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RESUMO 
  
A prática do uso de resíduos industriais como fertilizantes provoca problemas ambientais,            

tendo em vista que estes podem percolar e/ou lixiviar pelo solo acarretando na contaminação              

de águas subterrâneas e/ ou superficiais. Por essa razão, os resíduos industriais se tornaram              

um tema amplamente estudado nos últimos anos, uma vez que tais substâncias podem conter              

elementos tóxicos, causando alterações nos ecossistemas aquáticos e terrestres. Dentre os           

fertilizantes mais utilizados pelos produtores agrícolas, pode-se citar a vinhaça, resíduo           

gerado no processo de destilação do vinho de cana-de-açúcar para a produção de etanol, que               

devido à proibição do seu descarte em águas e sua alta carga orgânica passou a ser                

amplamente utilizado. Entretanto, a vinhaça possui alto potencial poluidor e pode atingir as             

águas subterrâneas e superficiais por meio da infiltração e escoamento pelo solo. Neste             

sentido, o presente trabalho teve por objetivo verificar a toxicidade da vinhaça de             

cana-de-açúcar percolada, utilizando tilápias (​Oreochromis niloticus​ ) como organismo teste.         

Foram realizadas análises dos metais presentes na vinhaça percolada e na vinhaça ​in natura              

para fins de comparação; não foram encontrados elementos em concentração acima do            

permitido para corpos d’água e águas subterrâneas (estabelecidos pelas CETESB e           

CONAMA) em nenhuma das amostras. Todos os elementos encontrados, com exceção do            

alumínio, molibdênio e chumbo, diminuíram suas concentrações na vinhaça percolada. Para a            

análise morfológica foi montado um bioensaio, em réplica, para o qual foram divididos três              

grupos: o grupo controle, com exposição dos peixes à água limpa, o grupo teste, com               

exposição à vinhaça percolada diluída a 2,5% e um terceiro grupo com exposição à vinhaça ​in                

natura​ diluída também a 2,5%. Dos 30 indivíduos iniciais, cinco morreram durante o ensaio,              

sendo um do grupo controle, um da vinhaça ​in natura e três da vinhaça percolada. Após                

exposição, os indivíduos de cada tratamento foram anestesiados e dissecados para obtenção            

das brânquias, que foram fixadas. Foram analisadas as respostas observadas nas brânquias,            

com auxílio de ferramentas ultramorfológica (Microscópio de Varredura - MEV), histológica           

(coloração convencional Hematoxilina-Eosina) e histoquímica (Reação do Ácido Periódico de          

Schiff - PAS). Os resultados obtidos na ultramorfologia não indicaram ação tóxica da vinhaça              

percolada em comparação com o controle; não houve diferenças estatisticamente          

significativas no número de células clorídricas, nem redução de cristas das células            

pavimentosas. Embora o índice de alterações tenha sido baixo, foi observado intumescimento            



estatisticamente significativo das células pavimentosas em relação ao controle. As alterações           

histológicas mais observadas foram desorganização epitelial e hipertrofia. Todas as alterações           

tiveram índices de alteração baixos e, portanto, não houve nenhuma diferença estatística entre             

o tratamento e o controle para nenhuma das alterações. A análise histoquímica do grupo              

exposto à vinhaça percolada não apresentou alterações estatisticamente significativas no          

número de células mucosas. Após análise de todos os resultados obtidos, pode-se inferir que              

estes não sugerem ação tóxica da vinhaça percolada na concentração utilizada, mostrando que             

o solo age como uma barreira filtrante da vinhaça, reduzindo sua toxicidade. Entretanto, cabe              

ressalvar que o uso constante de grandes volumes de vinhaça no solo pode aumentar a               

salinidade do mesmo e causar sua saturação, reduzindo sua capacidade filtrante e tornando a              

vinhaça potencialmente nociva para os organismos aquáticos expostos a ela. 
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ABSTRACT 
  
The practice of using industrial wastes as fertilizers causes environmental problems, since            

they can percolate and/or leach into the soil causing contamination of ground and/or surface              

water. For this reason, industrial waste have become a topic widely studied in recent years,               

since such substances may contain toxic elements, causing changes in terrestrial and aquatic             

ecosystems. Among the fertilizers used by most farmers, can be cited the vinasse, waste              

generated in the distillation process of sugarcane wine for the production of ethanol, which              

due the prohibition on its disposal in water and its high organic load It became widely used.                 

However, the vinasse has high pollution potential and can reach groundwater and surface             

water through seepage and runoff from the soil. In this sense, this study aimed to verify the                 

toxicity of vinasse sugarcane percolated using tilapia (​Oreochromis niloticus​ ) as a test            

organism. Analysis of metals present were held in percolated vinasse and vinasse ​in natura              

for comparison purposes; were not found elements in concentrations above the permitted for             

water bodies and groundwater (established by CETESB and CONAMA). All found items,            

with the exception of aluminum, molybdenum and lead, have decreased their concentrations            

in percolated vinasse. For morphological analysis it was mounted a bioassay, in reply, in              

which three groups were divided: the control group, with fish exposure to fresh water, the test                

group with exposure to percolated vinasse diluted to 2.5% and a third group with exposure to                

vinasse in natura also diluted to 2.5%. Of the initial 30 individuals, five died during the test,                 

belonging: one to control, one to vinasse ​in natura and three to percolated vinasse. After               

exposure, the fishes in each treatment were anesthetized and dissected to obtain the gills,              

which were fixed. The responses observed in the gills were analyzed with the aid of ultra                

morphological (Scanning Microscope - SEM), histologic (hematoxylin-eosin usual staining)         

and immunohistochemical (Acid Reaction Periodic Schiff - PAS) tools. The results obtained            

in ultra morphology indicated no toxic action of percolated vinasse compared to control; there              

were no statistically significant differences in the number of chlorine cells or reduction crests              

of squamous cells. Although the change rate was low, there was a statistically significant              

swelling of the squamous cells in the control. The most microscopic changes were epithelial              

disruption and hypertrophy. All changes had low change rates and thus there was no statistical               

difference between the treatment and control to any of the amendments. The            

immunohistochemical analysis of the group exposed to percolated vinasse showed no           



statistically significant changes in the number of mucous cells. After analysis of all the              

results, we can infer that they do not suggest toxic action of vinasse percolated in the                

concentration used concluding that the soil acts as a filter barrier of vinasse, reducing its               

toxicity. However, it is to note that the constant use of large volumes of vinasse in the soil can                   

increase the salinity of it and cause it saturation, reducing its filtering capacity and making the                

potentially harmful vinasse to aquatic organisms exposed to it. 

  

Key-words:​ Percolation; Fertirrigation; Histopathology; Metals; Soil. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Em meados de 1950, cinco anos após a criação das Nações Unidas, a população 

mundial era estimada em 2,6 bilhões de pessoas. De acordo com estimativas da Organização 

das Nações Unidas (ONU), a população mundial alcançou o número de 5 bilhões em 11 de 

julho de 1987, e ultrapassou a marca de 6 bilhões de pessoas em 12 de outubro de 1999. 

Atualmente, cerca de 16 anos depois, ela é estimada em aproximadamente 7,3 bilhões de 

pessoas (Censo 2015, ONU). 

Esta célere e contínua expansão da espécie humana num planeta que aparenta ser cada 

vez menor expõe sérias implicações em quase todos os aspectos da vida que sutilmente 

vieram acompanhadas pelo crescimento populacional. Questões que dizem respeito à saúde e 

ao envelhecimento, à migração em massa, à urbanização, à demanda por habitação, à 

produção de alimentos, ao acesso à água potável, à destinação adequada dos resíduos gerados, 

às mudanças climáticas e à conservação do meio ambiente, são cada vez mais dignas de 

discussão e atitude. 

Neste contexto, a busca por estratégias para conservar o planeta como o conhecemos, 

desde a manutenção da quantidade e diversidade da fauna e da flora, como da qualidade das 

águas, dos solos e do ar vem conduzindo a comunidade científica a desenvolver estudos mais 

aprofundados a respeito de produtos (materiais, químicos, farmacêuticos, industriais), 

tecnologias, resíduos e até mesmo práticas passíveis de causar danos ao meio ambiente em 

seu todo. 

Por conseguinte, neste ínterim, destaca-se a indústria sucroalcooleira, cuja produção é 

de grande valia para a economia brasileira, sendo o Brasil hoje o maior produtor mundial de 

cana-de-açúcar. Sua produção é dividida principalmente entre o açúcar para fins de consumo, 

cuja produção rendeu ao Brasil o título de maior exportador mundial, e a produção de álcool 

etílico para combustível do qual ocupa a segunda posição, ficando atrás somente dos Estados 

Unidos que, devido à produção de etanol proveniente do milho, é responsável por mais de um 

terço de toda a produção mundial de etanol (MANOCHIO, 2014). 

A maior expansão do cultivo da espécie no país ocorreu a partir da segunda metade da 

década de 1970, com a criação do Programa Nacional do Álcool (PROÁLCOOL) - programa 

do governo que intentou substituir parte do consumo de gasolina por etanol, álcool obtido a 

partir da cana-de-açúcar, sendo pioneiro em seu uso em larga escala, em nível mundial, como 

combustível automotivo. A utilização do etanol veio como forma de solucionar a crise 
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internacional do petróleo que ocorreu em 1973 e posteriormente como iniciativa de corroborar 

com a preocupação global em diminuir a utilização dos combustíveis fósseis, visto que estes 

são de natureza não renovável e sua queima potencializa o efeito estufa - principal causador 

do aquecimento global, cujas consequências são prejudiciais ao meio ambiente e ao homem 

(LAIME et al., 2011). 

Dentre os estados brasileiros produtores de cana, destaca-se São Paulo. O Instituto 

Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE), em conjunto com a União da Indústria de Cana-de-

Açúcar (UNICA), o Centro de Estudos Avançados em Economia Aplicada (CEPEA) da 

Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiróz (Esalq/USP) e o Centro de Tecnologia 

Canavieira (CTC) realizam desde a safra 2003/2004 o mapeamento anual do cultivo da cana-

de-açúcar no estado de São Paulo, o qual demonstrou que no ano safra de 2015, cerca de 5,7 

milhões de hectares foram cultivados somente no estado de São Paulo, o equivalente a 23,5% 

de toda a sua extensão territorial (UNICA; IBGE 2016). 

Contudo, apesar de sua importância inegável para o setor econômico do país, o cultivo 

da cana também trouxe pontos negativos, pois além de contribuir para a degradação de 

grandes áreas florestais nativas, este aumentou significativamente o uso de herbicidas, 

pesticidas e fertilizantes, produtos que comprovadamente prejudicam os ecossistemas 

terrestres e aquáticos circunvizinhantes das culturas (CORBI et al., 2006). 

Somado a esses fatores, a indústria sucroalcooleira também produz elevada quantidade 

de resíduos (MORAES et al., 2015), dentre eles, a vinhaça. Conforme a deliberação 

normativa COPAM (2010), a vinhaça é conceitualmente definida como sendo um efluente 

líquido da destilação de uma solução alcoólica denominada vinho, obtida no processo de 

fermentação do caldo de cana-de-açúcar, do melaço ou da mistura dos dois. 

Dos resíduos da fabricação do álcool a vinhaça é, sem dúvida, o mais importante, já que 

para cada litro de etanol produzido são gerados aproximadamente de 10 a 15 litros de vinhaça 

(CHRISTOFOLETTI et al., 2013a). 

A vinhaça é rica em matéria orgânica, o que confere a esse líquido residual de coloração 

castanha, grande potencial fertilizante e também grande potencial poluidor, cerca de cem 

vezes maior que o do esgoto doméstico (SILVA et al., 2007). Dentre as suas características 

principais estão: caráter ácido (baixo pH), elevada corrosividade e elevada temperatura na 

saída dos destiladores (CHRISTOFOLETTI et al., 2013a). 

Até a década de 80, por ausência de uma legislação ambiental rígida, a vinhaça e outros 

resíduos industriais eram desenfreadamente descartados em corpos hídricos, causando sérios 
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danos aos ecossistemas aquáticos. No caso da vinhaça, isso se deve ao fato de sua alta carga 

orgânica causar a proliferação acelerada dos micro-organismos, que esgotam o oxigênio 

dissolvido na água (alta demanda bioquímica de oxigênio - DBO), destruindo a flora e a fauna 

aquáticas e dificultando o aproveitamento dos mananciais contaminados como fonte de 

abastecimento de água potável, além de afugentar a fauna marinha que vem às costas 

brasileiras para procriação (SILVA; GRIEBELER; BORGES, 2007). Portanto, a vinhaça é 

considerada altamente nociva à fauna, flora e microbiota das águas doces. 

Yesilada (1999) observou que a exposição de drosófilas (Drosophila melanogaster) à 

vinhaça ocasionou a diminuição da taxa de fecundidade dos ovos, fertilidade das fêmeas e 

longevidade de machos. Souza et al. (2013), observaram que a adição de vinhaça em amostra 

de solo de landfarming potencializou os efeitos clastogênicos dessa amostra em ensaios com 

Allium cepa (cebola) devido a provável liberação dos metais traço adsorvidos na matéria 

orgânica. Kumar e Gopal (2001) que avaliaram a toxicidade da vinhaça em peixes da espécie 

Channa punctatus em diferentes concentrações observaram alta produção de muco, redução 

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

músculos. 

Como agravante, de acordo com Laime et al. (2011), o despejo da vinhaça nos cursos 

d’água provoca mau cheiro e contribui para a disseminação dos agentes etiológicos e vetores 

de endemias como a malária, a amebíase e a esquistossomose. 

Devido a constatações como estas, se tornaram cada vez mais frequentes as campanhas 

de valorização do meio ambiente e da biodiversidade, influenciando na criação de tratados 

ambientais contendo medidas de intervenção, caracterizando a fase holística da legislação 

(FARIAS, 2009). 

Com a proibição do descarte em águas, os resíduos que antes eram descartados 

diretamente nos rios precisaram receber outro destino e, dentre as alternativas propostas 

durante este período podem ser citadas: a produção de biogás através da biodigestão 

anaeróbica da vinhaça por micro-organismos, a concentração do resíduo por evaporação para 

diminuição do volume residual e posterior produção de ração para animais de corte, a 

incineração, e o uso como fertilizante da própria cultura de cana-de-açúcar 

(CHRISTOFOLETTI et al., 2013a). 

A viabilidade da técnica da digestão anaeróbica da vinhaça vem sendo comprovada por 

diversos estudos, realizados em laboratórios-piloto e alguns até em escala de trabalho normal 

no Brasil, porém, existe um balanço econômico desfavorável causado principalmente pelo 
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baixo preço dos competidores diretos do biogás produzido na biodigestão, além da falta de 

aplicações práticas e constantes da tecnologia da digestão anaeróbica, contribuindo para uma 

desmotivação em investimentos, colocando a técnica em segundo plano na escala de 

interesses de desenvolvimento (CHRISTOFOLETTI et al., 2013a). 

De acordo com Navarro et al. (2000), os métodos de concentração por evaporação e 

incineração são os únicos capazes de resolver completamente o problema da contaminação do 

meio ambiente pela vinhaça, sendo todos os outros caracterizados como paliativos. 

Entretanto, ambas as técnicas são mais complexas em termos de aplicação e, 

consequentemente mais onerosas do que as alternativas. 

Como a fertirrigação exige um baixo investimento inicial (para compra de tubos, 

bombas, caminhões e tanques de decantação), possui baixo custo de manutenção, é de 

aplicação rápida, não requer tecnologias complexas e ainda aumenta a produtividade da 

cultura, esta prática tem se tornado a mais comumente escolhida pelos produtores agrícolas e 

substituído total ou parcialmente o uso de fertilizantes químicos, principalmente aqueles que 

contêm fósforo (CORAZZA, 1996; CHRISTOFOLETTI et al., 2013a). 

Todavia, ainda não sabe se esta prática constitui uma solução para o problema do 

descarte das indústrias ou se constitui um problema ainda maior para o meio ambiente, visto 

que a aplicação da vinhaça nos solos não descarta a possibilidade de contaminação das águas 

superficiais e/ou subterrâneas por meio da lixiviação/percolação desse resíduo (CORREIA, 

2015). 

Nesse contexto, é necessário destacar a importância dos estudos ambientais, os quais 

contribuem, e muito, para o esclarecimento de questões como estas. Por meio destes torna-se 

possível inferir como e quanto determinado tóxico ou substância influência no meio ambiente 

e esclarecer seu risco para a saúde humana. 

Para estudos ecotoxicológicos, é comum a utilização de bioindicadores, isto é, qualquer 

organismo ou matriz biológica capaz de responder de maneira física, química, fisiológica ou 

comportamental a um contaminante ambiental indicando um desvio do status normal que não 

pode ser detectado no organismo intacto (ARIAS et al., 2007). 

As análises mensuráveis de fluidos corporais, células, tecidos ou organismos completos 

indicam, em termos bioquímicos, celulares, fisiológicos, comportamentais ou energéticos, a 

presença de substâncias contaminantes e a magnitude da resposta do organismo alvo (ARIAS 

et al., 2007). As características que compõem um bom bioindicador são sensibilidade, boa 

representatividade e importância funcional no ecossistema, bem como possuir coleta, 
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identificação e análise com baixo nível de dificuldade (GREENSDALE, 2007; 

FONTANETTI et al., 2012). 

As técnicas para a avaliação de impactos ambientais utilizando bioindicadores são 

divididas em duas abordagens: as associadas aos níveis superiores de organização, tais como 

populações, comunidades e ecossistemas e as associadas ao nível individual, as quais tratam 

de alterações no comportamento dos indivíduos como malformações, alterações das taxas de 

crescimento, reprodução, alimentação, mudanças bioquímicas e fisiológicas. Uma vez que os 

tóxicos atuam em diferentes níveis de organização biológica, são necessárias análises 

complementares para fornecer as informações necessárias para a inferência de risco 

(YOUNES, 2000). 

Para demonstrar a importância dos estudos ambientais, serão citados abaixo dois 

trabalhos que avaliaram a toxicidade de duas substâncias distintas: o primeiro estudo, 

realizado por Ansoar-Rodríguez et al. (2014), mostrou que os impactos da contaminação por 

pesticidas pode alterar não só ecologicamente uma população, mas também geneticamente. 

Foi aplicado o imidacloprido (IMI), um dos inseticidas mais utilizados nas culturas de cana no 

Brasil, em plantas como Allium cepa e Tradescantia pallida em diferentes concentrações, e 

após análise dos resultados obtidos, constatou-se que o IMI pode causar alterações 

cromossômicas e aumento na frequência de micronúcleos nos organismos nas concentrações 

testadas. 

O segundo estudo, realizado por Marcato (2014), mostrou a toxicidade do herbicida 2,4-

D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético) - componente do “agente laranja” utilizado na Guerra do 

Vietnã, cujo uso acabou por destruir o habitat natural, deixar milhões de pessoas expostas e 

provocar enfermidades irreversíveis. Foram testadas as reações causadas pela exposição de 

tilápias (O. niloticus) a duas concentrações do herbicida; foi observado hipertrofia das células 

pavimentosas das lamelas secundárias das brânquias, desprendimento e hipertrofia epitelial 

nas lamelas secundárias, e indução da proliferação de células mucosas, alterações 

consideradas deletérias aos organismos, que foram regredidas depois da retirada do tóxico do 

ambiente. 

A tilápia-do-nilo (O. niloticus), utilizada no segundo estudo, vem sendo largamente 

utilizada como bioindicador aquático para estudos ambientais devido a sua disponibilidade, 

resistência em condições laboratoriais e sensibilidade a diversos tipos de contaminantes 

(HAYASHI, 1995) e as brânquias foram consideradas órgãos excelentes para estudos 
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toxicológicos, visto que são os primeiros órgãos a entrar em contato com as substâncias 

presentes na água (EVANS, 1987). 

A escolha das técnicas de análise possui grande importância, pois estas devem 

representar o estado de conservação do órgão escolhido como um todo, possibilitando a 

inferência de um resultado conclusivo a respeito do risco em estudo. 

O conjunto de técnicas escolhidas para a avaliação da toxicidade da vinhaça de cana-de-

açúcar percolada descrevem as alterações causadas pela exposição à vinhaça em diversos 

níveis de organização biológica: tanto organísmico, através da microscopia eletrônica de 

varredura, como celular, através da histologia do órgão, como molecular, através da síntese 

bioquímica de produtos celulares, avaliados pela marcação histoquímica. 

As alterações morfológicas podem prover evidências de uma adaptação funcional para a 

sobrevivência no ambiente externo após exposição a um composto tóxico (MEYERS; 

HENDRICKS, 1985). Adicionalmente, as análises qualitativas destas mudanças anteriores às 

decorrentes mortes dos organismos podem indicar previamente a toxicidade de um 

contaminante (NOGAROL; FONTANETTI, 2010; TRIEBSKORN et al., 1999). 

Para tais análises, a ultramorfologia e a histologia são as ferramentas mais utilizadas, 

pois, por meio destas é possível diagnosticar sintomas celulares e subcelulares resultantes de 

intoxicação, bem como localizar regiões de morte celular e revelar respostas a exposições 

crônicas e subletais em células e tecidos (FONTANETTI et al., 2010; KAMMENGA et al., 

2000). 

Estudos como os de Correia (2015), Marinho et al. (2014) e Pedro-Escher et al. (2016) 

utilizaram estas e outras técnicas para descrever o caráter tóxico, genotóxico, citotóxico e 

mutagênico da vinhaça de cana-de-açúcar in natura, mas pouco se sabe sobre a vinhaça 

percolada. 

Tendo em vista o potencial poluidor da vinhaça, estudos que avaliem seus efeitos 

tóxicos ao meio ambiente e proponham medidas de mitigação são de extrema importância, 

uma vez que seu principal uso é como fertilizante. Neste sentido, o presente trabalho teve 

como objetivo avaliar a toxicidade da vinhaça de cana-de-açúcar percolada em corpos 

hídricos, tendo a tilápia-do-nilo (Oreochromis niloticus) como organismo teste, avaliada por 

estudos ultramorfológicos, histológicos e histoquímicos. 
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2. OBJETIVOS 

 

Devido ao uso em larga escala da vinhaça e seu potencial tóxico, o trabalho teve como 

objetivo verificar a toxicidade da vinhaça percolada de cana-de açúcar utilizando tilápias (O. 

niloticus) como organismo teste. Propôs-se: 

- Analisar a estrutura da brânquia por meio de microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) e verificar a quantidade e o estado de conservação dos tipos celulares comuns, como 

células pavimentosas e células clorídricas. 

- Analisar a estrutura do tecido branquial por meio de técnica histológica para 

observação de alterações provocadas pela vinhaça. 

- Aplicar técnica histoquímica do ácido periódico de Schiff (PAS) para análise mais 

detalhada da brânquia, permitindo evidenciar e quantificar as células mucosas. 

 

3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 A PROBLEMÁTICA DA APLICAÇÃO DA VINHAÇA NOS SOLOS 

Após a proibição do descarte da vinhaça em águas, muitos produtores de cana 

passaram a utilizar a vinhaça como uma alternativa mais barata para fertilizar seus solos. Esta 

estratégia obteve relativo sucesso, visto que a vinhaça apresenta grande potencial para 

utilização em solos agrícolas, principalmente na forma de fertirrigação das lavouras, devido 

ao seu alto teor de matéria orgânica, potássio, cálcio, magnésio e sódio, gerando assim bons 

resultados na produtividade agrícola e, consequentemente, retorno econômico (BEBÉ et al., 

2009; DE MENDONÇA-CASADEI et al., 2015; PEDROSA et al., 2005). 

Estudos como os de Ridesa (1994), Ferreira e Monteiro (1987), Camargo; Valadares 

e Geraldi (1983), Da Silva et al. (2007), entre outros, constataram que há ação qualitativa e 

quantitativa dos benefícios ao solo e maior produtividade na área plantada, quando da 

aplicação da vinhaça na cultura da cana-de-açúcar, mostrando que o aproveitamento da 

vinhaça para adubação e irrigação, corresponde a uma prática promissora do ponto de vista 

agroecológico, técnico e econômico. Este resultado depende da aplicação adequada dos 

resíduos orgânicos, potencialmente poluentes, em prol do solo para obter maior produtividade 

da cultura que a utiliza, sendo que os benefícios não se restringem ao cultivo de cana, uma vez 

que o agricultor pode obter a vinhaça e utilizá-la no cultivo de diversos produtos, como 

hortaliças e frutas, otimizando o manejo ecológico na propriedade rural. 
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Estes benefícios do uso da vinhaça como fertilizante foram propalados como uma 

solução para o descarte que não poluiria o meio ambiente, porém, esta informação foi refutada 

a partir de estudos que demonstraram os impactos ambientais que a prática poderia causar 

devido ao alto poder poluente desse resíduo, tanto por sua disposição em tanques quanto por 

sua aplicação nas lavouras (HASSUDA; REBOUÇAS; CUNHA, 1990). 

A Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) estabeleceu, 

através da norma P4.231/2005 denominada “Vinhaça – Critérios e Procedimentos para 

Aplicação em Solo Agrícola”, que se limita ao estado de São Paulo, a quantidade máxima 

permitida de vinhaça que pode ser aplicada por m³ de solo, de acordo com a concentração de 

potássio presente no mesmo e a necessidade de adicionar este íon para a cultura da cana 

(CETESB, 2006). 

A norma CETESB (2006) estabelece as definições dos tipos de corpos hídricos e 

solos agrícolas, além das condições para a aplicação da vinhaça, como a localização das áreas 

a serem fertirrigadas, a profundidade em que se encontram os aquíferos subterrâneos, a 

disponibilidade de água no solo e sua declividade, entre outros, além de responsabilizar as 

unidades de fabricação de açúcar e destilarias de álcool pela implantação, operação, 

manutenção e monitoramento de sistema de armazenagem, distribuição e aplicação no solo da 

vinhaça (Art. 3º Lei 5.182 ⁄ 13). Entretanto, devido à falta de fiscalização, grande parte dos 

agricultores não segue a regulamentação da CETESB, aplicando demasiadamente e/ou 

desnecessariamente o resíduo. 

A questão da aplicação da vinhaça se torna complexa, pois, de acordo com Silva et 

al. (2007), ao modificar as propriedades físicas do solo, a vinhaça pode tanto elevar a 

capacidade de infiltração da terra, contaminando as águas subterrâneas, como diminuí-la, 

promovendo o aumento do escoamento, com possível contaminação de águas superficiais. 

Além disso, os mecanismos de recarga dos lençóis freáticos e aquíferos são controlados 

principalmente pelos eventos de chuva. Deste modo, ao atingir o solo contendo vinhaça, a 

água pluvial pode infiltrar ou escoar superficialmente, poluindo os corpos d’água (SILVA et 

al., 2007). 

De acordo com Christofoletti et al. (2013a), a aplicação direta da vinhaça no solo 

pode causar problemas tais como: lixiviação de metais presentes no solo para águas 

subterrâneas, salinização do solo e desequilíbrio dos seus nutrientes, redução da alcalinidade, 

perdas nas colheitas, aumento da fitotoxicidade e odor desagradável. Além do que, os 

nutrientes do solo que são perdidos pelo processo de lixiviação podem contribuir para a 
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poluição de águas subterrâneas e superficiais, causando a eutrofização de rios e lagos, 

principalmente pelo acúmulo de nitratos e fosfatos (LEAL; NUNES; VELLOSO, 1982). 

Soto et al. (2015) apresentaram os resultados de uma simulação matemática de fluxo 

subterrâneo da água e de transporte iônico, a partir da infiltração hipotética de vinhaça 

decorrente da fertirrigação na cultura de cana-de-açúcar. O estudo foi aplicado a um corte 

bidimensional de solo de Ajapí (Rio Claro, São Paulo) com o intuito de avaliar o potencial de 

contaminação das águas subterrâneas e de um córrego localizado próximo às fontes de 

infiltração. A análise numérica das condições simuladas mostra que as águas subterrâneas do 

local estão sujeitas a contaminação, indicando que o soluto da vinhaça pode alcançar o nível 

freático em pouco tempo de percolação (1 a 3 anos), dependendo de sua profundidade (6m a 

20m). Adicionalmente, concentrações entre 31% e 44% da concentração inicial do soluto 

podem ser atingidas em períodos de tempo de 10 a 30 anos, portanto, os resultados obtidos 

apontaram que para os cenários hipotéticos apresentados, íons provenientes da vinhaça, em 

determinadas concentrações, podem apresentar alto potencial de contaminação tanto de águas 

subterrâneas como superficiais. Os resultados servem como alerta para a vulnerabilidade de 

áreas com cenários similares, quais sejam de intensa fertirrigação com vinhaça. 

 

3.2 Oreochromis niloticus COMO ORGANISMO TESTE PARA TOXICIDADE 

Quando há uma contaminação de um corpo hídrico por compostos potencialmente 

poluentes em concentrações subletais e crônicas, ocorrem mudanças estruturais e fisiológicas 

nos organismos pertencentes ao ecossistema aquático, causando muitas vezes mortalidade em 

massa. Os efeitos dos contaminantes em peixes, por exemplo, podem se manifestar em vários 

níveis de organização biológica, incluindo disfunções, alterações estruturais em órgãos e 

tecidos e modificações comportamentais que levam ao prejuízo do crescimento e reprodução 

(ADAMS, 1990). 

Assim, o estado de saúde dos peixes pode refletir e indicar a condição de um 

ecossistema aquático. Além disso, existe extensa literatura sobre seu comportamento, 

fisiologia e requerimentos ambientais, que os tornam relevantes como grupo de organismos 

testes para avaliar os efeitos biológicos de substâncias tóxicas (RAND; PETROCELLI, 2008). 

Para o presente estudo, escolheu-se utilizar a tilápia-do-nilo (O. niloticus) como 

organismo indicador da toxicidade da vinhaça percolada. 

Tilápia é o nome dado a uma grande gama de espécies pertencentes à família 

Cichlidae, da ordem Perciformes, a qual foi inserida no Brasil por volta de 1970 e hoje está 
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presente em quase todas as grandes e médias bacias hidrográficas do país e em todos os 

continentes do mundo. São cultivadas 22 espécies de tilápia no mundo, porém a tilápia-do-

nilo (O. niloticus), a tilápia mossâmbica (Oreochromis mossambicus), a tilápia azul 

(Oreochromis aureus), Oreochromis maccrochir, Oreochromis hornorum, Oreochromis 

galilaeus, Tilapiazilliie a Tilapiarendalli são as espécies mais criadas para fins comerciais 

(EL-SAYED, 1999). 

A escolha da tilápia-do-nilo se justifica, pois esta se destaca como peixe de grande 

potencial para aquicultura devido a sua rusticidade, rápido desenvolvimento e adaptação ao 

confinamento (HAYASHI, 1995), além de possuir hábito alimentar onívoro, e aceitar rações 

com grande facilidade, desde o período pós-larval até a fase adulta. De acordo com Popma e 

Phelps (1998), a tilápia é, entre as espécies de peixes mais cultivadas, a que melhor resiste à 

alta temperatura, a baixa concentração de oxigênio dissolvido e a alta concentração de amônia 

na água. Já Lahav e Ra’nam (1997) citam que a principal vantagem da tilápia-do-nilo é o seu 

baixo custo relativo, principalmente quanto ao alevino, à alimentação e à qualidade da sua 

carne. A espécie de tilápia preferida para o cultivo é a O. niloticus, por causa do seu rápido 

crescimento e sua coloração clara (LOVSHIN, 1997). 

Em estudos toxicológicos envolvendo ambientes aquáticos, como os realizados por 

Marcato (2014) e Biagini et al. (2009), é comum a utilização das brânquias dos peixes como 

órgão de análise, visto que, majoritariamente, este é o primeiro órgão a sentir os efeitos dos 

poluentes no meio. Isso ocorre em decorrência do seu contato direto com a água (KIKUSHI et 

al., 1978; MISHRA et al., 1985). Seu epitélio é, portanto, considerado um excelente modelo 

para examinar os efeitos de substâncias dissolvidas nos tecidos (EVANS, 1987). 

 

3.3 AS BRÂNQUIAS COMO ÓRGÃO DE ANÁLISE PARA TOXICIDADE 

As brânquias dos peixes são constituídas por filamentos ou lamelas primárias, 

arranjados em aros duplos na extensão do osso. As lamelas secundárias são originadas nos 

filamentos e se dispõem perpendicularmente nas margens inferior e superior de cada 

filamento, servindo mais para sustentação da lâmina secundária, do que para processos de 

trocas gasosas (ROSETY-RODRÍGUEZ, 2002). 

O epitélio branquial é constituído por diferentes tipos celulares, como células 

pavimentosas ou respiratórias, células mucosas e células clorídricas, sendo estas últimas, em 

peixes de água doce, envolvidas em atividades de transporte iônico (LAURENT et al., 1985; 

LAURENT; PERRY, 1990). 
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O número, tamanho, forma e estrutura das células clorídricas podem ser modificados 

pela exposição a certos fatores. As células pavimentosas são caracterizadas por apresentar 

uma rede de cristas em sua superfície (LAURENT, 1982); as cristas geralmente são 

consideradas estruturas importantes na retenção de muco no epitélio branquial (LEWIS, 1979) 

e indicativas de aumento da atividade celular (GOSS et al., 1994). 

Pode-se utilizar a observação das brânquias como um método rápido e válido para 

determinar as alterações histológicas causadas pela exposição a diferentes poluentes nos 

peixes (ARELLANO et al., 1999) e como a brânquia é o principal local de troca gasosa e de 

função importante na regulação iônica, as alterações morfológicas causadas pela exposição 

aos poluentes resultam em distúrbios respiratórios (CERQUEIRA; FERNANDES, 2002). 

Perry e Laurent (1993) consideram as alterações que ocorrem durante as mudanças 

ambientais uma forma adaptativa para conservar algumas das suas funções fisiológicas. 

O trabalho de Mazon et al. (2002) observou o efeito do cobre nas brânquias de 

Prochilodus scrofa, por meio da microscopia eletrônica de varredura, detectando uma redução 

de causa desconhecida das cristas das células pavimentosas, a qual foi também observada em 

peixes expostos agudamente a águas de um lago impactado por metais por Brito (2009). Da 

mesma forma, Biagini et al. (2009), observaram a perda das cristas nas células pavimentosas 

em peixes criados em água poluída tratada por flotação; os autores comentam que este é um 

bom parâmetro para detecção de toxicidade. 

 

3.4 ANÁLISES ULTRAMORFOLÓGICA, HISTOLÓGICA E HISTOQUÍMICA 

COMO FERRAMENTAS DE MONITORAMENTO AMBIENTAL 

 

3.4.1 A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

As análises ultramorfológicas podem ser usadas para detectar diversas alterações 

teciduais e auxiliar no diagnóstico dos sintomas de intoxicação celular (FONTANETTI et al., 

2010). 

A microscopia eletrônica de varredura permite que a superfície do órgão 

escolhido seja analisada. No caso da brânquia, ela permite verificar a integridade das células 

pavimentosas, as quais revestem os filamentos primários e secundários das brânquias e 

permite a contagem das células clorídricas, as quais desempenham importante papel na 

regulação iônica do indivíduo, que podem ser alteradas quando da presença de um tóxico. 
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O microscópio eletrônico de varredura (MEV) utiliza um feixe emissor de 

elétrons localizado dentro de uma pequena sonda que passa rapidamente para frente e para 

trás sobre a superfície da amostra. O rastreamento completo de cima abaixo geralmente leva 

apenas alguns segundos. As diferenças na superfície da amostra afetam o padrão com o qual 

os elétrons são dispersos a partir deste, sendo que buracos ou fissuras aparecem escuros e as 

protuberâncias e saliências aparecem claras, resultando em uma imagem tridimensional. 

Somente estruturas superficiais podem ser examinadas com o MEV. Consequentemente, este 

é utilizado para estudar células inteiras, tecidos e superfícies de diversas estruturas (DE 

CASTRO, 2002). 

O MEV é o mais versátil instrumento para avaliação, exame e análise das 

características microestruturais de amostras biológicas e não biológicas, tendo como maior 

interesse a obtenção de informações topográficas. A grande vantagem deste instrumento é a 

elevada profundidade de campo, da ordem de 10 µm para aumentos de cerca de 10.000 X, 

chegando a 1 cm para aumentos de 20X. Esta característica possibilita obter imagens 

estereoscópicas e bem focadas com espécimes até macroscópicos. Além disso, no MEV a 

amostra pode ser inclinada e rotacionada sob o feixe eletrônico em todas as orientações, logo 

precisa estar bem preservada nas três dimensões (DE CASTRO, 2002). 

 

3.4.2 A Coloração Hematoxilina-Eosina (HE) como ferramenta histológica 

A histologia permite avaliar os danos teciduais causados ou não pela exposição ao 

tóxico, permitindo a visualização de alterações morfológicas do epitélio branquial, como 

hemorragias, desprendimento, desorganizações, edemas, hiperplasias, hipertrofias e invasões 

do epitélio. Isso permite que seja estabelecido um escore de alterações fornecendo 

informações a respeito de quanto e como o tecido está alterado (FONTANETTI et al., 2010). 

A maioria dos cortes histológicos recebe algum tipo de coloração para que seja 

possível a sua observação ao microscópio e por isso, foram desenvolvidos ao longo do tempo 

inúmeras soluções e misturas corantes para esta finalidade, sendo as misturas mais práticas e, 

consequentemente, as mais utilizadas as que melhor distinguem os diversos componentes das 

células e da matriz extracelular. Uma das técnicas mais utilizadas é a coloração diferencial 

que envolve duas misturas corantes: a hematoxilina de Harris e a eosina, cuja abreviação é 

representada por HE ou H&E (ICB-USP, 2007; JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). 

A hematoxilina de Harris é uma mistura composta por hematoxilina, álcool etílico 

95%, sulfato de alumínio e de potássio, água destilada e óxido de mercúrio. Estes elementos 
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dão ao corante um caráter básico (alcalino), o qual permite que este se ligue aos componentes 

ácidos da célula, como os ácidos nucleicos (DNA e RNAs) presentes no núcleo, conferindo a 

estes uma coloração violeta/azulada. A eosina, por sua vez, é uma mistura composta por 

eosina, água destilada, álcool etílico 80 e 95 %, elementos estes que dão ao corante um 

caráter ácido que se liga aos componentes celulares básicos como as organelas 

citoplasmáticas, conferindo a estas uma coloração rosada/avermelhada. Os cortes são corados 

inicialmente com hematoxilina e em seguida com eosina e a coloração final permite que 

sejam visualizados os componentes celulares ao microscópio de luz para diversos tipos de 

análises (ICB-USP, 2007). 

 

3.4.3 A técnica do ácido periódico de Schiff (PAS) para marcação de 

polissacarídeos neutros 

A técnica do Ácido Periódico de Schiff foi desenvolvida para evidenciar 

glicogênio nas células, contudo, ela pode ser utilizada para corar diversos tipos de 

carboidratos, como os presentes no muco e nas membranas basais. A reação do ácido 

periódico oxida seletivamente os resíduos de glicose, produzindo aldeídos que reagem com o 

Schiff revelando uma cor púrpura/magenta. Um corante básico adequado ainda pode ser 

adicionado como um corante de contraste. Esta técnica pode ser utilizada tanto para análise 

qualitativa como quantitativa, através do uso de um software adequado, para inúmeras 

inferências (ICB-USP, 2007). 

Através da técnica histoquímica do ácido periódico de Schiff (PAS), é possível 

avaliar o funcionamento das células, no caso, das células mucosas, as quais atuam na síntese 

bioquímica de lipídeos. Através da contagem destas pode-se inferir se houve um aumento ou 

diminuição na produção de muco devido a um estímulo externo, como um tóxico, ou se a 

célula não teve seu metabolismo alterado. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL BIOLÓGICO: TILÁPIA-DO-NILO 

Foram utilizados 30 espécimes de tilápia-do-nilo (O. niloticus) com média de 10 cm 

de comprimento provenientes de piscicultura. Os indivíduos foram aclimatados durante 15 

dias em tanques possuindo sistema de filtração e aeração adequadas e foram alimentados com 

ração até 24 horas antes do início do bioensaio. A suspensão da alimentação foi realizada com 
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a finalidade de evitar o acúmulo de amônia nos aquários oriunda do sistema excretor dos 

animais que pode atuar como interferente do bioensaio. 

 

4.2 VINHAÇA 

No presente estudo foi utilizada a vinhaça de cana-de-açúcar percolada em solo 

saturado, a qual foi fornecida pela equipe do Prof. Dr. Chang Hung Kiang do Laboratório de 

Estudo de Bacias (LEBAC) do Instituto de Geociências e Ciências Exatas da UNESP, 

Campus de Rio Claro e a vinhaça in natura, fornecida pela usina Santa Lúcia (Araras/SP), 

ambas numa diluição de 2,5%. Foi feita análise físico-química para caracterização dos metais 

presentes em ambas as vinhaças também pela equipe do Prof. Dr. Chang. 

 

4.3 MONTAGEM DO BIOENSAIO 

Para a montagem do bioensaio o projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa no Uso Animal da UNESP- Rio Claro, SP (CEUA - IB - UNESP - CRC) com o 

protocolo nº 6301 de 29.07.2015. 

Após aclimatação, os animais foram transferidos dos tanques para aquários de 40 

litros cada, sendo divididos em três grupos: controle, contendo água de poço artesiano sem 

adição de nenhum composto, grupo teste, contendo vinhaça percolada diluída a 2,5% e o 

grupo comparação, com vinhaça in natura também a 2,5%. 

O bioensaio foi realizado em réplica e as tilápias foram expostas por 96 horas com o 

mínimo de interferência e movimentação no local, o qual foi monitorado três vezes ao dia 

para verificação da temperatura, controlada por termostatos, e pH dos aquários fazendo-se os 

ajustes necessários. 

Passadas 96 horas, os peixes foram anestesiados e tiveram seus segundos arcos 

branquiais retirados por meio de dissecação e foram fixados em soluções diferentes referentes 

às análises a que seriam aplicados. 

 

4.4 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

Para a análise das brânquias em MEV, o segundo arco branquial dos espécimes, tanto 

o dos expostos às vinhaças, como do controle foi retirado, fixado em Karnovsky 0,4% 

(KARNOVSKY, 1965), o qual foi posteriormente substituído por tampão fosfato-salino PBS 

(KCl+KH2PO4+NaCl+Na2HPO4+H2O) e reposto quinzenalmente. As amostras foram 

mantidas em geladeira. A desidratação do material foi realizada utilizando uma bateria de 
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concentrações crescentes de acetona (50, 75, 90, 95 e 100%) por cinco minutos cada uma e 

levado ao ponto crítico do CO2 (CPD - critical point drying). 

A elevação ao ponto crítico ocorreu dentro de uma câmara isolada e consistiu na 

injeção CO2 líquido, fazendo-se várias substituições até remoção total da acetona da amostra, 

numa temperatura média entre 0 e 5°C. Posteriormente elevou-se a temperatura dentro da 

câmara entre 40 e 45°C para diminuir a densidade da fase líquida e aumentar a densidade da 

fase gasosa, pois devido ao aumento gradual da temperatura, as moléculas adquirem energia 

cinética e se convertem em gás, aumentando a pressão interna na câmara. Ao se aproximar da 

temperatura crítica, as densidades da fase gasosa e líquida devem se tornar muito próximas e 

logo, quando o ponto crítico é excedido, a fase gasosa e líquida devem apresentar a mesma 

densidade, garantindo que a temperatura esteja em torno de um valor crítico onde não há 

limites entre as fases, ou seja, o menisco de transição de fases desaparece. Nesta situação, a 

tensão superficial é igual a zero e todo o líquido se converte em gás (DE DAVID; GOMES; 

MACHADO, 2007). 

A câmara foi, então, despressurizada até pressão atmosférica, e a amostra foi removida 

da câmara. A amostra pôde então ser montada em um suporte metálico (stub) e metalizada 

com uma fina camada de ouro para ser melhor observada no equipamento. O material foi 

analisado em um microscópio eletrônico de varredura de baixo vácuo HITACHI TM3000. 

A análise do material consistiu na observação de trinta regiões interlamelares de três 

filamentos conservados de cada brânquia e contagem do número de células clorídricas 

(protocolo adaptado ao descrito por Biagini et al., 2009 para contagem de células mucosas), 

observação do estado de preservação das cristas das células pavimentosas e da presença de 

células intumescidas. Para as alterações foi estabelecido um escore correspondente, entre 0 e 

6, sendo o 0 equivalente a nenhuma alteração e o 6 equivalente a totalidade do órgão alterado 

(MARINHO et al., 2014). Posteriormente, o material foi fotografado para documentação. 

 

4.5 HISTOLOGIA E HISTOQUÍMICA DAS BRÂNQUIAS 

 

4.5.1 Histologia - HE (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) 

Para a análise histológica, as brânquias foram fixadas em solução de Bouin 

(composta de 15 mL de solução saturada de ácido pícrico, 5 mL de formaldeído e 1 mL de 

ácido acético) por 24 horas. Feito isso, o fixador foi substituído por solução-tampão fosfato 

de sódio. Para a montagem dos blocos para corte histológico, o material passou por uma 
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bateria de desidratação lenta com álcool etílico em diferentes concentrações (15, 25, 50, 70, 

80, 90, 95 e 100%) e foi adicionada resina de embebição, que posteriormente foi substituída 

por uma resina histológica para formação dos blocos, os quais, após moldados, foram 

mantidos em estufa por no mínimo 24 horas para secagem. 

Os blocos foram seccionados em micrótomo com espessura de 4μm, hidratados e 

colocados em lâminas, sendo distribuídos oito cortes para cada lâmina. Duas lâminas para 

cada réplica e para cada tratamento foram coradas por meio da técnica diferencial de 

Hematoxilina-Eosina (HE) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). Assim que coradas e secas, 

as lâminas foram montadas com Entellan e analisadas em microscópio de luz seguindo o 

protocolo de semi-quantificações morfológicas estabelecido por Marinho et al. (2014). 

 

4.5.2 Histoquímica - Técnica do PAS (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) 

Para observação de células mucosas, os cortes do material foram oxidados por 10 

minutos em solução de ácido periódico 0,4% e colocados no reativo de Schiff por 

aproximadamente 1 hora no escuro (visto que o reagente pode ser degradado pela luz); foram 

deixados então em água sulfurosa por 3 minutos e lavados em água corrente, por 30 minutos. 

Não foi necessária a utilização de um corante para contraste. 

 

4.6 ANÁLISE E DOCUMENTAÇÃO DAS LÂMINAS 

A análise das lâminas foi feita em microscópio de luz, utilizando as objetivas de 10, 

25 e 40x, sendo analisadas quatro lâminas para cada peixe: duas para a técnica histológica de 

HE e duas lâminas para a técnica do Ácido Periódico de Schiff. A análise da técnica 

histológica foi realizada segundo o protocolo de Bernet et al. (1999), adaptado por Marinho et 

al. (2014) onde um fator de importância (w) foi definido para cada lesão, variando de 1 a 3 em 

concordância com a importância patológica baseado na capacidade do indivíduo sobreviver e 

se recuperar da mesma, sendo: (1) Importância patológica mínima, isto é, a lesão é reversível 

quando cessada a exposição ao agente estressor; (2) Importância moderada, a lesão é 

reversível na maioria dos casos; e (3) Importância patológica acentuada, a lesão é geralmente 

irreversível, podendo levar a perda de função do órgão. Além dos fatores, também foram 

estabelecidos escores variando entre 0 e 6 para classificar o grau e extensão da alteração, 

sendo (0) nenhuma ocorrência; (2) pouca ou rara ocorrência; (4) ocorrência frequente; e (6) 

ocorrência muito frequente. Podem ser adotados valores intermediários para denotar valores 

médios entre dois escores. 
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O índice das alterações foi calculado através da multiplicação do escore pelo fator de 

importância, e a partir deste, foram obtidos os valores de média e desvio padrão para cada 

tratamento e para o controle, dados os quais foram utilizados para a posterior análise 

estatística. 

Para a quantificação de células mucosas foram aplicados dois métodos de contagem: 

- O método convencional, no qual as células mucosas foram avaliadas segundo o 

protocolo de Biagini et al. (2009). Neste, foram selecionadas três fotos sequenciais de um 

corte histológico, com três lamelas principais íntegras, de cada indivíduo; dessas lamelas 

principais foram contadas manualmente as células mucosas de trinta regiões interlamelares de 

todos os indivíduos de todos os tratamentos.  

- Por meio do Software ImageJ, no qual também foram selecionadas três fotos 

sequenciais de um corte histológico, com três lamelas principais íntegras, de cada indivíduo; 

dessas lamelas principais foram aplicadas as ferramentas de contagem do programa para 

contabilizar as células mucosas de 30 regiões interlamelares de todos os indivíduos de todos 

os tratamentos.  

Ambas as quantificações passaram por posterior análise estatística. Os dados gerados 

a partir da análise das lâminas para todas as técnicas utilizadas nesse estudo tiveram sua 

normalidade testada pelo método de Shapiro-Wilk. Com base no valor de significância deste 

teste, foi realizado o teste estatístico paramétrico (p>0,05) ANOVA com teste pos-hoc de 

Tukey, ou o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, ambos com valor de significância com 

p<0,05. 

 

5. RESULTADOS 

 

Durante a realização deste Trabalho de Conclusão de Curso foi produzido um artigo 

científico apresentado a seguir, o qual será encaminhado para publicação em revista 

especializada. 
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Resumo 

A indústria sucroalcooleira é de grande valia para o Brasil e para o mundo em termos 

socioeconômicos, importância tal que conferiu ao Brasil o título de maior exportador mundial 

de etanol proveniente de cana-de-açúcar. Contudo, esta indústria gera quantidade elevada de 

resíduos no processo de destilação do vinho da cana, sendo a vinhaça o seu principal resíduo. 

Atualmente, a vinhaça é utilizada como fertilizante agrícola devido ao seu elevado conteúdo 

orgânico e concentração de potássio, sendo defendida por estudos que comprovam a melhoria 

das culturas quando da sua aplicação. Entretanto, não se sabe se esta prática se caracteriza 

como benéfica, visto que a vinhaça possui alto potencial poluidor e capacidade de 

percolar/lixiviar pelo solo, podendo ocasionar a contaminação de águas subterrâneas e/ou 

superficiais. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo verificar a toxicidade da 

vinhaça de cana-de-açúcar percolada, utilizando tilápias (Oreochromis niloticus) como 

organismos teste. Foram realizadas análises dos metais da vinhaça percolada e da vinhaça in 

natura e não foram detectados elementos em concentração acima do permitido para corpos 

d’água (CETESB e CONAMA). Com exceção do Al, os elementos diminuíram suas 

concentrações na vinhaça percolada. Após percolação da vinhaça foi montado um bioensaio, 

em réplica, constituído por um grupo controle, com exposição dos peixes à água limpa; um 

grupo com exposição à vinhaça percolada a 2,5%; e outro com exposição à vinhaça in natura 

também a 2,5%. Cinco indivíduos morreram durante o ensaio: um do controle, um da vinhaça 

in natura e três da vinhaça percolada. Após exposição, as brânquias foram utilizadas para 

análise histopatológica. De modo geral foram observadas poucas alterações nas brânquias dos 

animais, tanto na estrutura tecidual como nos diferentes tipos celulares que constituem a 

brânquia; foi observado aumento significativo, embora com índices baixos de células 

pavimentosas intumescidas, nos animais expostos à vinhaça percolada; alterações histológicas 

foram observadas em todos os grupos, sendo o desprendimento epitelial e a desorganização 

lamelar as mais frequentes, porém também com índices baixos. De acordo com os efeitos 

provocados pela vinhaça percolada, pode-se inferir que os resultados não sugerem ação tóxica 

da mesma na concentração utilizada, indicando que o solo atua como um filtro, retendo metais 

com potencial tóxico contido nesse resíduo. Entretanto, cabe ressalvar de que o uso constante 

de vinhaça no solo pode aumentar a salinidade do mesmo e causar sua saturação, tornando a 

vinhaça potencialmente nociva para os organismos expostos a ela. 

 

Palavras-chaves: Percolação; Fertirrigação; Histopatologia; Metais; Solo. 
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1. Introdução 

O crescimento da população mundial trouxe consigo sérias implicações em quase todos 

os aspectos da vida, demandando que a comunidade científica passasse a buscar estratégias 

capazes de contornar tais problemas para conservar o planeta como o conhecemos. Estudos a 

respeito da qualidade das águas, ar, solos, biodiversidade e meio ambiente tornaram-se 

frequentes, trazendo novas descobertas e também revelando novos problemas a serem 

solucionados. 

Nesse contexto, a indústria sucroalcooleira necessita receber atenção, pois apesar de 

trazer inúmeros benefícios socioeconômicos para o Brasil e para o mundo, pode trazer 

também diversos problemas, dentre eles a degradação de grandes áreas florestais nativas, o 

aumento do uso de herbicidas, pesticidas, fertilizantes e a geração de elevada quantidade de 

resíduos em sua produção (CORBI et al., 2006; MORAES et al., 2015). 

A vinhaça, principal resíduo gerado pela indústria sucroalcooleira, é definida como um 

efluente líquido da destilação de uma solução alcoólica denominada vinho, obtida no processo 

de fermentação do caldo de cana-de-açúcar, do melaço ou da mistura dos dois (COPAM, 

2010). Para cada litro de etanol produzido são gerados de 10 a 18 litros de vinhaça e dentre as 

suas características principais estão: caráter ácido (baixo pH), elevada corrosividade e elevada 

temperatura na saída dos destiladores (CHRISTOFOLETTI et al., 2013a). 

Até a década de 80, a vinhaça era descartada em corpos hídricos, promovendo sérios 

danos aos ecossistemas aquáticos, razão pelo qual foi considerada tóxica e o seu descarte em 

águas foi proibido. Posteriormente, a vinhaça recebeu uma nova destinação: o solo, passando 

a ser utilizada como fertilizante agrícola devido a sua alta carga orgânica e elevada 

concentração de potássio (CHRISTOFOLETTI et al., 2013a). Todavia, ainda não sabe se esta 

prática constitui uma solução para a questão do descarte das indústrias ou se constitui um 

problema para o meio ambiente, visto que a aplicação da vinhaça nos solos não descarta a 

possibilidade de contaminação das águas superficiais e/ou subterrâneas por meio da 

lixiviação/percolação desse resíduo (CORREIA, 2015). 

Neste sentido, diversos estudos têm sido realizados para verificar a toxicidade da 

vinhaça em corpos d’água e em solos. Marinho et al. (2014), avaliaram os efeitos tóxicos da 

vinhaça de cana-de-açúcar in natura na tilápia-do-nilo (O. niloticus) em várias diluições (1, 

2,5, 5 e 10%), utilizando a análise histopatológica de fígado. Os grupos expostos à vinhaça 

exibiram alterações significativas como perda de integridade citoplasmática, perda de limite 

celular, desorganização epitelial e acúmulo de polissacarídeos. O estudo concluiu que a 



32 
 
vinhaça apresenta toxicidade dose-dependente e potencial citotóxico em corpos d’água, sendo 

o fígado fortemente afetado quando exposto a este contaminante. 

Correia (2015) demonstrou o potencial tóxico da vinhaça in natura nas diluições 1, 2,5, 

5 e 10% em brânquias de tilápias (O. niloticus). Houve 100% de mortalidade de peixes na 

maior diluição e foram observadas alterações histopatológicas em nível ultramorfológico, com 

redução das cristas das células pavimentosas em nível histológico, desprendimento, 

desorganização epitelial e focos de hemorragia para as outras diluições. Foi observado 

também um aumento significativo das células mucosas entre o controle e todas as diluições 

testadas. 

Já o estudo do impacto da vinhaça de cana-de-açúcar no solo realizado por Alves et al. 

(2015) em invertebrados, utilizou duas diluições de vinhaças oriundas de duas destilarias 

distintas, além de uma terceira produzida em laboratório. As vinhaças foram aplicadas em 

dois oxissolos tropicais naturais e em um solo tropical artificial para caracterização dos seus 

efeitos em organismos terrestres como: anelídeos (Eisenia andrei), enquitreídeos 

(Enchytraeus crypticus), ácaros (Hypoaspis aculeifer) e colêmbolas (Folsomia candida). As 

vinhaças de ambas as destilarias causaram o afastamento dos animais da área contaminada, 

redução da reprodução e mortalidade em alguns grupos, principalmente nos solos naturais. As 

vinhaças oriundas das destilarias tiveram efeitos mais severos em relação à vinhaça produzida 

em laboratório. O estudo concluiu que a toxicidade da vinhaça foi influenciada pelo tipo de 

solo e pelo processo industrial de cada destilaria, e foi atribuída à alta concentração de sais, 

especialmente de potássio. Os dados obtidos neste estudo esclarecem o risco potencial para a 

biota terrestre quando da disposição da vinhaça nos solos tropicais. 

De acordo com Christofoletti et al. (2013a), a aplicação direta da vinhaça no solo pode 

causar impactos tais como: lixiviação de metais presentes no solo para águas subterrâneas, 

salinização do solo e desequilíbrio dos seus nutrientes, redução da alcalinidade, perdas nas 

colheitas, aumento da fitotoxicidade e odor desagradável. Além do que, os nutrientes do solo 

que são perdidos pelo processo de lixiviação podem contribuir para a poluição de águas 

subterrâneas e superficiais, causando a eutrofização de rios e lagos, principalmente pelo 

acúmulo de nitratos e fosfatos (LEAL; NUNES; VELLOSO, 1982). 

Soto et al. (2015) apresentaram os resultados de uma simulação matemática de fluxo 

subterrâneo da água e de transporte iônico, a partir da infiltração hipotética de vinhaça 

decorrente da fertirrigação na cultura de cana-de-açúcar no solo de Ajapí (Rio Claro, São 

Paulo). O estudo teve o intuito de avaliar o potencial de contaminação das águas subterrâneas 
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e de um córrego localizado próximo às fontes de infiltração. A análise numérica das 

condições simuladas mostrou que as águas subterrâneas do local estão sujeitas a 

contaminação, indicando que o soluto da vinhaça pode alcançar o nível freático em pouco 

tempo de percolação (1 a 3 anos), dependendo de sua profundidade (6 a 20m). 

Adicionalmente, concentrações entre 31% e 44% da concentração inicial do soluto podem ser 

atingidas em períodos de tempo de 10 a 30 anos. Os resultados apontaram que para os 

cenários hipotéticos apresentados, íons provenientes da vinhaça, em determinadas 

concentrações, podem apresentar alto potencial de contaminação tanto de águas subterrâneas 

como superficiais, servindo como alerta para a vulnerabilidade de áreas com cenários 

similares, quais sejam de intensa fertirrigação com vinhaça. 

Tendo em vista a possibilidade da contaminação de corpos hídricos pela percolação da 

vinhaça, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade da vinhaça de cana-de-

açúcar após percolação, em corpos hídricos, tendo a tilápia-do-nilo (Oreochromis niloticus) 

como organismo teste. Foram utilizados estudos ultramorfológicos, por meio da análise da 

estrutura superficial da brânquia em microscopia eletrônica de varredura (MEV) e verificação 

da quantidade e do estado de conservação dos tipos celulares comuns; estudos histológicos, 

por meio da análise da estrutura do tecido branquial para observação de alterações provocadas 

pela vinhaça e estudos histoquímicos, por meio da marcação de polissacarídeos neutros 

presentes em células mucosas. 

 

2. Material e métodos 

 
2.1 Oreochromis niloticus 

Foram utilizados cinco indivíduos com tamanho em média de 10 cm para cada 

tratamento (com réplica para cada um), totalizando 30 indivíduos. Os espécimes, oriundos de 

piscicultura, foram trazidos ao Instituto de Biociências, da Universidade Estadual Paulista 

(UNESP - Campus de Rio Claro, São Paulo, Brasil) onde foram aclimatados por quinze dias 

em tanque, em temperatura média de 23°C, com sistemas de filtragem e aeração. Os peixes 

foram alimentados com ração até 24 horas antes do início do bioensaio. A suspensão da 

alimentação foi realizada com a finalidade de evitar o acúmulo de amônia nos aquários 

oriunda do sistema excretor dos animais que pode atuar como interferente do bioensaio. 
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2.2 Análise físico-química 

Para o presente estudo foi utilizada a vinhaça de cana-de-açúcar percolada em solo 

saturado obtida no Laboratório de Estudo de Bacias (LEBAC) do Instituto de Geociências e 

Ciências Exatas da UNESP, Campus de Rio Claro e a vinhaça in natura, fornecida por uma 

usina localizada no interior do estado de São Paulo, ambas numa diluição de 2,5%. Foi feita 

análise físico-química em ambas as vinhaças. Os parâmetros analisados foram pH, DBO 

(Demanda Bioquímica de Oxigênio), DQO (Demanda Química de Oxigênio) e os metais Na, 

K, Al, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, P, Pb, Si, Sn, Sr, V e Zn. 

 

2.3 Bioensaio 

Para a montagem do bioensaio o projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

no Uso Animal da UNESP (CEUA - Instituto de Biociências, UNESP, Campus de Rio Claro, 

São Paulo) com o protocolo nº 6301 de 29.07.2015. 

Após aclimatação, os animais foram transferidos dos tanques para aquários de 40 litros 

cada, divididos em três grupos: grupo controle, contendo água de poço artesiano sem adição 

de nenhum composto, grupo teste, contendo vinhaça percolada diluída a 2,5% e grupo 

comparação, com vinhaça in natura também a 2,5%. 

A escolha da diluição das vinhaças in natura e percolada utilizadas no bioensaio foi 

definida em estudo prévio realizado por Correia (2012), baseado em Kadiöglu e Algur (1992), 

nos quais se observou que a concentração da vinhaça em 2,5% (v/v) é genotóxica e 

mutagênica para os peixes (O. niloticus), sendo confirmadas pelo teste do cometa e do 

micronúcleo, respectivamente, mas não letal aos indivíduos durante o ensaio. 

O bioensaio foi realizado em réplica e as tilápias foram expostas por 96 horas com o 

mínimo de interferência e movimentação no local, o qual foi monitorado três vezes ao dia 

para verificação da temperatura, controlada por termostatos e pH dos aquários. 

Posteriormente, os peixes foram anestesiados e dissecados para obtenção das brânquias. 

 

2.4 Análise ultramorfológica 

As amostras foram fixadas em Karnovsky 0,4% (KARNOVSKY, 1965) por 24 horas e 

foram posteriormente substituídas por tampão fosfato-salino PBS 

(KCl+KH2PO4+NaCl+Na2HPO4+H2O). O material foi desidratado utilizando uma bateria de 

concentrações crescentes de acetona (50, 75, 90, 95 e 100%) por cinco minutos cada uma e 

levado ao ponto crítico do CO2 (CPD - critical point drying). Posteriormente foi adicionada 
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uma fina camada de ouro sobre o material para melhor visualização no equipamento. Foi 

utilizado um microscópio eletrônico de varredura de baixo vácuo HITACHI TM3000. A 

quantificação das alterações das células pavimentosas foi realizada segundo o protocolo de 

Bernet et al. (1999) adaptado por Marinho et al. (2014) e o número de células clorídricas foi 

contabilizado segundo o protocolo de Biagini et al. (2009). Para análise dos dados foi 

realizado o teste estatístico paramétrico (p>0,05) ANOVA com teste post-hoc de Tukey. 

 

2.5 Análises histológica e histoquímica 

As brânquias foram fixadas em solução de Bouin (composta de 15 mL de solução 

saturada de ácido pícrico, 5 mL de formaldeído e 1 mL de ácido acético) por 24 horas e 

posteriormente, o fixador foi substituído por solução-tampão fosfato de sódio (NaH2PO4 pH 

7,4). Para a montagem dos blocos para microtomia, o material passou por uma bateria de 

desidratação lenta com álcool etílico em concentrações crescentes (15, 25, 50, 70, 80, 90, 95 

e 100%) e foi adicionada resina de embebição, que posteriormente foi substituída por resina 

histológica para formação dos blocos, os quais, após moldados, foram mantidos em estufa 

por 24 horas para secagem. 

Os blocos foram seccionados em micrótomo com espessura de 4μm, hidratados e 

colocados em lâminas, sendo distribuídos oito cortes para cada lâmina.  

Duas lâminas para cada réplica e para cada tratamento foram coradas por meio da 

técnica diferencial de Hematoxilina-Eosina (HE) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) para 

análise histológica e outras duas lâminas para cada réplica e tratamento foram coradas por 

meio da técnica do ácido periódico de Schiff (PAS) para análise histoquímica. Assim que 

secas, as lâminas foram montadas com Entellan (MERCK) e analisadas em microscópio de 

luz, utilizando as objetivas de 10, 25 e 40x. 

Para a análise histológica foi utilizado o protocolo de semi-quantificações morfológicas 

estabelecido por Bernet et al. (1999), adaptado por Marinho et al. (2014) e os resultados 

obtidos passaram, posteriormente,  por análises estatísticas. 

Para a quantificação de células mucosas foram aplicados dois métodos de contagem: 

- O método convencional, no qual as células mucosas foram avaliadas segundo o 

protocolo de Biagini et al. (2009), onde foram selecionadas três fotos sequenciais de um corte 

histológico com três lamelas principais de cada indivíduo e dessas lamelas principais foram 

contadas manualmente as células mucosas de 30 regiões interlamelares de todos os 

indivíduos de todos os tratamentos.  
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- Por meio do Software ImageJ, no qual também foram selecionadas três fotos 

sequenciais de um corte histológico, com três lamelas principais íntegras, de cada indivíduo e 

dessas lamelas principais foram aplicadas as ferramentas de contagem do programa para 

contabilizar as células mucosas de 30 regiões interlamelares de todos os indivíduos de todos 

os tratamentos.  

Os dados gerados a partir das análises das lâminas para todas as técnicas utilizadas 

nesse estudo tiveram sua normalidade testada pelo método de Shapiro-Wilk. Com base no 

valor de significância deste teste, foi realizado o teste estatístico paramétrico (p>0,05) 

ANOVA com teste pos-hoc de Tukey, ou o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, ambos 

com valor de significância com p<0,05. 

 

3. Resultados 

 

3.1 Análises físico-químicas das vinhaças 

Por meio da análise de metais das amostras de vinhaça (Tabela 1) não foi encontrado 

nenhum elemento em concentração acima do permitido para corpos d’água e águas 

subterrâneas, estabelecido pela Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental 

(CETESB) e pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). 

A maioria dos elementos detectados teve sua concentração reduzida na vinhaça 

percolada, em comparação com a vinhaça in natura, com exceção do Al, cuja concentração 

aumentou. 

 

3.2 Mortalidade dos peixes 

Dos 30 indivíduos iniciais, cinco morreram durante o ensaio: um do controle, um da 

vinhaça in natura e três da vinhaça percolada. 

 

3.3 Microscopia de varredura 

A quantificação de células clorídricas (Figura 1A) revelou resultados similares (Tabela 

2) entre os tratamentos, não sendo observadas diferenças significativas entre os grupos 

expostos às vinhaças e o controle. Na vinhaça percolada foi observada a redução do tamanho 

das células clorídricas em algumas regiões. 

As células pavimentosas (Figura 1B) de ambos os tratamentos com vinhaça 

apresentaram cristas preservadas, semelhantes às observadas no grupo controle, não havendo 
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também valores estatisticamente significativos. Porém, observou-se um intumescimento das 

células pavimentosas (Figura 1C), cujo índice de alteração foi considerado estatisticamente 

significativo para a vinhaça percolada em relação ao controle, porém com índice muito baixo, 

uma vez que o índice obtido foi 1,5 em uma escala de 1 a 6. 

 

3.4 Histologia 

O grupo controle apresentou o padrão de brânquia (Figura 2A) descrito para peixes 

teleósteos (MACHADO, 2015). As alterações histológicas mais observadas foram 

desprendimento epitelial (Figura 2B) e desorganização lamelar (Figura 2C), recebendo todas 

as alterações, índices baixos, ambas com valor de importância 1 em uma escala de 1 a 3.  Não 

houve, portanto, diferenças estatisticamente significativas nos tratamentos em relação ao 

controle (Tabela 3). 

 

3.5 Histoquímica 

A análise das células mucosas seguindo o protocolo de Biagini et al. (2009) (Tabela 4), 

não revelou diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos em relação ao 

controle. 

O Software ImageJ (Tabela 5), que analisou a porcentagem de células mucosas por 

área, também não revelou diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos. As 

células de ambos os tratamentos não apresentaram redução de tamanho e/ou morfologia 

alterada. A Figura 3 mostra a comparação entre as análises realizadas pelos dois métodos. 

 

4. Discussão 

Tendo em vista o potencial perigo no uso da vinhaça como fertilizante agrícola, é de 

suma importância que sejam realizados estudos que avaliem a sua toxicidade e o seu risco 

ecológico, visto que esta pode percolar/lixiviar pelo solo atingindo as águas subterrâneas e 

superficiais e, consequentemente, causar danos às espécies aquáticas e terrestres. Medidas de 

mitigação para os decorrentes impactos e a exploração de novas alternativas de destinação são 

essenciais para a solução do descarte dos resíduos industriais, bem como a conservação do 

meio ambiente. 

No presente estudo, a análise dos metais presentes nas vinhaças revelou a presença de 

diversos elementos, contudo nenhum destes foi encontrado em concentração excedente à 

permitida para corpos d’água estabelecidos pelos órgãos de regulamentação. Como 
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comparação, no estudo de Correia (2012), também foram realizadas análises físico-químicas 

da vinhaça em dois ensaios com diferentes safras de vinhaça, sendo que na primeira, a 

vinhaça apresentou altas DBO/DQO e alguns metais como Ba, Cr e Ni com concentração 

acima do permitido em águas pela CETESB, e no segundo, já não foram encontrados os 

mesmos elementos, refletindo nos resultados. 

Estas diferenças podem ser atribuídas ao fato de a vinhaça ser um efluente de 

composição complexa, cuja composição pode variar quanto à concentração dos seus 

elementos. Porém, altos valores de DBO, DQO, K, SO4
-2 e baixo pH são características 

comuns a todas as amostras analisadas. Ademais, segundo Camilotti et al. (2007), os métodos 

analíticos para quantificar os metais presentes na vinhaça nem sempre são sensíveis o bastante 

para detectar todos os elementos constituintes. 

As comparações da análise de metais entre a vinhaça in natura e a vinhaça percolada 

sugerem que o solo é um excelente filtro para a retenção dos metais, visto que os elementos 

encontrados diminuíram suas concentrações com exceção do Al, cuja concentração aumentou. 

Pode-se atribuir o aumento da concentração do Al na vinhaça percolada à alta 

concentração em que este é encontrado no solo da região, visto que o Brasil apresenta grande 

parte da sua extensão solos argilosos do tipo latossolos, os quais são ricos em óxidos e 

hidróxidos de ferro e alumínio, os quais são elementos responsáveis pelas cores 

avermelhada/amarelada dos solos dos países tropicais (TOLEDO, 2000). O Al pode ter sido 

arrastado durante o processo de percolação e ter se acumulado na solução de vinhaça. 

Embora o solo seja uma barreira natural de proteção aos aquíferos subterrâneos, os 

fatores que regem sua capacidade em reter metais são extremamente complexos, o que 

dificulta o seu entendimento e as possibilidades de previsões acerca do comportamento desses 

elementos, principalmente em longo prazo. Sabe-se que a maior ou menor mobilidade dos 

metais será determinada pelos atributos do solo, como teores e tipos de argila, pH, capacidade 

de troca de cátions, teor de matéria orgânica entre outros, que influenciarão as reações de 

adsorção/dessorção, precipitação/dissolução, complexação e oxirredução (OLIVEIRA; 

MATTIAZZO, 2001). 

A disposição da vinhaça e outros resíduos orgânicos no solo pode aumentar a 

condutividade elétrica do mesmo devido aos altos teores de sais nos resíduos (DOS ANJOS, 

2000). Em vista disso, a dose de uso agrícola de um resíduo orgânico deve ser limitada em 

razão da carga salina, que ao longo de aplicações sucessivas poderá acarretar na salinização 

do solo e danos fisiológicos e nutricionais às plantas. O efeito da salinidade é muito drástico 
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na fase de germinação das plântulas, uma vez que estas são muito mais susceptíveis a 

alterações do ambiente do que plantas em outras fases de desenvolvimento (DOS ANJOS, 

2000). 

A fitotoxicidade também é um fator preocupante, pois a retenção dos metais nos solos 

pode promover a disponibilidade destes íons para as plantas, que podem ser absorvidos pelas 

raízes e transferidos para os alimentos (LOGAN; CHANEY, 1983; CANET et al., 1997). 

Apesar disso, é relatado que apenas uma parte ínfima dos metais se apresenta em formas 

prontamente disponíveis às plantas quando da aplicação de resíduos ao solo (LOGAN; 

CHANEY, 1983; PETRUZZELLI et al., 1985; CANET et al., 1997). 

O uso agronômico de resíduos orgânicos pode ser feito desde que não haja 

concentrações altas de Cd, Pb, Cu, Cr, Ni e Zn, pois estes metais podem ser absorvidos pelas 

raízes das plantas e diretamente levados aos alimentos (LOGAN; CHANEY, 1983; CANET 

et al., 1997). 

Em contrapartida da retenção dos metais pelo solo, o estudo de Soto et al. (2015), no 

qual foi realizado uma simulação matemática de fluxo subterrâneo da água e de transporte 

iônico a partir de uma infiltração hipotética de vinhaça no solo das formações Corumbataí e 

Rio Claro (SP), mostrou que as águas subterrâneas da região também estão sujeitas a 

contaminação, podendo o soluto da vinhaça alcançar o nível freático em pouco tempo (1 a 3 

anos), dependendo da profundidade do solo (6m a 20m), atingindo concentrações entre 31% e 

44% da concentração inicial do soluto num intervalo de 10 a 30 anos. Esta simulação aponta 

que íons provenientes da vinhaça, em determinadas concentrações, podem apresentar alto 

potencial de contaminação tanto de águas subterrâneas como superficiais, servindo como 

alerta para a vulnerabilidade de áreas com cenários similares, quais sejam de intensa 

fertirrigação com vinhaça. 

Quanto às análises nas brânquias, sabe-se que as células pavimentosas são o tipo celular 

mais comum do epitélio branquial. Suas cristas são auxiliares na retenção de muco, o qual 

ajuda a proteger as superfícies lamelares de alterações ambientais, como agentes tóxicos ou 

infecciosos e partículas em suspensão (MALLAT, 1985). Os resultados obtidos na 

microscopia eletrônica não revelaram danos às brânquias expostas à vinhaça percolada, nem à 

vinhaça in natura, visto que o estado de preservação das cristas das células pavimentosas se 

mostrou semelhante ao do controle. Foi observado intumescimento das células pavimentosas 

estatisticamente significativo no grupo exposto à vinhaça percolada, porém não sugere danos 

ao organismo, pelo menos não à curto prazo, haja vista que o índice atribuído à alteração foi 
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baixo, 1,5 numa escala de 1 a 6, segundo o protocolo de Bernet et al. (1999) adaptado por 

Marinho et al. (2014). 

O número de células clorídricas também não foi alterado em relação ao controle em 

ambos os tratamentos. As células clorídricas são grandes e normalmente encontram-se 

espalhadas na superfície das lamelas. Estas são ricas em mitocôndrias e participam no 

transporte ativo de íons, podendo ser alteradas em forma, estrutura e morfologia quando da 

mudança de fatores ambientais (PEREIRA; CAETANO, 2009). A quantificação das células 

clorídricas não revelou diferenças estatisticamente significativas nos tratamentos em relação 

ao controle, sugerindo que a vinhaça percolada não causou diferenças nestas células. 

A histologia também revelou alterações com índices baixos tanto para a vinhaça in 

natura, como para a vinhaça percolada, não havendo diferenças estatisticamente significativas 

em nenhum dos tratamentos em relação ao controle; as principais alterações encontradas 

foram o desprendimento epitelial e a desorganização lamelar, com índice médio de 0,4 numa 

escala de 0 a 6. O desprendimento epitelial possui a finalidade de reduzir funcionalmente o 

órgão atingido de forma a diminuir a contaminação do animal pela substância tóxica 

(BERNET et al., 1999). Ambas as alterações citadas possuem fator de importância 1, em uma 

escala de 1 a 3. Isto significa que elas possuem importância patológica mínima, isto é, a lesão 

é reversível quando cessada a exposição ao agente estressor, indicando que as alterações são 

de baixo risco para o organismo.  

As células mucosas são as células produtoras de muco, o qual realiza a função de 

proteção do tecido branquial. O aumento deste tipo celular pode indicar a presença de 

substâncias tóxicas na água (DAVID; FONTANETTI, 2009), porém, as quantificações das 

células mucosas por ambos os métodos, tanto pelo protocolo de Biagini et al. (2009), como 

pela análise percentual do software ImageJ, não revelaram diferenças estatisticamente 

significativas em relação ao controle. Com isso pode-se inferir que as vinhaças in natura e a 

percolada não induziram a proliferação destas células e, consequentemente, o aumento na 

produção de muco, indicando que a vinhaça percolada é uma substância de baixa toxicidade 

para o organismo empregado no estudo. 

Embora a amostra de vinhaça in natura utilizada neste estudo não tenha apresentado 

potencial tóxico para a brânquia de O. niloticus, os mesmos indivíduos expostos à mesma 

amostra, mostrou potencial genotóxico pelo teste do micronúcleo em células sanguíneas 

(SANTOS et al., 2016).  
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O potencial tóxico de outras amostras de vinhaça in natura foi comprovado em diversos 

trabalhos, apresentando potencial genotóxico (CORREIA, 2012; CHRISTOFOLETTI et al., 

2013b), efeitos fisiológicos e de mortalidade (YESILADA, 1999; KUMAR; GOPAL, 2001) e 

efeitos a nível tecidual, inclusive em brânquias (MARINHO et al, 2014; CORREIA, 2015), 

em diversos organismos. 

Apesar da vinhaça in natura não ter apresentado resultados que apontem sua toxicidade 

nas brânquias de tilápias no presente trabalho, muito por conta da variação da sua 

composição, é de extrema importância continuar investigando os efeitos biológicos da 

vinhaça após percolação, pois altas quantidades são lançadas no solo como fertilizante; soma-

se a isso seu potencial tóxico detectado em vários organismos em diferentes níveis, 

comprovado por outros estudos. Como visto neste estudo, o solo atua como um filtro, retendo 

a maioria dos metais presentes na vinhaça, podendo amenizar os efeitos desta no meio 

aquático, porém, é importante salientar que tal prática pode levar a salinização e saturação de 

metais no solo. 

 

Conclusão 

Por meio dos resultados obtidos nas análises dos metais das vinhaças, conclui-se que o 

solo age como uma barreira filtrante para a vinhaça aplicada no solo, reduzindo a 

concentração dos seus metais constituintes, atenuando a carga orgânica/inorgânica da solução 

que chegará as águas subterrâneas após a infiltração.  

Quanto aos danos celulares, conclui-se que as vinhaças in natura e percolada não 

induziram a perda das características dos tipos celulares das brânquias de O. niloticus, bem 

como não alteraram as quantidades dos mesmos em relação ao controle. 

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a vinhaça percolada não é tóxica ao 

organismo utilizado. Contudo, o uso da vinhaça ainda requer bom senso e a realização de 

estudos prévios da necessidade da aplicação do resíduo, visto que a vinhaça pode aumentar a 

salinidade do solo e saturá-lo, reduzindo a sua capacidade filtrante, tornando-se nociva aos 

organismos expostos a ela. Ainda são necessários mais estudos e incentivos para exploração 

das alternativas capazes de minimizar o seu uso e solucionar a sua destinação ideal. 
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Tabela 1. Análise físico-química das vinhaças in natura e percolada 
 

Parâmetro Vinhaça in natura (2014) Vinhaça percolada (2014) 
   

pH 4,14 4.700 

DBO 5850 5500 

DQO 12533 11116 

Chumbo (mg/L) -* 0,002 

Molibdênio (mg/L) -* 0,003 

Selênio (mg/L) 0,008 0,001 

Cobalto (mg/L) 0,012 0,001 

Crômio (mg/L) 0,014 0,001 

Níquel (mg/L) 0,017 0,001 

Vanádio (mg/L) 0,032 0,027 

Cobre (mg/L) 0,042 0,004 

Alumínio (mg/L) 0,58 1,91 

Bário (mg/L) 0,92 0 0,037 

Estrôncio (mg/L) 1,55 0,084 

Manganês (mg/L) 2,17 0,14 

Zinco (mg/L) 2,39 0,087 

Ferro (mg/L) 6,92 0,077 

Fósforo (mg/L) 11,6 0,071 

Silício (mg/L) 18,1 1,151 

Sódio (mg/L) 31,3 1,356 
Magnésio (mg/L) 269 13,562 

Cálcio (mg/L) 527.000 35,5 

Potássio (mg/L) 2660 132,54 
 
Fonte:dos autores (2016). 
*”-”= valores abaixo do limite de determinação do método utilizado. Método: SMEWW 3120B. 
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Tabela 2. Quantificação de células clorídricas e mucosas nas brânquias de O. niloticus expostas à vinhaça 
percolada. 
 

Tratamento Células clorídricas 
Células mucosas 

Protocolo Biagini ImageJ 

CT 34,000 ± 31,524 256,222 ± 35,760 0,811 ± 0,307 
VB 30,000 ± 18.444 211,800 ± 37,500 0,510 ± 0,137 

VP 32,500 ± 32,943 236,375 ± 76,280 0,884 ± 0,422 
 
Fonte: dos autores (2016). 
Tratamentos: CT= controle; VB= vinhaça bruta (in natura); VP= vinhaça percolada. Não há valores 
estatisticamente significativos. Os tratamentos VB e VP foram realizados em uma diluição de 2,5%.Valores 
apresentados como média e desvio padrão. 
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Tabela 3. Média e desvio padrão obtidos nas diferentes alterações observadas nas brânquias de O. niloticus 
expostos aos tratamentos CT, VB e VP. 
 

Alterações CT VB VP 
    

DE 0,416±0,770 0.325±0,540 0,437±0,623 
HG 0,138±0,181 0,275±0,362 0,156±0,351 

ED 0 0,125±0,176 0 

DS 0,444±0,527 0,975±0,758 0,437±0,395 

HL 0,166±0,353 0 0 

HT 0,500±0,901 1,900±1,663 0,300±0,537 

IN 0,194±0,273 0,250±0,353 0,062±0,176 

CR 3,500±1,200 3,500±0,790 3,500±0,916 
IT 1,000±0,000 1,000±0,220 1,500±0,534* 

 
Fonte: dos autores (2016). 
Tratamentos: CT= controle; VB= vinhaça bruta (in natura); VP= vinhaça percolada. Alterações: DE= 
desprendimento epitelial; HG= hemorragia; ED= edema; DS= desorganização lamelas secundárias; HL= 
hiperplasia; HT=hipertrofia,IN= invasão epitelial e IT=intumescimento.*= valores estatisticamente 
significativos. Os tratamentos VB e VP foram realizados em uma diluição de 2,5%.Valores apresentados como 
média e desvio padrão. 
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Figura 1.Microscopia de varredura das brânquias de O. niloticus; padrão normal de cristas das células 
pavimentosas (A); células clorídricas no filamento primário (B); intumescimento (*) das células 
pavimentosas(C). F: filamento primário; L: lamela secundária; CP: célula pavimentosa; CC: célula clorídrica.

46

46



43 
 

 

Figura 2.Cortes histológicos das brânquias de O. niloticus corados por Hematoxilina-Eosina (H-E); 
Controle (A); *: desprendimento epitelial das lamelas secundárias (B); setas: desorganização lamelar(C). F: 
filamento primário; L: lamela secundária. 

 

47
47



44 
 

 

Figura 3. Cortes histológicos das brânquias de O. niloticus corados pela reação de Schiff (PAS);Lâmina 
corada pela Reação de Schiff(A). Análise da lâmina pelo programa ImageJ; (B). F: filamento primário; L: 
lamelas; Setas: Células mucosas. 
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