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RESUMO 

 

A contaminação de lagos e rios, por infiltração de resíduos dispostos no solo como 

fertilizantes, por exemplo, tem merecido destaque em todo o mundo, uma vez que tais 

compostos podem conter elementos tóxicos, causando alterações nos ecossistemas 

aquáticos e/ou terrestres. Dada a possível presença desses elementos nesses resíduos, é 

possível avaliarmos danos causados aos organismos expostos, por meio de mutações e 

quebras no material genético. Neste sentido, o trabalho apresentado teve como objetivo 

geral analisar o potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico da vinhaça, resíduo da 

transformação da cana-de-açúcar em álcool, usada como fertilizante, utilizando peixes 

(Oreochromis niloticus - Cichlidae) como organismo teste. Os indivíduos foram 

expostos a diferentes diluições de vinhaça na água e, posteriormente, foi realizada a 

análise dos seus eritrócitos utilizando o teste do micronúcleo associado às 

anormalidades nucleares e o ensaio do cometa. No primeiro bioensaio, as tilápias 

expostas as concentrações de vinhaça de 5% e 10% morreram após 48h. O número de 

eritrócitos micronucleados foi estatisticamente significativo para a vinhaça na 

concentração 1%, e também para as anormalidades nucleares broken-egg e broto, 

quando comparado aos controles negativo e positivo; foram significativos também os 

eritrócitos tipo lobed, quando comparado ao controle negativo. Os resultados obtidos no 

ensaio do cometa não foram significativos para a vinhaça 1% quando comparados ao 

controle negativo, devido ao alto índice de cometas com danos no controle, o que não é 

usual. O mesmo foi observado para as alterações do tipo “notched” e “blebbed”. No 

segundo bioensaio as análises químicas realizadas para a detecção de metais pesados na 

amostra de vinhaça, acusaram apenas a presença de cobre e cromo, esse último com 

concentração 89 vezes maior do que na primeira coleta. Diferentemente do primeiro 

bioensaio, os peixes expostos à diluição de 5% não morreram. Pelo teste do 

micronúcleo associado às outras anormalidades nucleares observou-se que a vinhaça foi 

mutagênica; em todas as concentrações os valores de micronúcleo foram significativos, 

com p< 0,05.  As anormalidades mais encontradas foram “blebbed”, “notched”, seguida 

por “lobed”, as quais, todas obtiveram valores significativos para as concentrações de 

2,5% e 5% de vinhaça. Brotos também foram significativos para as concentrações 

maiores. A concentração 1% apresentou resultado significativo para as anormalidades 

“blebbed” e “broken-egg”, esta última também foi significativa para a concentração 5%. 

Os resultados do ensaio do cometa foram significativos para todas as concentrações, 



 

 

tanto para as classes de cometa quanto para o escore de danos. Os valores só não foram 

significativos nas classes 0 e 3 da concentração 1%. Portanto, os resultados 

evidenciaram um potencial mutagênico e genotóxico da vinhaça. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Contamination of rivers and lakes, waste disposed  by infiltration into the soil as 

fertilizer, for example, has been highlighted around the world, since such compounds 

can contain toxic elements, causing changes in aquatic and/or terrestrial ecosystem. Due 

to the possible presence of these elements in these wastes, it is possible assess damage 

to organisms exposed through breaks in genetic material and mutations. In this sense, 

this work aimed at exploring the cytotoxic, mutagenic and genotoxic vinasse pontential, 

residue used as fertilizer,  from the processing of sugar cane into alcohol, using fish 

(Oreochromis niloticus - Cichlidae) as a test organism. The individuals were exposed to 

different dilutions of vinasse in the water and later carried out analysis of their 

erythrocytes using the micronucleus test and nuclear abnormalities associated and the 

comet assay. In the first bioassay, tilapia exhibited 5% and 10% vinasse concentrations 

died after 48h. The number of micronucleated erythrocytes was statistically significant 

for the 1% vinasse concentration and also for nuclear abnormalities such as broken-egg 

and nuclear bud, when compared with negative and positive controls; were also 

significant lobed type erythrocytes, when compared to the negative control. The test 

results of the comet assay were not significant for 1% vinasse when compared to the 

negative control, due to the high rate of comets with damage control, which is unusual. 

The same was observed for changes as "notched" and "blebbed" type. In the second 

chemical analyzes conducted, the detection of heavy metals in the vinasse sample, 

charged only the presence of copper and chromium, the latter with a concentration 89 

times higher than in the first test. Differentially the first bioassay, fish exposed to 

dilution of 5% did not die. At micronucleus test associated with other nuclear 

abnormalities observed that vinasse was mutagenic; at all concentrations micronucleus 

values were significant, with p <0.05. The abnormalities more found were "blebbed", 

"notched", followed by "lobed", which all had significant values for concentrations of 

2.5% and 5% of vinasse. Nuclear buds were also significant for the higher 

concentrations. A 1% concentration showed a significant result for "blebbed" and 

"broken-egg" abnormalities, the latter was also significant for the 5% concentration. 

The comet assay results were significant for all concentrations, for both classes of comet 

as damages for the score. The values were not significant only in classes 0 and 3 in 1% 

concentration. Therefore, the results showed a genotoxic and mutagenic potential of 

vinasse. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Atualmente, um dos temas de discussão mais relevantes na comunidade científica 

mundial é o impacto gerado pelas atividades humanas ao meio ambiente, influenciando a 

qualidade da água, do solo e do ar. O descarte de produtos tóxicos no meio ambiente leva a 

sérios danos aos organismos, aos ecossistemas terrestres e principalmente ao aquático, uma 

vez que os ecossistemas de água doce, juntamente com os estuários, fornecem os sistemas 

mais baratos e convenientes para descarte de efluentes (ODUM, 1988). Em consequência 

disso, a preocupação em diagnosticar e monitorar a poluição ambiental aquática é 

crescente e de extrema importância. 

 A intervenção humana pode ser considerada como a maior responsável pela 

magnitude e frequência da disposição de contaminantes, uma vez que a sua geração e 

utilização como subproduto de atividades industriais ocorre em escala exponencial, 

gerando diversos impactos em nível local e global, levando a um estresse contínuo da 

natureza e, consequentemente, a efeitos agudos ou crônicos à saúde dos ecossistemas e do 

homem (BRAYNER, 1998). 

 Como o Brasil é rico em recursos hídricos, ainda há na população uma mentalidade 

de descaso e desperdício, sendo a água, devido sua propriedade como solvente universal, 

utilizada para descarte de efluentes urbanos e transporte de resíduos, que são muitas vezes 

tóxicos, levando a degradação dos ecossistemas aquáticos (WHITE; RASMUSSEN, 1998). 

Esses efluentes, principalmente os industriais, podem ter composições complexas podendo 

apresentar pesticidas e metais pesados, ocasionando sérios danos aos organismos (VEGA 

et al., 1996).   

Os efluentes industriais constituem um dos poluentes que mais geram impactos ao 

meio ambiente; dentre estes, tem merecido destaque, os resíduos do setor agrário. Esse 

setor é muito forte no país e um dos que mais causam impacto ambiental, dada a sua 

natureza exportadora, a necessidade de grandes porções de terras, o uso excessivo de 

agrotóxicos e pesticidas e geração de grande quantidade de resíduos. Nesse sentido, é larga 

a contribuição da indústria sucroalcooleira ao considerarmos o impacto ambiental, uma vez 

que a mesma produz cerca de 16 bilhões de litros de etanol por ano para atender o mercado 

interno e externo, com 350 usinas operantes (UNICA, 2007; JUNIOR et al., 2008), sendo 

que para cada litro de etanol produzido é gerado cerca de 10 a 15 litros de vinhaça como 

resíduo. Para minimizar essa imensa quantidade de resíduo subproduzido, rico em matéria 

orgânica e nutrientes, a vinhaça passou a ser utilizada na fertirrigação da própria cultura de 

cana-de-açúcar.  
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Esse uso da vinhaça previne que a mesma seja despejada em rios de forma ilegal; 

no entanto, a vinhaça quando depositada no solo pode sofrer percolação/lixiviação, 

podendo chegar a cursos d’água, mas não na sua forma bruta. Entretanto, até mesmo um 

solo arenoso fino, que possui boa capacidade de retenção e condições moderadas de 

compactação (densidade aparente entre 1,5 e 1,67), permite o carreamento considerável de 

elementos aos rios e lagos (CALÇAS, 2001; HAMADA et al., 2002).  

Frente ao grande crescimento industrial provocado pelo avanço da economia, a 

preservação dos recursos hídricos e o monitoramento de contaminações são fundamentais e 

necessários. Por isso é de extrema importância avaliar os efeitos tóxicos e genotóxicos da 

poluição e os efeitos dos contaminantes sobre os organismos vivos; para isso, técnicas que 

consigam medir esses efeitos são indispensáveis, uma vez que analises físico-químicas da 

água indicam somente a presença e a concentração dos poluentes (SMAKA-KINCL et al., 

1996; MATSUMOTO et al., 2006).  

Um teste amplamente utilizado é o teste do micronúcleo associados às 

anormalidades nucleares. Tal método detecta micronúcleos resultantes de quebras 

cromossômicas durante a divisão celular e/ou eventos de perda cromossômica resultantes 

de atrasos anafásicos (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003). Eritrócitos de peixes, por serem 

nucleados, são excelentes não só para a visualização dos micronúcleos, mas também para a 

observação de outras anormalidades nucleares, que parecem estar relacionadas com falhas 

na divisão celular, processo de morte celular, genotoxicidade e/ou mutagenicidade 

(CORMAK, 1991; FENECH, 2000), sendo assim complementar a análise de micronúcleos 

(SERRANO-GARCIA; MONTERO-MONTOYA, 2001; ÇAVAS; ERGENE- 

GOZÜKARA, 2005; SOUZA; FONTANETTI, 2006; HOSHINA et al., 2008). 

Assim como o teste do micronúcleo, o ensaio do cometa é amplamente aceito pelas 

agências internacionais como um método padrão para avaliar danos no DNA em células 

individuais e tem sido usado em uma grande variedade de aplicações, incluindo o 

biomonitoramento humano e ambiental e estudos de genotoxicidade (COLLINS, 2004). É 

muito usado no campo da genética toxicológica, sendo utilizado em testes in vitro e in vivo 

com células de animais e plantas (FAUST et al., 2004). É uma técnica considerada rápida, 

economicamente viável, sensível e não necessita de muitas células para ser realizada; 

segundo Frenzilli et al. (2009), o ensaio do cometa é uma ferramenta amplamente utilizada 

no diagnóstico da genotoxicidade em ambientes aquáticos. 

Além de técnicas apuradas que avaliem o potencial tóxico do poluente, é necessária 

também a utilização de organismos sensíveis, em ensaios de curto prazo, tais como plantas 

e animais aquáticos (MAJER et al., 2005). Assim sendo, o teste do micronúcleo, utilizando 
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peixes, tem demonstrado ser uma técnica in vivo útil para testes de genotoxicidade e tem 

potencial para o monitoramento in situ da qualidade da água (KIM; HYUN, 2006).  

Neste sentido, considerando a importância da água para a vida e a relevância da 

contaminação dos recursos hídricos por resíduos industriais, dentre eles a vinhaça, que 

pode chegar ao ambiente aquático por despejo ou percolação, é imprescindível a realização 

desse estudo que tem por objetivo avaliar o potencial tóxico deste resíduo sobre um 

organismo aquático. 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. A problemática da contaminação aquática e a vinhaça 

Nas últimas décadas o setor industrial cresceu exponencialmente e obteve um papel 

importantíssimo, não só na economia, como também na produção de resíduos. Até a 

década de 80, por falta de uma legislação ambiental mais rigorosa, muito desses resíduos 

eram destinados aos corpos d’água. Após a década de 80 houve uma maior preocupação 

com o meio ambiente e valorização da biodiversidade, caracterizando a fase holística da 

legislação (FARIAS, 2009).  

Um setor que se desenvolveu muito durante a década de 80 foi o sucroalcooleiro, 

impulsionado pelo incentivo estatal por meio do programa Próalcool, com uma proposta 

alternativa ao uso dos derivados de petróleo, na tentativa de superar a crise e atender a 

demanda do mercado interno e externo. Assim, a indústria sucroalcooleira ganhou 

destaque não só na economia, como também na questão ambiental devido a enorme 

quantidade de resíduos que produz (PAOLIELLO, 2006). 

A vinhaça, também conhecida por restilo ou vinhoto, principal resíduo da 

transformação da cana-de-açúcar em etanol, geralmente é ácida (pH: 3,5-5), de coloração 

castanho-escura, de odor incômodo aos humanos e com alto conteúdo orgânico (COD: 50-

150 gL
-1

) (WALISZEWSKI et al.,1997; ESPAÑA-GAMBOA et al., 2011). A produção de 

etanol a partir de biomassa resulta em um considerável volume de vinhaça, com alto 

potencial poluidor (WILKIE et al., 2000). Em média, para cada litro de etanol são gerados 

de 10 a 15 litros de vinhaça como resíduo (CORTEZ, 1992; YESILADA, 1999; KUMAR; 

GOPAL, 2001). Atualmente, o Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar do mundo 

(DEMATTÊ, 2004), com capacidade de produzir 16 bilhões de litros de etanol por ano 

(UNICA, 2007; JUNIOR et al., 2008).  

Devido a uma legislação mais rigorosa e uma maior preocupação ambiental, a 

vinhaça que antes era jogada em rios, causando sérios problemas de poluição (SANTOS et 
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al., 1981; DEMATTÊ et al., 2004), atualmente é utilizada na fertirrigação da própria 

cultura de cana-de açúcar, uma vez que esse resíduo apresenta grande quantidade de 

matéria orgânica, íons e micronutrientes essenciais para as plantas, possibilitando a 

fertilização de solos agricultáveis (MELO; SILVA, 2001).  

A adoção da prática de fertirrigação consiste na infiltração da vinhaça in natura no 

solo, por meio da irrigação das culturas de cana-de-açúcar (CAMARGO et al., 2009). 

Diversos autores, como Resende (1979), Glória e Orlando Filho (1983), Ball-Coelho et al. 

(1993), Lyra et al. (2003) e Silva e Cabeda (2005) constataram efeitos benéficos da 

vinhaça sobre o solo, por levar a um aumento na retenção de umidade, porosidade, nível de 

potássio e condutividade elétrica. No entanto, em alguns casos, a aplicação da vinhaça tem 

sido contestada pelos seus efeitos no solo e nas águas subterrâneas (SILVA et al., 2007; 

GIANCHINI; FERRAZ, 2009). De acordo com vários autores, o despejo direto da vinhaça 

no solo pode causar sua salinização, lixiviação dos metais presentes no solo para as águas 

subterrâneas, alterações na qualidade do solo devido ao desbalanceamento dos nutrientes, 

principalmente do manganês (AGRAWAL; PANDEY, 1994), redução da alcalinidade e 

perda das culturas (KUMAR; VISWANATHAN, 1991), aumento da fitotoxicidade e odor 

incômodo (NAVARRO et al., 2000). 

Embora os efeitos da vinhaça no solo e na agricultura sejam conhecidos, não se tem 

muitas informações a respeito dos efeitos biológicos induzidos pela vinhaça nos diferentes 

organismos, sejam eles do próprio solo ou dos ambientes aquáticos. 

Estudos de toxicidade da vinhaça em drosófilas (Drosophila melanogaster) 

mostraram que a taxa de fecundidade dos ovos e a fertilidade de fêmeas, foram reduzidas 

consideravelmente com o aumento da concentração de vinhaça. Esse mesmo estudo 

mostrou que a vinhaça altera a longevidade dos indivíduos, sendo muito mais significativo 

em machos e na concentração de 50% (YESILADA, 1999). 

Monteiro et al. (2011) avaliaram a redução da toxicidade da vinhaça tratada pelo 

fungo Pleurotus sajor-caju utilizando organismos aquáticos, como Pseudokirchneriella 

subcapitata, Daphnia magna, Daphnia similis e Hydra attenuata, como organismos-teste. 

Houve reduções de 82,8% na DQO, 75,3% na DBO, 99,2% na coloração e 99,7% na 

turbidez da vinhaça, além de uma redução de sua toxicidade. Por outro lado, Kumar e 

Gopal (2001) avaliaram a toxicidade da vinhaça em peixes da espécie Channa punctatus 

em diferentes concentrações; os autores observaram grande produção de muco, redução 

nas proteínas e alta concentração de ácido lático em diferentes órgãos, como cérebro, 

fígado, rins e músculos. 
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       2.2. Oreochromis niloticus como bioindicador para o monitoramento ambiental 

Diversos organismos-teste vêm sendo empregados na detecção de danos 

genotóxicos e mutagênicos, em avaliações de possíveis efeitos de contaminação, com base 

em alterações estruturais, formação de micronúcleos, danos no DNA, troca de cromátides 

irmãs ou análise de genes mutantes (PEÑA, 1996).  

De acordo com Albuquerque (2007), o aumento da quantidade de contaminantes no 

ecossistema aquático necessita do entendimento do efeito biológico de xenobiontes na 

biota aquática. O reflexo do comprometimento ambiental de um ecossistema aquático pode 

ser evidenciado utilizando peixes, devido a seu alto nível trófico e a sua grande 

importância na dieta alimentar do ser humano. Estas características contribuem para que os 

peixes sejam espécies alvo para pesquisas de avaliação de impactos no ambiente aquático 

e/ou avaliação de risco, em que são utilizados como marcadores biológicos. Assim, peixes 

são intensamente utilizados como bioindicadores em avaliações de contaminação 

ambiental (FONTANETTI et al., 2012).  

A tilápia (Oreochromis sp) é uma espécie nativa da África, sendo introduzida no 

Brasil por volta de 1971, no Ceará (CASTAGNOLLI, 1992). A espécie Oreochromis 

niloticus (tilápia-do-nilo) é originária da bacia do rio Nilo, no Leste da África; pertencente 

à família Cichlidae (SANTOS, 1977), apresenta coloração cinza azulada, corpo curto e 

alto, cabeça e cauda pequenas (GALLI; TORLONI, 1984). A característica principal que 

distingue O. niloticus é a presença de listras verticais por todo comprimento da nadadeira 

caudal (COSTA-PIERCE, 2003). 

É uma espécie de peixe cujo cultivo, bem como importância, vem crescendo, sendo 

atualmente uma das mais importantes aqüiculturas do mundo, atrás apenas da cultura de 

carpas e salmonídeos. Sobretudo, é a mais importante espécie de tilápia cultivada, 

representando mais de 80% da produção total de tilápias (MOUSA; MOUSA, 1999; AL-

SHAMSI et al., 2006). Esta espécie, que é primariamente, porém não estritamente 

herbívora, teve sua cultura favorecida em virtude de características como rápido 

crescimento, grande resistência às condições adversas e doenças, adaptabilidade à diversos 

tipos de meios e ambientes, entre outros (CHARO-KARISA et al., 2006; PONCE-

MARBÁN et al., 2006). Outra característica que torna vantajosa a criação de tilápias é a 

capacidade do organismo em obter um ótimo desenvolvimento em grandes concentrações 

populacionais, característica que diminui o custo de manutenção per capita (PONCE-

MARBÁN et al., 2006). 

Segundo Girón-Pérez et al. (2007), a tilápia-do-nilo é um ótimo modelo para 

avaliação do ecossistema aquático e para realização de estudos toxicológicos. Os peixes, 
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como um todo, são excelentes para este tipo de estudo, pois possuem a capacidade de 

retirar, estocar e bioacumular compostos e/ou poluentes em seus organismos (STREIT, 

1998); por possuírem essas propriedades, eles podem sinalizar o potencial perigo de novas 

substâncias químicas ou para a possibilidade de poluição ambiental. 

  Outros autores afirmam, ainda, que eles são considerados bons organismos teste 

para monitorar a qualidade da água, especialmente as espécies pequenas de aquário, que 

podem ser mantidas em laboratório e facilmente expostas às substâncias tóxicas, sendo 

utilizadas na avaliação da presença de substâncias com potencial de causar danos à saúde 

humana (HARSHBARGER; CLARK, 1990; AL-SABTI; METCLAFE, 1995). Por serem 

sensíveis a agentes toxicantes no meio aquático, os peixes vem se mostrando muito 

adequados para os estudos de genotoxicidade. 

 

       2.3. Teste do micronúcleo e ensaio do cometa como ferramentas no 

monitoramento ambiental 

O teste do micronúcleo é um ensaio citogenético comumente usado em vários 

sistemas biológicos, para o monitoramento de genotoxicidade ambiental (MERSCH; 

BEAUVAIS, 1997). 

Micronúcleos são pequenas massas intracitoplasmáticas de cromatina com 

aparência de um pequeno núcleo, resultantes de quebras cromossômicas e/ou aneuploidia 

durante a divisão celular (AL-SABTI; METCALFE, 1995; GRISOLIA; STARLING, 

2001). Durante a telófase, o envelope nuclear é formado ao redor do cromossomo inteiro 

ou do fragmento cromossômico perdido, que se descondensa e, gradualmente vai 

assumindo a morfologia de um núcleo interfásico, com exceção do tamanho, pois este é 

bem menor que o núcleo principal, razão pela qual é chamado de micronúcleo (FENECH, 

2000). 

Junto com a observação de micronúcleos, anormalidades nucleares também podem 

ser observadas e quantificadas. Descritas por Carrasco et al. (1990), as alterações 

morfológicas no envoltório nuclear em eritrócitos de peixes podem ser do tipo “blebbed”, 

núcleo que apresentam uma pequena evaginação nuclear, “lobed”, núcleo que apresenta 

uma grande evaginação nuclear, maior que os “blebbed”, e os “notched”, núcleos que 

apresentam invaginação pronunciada e vacuolização. 

Contudo, ainda não é totalmente esclarecido o mecanismo de formação dessas 

alterações nucleares. Entretanto, estudos indicam que as anormalidades nucleares são 

induzidas em resposta a exposição a contaminantes (PALHARES; GRISOLIA, 2002; 

ERGENE et al., 2007). 
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O teste do micronúcleo tem sido aplicado, com sucesso, em eritrócitos de peixes 

(HOSE et al.,1987; GRISOLIA; STARLING, 2001; SOUZA; FONTANETTI, 2006); estas 

células por serem nucleadas, são excelentes para a realização deste teste, uma vez que 

podem ser facilmente marcadas como resultado de atividade clastogênica dos 

contaminantes (AL-SABTI; METCLAFE, 1995). Tem se mostrado uma técnica 

promissora in vivo para avaliar a mutagenicidade e a qualidade da água (AL-SABTI; 

METCALFE, 1995; GRISOLIA; STARLING, 2001). 

Osman et al. (2011), Ozkan et al. (2011) e Ragugnetti et al. (2011) avaliaram o 

potencial genotóxico da água do rio Nilo, da substância Ibuprofen e doses subletais de 

cádmio, respectivamente, por meio do teste do micronúcleo em eritrócitos de O. niloticus, 

comprovando a eficácia do teste do micronúcleo e da tilápia como organismo teste. 

O teste do cometa é outro teste muito usado, que tem como objetivo detectar danos 

no DNA (MONTEITH; VASTONE, 1995), sejam eles, quebras de fita simples e/ou 

duplas, bem como sítios álcali-lábeis (SPEIT; HARTMANM, 1995; SOUZA et al., 2005). 

Segundo Mitchelmore e Chipman (1998) e Koppen et al. (1999), o teste do cometa pode 

ser considerado rápido, economicamente viável, sensível e não necessita de muitas células 

para ser realizado.  

O princípio básico do teste do cometa é a migração do DNA em uma matriz de 

agarose sob condições eletroforéticas. Quando observadas em microscópio, as células têm 

a aparência de um cometa, com cabeça (região nuclear) e uma cauda contendo os 

fragmentos de DNA que migraram em direção ao polo positivo (HARTMANN et al., 

2003). Dessa forma, quanto maior a cauda do cometa maior foi o dano genético induzido 

no nucleóide. Portanto, o ensaio do cometa é capaz de detectar quebras no material 

genético das células (SINGH et al., 1988); entretanto, essas lesões são consideradas 

primárias e, dessa forma, são passíveis de reparo. Assim, podem ou não resultar em 

alterações genéticas (COLLINS et al., 1997). 

A análise do ensaio do cometa pode ser realizada visualmente ou por meio do uso 

de programas específicos. Visualmente, as células podem ser classificadas de acordo com a 

categoria de migração da cauda em quatro classes (0, 1, 2 e 3), sendo que a classe 0 

representa nenhum ou mínimo dano e a classe 3 representa máximo dano. É classificado 

em classe 0 quando não há migração de fragmentos de material genético (cauda); em classe 

1, quando o tamanho da cauda do cometa não excede o diâmetro da cabeça; em 2 quando o 

tamanho da cauda é entre um a duas vezes o tamanho da cabeça e em classe 3, quando o 

tamanho da cauda é maior que duas vezes o tamanho da cabeça (COLLINS et al., 1997). 

Vários autores como Kumar et al. (2010), Hoshina e Marin-Morales (2011) e Çavas 

(2011), utilizaram o ensaio do cometa para avaliar efeitos genotóxicos em peixes Channa 
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punctatus, O. niloticus e Carassius auratus, respectivamente. Todos observaram a eficácia 

do ensaio do cometa, constatando efeitos genotóxicos da atrazina em C. auratus, do 

inseticida malathion em C. punctatus, e do efluente de uma refinaria de petróleo de 

Paulínia em O. niloticus. Nos dois primeiros estudos também foram utilizados o teste do 

micronúcleo. Souza e Fontanetti (2012) também avaliaram a toxicidade da água do rio 

Paraíba do Sul próximo a uma refinaria de petróleo, utilizando o ensaio do cometa em 

eritrócitos de O. niloticus; os dados obtidos indicaram a presença  de substâncias 

genotóxicas em dois pontos de coleta, no local de despejo do efluente da refinaria e na 

jusante do despejo. 

 Portanto, a utilização desses dois testes é fundamental para uma avaliação 

genotóxica e mutagênica, além de serem técnicas relativamente simples e rápidas. 

 

 

3. OBJETIVOS 

Este projeto teve por finalidade avaliar o potencial citotóxico, genotóxico e 

mutagênico da vinhaça, em diferentes diluições, em eritrócitos de tilápias (Oreochromis 

niloticus). 

Os objetivos específicos foram: 

 Avaliar o potencial citotóxico da vinhaça pela presença de células em processo de 

morte celular, no sangue periférico de tilápias; 

 Avaliar o potencial genotóxico da vinhaça por meio do ensaio do cometa e pela 

presença de anormalidades nucleares em eritrócitos de tilápias; 

 Avaliar o potencial mutagênico da vinhaça pela presença de eritrócitos 

micronucleados em tilápias, por meio do teste do micronúcleo. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Material biológico 

A espécie de peixe O. niloticus (Perciformes, Cichilidae), conhecida popularmente 

por tilápia-do-Nilo, foi utilizada neste trabalho como organismo teste. No bioensaio foram 

utilizados cinco espécimens por tratamento, totalizando 30 indivíduos, com tamanho médio 

de 10 cm, para evitar diferenças intra-específicas relacionadas ao tamanho e idade dos 

peixes. Os espécimes, oriundos de piscicultura, foram trazidos ao Departamento de 

Biologia, UNESP – campus de Rio Claro, onde foram aclimatados em tanque, a 

temperatura média de 23°C, com sistemas de filtragem e aeração. 

       4.2. Vinhaça como substância tóxica 
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A vinhaça foi coletada na Usina Santa Lucia, localizada na cidade de Araras-SP. 

Esse efluente foi mantido em câmara fria (4°C), no Departamento de Bioquímica e 

Microbiologia da UNESP de Rio Claro, até o início dos experimentos. Foram utilizadas 

duas amostras de vinhaça, uma coletada em 2010 e outra em 2011. 

 

      4.2.1. Análises físico-químicas da vinhaça 

Análises físico-químicas da vinhaça bruta (sem diluição) foram realizadas pelo 

laboratório TASQA (Paulínia-SP), para avaliação dos parâmetros: pH, resíduo não filtrável 

total, dureza, condutividade elétrica, nitrogênio nitrato, nitrogênio nitrito, nitrogênio 

amoniacal, nitrogênio Kjeldhal, sódio, cálcio, potássio, magnésio, sulfato, fosfato total, 

DBO (Demanda Bioquímica de Oxigênio) e DQO (Demanda Química de Oxigênio), bem 

como os metais As, Ba, Cd, Cu, Cr, Hg, Mo, Ni, Pb, Se e Zn. 

 

4.3. Bioensaios com O. niloticus 

Foram montados dois bioensaios em aquários, com capacidade de 30L cada. Em um 

deles, foi realizado o controle negativo, com 30 litros de água de poço artesiano. Para o 

controle positivo, foi injetada intraperitonealmente a substância ciclofosfamida, e os peixes 

também foram colocados em aquário com água de poço artesiano. No primeiro bioensaio 

foram utilizadas diluições de 1%, 5% e 10% de vinhaça. Já no segundo bioensaio, para 

compreender melhor os efeitos da vinhaça nos peixes, tendo em vista a alta taxa de 

mortalidade dos peixes no primeiro bioensaio, foi adicionada ao experimento a diluição de 

2,5% de vinhaça. Portanto para os tratamentos, a vinhaça foi diluída em concentrações de 

1%, 2,5%, 5% e 10%, tendo como base diluições similares de vinhaça utilizadas por 

Kumar e Gopal (2001) e Algur e Kadioglu (1992), na qual a vinhaça foi diluída para 

avaliação do impacto desta em peixes Channa punctatus, e para avaliação do crescimento, 

biomassa e produtividade primária em Pisum sativum e Helianthus annuus, 

respectivamente.  

Os aquários receberam aeração por 48 h. Após esse período, cinco peixes 

aclimatados foram colocados aleatoriamente em cada aquário, onde permaneceram por 96 

horas, a fim de que fossem estimados os efeitos agudos da vinhaça. 

 

4.4. Teste do micronúcleo e outras anormalidades nucleares com eritrócitos 

circulantes 

  Na confecção das lâminas para o teste do micronúcleo e outras anormalidades 

nucleares, foi retirado aproximadamente 0,3 cm³ de sangue, de cada peixe vivo, por meio 

de punção cardíaca, utilizando seringas heparinizadas. Após a punção, a agulha foi limpa 
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com papel absorvente, a fim de se evitar a contaminação do sangue com líquido corporal 

e/ou muco. A primeira gota foi descartada, também para evitar à contaminação do sangue, 

sendo utilizadas as gotas posteriores para a confecção das lâminas, por meio da técnica de 

esfregaço sangüíneo. 

  Três extensões sangüíneas foram realizadas para cada indivíduo. O material foi 

fixado em etanol absoluto por 10 minutos e seco à temperatura ambiente. Logo após, as 

lâminas foram submetidas à reação de Feulgen, com uma hidrólise ácida de 11 minutos, 

em banho-maria à 60°C (MELLO; VIDAL, 1978). 

  Na identificação de micronúcleos, alguns critérios foram adotados, segundo Huber 

et al. (1983): boa preservação e coloração do citoplasma e do núcleo; micronúcleo e o 

núcleo principal dentro do mesmo citoplasma; ausência de conexão entre núcleo e 

micronúcleo; o diâmetro máximo do micronúcleo não deve ultrapassar a metade do núcleo 

(se for maior, a célula foi considerada como binucleada); manutenção da esfericidade do 

núcleo e micronúcleo.  

  As outras anormalidades nucleares seguiram a classificação de Carrasco et al. 

(1990): “blebbed nuclei”, núcleos com uma evaginação relativamente pequena do 

envoltório nuclear, o qual aparenta conter eucromatina ou, algumas vezes, 

heterocromatina; “lobed nuclei”, núcleos com evaginações maiores que os “blebbeds”, mas 

sem a mesma delimitação; alterações morfológicas do núcleo também foram incluídas 

nesta categoria, por exemplo, aumento da superfície nuclear, formando múltiplos lóbulos, 

caracterizando um núcleo disforme; “notched nuclei”, núcleo com uma invaginação da 

membrana; ainda de acordo com este autor, núcleos “notched” parecem não conter 

material nuclear no local invaginado; “broken egg”, que podem estar unidos ao núcleo da 

célula principal por uma estrutura nucleoplasmática; “broto”, visualizado na periferia do 

núcleo e assim como os “broken egg” seriam o resultado do procedimento de expulsão do 

micronúcleo do núcleo principal da célula (KIRSCH-VOLDERS et al., 2002). 

A análise estatística foi realizada utilizando o teste de Mann-Whitney, com nível de 

significância de 5%. 

 

4.5. Ensaio do cometa utilizando sangue periférico 

  Para o ensaio do cometa, a metodologia utilizada foi a técnica alcalina, baseada em 

Singh et al. (1988) e Christofoletti et al. (2009).  A princípio, as lâminas foram 

mergulhadas em agarose normal (ponto de fusão normal) 1,5% à 60°C, e posteriormente 

secas e armazenadas. Após a punção cardíaca, com seringas devidamente heparinizadas, 

uma amostra de 5 µL do sangue dos peixes foi diluída em 1.000 µL de PBS. As lâminas 

pré-gelatinizadas foram montadas com 10 µL da suspensão celular + 120 µL de agarose de 
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baixo ponto de fusão (0,5%) à 37°C. Posteriormente, foi adicionada uma lamínula sobre 

cada lâmina, levando-as à geladeira, por 20 minutos, para solidificação do gel. Decorrido 

este tempo, as lamínulas foram removidas e as lâminas foram mantidas em solução de lise 

gelada e recém-preparada (1 mL de triton X-100, 20 mL de DMSO e 79 mL de solução de 

lise estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, pH 10,0-10,5), em geladeira, por no 

mínimo uma hora, protegidas da luz.  

  A solução de lise possui propriedades detergentes e contém altas concentrações de 

sais, que promovem a desintegração das membranas celulares. Após a lise, as lâminas 

foram transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese contendo tampão alcalino 

(NaOH 300mM + EDTA 1mM, pH~13) à 4°C. A cuba foi disposta em um banho de gelo e 

a corrida de eletroforese foi realizada com voltagem constante (39V) e amperagem de 280-

300 mA, por 20 minutos. Durante o tratamento alcalino, ocorreu o relaxamento e a 

desespiralização dos sítios de rompimento da molécula de DNA. As lâminas foram, então, 

neutralizadas com tampão (Tris-HCl 0,4M, pH 7,5) em três lavagens de 5 minutos cada, 

para a remoção de sais e detergentes, secas a temperatura ambiente e fixadas em etanol 

100%, por 10 minutos, para precipitar o DNA e secar a agarose. Toda a metodologia acima 

foi realizada na ausência de luz. 

  As lâminas foram acondicionadas à temperatura ambiente para a secagem e 

estocadas a seguir, para posterior análise. 

 

5. RESULTADOS 

 

 5.1. Análises físico-químicas da vinhaça 

  Pelas análises químicas realizadas no primeiro bioensaio, a vinhaça apresentou 

baixo pH, altos valores de DBO e DQO, bem como de potássio (2056 mg/L), como pode 

ser observado na tabela 1. No segundo bioensaio realizado, este resíduo também 

apresentou baixo pH, altos valores de DBO e DQO, bem como de potássio (3401 mg/L). 

Os valores obtidos para dureza e sulfato, comparando-se as duas coletas de vinhaça, foram 

bem distintos (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Características físico-químicas das duas amostras de vinhaça utilizadas. 

LQ: limite de quantificação. 

 

 

  Em relação à presença de metais pesados, comparando as duas coletas de vinhaça 

realizadas observou-se que na primeira coleta, diferentes metais estavam presentes, em 

diferentes concentrações, como: bário, cobre, cromo, mercúrio, molibdênio, níquel e zinco. 

Diferentemente na segunda coleta, detectou-se apenas a presença de cobre e cromo (Tabela 

2). 

 

 

 

 

 

Parâmetro Coleta 2010 Coleta 2011 Método 

Amônia (mg/L) <LQ <LQ USEPA 440/5-85-

001 

Cálcio (mg/L) 719 671 SM21 3120 B 

Condutividade Elétrica 

(µs/cm) 

13530 15110 SM21 2510 B 

DBO (mg/L) 5046 7941 SM21 5210 B 

DQO (mg/L) 13380 25225 SM21 5220 D 

Dureza (mg CaCO3/L) 2493 276 SM21 2340 B 

Fosfato total (mg/L) 1,30 - SM21 4500-P C 

Magnésio (mg/L) 237 264 SM21 3120 B 

Nitrato (mg/L) 1,30 1,49 SM21 4500- NO
-
3 F 

Nitrito (mg/L) 0,008 0,033 SM21 4500- NO
-
2 B 

pH 3,9 4,37 SM21 4500- H
+
 B 

Potássio (mg/L) 2056 3401 SM21 3120 B 

Resíduo não-filtrável 

(mg/L) 

2765 1800 SM21 2540 D 

Sódio (mg/L) 50,2 114 SM21 3120 B 

Sulfato (mg/L) 710 2993 SM21 4500- SO4
-2

 

E 
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Tabela 2- Análises físico-químicas e de metais das duas amostras brutas de vinhaça. 

LQ: Limite de quantificação; 

 

 5.2. Descrição dos resultados obtidos no teste do micronúcleo associado às 

anormalidades nucleares 

  No primeiro bioensaio os peixes expostos às concentrações 5% e 10% morreram 

antes de completar 48 horas. Diferentemente do primeiro bioensaio, na repetição, os peixes 

da concentração 5% sobreviveram, o que pode ser explicado talvez pela diminuição da 

dureza da amostra e pela ausência de metais como o bário, mercúrio, molibdênio, níquel e 

Parâmetro Coleta 2010 Coleta 2011 Método 

Arsênio  <LQ <LQ SM21 3120B 

Bário  0,41 <LQ SM21 3120B 

Cádmio <LQ <LQ SM21 3120B 

Cálcio Total  719 671 SM21 3120B 

Carbono Orgânico  - - SSSA Cap40 

Chumbo  <LQ <LQ SM21 3120B 

Cobre  0,35 0,76 SM21 3120B 

Condutividade Elétrica 

(µs/cm) 

13530 15110 SM21 3120B 

Cromo  0,04 3,56 SM21 3120B 

Enxofre Total  1219 1681 SM21 3120B 

Fósforo Total  - 207 SM21 3120B 

Magnésio Total  237 264 SM21 3120B 

Mercúrio  0,0019 <LQ EPA 7470A 

Molibdênio  0,008 <LQ SM21 3120B 

Níquel  0,03 <LQ SM21 3120B 

Nitrato  1,30 1,49 SM21 4500-NO
-
3 E 

Nitrito  0,008 0,03 SM21 4500-NO
-
2 B 

Nitrogênio Amoniacal  - - SM21 4500-NH3 E 

Nitrogênio Kjeldahl  267 171 SM21 4500-Norg B 

pH 3,9 4,37 EPA 4095 C 

Potássio Total 2056 3401 SM21 3120B 

Selênio  <LQ <LQ SM21 3120B 

Sódio Total  50,2 114 SM21 3120B 

Sólidos Totais  - - SM21 2540B 

Sólidos Totais Voláteis  - - SM21 2540B 

Teor de sólidos - - SM21 2540B 

Umidade  - - SM21 2540B 

Zinco  1,66 <LQ SM21 3120B 
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zinco, outrora quantificados pelas análises químicas da vinhaça utilizada no primeiro 

bioensaio. 

  Na análise dos eritrócitos micronucleados (Figura 1A) utilizados para avaliar o 

potencial mutagênico da vinhaça foi observado valores estatisticamente significativos 

quando comparados ao controle negativo, em ambos os bioensaios (Tabelas 3 e 4).  

  Comparativamente, os resultados obtidos na avaliação da genotoxicidade, entre o 

primeiro (Tabela 3) e o segundo bioensaios (Tabela 4) foram bem distintos. Eritrócitos 

com anormalidades tipo “notched” (Figura 1B) tiveram valores significativos apenas no 

segundo bioensaio, para as concentrações de 2,5% e 5% de vinhaça. Núcleos do tipo 

“blebbed” (Figura 1C) apresentaram valores estatisticamente significativos para todas as 

concentrações testadas, apenas no segundo bioensaio realizado. Os valores de eritrócitos 

portadores de núcleos do tipo “lobed” (Figura 1D) foram distintos entre os bioensaios; no 

primeiro, o controle positivo e a concentração de 1% de vinhaça foram considerados 

significativos, entretanto, no segundo, os valores foram significativos apenas nas 

concentrações de 2,5% e 5%. Assim como no primeiro bioensaio, os valores dos núcleos 

do tipo “broken-egg” (Figura 1E) foram significativos para a concentração de 1%, e 

também para 5%, no segundo bioensaio. Os brotos nucleares (Figura 1F), observados no 

segundo bioensaio, só não foram significativos na concentração 1%, ao contrário do obtido 

no primeiro bioensaio. Quando comparados ao controle positivo, todas as anormalidades 

foram significativas, com exceção do “broken-egg” apenas para a concentração mais alta, 

do segundo bioensaio.  

  Entretanto, em ambos os bioensaios realizados, as maiores concentrações 

apresentaram valores significativamente maiores para eritrócitos portadores de 

anormalidades nucleares e micronúcleos. 
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Tabela 3 – Valores de média e desvio padrão de micronúcleos e anormalidades nucleares 

observados em eritrócitos de O. niloticus, expostos a vinhaça durante o primeiro bioensaio 

MN: micronúcleo; CN: controle positivo; CP: controle positivo; V1%: concentração de 1% de 

vinhaça. 

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05, quando 

comparados ao controle negativo. 
a 

valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,01, quando 

comparados ao controle negativo. 
# 

valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05, quando 

comparados ao controle positivo. 
 

Tabela 4 – Valores de média e desvio padrão de micronúcleos e anormalidades nucleares 

observados em eritrócitos de O. niloticus, expostos a vinhaça durante o segundo bioensaio 

MN: micronúcleo; CN: controle positivo; CP: controle positivo; V1%: concentração de 1% de 

vinhaça; V 2,5%: concentração de 2,5% de vinhaça; V5%: concentração de 5% de vinhaça. 

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05, quando 

comparados ao controle negativo. 
a 

valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,01, quando 

comparados ao controle negativo. 
# 

valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05, quando 

comparados ao controle positivo. 

 

      

Tratamento MN Notched Blebbed Lobed Broken-

egg 

Binucleada Broto 

 

CN 0,4±0,54
#
 97±16,4 55,22±20,1

#
 9,4±3,8

#
 0 0 0 

 

CP 7,0±2,9*
a
 105,4±41,78 82±18,3* 20,4±4,7*

a
 0 0,8±1,78 0 

 

V1% 11,4±3,9*
a#

 78,8±42,39 77,4±31,3 15,8±5,8* 2,8±2,16*
#
 0,2±0,44 11,3±11,79*

#
 

        

Tratamen

to 

MN Notched Blebbed Lobed Broken-

egg 

Binucle

ada 

Broto 

 

CN 0 16,4±4,09 11,8±5,44 2,6±0,89 0,2±0,44 0 0,2±0,44 

 

CP 3,6±1,14*
a
 

24,6±13,81 38±17,01* 6,2±4,43 1±1,73 0 1,8±1,3* 
 

V1% 2,2±1,64*
a
 

25,4±18,46 40,6±27,3* 4,2±2,04 2,4±2,19
* 

0 3,66±4,13 
 

V2,5% 4,2±1,48*
a
 

 

35,4±26,66
* 

45,2±13,6*
a
 

8,2±5,89* 1±1,41 0 3,8±2,77* 

V5% 5,4±0,54*
a#

 

 

59,8±18,83
*a#

 

64,6±14,17
*a#

 

17,2±6,05*
a#

 

1,8±1,3* 0 6,4±2,88*
a#
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Figura 1: Eritrócitos de O. niloticus, expostos à vinhaça. A. Eritrócito com micronúcleo (seta); B. 

Eritrócito com alteração “notched”; C. Eritrócito com alteração “blebbed”; D. Eritrócito com 

alteração “lobed” (seta); E. Eritrócito com alteração “broken-egg”; F. Eritrócito com alteração 

“broto” (seta). 

 

5.3. Descrição dos resultados obtidos no ensaio do cometa 

  Nos bioensaios foram analisados, aproximadamente, 100 nucleóides de cada peixe 

para a determinação da freqüência das classes de cometas. A freqüência de nucleóides em 

cada classe de migração e o escore do dano foram utilizados como parâmetros para a 

avaliação da genotoxicidade. Para esta avaliação foram observadas todas as classes de 

migração dos cometas (Figura 2).  

   No primeiro bioensaio, examinando a distribuição dos cometas em cada classe, 

foram observados valores estatisticamente significativos, em relação ao controle negativo, 

apenas para os animais do controle positivo (Tabela 5).  
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Tabela 5: Média e desvio padrão de nucleóides com cometa e escore de danos em O. 

niloticus expostos à 1% de vinhaça, por 96 horas durante o primeiro bioensaio 

Tratamento Com 

Cometa 

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore 

CN 86,6±7,36 14,8±7,46 26±8,51 34,8±6,90 25,8±13,21 173±28,87 

 

CP 99,4±2,70* 2,6±2,07* 10,2±5,06* 31,4±14,70* 57,8±20,09* 246,4±27,21* 
 

V1% 96,4±4,63 7,4±4,87 24,2±4,65 39,6±3,57 30,2±6,05 194±18,66 
 

CN: controle positivo; CP: controle positivo; V1%: concentração de 1% de vinhaça. 

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05, quando 

comparados ao controle negativo. 

 

 
 Figura 2: Classes de migração de cometas em nucleóides de O. niloticus expostos à vinhaça. A. 

Nucleóide de classe 0 (sem dano aparente); B. Nucleóide de classe 1 (pouco dano); C. Nucleióide 

de classe 2 (médio dano); D. Nucleóide de classe 3 (máximo dano) 

 

  Diferentemente, no segundo bioensaio, apenas os cometas de classe 0 e 3 da 

concentração de 1% de vinhaça não foram significativos (Tabela 6). Os valores obtidos no 

segundo bioensaio revelaram um aumento no escore de danos de acordo com o aumento da 

concentração de vinhaça.  Foi observado também valores maiores de cometas classe 3, 

com resposta dose-dependente. 
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Tabela 6: Média e desvio padrão de nucleóides com cometa e escore de danos em O. 

niloticus expostos às diferentes diluições de vinhaça, por 96 horas durante o segundo 

bioensaio 

Tratamento Com 

Cometa 

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore 

CN 66,4±8,64 35,6±9,44 31,8±8,31 17,4±7,43 17,2±4,32 113,2±17,76 
 

CP 92,4±3,13* 10,8±1,92* 14,6±3,97* 27,6±7,12* 50,2±9,95* 220,4±13,46* 
 

V1% 76,2±9,09* 25,4±8,82 21±5,33* 26,6±2,96* 28,6±12,75 115±31,93* 
 

V 2,5% 81,8±4,96* 23,2±8,10* 17,2±4,6* 27±5,09* 37,6±10,01* 184±18,46* 
 

V5% 88,8±6,83* 

 

13,2±7,85* 14±1,22* 23,6±1,51* 51,2±7,25* 214,8±21,79* 

CN: controle positivo; CP: controle positivo; V1%: concentração de 1% de vinhaça; V 2,5%: 

concentração de 2,5% de vinhaça; V5%: concentração de 5% de vinhaça. 

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05, quando 

comparados ao controle negativo. 

 

 

6. DISCUSSÃO 

 

No presente estudo foram feitos dois bioensaios para avaliar o possível efeito tóxico 

de diluições de vinhaça. No primeiro, os peixes foram expostos a diluições de 1%, 5% e 

10%, com base em estudos de Kumar e Gopal (2001) e Algur e Kadioglu (1992); porém 

provavelmente, à alta quantidade de matéria orgânica, os altos valores de DBO e DQO, e 

também à presença de alguns metais como níquel, mercúrio, bário e molibdênio, os peixes 

das concentrações 5% e 10% morreram, em menos de 48h. Já na repetição do bioensaio, 

tento em vista a mortandade dos peixes nas concentrações mais altas, foi adicionada ao 

desenho experimental uma diluição de 2,5%, para melhor compreensão dos possíveis 

efeitos tóxicos da vinhaça. Durante esse bioensaio, os peixes da concentração 10% não 

sobreviveram, muito provavelmente, devido à alta carga orgânica e alta DBO e DQO do 

efluente. Entretanto, diferentemente do primeiro bioensaio, os peixes da concentração 5% 

sobreviveram. Pelos resultados obtidos nas análises químicas, infere-se que a morte dos 

peixes da concentração 5%, no primeiro bioensaio, pode ter sido decorrente da presença de 

diferentes metais pesados, em diferentes concentrações, não detectados nas análises do 

segundo bioensaio.  

Alguns autores afirmam que, muitas vezes, a vinhaça apresenta valores de metais 

pesados muito abaixo daqueles detectáveis pelo método analítico empregado 

(CAMILOTTI et al., 2007), porém como já foi descrito nas análises metais como bário, 
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cobre, cromo, mercúrio, molibdênio, níquel e zinco foram encontrados em concentrações 

relativamente altas.  

Os efeitos deletérios dos metais pesados nos organismos são comprovados por 

muitos estudos. Steinkellner et al. (1998) afirmaram que muitos dos metais pesados podem 

provocar efeitos toxicológicos agudos e serem carcinogênicos. Como exemplo, tem-se o 

níquel, o qual demonstrou ser capaz de produzir efeitos adversos e/ou carcinogênicos aos 

humanos e animais (COOGAN et al., 1989; SUNDERMAN, 1989; OBONE et al., 1999). 

Na avaliação da genotoxicidade e mutagenicidade das diluições de vinhaça, por 

meio do teste do micronúcleo e outras anormalidades nucleares, observou-se que os 

valores de eritrócitos micronucleados apresentaram-se significativos para todas as 

concentrações testadas, em ambos os bioensaios realizados. No primeiro bioensaio, os 

valores de micronúcleos foram maiores do que os obtidos no segundo, provavelmente, 

devido a presença de diferentes metais como o bário, o cromo, o níquel (em concentração 

acima do permitido pela CETESB – Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental), 

mercúrio e molibdênio, detectados pelas análises químicas da primeira coleta e não 

observados na segunda. Tais resultados reforçam a importância das análises químicas de 

misturas complexas, tal como a vinhaça, pois podem auxiliar no esclarecimento dos efeitos 

observados nos organismos expostos e demonstrar que há uma variação de elementos 

químicos, o que deve ser considerado para a sua disposição na agricultura.  

Embora todos os metais detectados pelas análises químicas na primeira coleta não o 

tenham sido para a segunda, observou-se que a concentração de cromo detectada na 

amostra de vinhaça da segunda coleta foi bem maior que a primeira. De acordo com a 

literatura, os íons cromo na sua forma trivalente são altamente benéficos, porém no seu 

estado de oxidação VI, esse elemento é classificado como mutagênico e carcinogênico em 

animais (QUEIROZ FERREIRA, 2002; MATSUMOTO et al., 2006). Uma vez que o 

efluente em estudo provém de uma destilaria, formas oxidadas desse elemento seriam 

extremamente possíveis.  

Em relação as anormalidades nucleares, as mais encontradas foram os eritrócitos 

portadores de núcleos do tipo “notched”, “blebbed” e “lobed”, sendo esses significativos e 

em maior número nas maiores concentrações de vinhaça (2,5% e 5%). As anormalidades 

“broto” e “broken-egg” também foram significativas na maior concentração. De acordo 

com Grisolia (2005), essas anormalidades nucleares podem decorrer de alterações na 

estrutura do DNA, como quebras de fita simples ou quebras de fita dupla e da formação de 

adutos (ligação covalente de um elemento ou composto químico com as bases nitrogenadas 

do DNA), entre outros. Ainda de acordo com esse mesmo autor, uma provável causa da 

iniciação do câncer pode ser a formação dessas anormalidades nucleares, como resultado 
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da interação de compostos genotóxicos com o DNA. Caso não ocorra o reparo desta lesão, 

esta pode ser propagada para as células filhas. Assim, estas células podem permanecer 

latentes por muitos anos, acumulando novos danos, ou ainda, sofrerem uma exposição 

posterior a um agente promotor. As altas taxas de micronúcleos e outras anormalidades 

indicam prováveis efeitos mutagênicos e genotóxicos, respectivamente, principalmente nas 

concentrações maiores.  

Os resultados obtidos pelo ensaio do cometa foram muito distintos, quando 

comparados os bioensaios realizados. Enquanto no primeiro não houve resultados 

significativos para a concentração de vinhaça 1%, no segundo, apenas os cometas de classe 

0 e 3 da vinhaça 1% não foram significativos. Para as demais concentrações, tanto para 

nucleóides de classe 3, quanto para o escore da danos, observou-se uma relação dose-

dependente. Por se tratar de um efluente cuja composição química pode variar, seus efeitos 

também podem ter alguma diferença, frente à presença/ausência e a concentração de 

metais pesados, o que contribui na obtenção dos diferentes resultados. Outro fator que 

pode ter contribuido para essa diferença nos resultados foi o lote de peixes utilizados no 

primeiro bioensaio, o qual estudos de morfologia realizados nas brânquias destes mesmos 

indivíduos revelaram a presença de parasitas (bactérias). Sabe-se que as bactérias 

produzem toxinas que irão fragilizar os peixes tornando-os vulneráveis à ação de fungos 

patogênicos. 

Tendo em vista o cenário mundial, onde há crescente preocupação com o meio 

ambiente e valorização de combustíveis “verdes”, a perspectiva de crescimento do setor 

sulcroalcooleiro aumentam. Portanto, monitorar os efeitos dos efluentes na natureza é de 

extrema importância. Os resultados sugerem precaução no uso indiscriminado de vinhaça 

nos canaviais; embora esse resíduo possa atuar como fertilizante e ser benéfico para as 

plantas, esse efluente também pode ser lixiviado ou sofrer percolação no perfil de solo e 

chegar a corpos d’água ou lençóis subterrâneos, podendo contaminar assim o meio 

aquático, principalmente por metais pesados, que são conhecidamente mutagênicos e 

carcinogênicos. 

  O potencial tóxico da vinhaça tem que ser levado em consideração ao utilizar esse 

efluente diretamente no meio ambiente. Os dados obtidos neste estudo corroboram os de 

outros trabalhos, que afirmam que a vinhaça deve ser aplicada no meio com mais cautela e 

não apenas como um efluente que pode ser reaproveitado, dada elevada quantidade 

subproduzida de vinhaça - 160 bilhões de litros ao ano (JUNIOR et al., 2008). 
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7. CONCLUSÕES 

  Pelos resultados obtidos no teste do micronúcleo e outras anormalidades em 

eritrócitos circulantes e no ensaio do cometa em peixes da espécie O. niloticus, expostos a 

três diferentes concentrações de vinhaça,  pode-se concluir que: 

 A concentração de 10% foi letal aos peixes, provavelmente devido a sua alta DBO, 

DQO e alta quantidade de matéria orgânica. 

 A vinhaça nas concentrações 1%, 2,5% e 5% foi mutagênica, devido a significativa 

taxa de micronúcleos observados.   

 As concentrações de 1%, 2,5% e 5% apresentou potencial genotóxico, frente às 

diversas anormalidades nucleares e a frequência de cometas observadas, sendo 

observada uma relação dose-dependente.  

 Os valores significativos de frequência de micronúcleos e anormalidades nucleares 

comprovaram que o teste do micronúcleo constitui uma metodologia eficiente na 

detecção dos potenciais mutagênico e genotóxico da vinhaça. 

 Os valores significativos de frequência de cometas das diferentes classes para o 

segundo bioensaio comprovaram que o ensaio do cometa constitui uma 

metodologia eficiente na detecção do potencial genotóxico da vinhaça. 

 Oreochromis niloticus se mostrou um eficiente organismo teste para o 

biomonitoramento de recursos hídricos contaminados pela vinhaça. 
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