.
Os objetivos especificos consistiram em:

e Auvaliar o potencial fitotoxico do residuo por meio de testes de germinacéo e crescimento
de raiz em Allium cepa.

e Auvaliar o potencial citotdxico e genotdxico por meio das analises da frequéncia dos indices
mitéticos, de aberragcBes cromossdmicas, anormalidades nucleares e de micronucleos em
celulas meristematicas de A. cepa.

e Analisar o potencial toxico do residuo em um representante da fauna edafica por meio da
histopatologia do intestino médio do diplépodo Rhinocricus padbergi.

e Avaliar a ecotoxicidade da vinhaca tratada através dos testes de comportamento de fuga e

de reproducao padronizados pela 1ISO utilizando a espécie Folsomia candida (Collembola).
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4 MATERIAL E METODOS

A amostra de vinhaca utilizada neste estudo foi obtida por meio de um sistema hibrido
de tratamento, desenvolvido pela Profa. Dra. Ana Claudia de Castro Marcato (MARCATO et
al., 2019). O sistema desenvolvido consistiu em trés etapas: 1°) um periodo de estabilizacdo
da vinhaca; 2°) procedimento de filtracdo e 3°) a fitorremediacdo da vinhaga com Eichhornia
crassipes (aguapé). O ensaio do sistema de tratamento hibrido foi conduzido em triplicata.
Desta forma a amostra de vinhaca avaliada no presente estudo foi uma amostra composta
formada por partes iguais de trés amostras de vinhaca fitorremediada por 15 dias proveniente
do sistema hibrido.

Ap0s coletadas, as amostras de vinhaca fitorremediada por 15 dias foram armazenadas
em camara fria, até a montagem dos bioensaios.

A caracterizacdo fisico-quimica da vinhaca foram realizadas pelo laboratério ASL
Andlise Ambiental (Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil).

A caracterizacdo de amostras de vinhaca foi baseada no conteudo de oligoelementos
(Al, Sh, As, Ba, B, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Hg, Mo, Ni, Ag, Se, V, Zn), no potencial
agrondmico (carbono organico, condutividade elétrica, nitrito, nitrogénio, nitrogénio Kjeldahl,
nitrogénio amoniacal, sédio total, potassio total, célcio total, magnésio total éxido de potéssio,
solidos suspensos totais) e DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) e DBO (Demanda
Bioldgica de Oxigénio).

4.1  Fitotoxicidade em A. cepa

Para a realizagdo deste estudo foram utilizadas sementes da variedade baia periforme
de A. cepa da marca Isla®, de mesmo lote, dentro do prazo de validade e livre de agrotoxicos.

O bioensaio foi realizado em placas de Petri previamente lavadas com detergente,
agua de torneira, acetona, agua de torneira, solucdo de acido nitrico 10% e finalmente
enxaguadas em agua de torneira e agua destilada; conforme recomendacdo da norma ABNT
NBR 15537 (2014).

Como substratos foram utilizados papéis de filtro; 30 sementes foram submetidas a
germinacdo em estufa BOD, com temperatura controlada de 22°Cx1, com fotoperiodo
12h:12h (luz:escuro) as quais foram germinadas diretamente em 5 mL de seis diluigdes de
vinhaca de cana-de-agUcar fitorremediada por 15 dias (2,5, 5, 10, 20, 40 e 80%).

A substancia utilizada para o controle positivo (CP) foi sulfato de zinco heptahidratado
(0,3 M). O controle negativo (CN) foi realizado com agua destilada. O ensaio foi realizado em

cinco réplicas distribuidas aleatoriamente em estufa BOD, com exposigéo de 120 horas.



Material e Métodos 20

A quantidade de sementes germinadas apos 24, 32, 40, 48, 56, 64, 72, 80, 88 e 96 h de
exposic¢do foi contabilizada. Para o célculo do indice de velocidade de germinacéo foi adotado
a formula:

[(N1x 1) + (N2-N1) x ¥%2 + (N3-N2) x 1/3 + (Ny- (Ny-1) x 1/Ny)],

Onde Ny é o nimero de sementes germinadas no periodo (PALMIERI et al., 2014;
GARCIA et al., 2019).

Transcorridas as 120 h foram mensurados os comprimentos das raizes utilizando
paquimetro digital; o total de sementes germinadas ao final do periodo de exposi¢do também
foi contabilizado.

A partir do nimero de total de sementes germinadas ao final do bioensaio calculou-se
a porcentagem de germinacdo, utilizando-se da expressdo matematica: % sementes
germinadas = [numero de sementes germinadas/ total de sementes distribuidas] x 100.

E importante destacar aqui que o pardmetro de germinagio adotado no presente
estudo, tanto para avaliagdo da velocidade de germinagdo, como do total de sementes
germinadas ao final do bioensaio, foi a protusdo de raiz, ou seja, 0 conceito
bioquimico/fisioldgico de germinacéo.

Os testes Shapiro-Wilk e Levene foram empregados para avaliar a normalidade e a
homogeneidade dos dados, respectivamente. Apos a verificacdo de que os dados atendiam os
pressupostos de normalidade e de homogeneidade de variancias realizou-se o teste
paramétrico ANOVA (Analysis of Variance) um critério, seguido dos pds-teste de Dunnett

para comparacao dos grupos tratados com o controle negativo (p<0,05).

4.2  Citogenotoxicidade em A. cepa

O bioensaio foi realizado em placas de Petri, previamente higienizadas, contendo 70
sementes submetidas a germinacdo em estufa BOD em placas de Petri com papel de filtro,
com temperatura controlada de 22°C, as quais foram germinadas diretamente na amostra de
vinhaca fitorremediada por 15 dias e sua diluicdo em agua (50%). Para o controle positivo foi
utilizado o agente alquilante metil metano sulfonato, de acio clastogénica (7,7 x 10 pL mL-
1, o controle negativo foi realizado com &gua destilada. O ensaio foi realizado em triplicata. A
exposicdo foi realizada por 5 dias, tempo de exposicdo que possibilitou que as raizes
atingissem tamanho suficiente para favorecer as posteriores analises citogenéticas (1,5-2cm).
As sementes que ndo germinaram foram quantificadas. As raizes foram fixadas em Carnoy

3:1 (3 partes alcool etilico PA:1 parte de acido acético glacial PA) por 6 h, sendo, apés este
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periodo, transferidas para um novo Carnoy, onde ficaram conservadas em geladeira até sua
utilizagéo.

Para realizar as analises citogenéticas, as raizes foram submetidas a reacédo de Feulgen
(MELLO; VIDAL, 1978) com uma hidrolise acida em HCI 1N a 60°C, durante 10 minutos,
seguida de uma lavagem em agua destilada. Logo apds, foram colocadas em reativo de Schiff,
por duas horas. Na confeccdo das laminas foi utilizado carmim acético 2% para facilitar o
espalhamento das células e para contracorar o citoplasma. Todas as laminas foram obtidas,
submetendo os meristemas radiculares a um esmagamento suave entre lamina e laminula. As
laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas foram montadas em Entellan®,
para serem posteriormente observadas.

Foram analisadas 300 células meristematicas de A. cepa por lamina. Quinze laminas
foram observadas por réplica e cada tratamento e controles negativo e positivo, cerca de 4.500
células para cada réplica. Apés a analise das trés réplicas, aproximadamente, 13.500 células
por tratamento foram analisadas para se determinar e comparar as frequéncias de células em
intérfase, em processo de divisdo celular e com as frequéncias de possiveis alteracdes que
podem ser encontradas, tais como, anormalidades nucleares, aberracdes cromossémicas e
micronucleos, de acordo com os seguintes parametros e calculos (SOUZA et al., 2017)
descritos abaixo.

A citotoxicidade foi avaliada pelo indice mitotico (IM) pela seguinte férmula:
IM = Numero de células em divisdo / Total de células observadas X 100

A genotoxicidade foi avaliada pela obtencdo do indice de genotoxicidade (IGen) de
células portadoras de aberracfes cromossdmicas (AC) e anormalidades nucleares (AN),
seguindo a formula:

IGen = Numero de células com AC e AN / Total de células observadas X 100

A ocorréncia de células portadoras de microntcleos (MN) foi registrada para avaliar
genotoxicidade e instabilidade cromossémica; estes eventos se ndo forem reparados pelas
células podem gerar futuras mutagoes, a frequéncia de MN (FMN) foi calculada por meio da
seguinte férmula:

FMN = Numero total de células com MN /Total de células observadas X 100

Os testes Shapiro-Wilk e Levene foram empregados para avaliar a normalidade e a
homogeneidade dos dados, respectivamente. Os dados ndo atenderam a estes pressupostos
para realizacdo de um teste paramétrico, entdo aplicou-se a transformacéo matematica usando
raiz quadrada (x+1), no entanto, mesmo apoés a transformacdo dos dados, estes continuaram

ndo atendendo os pressupostos para realizacdo de um teste parametrico. Assim, no presente
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estudo para as andlises de citogenotoxicidade foi empregado o teste ndo paramétrico de
andlise de variancia de Kruskal-Wallis com p6s-teste de Duun (p< 0,05).

4.3  Bioensaio com Rhinocricus padbergi

O solo utilizado como solo controle e para aplicagdo da amostra de vinhaga
fitorremediada foi coletado no Campus da UNESP (Universidade Estadual Paulista) na cidade
de Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil. A coleta foi realizada a uma profundidade de cerca de 0-20
cm, peneirado (4 mm), seco ao ar e posteriormente caracterizado.

A caracterizagdo da amostra de solo natural foi realizada pelo Laboratorio de Analises
Ambientais S8o Lucas, Eurofins-ASL. Os parametros avaliados foram: matéria orgénica,
carbono orgéanico total, pH, concentracdo de potassio, capacidade de troca catidnica,
condutividade elétrica e granulometria.

Apos a coleta das amostras de vinhaca fitorremediada por 15 dias foi realizada a
caracterizacdo dos pardmetros fisico-quimicos relevantes da vinhaca para aplicacdo no solo
como fertilizante e de metais pelo Laboratorio de Analises Ambientais Sdo Lucas, Eurofins-
ASL. O detalhamento destes dados encontra-se em Marcato et al. (2019). No presente
trabalho estes dados estdo disponiveis na tabela 1, na se¢do resultados e discussao.

Espécimes adultos de R. padbergi com cerca de 6 cm de comprimento foram utilizados
no presente estudo. Estes espécimes foram coletados no campus da UNESP, Rio Claro e
previamente mantidos por 30 dias em terrarios com solo proveniente do local de origem
desses animais; como alimento foram disponibilizadas raizes em decomposicdo. Os animais
foram mantidos em sala com temperatura controlada de 22°C + 2, com fotoperiodo 12h:12h
(luz:escuro).

Apbs as analises fisico-quimicas do solo e da vinhaca fitorremediada por 15 dias foram
feitos célculos da quantidade maxima permitida de aplicacdo de vinhacga no solo prevista na
Norma P4.231 da CETESB Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB, 2015).

A dosagem maxima de vinhaca a ser aplicada é determinada pela equacéo:

m?3 de vinhaca/ha = [(0,05 x CTC — ks) x 3744 + 185] / kvi

Sendo: 0,05 = 5% da CTC do solo. CTC = Capacidade de Troca Catibnica, expressa
em cmolc/dm3; Ks = concentragdo de potassio no solo, expresso em cmolc/dm?, a
profundidade de 0 a 0,80 metros; 3744 = constante para transformar os resultados da analise
de fertilidade, expressos em cmolc/dm3 ou meqg/100cm? , para kg de potassio em um volume

de 1 (um) hectare por 0,80 metros de profundidade; 185 = massa, em kg, de K20 extraido pela
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cultura por hectare, por corte; kvi = concentragdo de potassio na vinhacga, expressa em kg de
K20 /m3.
Valor médio de potassio das trés amostras de vinhaca fitorremediadas por 15 dias

provenientes do sistema hibrido foi de 1.069 mg. Sabendo que podemos assumir a conversao

abaixo:
1mgdeK 1,205 mg de K20
1.069 mg de K x de K20

X=1.288,145 mg/L de K0 ou 1,288145 kg/m®de K20 = Kuvi.
CTC= 5,34 cmolc/dm?;

Ks= 0,14 cmolc/dm?;

3744 é uma constante;

e 185 é massa em kg de K>O.

Resolvendo:

m3 vinhaga/ha = [(0,05 x 5,34 — 0,14) x 3744 + 185] / 1,288145
m3vinhaca/ha = [(0,267— 0,14) x 3744 + 185] / 1,288145
m?3vinhaca/ha = [0,127 x 3744 + 185] / 1,288145
m?3vinhaca/ha = [475,488 + 185] / 1,288145

m3 vinhaga/ha = 660,488/ 1,288145

m3 vinhaga/ha = 512,7435188

Conversoes:

1 m*= 1000 dm?3, portanto, 512,7435188 m?vinhaga/ha é igual a 512.743 dm?® vinhaga/ha.
512.743 1 ha 8 x 108 dm?®

X dm?3

8 x 10°%. X =512.743

X =512.743 /8 x 10°

X =64.092,5 x 10% dm® = 0,060925 L.

Considerando novamente a area, 0 volume e a densidade dos terrarios, temos:
1dm?® 0,0640925 L

5,0625 dm?® X

X=0,06409 x 5,0625

X=0,32446 L ou 324,46 mL.
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Este volume de 324,46 mL de vinhaga seria para uma coluna de solo de 10 cm, mas no

presente estudo tinhamos uma coluna de solo de 6,5 cm, convertendo:

324,46 10cm
X 6,5 cm
10 X=2.108,99

X=2.108,99/10

X= 210,89 mL em uma coluna de 6,5 cm de solo.

O ensaio foi montado em trés réplicas com os seguintes tratamentos: controle (solo
controle + 20 diplopodos); 100% da dosagem maxima de vinhaca segunda a Norma P4.231
(solo controle + 210,90 mL de vinhaca fitorremediada por 15 dias + 20 diplépodos) e 50% da
dosagem maxima (solo controle + 105,45 mL de vinhaga fitorremediada por 15 dias + 20

diplépodos).

4.3.1 Histologia para avaliacdo da toxicidade em diplépodos

Apb6s o0 periodo de exposicdo (42 dias), trés individuos de cada terrario foram
anestesiados com éter e dissecados para a retirada do intestino médio. Os cortes do intestino
médio foram fixados em solucdo Bouin aquoso e paraformaldeido 4% por 48 h. Apds a
fixacdo, o material foi colocado em solucdo tampéo fosfato de sddio (PBS pH=7,4) durante 24
h e mantido em geladeira. O material foi desidratado em solucdes de etanol 70, 80, 90 e 95%,
durante 20 minutos cada banho. Posteriormente, o material foi processado seguindo rotina
histologica para inclusdo em resina. Os blocos foram seccionados com o auxilio de
micrétomo Leica RM 2245; as sec¢Ges foram hidratadas e recolhidas em laminas. Apds
secagem, as laminas foram coradas com hematoxilina de Harris por 10 minutos e lavadas em
agua corrente por 5 minutos para a rea¢ao; em seguida foram coradas com eosina aquosa por
5 minutos e lavadas em agua. Apos secagem, as laminas foram montadas em Entellan®, para
posterior analise.

A histologia do intestino médio foi qualitativamente descrita e as alteragOes
histopatoldgicas foram analisadas semi quantitativamente para cada animal. Seguindo o
protocolo estabelecido por Christofoletti et al. (2016), os danos celulares no intestino médio
de cada um dos diplépodos avaliados foram classificados de acordo com o fator de

importancia histopatoldgica (w) como: minima (1), moderada (2) e acentuada (3). Foram
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atribuidos escores (a) de 0 a 6 para classificar a extensdo de cada alteracdo histopatoldgica,
estabelecendo como (0) sem alteragéo, (2) pouca alteracdo, (4) alteracdo moderada e (6)
alteracdo grave; valores intermediarios a esses também podem ser atribuidos. Logo, para cada
individuo foi possivel o céalculo de dano das diferentes alteracdes seguindo a formula abaixo:

| (individuo) = a (score recebido) x w (fator de importancia)

Os testes Shapiro-Wilk e Levene foram empregados para avaliar a normalidade e a
homogeneidade dos dados, respectivamente. Apos a verificacdo de que os dados atendiam os
pressupostos de normalidade e de homogeneidade de variancias realizou-se o teste
paramétrico ANOVA (Analysis of Variance) um critério, seguido dos pds teste de Dunnett

para comparacao dos grupos tratados com o controle negativo (p<0,05).

4.4  Bioensaio com F. candida para anélise de ecotoxicidade

Os testes de comportamento de fuga e reproducdo com colémbolos foram realizados
no Laboratorio de Ecologia e Ecotoxicologia de Solo do Departamento de Ciéncias da Vida
da Universidade de Coimbra (Portugal).

Espécimes do colémbolo F. candida com 10 a 12 dias de vida, foram mantidos em
laboratério a 20 + 2°C, com fotoperiodo 12 horas claro/12 horas escuro.

Somente na realizagéo destes bioensaios foi utilizada uma amostra de vinhaga de cana-
de-acucar bruta, ou seja, sem nenhum tipo de tratamento; a amostra foi coletada na usina e
armazenada a 4°C até a montagem dos bioensaios. A caracterizacao fisico-quimica da amostra
de vinhaca de cana-de-agUcar bruta encontra-se na tabela 1, na se¢do resultados e discussao.

O solo utilizado nos testes de fuga e reproducéo foi o solo artificial tropical 10%
(SAT), preparado em laboratério de acordo com protocolo proposto para tais testes. A mistura
foi composta de 10% de fibra de coco, 20% de caulino em po6 e 70% de areia fina (OECD,
1984) Apos o preparo da quantidade total de solo necessaria para os dois ensaios mediu-se 0
valor do pH do solo utilizando solugdo de KCI 1M na seguinte propor¢éo: peso da amostra de
solo/volume de solucdo KCI 1 M (1:5). Apds a obtencdo do valor de pH do SAT, fez-se
necessaria a construgdo de uma curva de valores de pH do SAT com adicdo de diferentes
porcentagens de carbonato de calcio (CaCO3) para corrigir o pH e encontrar dessa forma a
quantidade necessaria de CaCOs para deixar o valor do pH do SAT em 6x0,5, valor
recomendado pela 1SO. Neste caso foi utilizada uma porcentagem de 0,05% de CaCO3 para

correcdo do pH do SAT até o valor recomendado.
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A avaliagdo da capacidade méxima de retencdo de agua do solo, water holding
capacity (WHC) do solo foi obtida de acordo o (ISO 11268-2:1998), onde o tubo e o papel
filtro recomendados nessa norma foram substituidos por cadinhos com pedra porosa de
porosidade 1 (100-160 pm).

O SAT do presente estudo apresentou um valor de WHC de 70,8% e de acordo com a
ISO nos testes com espécies padronizadas de invertebrados de solo deve-se utilizar um valor
de 40-60% da WHC do solo. Neste estudo a porcentagem empregada no teste de
comportamento de fuga e reproducéo foi a de 60% da WHC que representa 42,48% ou 42,489
de 4gua a cada 100g de solo.

As diluigdes de vinhaca bruta e fitorremediada para cada uma das sete doses testadas
(1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 60%) foram obtidas a partir da combinacao de diferentes
proporcOes de agua (%) e amostras de vinhaca (%) de modo a atingir os 60% da WHC.

O teste de fuga com F. candida foi realizado de acordo com 0s procedimentos
descritos no 1SO 17512-2 (ISO, 2011). No teste com colémbolos foram empregados potes
plasticos opacos para evitar a incidéncia de luz direta (9 cm de didmetro e 6 cm de altura),
com 30g de solo tratado em um compartimento e do outro lado foi adicionada a mesma
quantidade de solo controle. As divisorias plasticas foram removidas ap6s a adigdo das
amostras de solo em cada compartimento, e entdo 20 colémbolos com idade entre 10-12 dias
(originados de culturas sincronizadas), foram colocados na linha central entre os dois
compartimentos. Os animais ndo foram alimentados durante o ensaio. Apos 48h, o contelido
de cada compartimento foi cuidadosamente transferido para outro recipiente e submerso em
agua. Gotas de corante azul foram adicionadas a mistura de solo e &gua para aumentar o
contraste entre os colémbolos flutuantes e superficie do meio. Posteriormente, os colémbolos
flutuantes (adultos sobreviventes) foram contabilizados. O ensaio foi realizado em cinco
réplicas

O teste de reproducdo com F. candida seguiu os procedimentos descritos pelo
1ISO11267 (1SO, 1999). Recipientes cilindricos de vidro foram preenchidos com 30g de solo
tratado com as diferentes diluicdes das amostras de vinhagca ou com solo controle. Dez
colémbolos com idade entre 10-12 dias (originados de culturas sincronizadas), foram
colocados em cada unidade experimental, logo, os recipientes foram fechados totalmente.
Cinco réplicas foram feitas para cada tratamento. Apds 14 dias do inicio do teste, a cada
réplica foi adicionado aproximadamente 2 mg fermento bioldgico seco, como alimento. Os
recipientes foram abertos semanalmente, para permitir a troca de gases. Ao final de 28 dias,

cada réplica de solo foi submersa em agua, para favorecer a flutuacdo dos individuos. Gotas
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de corante azul foram adicionadas a mistura de solo com &gua para aumentar o contraste e
facilitar a contagem dos adultos e juvenis (flutuantes). As réplicas foram entdo fotografadas
como descrito por Alves et al. (2014). Os individuos foram contabilizados por meio das
imagens digitais usando o software Image J.

Os testes Shapiro-Wilk e Levene foram empregados para avaliar a normalidade e a
homogeneidade dos dados do teste de reproducéo, respectivamente. Apos a verificacdo de que
os dados atendiam os pressupostos de normalidade e de homogeneidade de variancias
realizou-se o teste paramétrico ANOVA (Analysis of Variance) um critério, seguido dos pds-

teste de Dunnett para comparacao dos grupos tratados com o controle negativo (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Analises fisico-quimicas

Os resultados da caraterizagdo fisico-quimica da vinhaca fitorremediada por 15 dias
demonstraram que o sistema de tratamento proposto foi capaz de reduzir componentes
reconhecidamente toxicos, tais como altos valores de DBO e DQO, s6lidos suspensos totais e
de macro e micronutrientes (Tabela 1), conforme demonstrado pelos por Marcato et al.
(2019); no estudo citado também é possivel encontrar maiores detalhes das propriedades
fisico-quimicas da amostra original de vinhaca e de suas variacGes ao longo das diferentes
etapas que constituiram o sistema hibrido de tratamento, assim como uma discussao mais
detalhada.

Para o0 ensaio da avaliacdo de ecotoxicidade com colémbolos foi adicionada uma
amostra de vinhaca bruta além da amostra de vinhaca fitorremediada; o objetivo da adicdo da
amostra de vinhaca bruta foi ter uma vinhaga controle com as caracteristicas fisico-quimicas
tipicas normalmente encontradas nesse residuo (Tabela 1), para entdo, ao final do ensaio, ser
possivel fazer uma comparacdo entre a amostra fitorremediada e uma amostra bruta utilizada

como controle.
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Tabela 1- Caracterizacdo dos parametros fisico-quimicos relevantes da vinhaga para
aplicacdes no solo como fertilizante e de metais.

Parametros

Vinhaga Fitorremediada 15 dias!

Vinhaga Bruta?

Fosforo total (mg/L)

Nitrato (mg/L)

Nitrito (mg/L)

Nitrogénio Amoniacal (mg/L)
Nitrogénio Total (mg/L)

pH

Sélidos totais suspensos (mg/L)
Célcio (mg/L)

Potéssio (mg/L)

Sodio (mg/L)

Sulfato (mg/L)

DBO

DQO

Condutividade eletrolitica (uS/cm)
Dureza calculada (mg CaCOaz/L)
Arsénio (mg/L)

Bario (mg/L)

Cadmio (mg/L)

Cobre (mg/L)

Cromo (mg/L)

Mercurio (mg/L)

Molibdénio (mg/L)

Niquel (mg/L)

Chumbo (mg/L)

Selénio (mg/L)

Zinco (mg/L)

13,94+1,23
3,19+1,69
0,16+0,07
0,47+0,41
21,87+3,49
7,9940,28
218,67+89,63
226+20,42
1.069+79,57
41,7712
<10,00
675+138,87
3.077,67+248,57
3.828,33+41,10
1.217,57+111
0,05+0,06
0,19+0,04
<0,001
0,01+0,01
0,01+0
<0,0002
<0,005
0,022+0,02
<0,005
<0,005
0,05+0,06

5,39
233
4,32
2.600
576
1727
<1,0
1903
11.635
28.220
10.970
1.381
<0,005
0,169
<0,001
0,088
0,016
<0,0002
0,01
0,016
<0,005
<0,005
0,225

1 Média = desvio padrdo da caracterizagdo dos parametros fisico-quimicos relevantes da vinhaca
para aplicacdes no solo como fertilizante e de metais, adaptado de Marcato et al. (2019);
2 Amostra de vinhaga bruta utilizada apenas nos ensaios de ecotoxicidade com colémbolos;

- Dados ndo quantificados.
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5.2  Fitotoxicidade em Allium cepa

As diluicdes de 2,5% e 10% de vinhaga de cana-de-acUcar fitorremediada por 15 dias
aumentaram a taxa de germinacdo e a velocidade de germinacdo, sendo os valores
estatisticamente significativos em comparacdo ao controle negativo. Ja o controle positivo
conforme esperado teve efeito contrario. As duas maiores dilui¢bes, 40% e 80%, diminuiram
o0 crescimento de raiz de modo estatisticamente significativo, conforme apresentado na tabela
2.

A germinacdo de sementes € um processo fisioldgico e bioquimico que pode ser
afetado por diversos fatores ambientais (BHARAGAVA; CHANDRA, 2010). A germinacéo é
considerada um parametro para avaliacdo de efeito letal, tendo em vista que a inibicdo ou
diminuicdo da germinacdo dos grupos tratados ao final do ensaio em comparacdo com o
controle deve-se ao fato da morte do embrido (SOBREIRO; RONCO, 2004).

No presente trabalho, observou-se que as dilui¢des da vinhaca fitorremediada testadas
ndo inibiram ou diminuiram a germinacdo de modo significativo, resultado diferente dos ja
descritos na literatura para amostras de vinhaca bruta e diluidas em agua (v/v). Garcia et al.
(2017) avaliaram a toxicidade e genotoxicidade de diluicdes de vinhaca de cana-de-acUcar e
de laranja bruta em A. cepa. Os resultados de germinacdo demonstraram que as dilui¢des
maiores que 5% foram toxicas, por inibirem totalmente a germinacdo. Ramana et al. (2002)
avaliaram a germinacdo de sementes de diferentes espécies expostas a de vinhaca diluida em
agua destilada (0%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 50%, 75% e 100%) e observaram que as
diluicdes acima de 50% inibiram a germinacao das espécies.

De acordo com Chowdhary; Raj; Bharagava (2018) a inibicdo da germinacdo pode
estar relacionada a alta taxa de sais e sélidos suspensos totais presentes na vinhacga bruta. No
presente estudo conforme pode ser observado na tabela de caracterizacdo fisico-quimica,
pode-se observar valores de sulfato (<10,00 mg/L) e de sélidos suspensos totais
(218,67+89,63) (TABELA 1), menores do que os valores geralmente encontrados para estes
parametros em amostras de vinhaca bruta (CHOWDHARY; RAJ; BHARAGAVA, 2018;
FUESS; GARCIA, 2014; REIS; RU, 2017).

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) € um outro parametro para avaliagdo de
fitotoxicidade de diferentes substancias (GARCIA et al., 2019; LUTTERBECK et al., 2015;
PALMIERI et al., 2014). No presente estudo pode-se observar que ndo houve inibicdo da
velocidade de germinagdo em relacdo ao controle negativo; pelo contrario, duas das menores
diluicbes aumentaram a velocidade de germinacdo sendo este dado estatisticamente

significativo. Infere-se entdo que os resultados aqui encontrados para a velocidade de
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germinagdo devem também estar relacionados a diminui¢do de parametros reconhecidamente
toxicos para sementes presentes em amostras brutas de vinhaga e que aparecem reduzidos na
amostra de vinhaca fitorremediada.

O estimulo da taxa e da velocidade de germinagdo no presente estudo pode também
estar relacionado a presenca de matéria orgénica na amostra, que embora também esteja
presente em amostras brutas podem ter seu efeito de estimulo reduzido com a interagdo entres
os diferentes componentes, uma vez que a vinhaca € uma amostra complexa.

O crescimento de raiz é capaz de evidenciar efeito subletal de diferentes efluentes e
residuos industriais (AGUIAR; ANDRADE-VIEIRA; DAVID, 2016; CHARLES et al. 2011,
YOUNG et al., 2012). No presente estudo houve uma reducdo no crescimento de raiz nas
maiores diluicdes. Garcia et al. (2019) também observaram inibicdo significativa do
crescimento de raiz de cebola nas maiores dilui¢bes testadas (40%, 80% e 100% v/v) de

vinhaca de laranja aplicada em solo.

Tabela 2- Média e desvio padrdo da taxa de germinacdo, do indice de velocidade de
germinacdo de sementes e do crescimento de raiz de cebola apds a exposicdo a diferentes
diluicdes de vinhaca de cana-de-acuUcar fitorremediada por 15 dias.

Tratamentos Parametros

Germinacao (%) IVG Crescimento de raiz
CN (agua destilada) 58+7,67 2,51+0,75 16,90+0,81
CP (ZnS0O47H20) 12,66+3,65* 0,14+0,09 -
2,5% 75,33+13,03* 4,31+1,11* 19+1,32
5% 73,3318,81 3,41+0,37 17,40+1,80
10% 77,33+7,22* 3,86+0,20* 17,60+1,43
20% 66+15,70 3,37+0,60 17,1+1,05
40% 70,66+9,83 3,32+0,51 14+0,54*
80% 70,66+7,22 3,33+0,40 13,542,77*

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; 2,5, 5, 10, 20, 40 e 80%: dilui¢bes das vinhagas; IVG:
indice de velocidade de germinacéo. - sem dados mensuréveis.

*Estatisticamente maior em comparacdo ao controle negativo; ** Estatisticamente menor em
comparagéo ao controle negativo ANOVA/Dunnett (p<0,05).

5.3  Citogenotoxicidade em A. cepa
Apenas a diluicdo de 50% de vinhaca fitorremediada foi capaz de reduzir o indice

mitético de maneira estatisticamente significativa. No entanto, tanto a amostra de vinhaca
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fitorremediada sem diluicdo (100%) como a sua diluicdo de 50% induziram genotoxicidade e
aumento na frequéncia de micronucleos estatisticamente significativo (Tabela 3).

O indice mitético (IM) é um parametro que tem sido amplamente utilizado para
avaliar a citotoxicidade de diferentes substancias (de SOUZA et al., 2016, SILVEIRA et al.,
2017); por definicdo o IM representa o nimero de células que estdo em processo de divisdo
celular e interfere diretamente no crescimento de determinado 6rgdo ap6s o término de
sucessivas divisdes celulares (ARAGAO et al., 2015; HARASHIMA; SCHNITTGER, 2010).
Dessa forma, a diminuicdo do IM pela diluicdo de vinhaca fitorremediada (50%) no presente
estudo esté relacionado com a diminuigdo do crescimento de raiz por dilui¢des relativamente
proximas (40 e 80%) observado no teste para avaliagdo da fitotoxicidade conforme ja
apresentados neste estudo (Tabela 2).

A genotoxicidade induzida pela vinhaca fitorremediada em 50% e sem diluicéo
(100%) no presente estudo parece estar relacionada a efeitos aneugénicos, ou seja, o residuo
pode alterar de alguma forma as fibras do fuso mitético, pois, metafases com aderéncia
cromossémica foi a aberracdo cromossémica mais encontrada nas células de raizes expostas
nas duas doses testadas; a alteracdo nuclear observada em maior niumero foi broto; a inducéo
de micronucleos (MN) também ficou bastante evidente.

As metéfases com aderéncias cromossdmicas sdo caracterizadas pelo alto nivel de
condensacdo do DNA devido a acdo de agentes toxicos na estrutura do DNA ou nas proteinas
a ele associadas (EL-GHAMERY et al., 2003). Este tipo de aberracdo cromossdémica é um
indicativo de acdo toxica no DNA e, provavelmente, pode resultar em futuras quebras no
material genético (AGUIAR; ANDRADE-VIEIRA; DAVID, 2016; FERNANDES;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009).

Tendo em vista que foi observada a inducdo de micronucleos infere-se que estes
podem ter sido também induzidos por acdo aneugénica, pois de acordo com Fernandes;
Mazzeo e Marin-Morales (2007, 2009) e Kirsch-Volders et al. (2011), dois dos trés
mecanismos de formagédo dos micronucleos tém relacdo com disfuncdo nas fibras do fuso, o0s
MN formados a partir da perda de um cromossomo inteiro (aneuploidia) ou ainda resultantes
da eliminagdo do excesso de material genético causado por poliploidizacdo. E os brotos
observados no presente estudo podem ser os precursores dos MNs conforme inferido por
Fernandes; Mazzeo; Marin-Morales (2007).

Outros estudos j& avaliaram os efeitos da vinhaga de cana-de-agucar no DNA de A.
cepa (GARCIA et al., 2017; PEDRO-ESCHER et al., 2016) e Tradescantia pallida (PEDRO-
ESCHER; MAZIVIERO; FONTANETTI, 2014). O efeito genotoxico causado pela vinhaga
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de cana-de-agUcar também foi observado nos estudos citados, confirmados pela presenca de
diferentes aberragBes cromossdmicas, brotos e microndcleos. Embora a vinhaga seja uma
mistura complexa, 0s autores relacionaram o0s efeitos genotoxicos encontrados,

principalmente a presenca de metais nas amostras.

Tabela 3- Média e desvio padrdo das porcentagens de germinagdo, do indice mitético (1IM),
do indice de genotoxicidade (IGen) e da frequéncia de micronucleos (FMN) de sementes e
células meristematicas de raiz de cebola ap6s a exposicdo a amostras de vinhaca de cana-de-
acucar fitorremediada por 15 dias.

Tratamentos Paréametros

Germinacao IM IGen FMN
CN (agua destilada) 70+8,92 15,69+3,14 0,13+0,18 0,21+0,41
CP (MMS) 74,76x2,97 15,74+2,96 0,81+£0,59* 2,67+£1,12*
100% 78,09+7,86 15,19+4,15 0,86+0,43* 0,71+0,70*
50% 80,47+7,86 13,4942,90* 0,63+0,34* 0,38+0,46*

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo, MMS (metil metano sulfanato); 100% vinhaca
fitorremediada por 15 dias sem diluicéo e 50% diluida em &gua destilada 1:1 (v:v).

* Estatisticamente significativo em comparacdo ao controle negativo (p<0,05), por meio do teste de
Kruskal-Wallis/Dunn.

5.4  Toxicidade em diplépodos

Os animais do grupo controle apresentaram um padrao histoldgico tipico do intestino
médio (Fig 1A, B) conforme descrito para a espécie R. padbergi por Fantazzini; Fontanetti e
Camargo-Mathias (2002). O intestino médio é constituido por um epitélio pseudoestratificado
com o0s nucleos das células localizados na por¢do mediana. O epitélio é composto por células
absortivas, secretoras e regenerativas. As células absortivas compdem a maior parte do
epitélio e as regenerativas se localizam na regido basal. Observa-se um bordo em escova bem
definido voltado para o lumen; nesta regido a presenca de uma membrana peritrofica é
evidente. O epitélio se apoia em uma espessa membrana basal e em seguida, observa-se uma
camada muscular continua. Logo abaixo estdo presentes as células hepéticas, que possuem
formato irregular, nucleos esféricos, com presenca de granulos no citoplasma.

Em todos os grupos expostos foram observadas alteracdes histolégicas no intestino
médio dos animais. No epitélio foram observadas as seguintes alteracGes: aumento na taxa de
renovacdo epitelial (Figuras 1C), dilatacdo do espaco intercelular (Figura 1C) e
desorganizacdo epitelial (Figura 1 C, F). Nas células hepaticas foi observado: degradacdo da

célula (Figura 1C, F) e aumento na presenga de granulos citoplasmaticos (Figura 1E).
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A anélise estatistica demonstrou que o aumento na taxa de renovacgdo nos individuos
expostos a amostra de vinhaca fitorremediada diluida a 50% foi significativo; neste grupo
também foi estatisticamente significativo o aumento da presenca de granulos nas células
hepaticas. Os individuos expostos a amostra sem diluicdo (100%) apresentaram degradacao
das células hepaticas de maneira estatisticamente significativa (Tabela 4).

Os diplépodos sdo animais sapréfagos, cosmopolitas, que colonizam diferentes
camadas de solo, participando do processo de formacdo do mesmo, constantemente
revolvendo-o; durante este processo, ingerem boa parte do, passando este contetudo por seu
trato digestivo. Uma vez que esses animais mantém intimo contato com o solo e os residuos
ali presentes, a utilizacdo destes, juntamente com a andlise histopatoldgica de seu intestino
médio, local onde ocorre a digestdo desses animais, fornecem uma analise importante sobre 0s
impactos que a vinhaca, ou outros residuos e substancias, podem promover no solo ou nos
organismos ali presentes.

No presente estudo, foi observada a dilatacdo dos espacos intercelulares entre as
células epiteliais em diferentes organismos; embora esta alteracdo ndo tenha se mostrado
estatisticamente significativa, ela indica perda de adesdo celular, caso haja a formacao, bem
como a ampliagéo dos espacos intercelulares, isso pode refletir em efeitos iniciais de processo
de morte celular, uma vez que os complexos funcionais de ades&o foram rompidos permitindo
a formacdo destes espagos e consequente separacdo das células (STEINLY; BEREBAUM,
1985; REY et al., 1999). Este processo reflete em um processo de renovacdo celular, comum
nos epitélios de revestimento, como o observado aqui nos animais do grupo controle (Tabela
4).

A renovacao celular indica que ocorreu uma leséo tecidual, onde ocorre a substituigéo
de células com a finalidade de manter a integridade e funcionalidade do epitélio; este € um
processo ocorre fisiolégico normal, devido ao crescimento e divisdo de células regenerativas
(HOPKIN, READ, 1992). Porém, o aumento na taxa de renovacdo epitelial, como foi
observado no presente estudo nos animais expostos a vinhaca fitorremediada diluida a 50%
(Tabela 4), indica a inducdo de uma injaria ao epitélio, bem como uma tentativa de
eliminacdo de qualquer composto que esteja causando tal injuria; as células epiteliais expostas
a diferentes contaminantes estdo sujeitas a alteragdes que podem levar a morte, representando
uma alternativa do organismo do animal em compensar o dano sofrido apos a ingestao de solo
contaminado (SOUZA; FONTANETTI, 2011).

Este tipo de resposta foi observado também por outros autores em estudos utilizando

diplopodos expostos a diferentes substratos impactados como lodos de esgoto de diferentes
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origens (doméstico e industrial) (NOGAROL; FONTANETTI, 2010; GODOY;
FONTANETTI, 2010; BOZZATTO; FONTANETTI, 2012; CHRISTOFOLETTI et al., 2016)
e solo com adic¢éo do herbicida trifluralina (MERLINI et al., 2012).

As células hepaticas atuam ativamente na desintoxicacdo do organismo quando este é
prejudicado por toxicantes (KOHLER, 2002). Na tentativa de manter a homeostase € 0
equilibrio i6nico do organismo, estas células absorvem metais e demais substéncias. A
degradacdo destas células observada no presente estudo sinaliza a reacdo destas frente a
exposicdo a vinhaca. Associada a esse fato estd também o aumento dos granulos
citoplasmaticos observado nestas células no grupo exposto a vinhaca fitorremediada diluida a
50%; provavelmente, estas células desempenharam sua fungdo até que a concentracdo da
vinhaca excedesse o limite de desintoxicacdo das células hepaticas, levando-as a faléncia nos
animais do grupo exposto a vinhaca sem diluicéo.

ObservagOes semelhantes foram feitas por Godoy e Fontanetti (2010), Nogarol e
Fontanetti (2010) e Perez e Fontanetti (2011) em diplépodos expostos a lodo de esgoto e por
Merlini et al. (2012) em animais expostos ao herbicida trifluralina. Outros estudos apontam a
reacdo das células hepaticas frente a agentes contaminantes, 0 que sugere uma resposta do
tecido, perante aos agentes estressores, mediando e defendendo as células (FONTANETTI et
al., 2006).

Diante do observado pode-se sugerir que a fitorremediagdo ndo foi totalmente
suficiente na eliminacdo dos compostos tdxicos da vinhaca quando utilizada em solo, uma vez
que foram observadas alteracfes importantes no intestino médio destes bioindicadores
terrestres, que comprometeriam o desempenho do 6rgdo responsavel pela digestdo destes
animais. Em contrapartida, Marcato (2019) observou uma sensivel melhora no potencial
toxico em exposicdo em meio aquatico, em estudos realizados em tilapias (Oreochromis

niloticus).
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Figura 1. Padrdo histologico do intestino médio do diplopodo Rhinocricus padbergi e alteracdes
histopatoldgicas observadas em individuos expostos a vinhaca fitorremediada. A-B. Grupo controle.
C-D. Animais expostos a vinhaca fitorremediada sem diluicdo. E-F. Animais expostos a vinhaga
fitorremediada diluida a 50%.

be: bordo em escova; cm: camada muscular; ch: célula hepética; e: epitélio; cabeca de seta preta:
renovacdo epitelial; cabeca de seta branca: desorganizacédo epitelial; *: dilatagdo do espaco intercelular
no epitélio; seta: granulos citoplasmaticos; destaque pontilhado: degradacéo de célula hepética.
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Tabela 4- Média e desvio padrdo de alteracBes histopatoldgicas observadas no intestino
médio do diplopoda (Rhinocricus padbergi) expostos a vinhaga fitorremediada por 42 dias.

) o Tratamentos
AlteracOes histopatologicas
GC 100% 50%

Renovagéo epitelial 1,87+0,64 3,14+1,34 3,66+1,5*
Desorganizacao epitelial 0,62+1,18 1,57+1,98 3+2,36
Dilatacéo do espaco intercelular epitélio 1,5+1,69 1,28+1,88 0
Acumulo de granulos células hepéticas 1,75+2,49 4,57+2,5 6,33+1,5*
Degeneracao células hepaticas 0 3,85+5,11* 0

GC: Grupo Controle; 100 e 50% doses de vinhaca fitorremediada testadas de acordo com a norma
P4.231 da CETESB;
*Estatisticamente significativo em comparacdo ao grupo controle negativo ANOVA/Dunnett (p<0,05).

55  Ecotoxicidade em colémbolos

Para o teste de comportamento de fuga os animais se distribuiram de maneira
uniforme no controle duplo, com valor de p=0,4393 para o teste exato de Fisher bilateral
(Two-tailed). Os organismos nao apresentaram comportamento de fuga nos solos misturados
com as amostras de vinhaca bruta e fitorremediada, pelo contrério, ficou evidenciada uma
preferéncia dos animais pelo solo oferecido, resultado evidenciado pela maioria dos valores
das médias do célculo da porcentagem de comportamento de fuga serem negativos, conforme
mostra a figura 2.

As dilui¢bes de vinhaca bruta 30 e 40% do WHC reduziram a reproducdo de modo
estatisticamente significativo e a maior diluicdo (60%) causou a mortalidade de todos os
adultos. Por outro lado, as diluicdes de 20 e 30% de vinhaca fitorremediada aumentaram o

namero de juvenis significativamente (Figura 3).
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Figura 2. Resposta do teste de comportamento de fuga (média + desvio padrdo) de colémbolos
(Folsomia candida) expostos a diferentes diluicGes de vinhaga bruta e fitorremediada.

800 % Vinhaca Bruta EVinhaca Fitorremediada
700

600

400
300
200

100

Juvenis (MédiatDesvio Padrao)

0

20% 30%

=100
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Figura 3. Reproducdo (barras: média (média + desvio padrdo) de colémbolos (Folsomia candida)
expostos a diferentes diluicGes de vinhaca bruta e fitorremediada. * NUmero de juvenis
significativamente maior que o controle; # numero de juvenis significativamente menor que o controle
ANOVA/Dunnett (p>0,05).

No presente estudo foi observado que no teste de comportamento de fuga houve
preferéncia dos animais pelo solo tratado com as amostras de vinhaca bruta e fitorremediada
(valores negativos, figura 2), provavelmente, isso se deve ao fato da grande presenca de
materia organica presente na vinhaca. Essa preferéncia pelo solo tratado com alta presenca de
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matéria organica foi discutido por Natal-da-Luz et al. (2008) em estudo da ecotoxicidade de
amostras de lodo de esgoto em F. candida; de acordo com o autores, a alta presenca de
matéria organica pode mascarar o efeito toxico do lodo de esgoto, pois a matéria organica é
responsavel por atrair 0s animais para o solo tratado; os autores comentam ainda que testes de
reproducdo empregando estas mesmas amostras poderiam evidenciar a toxicidade do lodo de
esgoto.

No presente trabalho, no teste de reproducdo a vinhaca bruta claramente diminuiu a
reproducdo dos animais e a maior dose testada (60% WHC do solo) causou mortalidade dos
adultos. Desta forma, os resultados do presente estudo do teste de reproducdo com colémbolos
corroboram com a inferéncia feita acima por Natal-da-Luz et al. (2008). Por outro lado, nos
grupos expostos as diluicBes da vinhaca fitorremediada houve um estimulo da reproducéo,
provavelmente induzido também pela presenca de matéria organica e pela minimizacao
realizada pelo processo de fitorremediacdo de outros pardmetros fisico-quimicos
reconhecidamente toxicos.

Em ensaios realizados com espécies padronizadas de invertebrados terrestres expostas
as amostras de vinhacas de diferentes origens, duas amostras provenientes de destilaria (VA e
VB) e uma produzida em laboratério (VC) aplicadas em trés tipos de solo diferentes, latossolo
vermelho (LV), latossolo vermelho-amarelo (LVVA) e solo artificial tropical (SAT) (ALVES et
al., 2015). Os resultados do teste de comportamento para 0s colémbolos demosntraram que
0s animais evitaram os latossolos (LV e LVA) na maior concentracdo testada das amostras de
vinhaca provenientes das destilarias (VA e VB), enquanto no SAT 0s animais evitaram
somente a VB em sua maior concentracdo. Para o teste de reproducdo, os autores observaram
diminuicdo da reproducgéo apenas no latossolo vermelho tratado com as amostras de vinhaga
VA e VB na maior concentracdo. Para o latossolo LVA e SAT somente a maior concentracdo
da vinhaca B apresentou efeito na diminuicéo da reproducdo.

Diante do exposto, pode-se inferir que a vinhaca fitorremediada é menos tdxica, pois a
amostra bruta testada no presente trabalho diminuiu a reproducdo em SAT e nos resultados
obtidos com a amostra bruta proveniente da destilaria B em SAT no estudo realizado por
Alves et al. (2015) o comportamento de fuga e a diminuicdo da reprodugdo foram observados

na maior concentracgdo testada.
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6

CONCLUSAO

Por meio do presente estudo pode-se concluir:

A vinhaca fitorremediada nédo apresentou efeito letal sob as sementes de A.cepa, pois
nenhuma das diluigdes testadas inibiram a germinagdo. No entanto, as maiores doses
testadas (40 e 80%) no ensaio de fitotoxicidade tiveram um efeito de toxicidade
subletal, uma vez que diminuiu o crescimento de raiz.

A vinhagca fitorremediada ndo reduziu os valores de indice mitético, indicando assim
que ndo foi citotdxica para as células meristematicas das raizes de A. cepa. Entretanto,
a vinhaca foi genotdxica, tendo em vista que induziu a formacdo de aberracGes
cromossomicas e alteracdes nucleares.

Nos diplépodos (Rhinocricus padbergi) a vinhaca fitorremediada foi toxica, pois induziu
alteraces histopatoldgicas no intestino médio desses animais.

Os colémbolos (F. candida) nao evitaram o solo tratado com as diferentes doses de
vinhaca fitorremediada e bruta. No teste de reproducdo a vinhaca fitorremediada ndo
apresentou efeito negativo, mas duas doses de vinhaca bruta reduziram o ndmero de
juvenis significativamente e a maior dose testada de vinhaga bruta causou a
mortalidade de todos os individuos adultos.

Por fim, destaca-se que embora a vinhaca fitorremediada seja menos toxica diante da
comparacao dos resultados aqui obtidos com os dados dos efeitos de vinhaca bruta ja
descritos na literatura, € possivel perceber que a amostra fitorremediada ainda
apresentou efeitos tdxicos nos niveis bioldgicos mais basais (celular e tecidual) nos
organismos A. cepa e R. padbergi. No entanto, Marcato (2019) avaliou a toxicidade em
peixes da mesma amostra de vinhaca fitorremediada e ndo constatou alteragdes

histopatoldgicas significativas nos o6rgdos alvos estudados (braquias e figado).
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