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RESUMO

A pratica do uso de residuos industriais como fertilizantes provoca problemas ambientais,
tendo em vista que estes podem percolar e/ou lixiviar pelo solo acarretando na contaminagao
de aguas subterraneas e/ ou superficiais. Por essa razao, os residuos industriais se tornaram
um tema amplamente estudado nos ultimos anos, uma vez que tais substancias podem conter
elementos toxicos, causando alteragdes nos ecossistemas aquaticos e terrestres. Dentre os
fertilizantes mais utilizados pelos produtores agricolas, pode-se citar a vinhaga, residuo
gerado no processo de destilagdo do vinho de cana-de-agucar para a produgdo de etanol, que
devido a proibicdo do seu descarte em aguas e sua alta carga organica passou a ser
amplamente utilizado. Entretanto, a vinhaga possui alto potencial poluidor e pode atingir as
aguas subterraneas e superficiais por meio da infiltracio e escoamento pelo solo. Neste
sentido, o presente trabalho teve por objetivo verificar a toxicidade da vinhaga de
cana-de-agtcar percolada, utilizando tilapias (Oreochromis niloticus) como organismo teste.
Foram realizadas analises dos metais presentes na vinhaca percolada e na vinhaga in natura
para fins de comparag¢do; ndo foram encontrados elementos em concentragdo acima do
permitido para corpos d’agua e aguas subterraneas (estabelecidos pelas CETESB e
CONAMA) em nenhuma das amostras. Todos os elementos encontrados, com excec¢do do
aluminio, molibdénio e chumbo, diminuiram suas concentragdes na vinhaga percolada. Para a
analise morfologica foi montado um bioensaio, em réplica, para o qual foram divididos trés
grupos: o grupo controle, com exposicdo dos peixes a agua limpa, o grupo teste, com
exposi¢ao a vinhaga percolada diluida a 2,5% e um terceiro grupo com exposi¢ao a vinhaca in
natura diluida também a 2,5%. Dos 30 individuos iniciais, cinco morreram durante o ensaio,
sendo um do grupo controle, um da vinhaga in natura e trés da vinhaga percolada. Apds
exposi¢ao, os individuos de cada tratamento foram anestesiados e dissecados para obtencao
das branquias, que foram fixadas. Foram analisadas as respostas observadas nas branquias,
com auxilio de ferramentas ultramorfologica (Microscopio de Varredura - MEV), histologica
(coloragdo convencional Hematoxilina-Eosina) e histoquimica (Reagdo do Acido Periddico de
Schiff - PAS). Os resultados obtidos na ultramorfologia ndo indicaram acao toxica da vinhaca
percolada em comparacdo com o controle; ndo houve diferengas estatisticamente
significativas no numero de células cloridricas, nem reducdo de cristas das células

pavimentosas. Embora o indice de alteragdes tenha sido baixo, foi observado intumescimento



estatisticamente significativo das células pavimentosas em relacdo ao controle. As alteracdes
histologicas mais observadas foram desorganizacao epitelial e hipertrofia. Todas as alteragdes
tiveram indices de alteracdo baixos e, portanto, ndo houve nenhuma diferenca estatistica entre
o tratamento e o controle para nenhuma das alteragdes. A andlise histoquimica do grupo
exposto a vinhaca percolada ndo apresentou alteragdes estatisticamente significativas no
namero de células mucosas. Apos andlise de todos os resultados obtidos, pode-se inferir que
estes ndo sugerem agao toxica da vinhaga percolada na concentragdo utilizada, mostrando que
o solo age como uma barreira filtrante da vinhaca, reduzindo sua toxicidade. Entretanto, cabe
ressalvar que o uso constante de grandes volumes de vinhaga no solo pode aumentar a
salinidade do mesmo e causar sua saturagao, reduzindo sua capacidade filtrante ¢ tornando a

vinhaca potencialmente nociva para os organismos aquaticos expostos a ela.

Palavras-chave: Percolacao; Fertirrigacdo; Histopatologia; Metais; Solo.



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. INTRODUCAO

Em meados de 1950, cinco anos apds a criagdo das Nagdes Unidas, a populagédo
mundial era estimada em 2,6 bilhdes de pessoas. De acordo com estimativas da Organizacdo
das Nacbes Unidas (ONU), a populacdo mundial alcancou o nimero de 5 bilhdes em 11 de
julho de 1987, e ultrapassou a marca de 6 hilhdes de pessoas em 12 de outubro de 1999.
Atualmente, cerca de 16 anos depois, €la é estimada em aproximadamente 7,3 bilhdes de
pessoas (Censo 2015, ONU).

Esta célere e continua expansdo da espécie humana num planeta que aparenta ser cada
vez menor exple sérias implicacBes em quase todos os aspectos da vida que sutilmente
vieram acompanhadas pelo crescimento populacional. Questdes que dizem respeito a salde e
ao envelhecimento, a migracdo em massa, a urbanizacdo, a demanda por habitacdo, a
producdo de aimentos, ao acesso a &gua potavel, a destinagdo adequada dos residuos gerados,
as mudancas climéticas e a conservacdo do meio ambiente, sdo cada vez mais dignas de
discussdo e atitude.

Neste contexto, a busca por estratégias para conservar o planeta como o conhecemos,
desde a manutencdo da quantidade e diversidade da fauna e da flora, como da qualidade das
aguas, dos solos e do ar vem conduzindo a comunidade cientifica a desenvolver estudos mais
aprofundados a respeito de produtos (materiais, quimicos, farmacéuticos, industriais),
tecnologias, residuos e até mesmo praticas passiveis de causar danos ab meio ambiente em
Seu todo.

Por conseguinte, neste interim, destaca-se a indUstria sucroalcooleira, cuja producéo é
de grande valia para a economia brasileira, sendo o Brasil hoje o maior produtor mundial de
cana-de-acUcar. Sua producdo é dividida principa mente entre o agUcar para fins de consumo,
cuja producdo rendeu ao Brasil o titulo de maior exportador mundial, e a producdo de & cool
etilico para combustivel do qual ocupa a segunda posi¢do, ficando atrés somente dos Estados
Unidos que, devido a producdo de etanol proveniente do milho, é responsavel por mais de um
terco de toda a producéo mundia de etanol (MANOCHIO, 2014).

A maior expansdo do cultivo da espécie no pais ocorreu a partir da segunda metade da
década de 1970, com a criagio do Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL) - programa
do governo que intentou substituir parte do consumo de gasolina por etanol, acool obtido a
partir da cana-de-acUcar, sendo pioneiro em seu uso em larga escala, em nivel mundial, como

combustivel automotivo. A utilizacdo do etanol veio como forma de solucionar a crise
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internacional do petrdleo que ocorreu em 1973 e posteriormente como iniciativa de corroborar
com a preocupagdo global em diminuir a utilizacdo dos combustiveis fossels, visto que estes
sd0 de natureza ndo renovavel e sua queima potencializa o efeito estufa - principa causador
do aguecimento global, cujas consequéncias sdo prejudiciais a0 meio ambiente e a0 homem
(LAIME et al., 2011).

Dentre os estados brasileiros produtores de cana, destaca-se S&o Paulo. O Instituto
Nacional de Pesguisas Espaciais (INPE), em conjunto com a Unido da Industria de Cana-de-
AcUcar (UNICA), o Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada (CEPEA) da
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiréz (Esalg/USP) e o Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC) realizam desde a safra 2003/2004 o mapeamento anual do cultivo da cana-
de-aclcar no estado de Séo Paulo, o0 qual demonstrou que no ano safra de 2015, cerca de 5,7
milhdes de hectares foram cultivados somente no estado de Sao Paulo, 0 equivalente a 23,5%
de toda a sua extensdo territorial (UNICA; IBGE 2016).

Contudo, apesar de sua importancia inegavel para o setor econémico do pais, o cultivo
da cana também trouxe pontos negativos, pois além de contribuir para a degradacéo de
grandes areas florestais nativas, este aumentou significativamente o uso de herbicidas,
pesticidas e fertilizantes, produtos que comprovadamente prgudicam 0s ecossistemas
terrestres e aquaticos circunvizinhantes das culturas (CORBI et al., 2006).

Somado a esses fatores, a industria sucroalcooleira também produz elevada quantidade
de residuos (MORAES et a., 2015), dentre eles, a vinhaca. Conforme a deliberacdo
normativa COPAM (2010), a vinhaca € conceitualmente definida como sendo um efluente
liquido da destilacdo de uma solucéo alcodlica denominada vinho, obtida no processo de
fermentacdo do caldo de cana-de-acUcar, do melaco ou da mistura dos dois.

Dos residuos da fabricagéo do alcool avinhaga é, sem divida, 0 mais importante, j& que
para cada litro de etanol produzido s&o gerados aproximadamente de 10 a 15 litros de vinhaca
(CHRISTOFOLETTI et a., 2013a).

A vinhaga é rica em matéria organica, o que confere aesse liquido residua de coloracéo
castanha, grande potencial fertilizante e também grande potencial poluidor, cerca de cem
vezes maior que o do esgoto doméstico (SILVA et a., 2007). Dentre as suas caracteristicas
principais estdo: carater acido (baixo pH), elevada corrosividade e elevada temperatura na
saida dos destiladores (CHRISTOFOLETTI et al., 2013a).

Até a década de 80, por auséncia de uma legislacdo ambiental rigida, a vinhaca e outros
residuos industriais eram desenfreadamente descartados em corpos hidricos, causando sérios
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danos aos ecossistemas aquaticos. No caso da vinhaga, isso se deve ao fato de sua alta carga
organica causar a proliferacdo acelerada dos micro-organismos, que esgotam o Oxigénio
dissolvido na &gua (alta demanda bioquimica de oxigénio - DBO), destruindo aflora e afauna
aguéticas e dificultando o aproveitamento dos mananciais contaminados como fonte de
abastecimento de agua potavel, aém de afugentar a fauna marinha que vem as costas
brasileiras para procriagdo (SILVA; GRIEBELER; BORGES, 2007). Portanto, a vinhaca é
considerada altamente nociva a fauna, flora e microbiota das aguas doces.

Yesilada (1999) observou que a exposicao de drosofilas (Drosophila melanogaster) a
vinhaca ocasionou a diminuicdo da taxa de fecundidade dos ovos, fertilidade das fémeas e
longevidade de machos. Souza et al. (2013), observaram que a adi¢éo de vinhaga em amostra
de solo de landfarming potencializou os efeitos clastogénicos dessa amostra em ensaios com
Allium cepa (cebola) devido a provavel liberacdo dos metais traco adsorvidos na matéria
organica. Kumar e Gopal (2001) que avaliaram a toxicidade da vinhaca em peixes da espécie
Channa punctatus em diferentes concentragcdes observaram ata producdo de muco, reducdo
nas proteinas e alta concentracdo de acido latico em 6érgdos como cérebro, figado, rins e
muscul os.

Como agravante, de acordo com Laime et al. (2011), o despejo da vinhaca nos cursos
d’agua provoca mau cheiro e contribui para a disseminagdo dos agentes etiol6gicos e vetores
de endemias como a mal &ria, a amebiase e a esquistossomose.

Devido a constatacOes como estas, se tornaram cada vez mais frequentes as campanhas
de valorizagdo do meio ambiente e da biodiversidade, influenciando na criagdo de tratados
ambientais contendo medidas de intervencéo, caracterizando a fase holistica da legislacéo
(FARIAS, 2009).

Com a proibicdo do descarte em é&guas, os residuos que antes eram descartados
diretamente nos rios precisaram receber outro destino e, dentre as alternativas propostas
durante este periodo podem ser citadas. a producdo de biogas através da biodigestdo
anaerobica da vinhaga por micro-organismos, a concentracdo do residuo por evaporacao para
diminuicdo do volume residual e posterior producéo de ragdo para animais de corte, a
incineragdo, e o0 uso como fertilizante da préopria cultura de cana-de-aglcar
(CHRISTOFOLETTI et d., 2013a).

A viabilidade da técnica da digestdo anaerobica da vinhaga vem sendo comprovada por
diversos estudos, realizados em laboratérios-piloto e alguns até em escala de trabalho normal
no Brasil, porém, existe um balanco econémico desfavorével causado principalmente pelo
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baixo preco dos competidores diretos do biogas produzido na biodigestdo, além da falta de
aplicagdes préticas e constantes da tecnologia da digestdo anaerdbica, contribuindo para uma
desmotivagdo em investimentos, colocando a técnica em segundo plano na escala de
interesses de desenvolvimento (CHRISTOFOLETTI et al., 2013a).

De acordo com Navarro et a. (2000), os métodos de concentragdo por evaporagao e
incineragdo sao 0s Unicos capazes de resolver completamente o problema da contaminagéo do
meio ambiente pela vinhaga, sendo todos os outros caracterizados como paliativos.
Entretanto, ambas as técnicas sdo mais complexas em termos de aplicacdo e,
consequentemente mais onerosas do que as alternativas.

Como a fertirrigagdo exige um baixo investimento inicial (para compra de tubos,
bombas, caminhdes e tanques de decantacdo), possui baixo custo de manutencdo, é de
aplicacdo rapida, ndo requer tecnologias complexas e ainda aumenta a produtividade da
cultura, esta prética tem se tornado a mais comumente escol hida pelos produtores agricolas e
substituido total ou parciamente o uso de fertilizantes quimicos, principa mente aqueles que
contém foésforo (CORAZZA, 1996; CHRISTOFOLETTI et al., 2013a).

Todavia, ainda ndo sabe se esta prética congtitui uma solugdo para o problema do
descarte das indUstrias ou se constitui um problema ainda maior para o meio ambiente, visto
gue a aplicacdo da vinhaga nos solos néo descarta a possibilidade de contaminagdo das aguas
superficiais e/ou subterraneas por meio da lixiviagdo/percolacdo desse residuo (CORREIA,
2015).

Nesse contexto, € necess&rio destacar a importancia dos estudos ambientais, os quais
contribuem, e muito, para o esclarecimento de questbes como estas. Por meio destes torna-se
possivel inferir como e quanto determinado téxico ou substancia influéncia no meio ambiente
e esclarecer seu risco para a salde humana.

Para estudos ecotoxicol 6gicos, € comum a utilizacdo de bioindicadores, isto €, qualquer
organismo ou matriz biolégica capaz de responder de maneira fisica, quimica, fisiologica ou
comportamental a um contaminante ambiental indicando um desvio do status normal que néo
pode ser detectado no organismo intacto (ARIAS et al., 2007).

As andlises mensuraveis de fluidos corporais, células, tecidos ou organismos completos
indicam, em termos bioquimicos, celulares, fisioldgicos, comportamentais ou energéticos, a
presenca de substancias contaminantes e a magnitude da resposta do organismo alvo (ARIAS
et a., 2007). As caracteristicas que compdem um bom bioindicador sdo sensibilidade, boa

representatividade e importancia funcional no ecossistema, bem como possuir coleta,



16

identificacdo e andlise com baixo nivel de dificuldade (GREENSDALE, 2007;
FONTANETTI et al., 2012).

As técnicas para a avaliagdo de impactos ambientais utilizando bioindicadores sdo
divididas em duas abordagens: as associadas aos niveis superiores de organizacéo, tais como
popul acbes, comunidades e ecossistemas e as associadas ao nivel individual, as quais tratam
de ateraces no comportamento dos individuos como malformagdes, alteracdes das taxas de
crescimento, reproducdo, alimentacdo, mudancas bioguimicas e fisiologicas. Uma vez que 0s
toxicos atuam em diferentes niveis de organizacdo biologica, sdo necessdarias analises
complementares para fornecer as informagdes necessarias para a inferéncia de risco
(YOUNES, 2000).

Para demonstrar a importancia dos estudos ambientais, serédo citados abaixo dois
trabalhos que avaliaram a toxicidade de duas substancias distintas. o primeiro estudo,
realizado por Ansoar-Rodriguez et al. (2014), mostrou que os impactos da contaminag&o por
pesticidas pode aterar ndo sO ecologicamente uma populagdo, 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 concentragoes, e
apés andlise dos resultados obtidos, constatou-se que o IMI pode causar ateracoes
cromossomicas e aumento na frequéncia de micronucleos nos organismos nas concentragoes
testadas.

O segundo estudo, realizado por Marcato (2014), mostrou a toxicidade do herbicida 2,4-
D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) - componente do “agente laranja” utilizado na Guerra do
Vietnd, cujo uso acabou por destruir o habitat natural, deixar milhdes de pessoas expostas e
provocar enfermidades irreversiveis. Foram testadas as reacGes causadas pela exposicdo de
tilapias (O. niloticus) a duas concentracfes do herbicida; foi observado hipertrofia das células
pavimentosas das lamelas secundarias das branquias, desprendimento e hipertrofia epitelial
nas lamelas secundérias, e inducdo da proliferacdo de células mucosas, alteracoes
consideradas deletérias aos organismos, que foram regredidas depois da retirada do téxico do
ambiente.

A tilapia-do-nilo (O. niloticus), utilizada no segundo estudo, vem sendo largamente
utilizada como bioindicador aquético para estudos ambientais devido a sua disponibilidade,
resisténcia em condicOes laboratoriais e sensibilidade a diversos tipos de contaminantes

(HAYASHI, 1995) e as branquias foram consideradas Orgdos excelentes para estudos
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toxicologicos, visto que sdo 0s primeiros 0rgdos a entrar em contato com as substancias
presentes na agua (EVANS, 1987).

A escolha das técnicas de andlise possui grande importancia, pois estas devem
representar 0 estado de conservacdo do 6rgado escolhido como um todo, possibilitando a
inferéncia de um resultado conclusivo a respeito do risco em estudo.

O conjunto de técnicas escolhidas para a avaliacéo da toxicidade da vinhaga de cana-de-
acUcar percolada descrevem as alteragfes causadas pela exposicdo a vinhagca em diversos
niveis de organizacdo biolégica: tanto organismico, através da microscopia eletrénica de
varredura, como celular, através da histologia do 6rgdo, como molecular, através da sintese
bioquimica de produtos celulares, avaliados pela marcacdo histoquimica.

As alteracBes morfol 6gicas podem prover evidéncias de uma adaptacdo funciona paraa
sobrevivéncia no ambiente externo apds exposicdo a um composto téxico (MEYERS;
HENDRICKS, 1985). Adicionalmente, as analises qualitativas destas mudancas anteriores as
decorrentes mortes dos organismos podem indicar previamente a toxicidade de um
contaminante (NOGAROL; FONTANETTI, 2010; TRIEBSKORN et al., 1999).

Para tais andlises, a ultramorfologia e a histologia sdo as ferramentas mais utilizadas,
pois, por meio destas € possivel diagnosticar sintomas celulares e subcel ulares resul tantes de
intoxicacdo, bem como localizar regides de morte celular e revelar respostas a exposi¢oes
crénicas e subletais em céulas 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 carédter toxico, genotoxico, citotoxico e
mutagénico da vinhaca de cana-de-agUcar in natura, mas pouco se sabe sobre a vinhaca
percolada.

Tendo em vista o potencial poluidor da vinhaca, estudos que avaliem seus efeitos
toxicos ao meio ambiente e proponham medidas de mitigacdo sdo de extrema importancia,
uma vez que seu principal uso é como fertilizante. Neste sentido, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a toxicidade da vinhaca de cana-de-acUcar percolada em corpos
hidricos, tendo a tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus) como organismo teste, avaliada por

estudos ultramorfol 6gicos, histol 6gicos e histoquimicos.
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2. OBJETIVOS

Devido ao uso em larga escala da vinhaga e seu potencia téxico, o trabalho teve como
objetivo verificar atoxicidade da vinhaca percolada de cana-de agucar utilizando tilapias (O.
niloticus) como organismo teste. PropOs-se:

- Andlisar a estrutura da branquia por meio de microscopia eletronica de varredura
(MEV) e verificar a quantidade e o estado de conservagao dos tipos celulares comuns, como
células pavimentosas e células cloridricas.

- Anadlisar a estrutura do tecido branquial por meio de técnica histologica para
observacao de alteracdes provocadas pela vinhaga.

- Aplicar técnica histoquimica do &cido periodico de Schiff (PAS) para andlise mais

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

3.REVISAO DE LITERATURA

3.1 A PROBLEMATICA DA APLICACAO DA VINHACA NOS SOLOS

Apbs a proibicdo do descarte da vinhaca em é&guas, muitos produtores de cana
passaram a utilizar a vinhaca como uma aternativa mais barata para fertilizar seus solos. Esta
estratégia obteve relativo sucesso, visto que a vinhaga apresenta grande potencial para
utilizacdo em solos agricolas, principalmente na forma de fertirrigagdo das lavouras, devido
ao seu ato teor de matéria organica, potassio, calcio, magnésio e sbdio, gerando assm bons
resultados na produtividade agricola e, consequentemente, retorno econdmico (BEBE et al.,
2009; DE MENDONCA-CASADEI et al., 2015; PEDROSA et a., 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 ha acéo qualitativa e
guantitativa dos beneficios a0 solo e maior produtividade na area plantada, quando da
aplicacdo da vinhaga na cultura da cana-de-acUcar, mostrando que o aproveitamento da
vinhaca para adubacdo e irrigagéo, corresponde a uma pratica promissora do ponto de vista
agroecologico, técnico e econdémico. Este resultado depende da aplicacdo adequada dos
residuos organicos, potencialmente poluentes, em prol do solo para obter maior produtividade
da cultura que a utiliza, sendo gque os beneficios ndo se restringem ao cultivo de cana, umavez
gue o agricultor pode obter a vinhaga e utiliza-la no cultivo de diversos produtos, como
hortaligas e frutas, otimizando o manejo ecol 6gico na propriedade rural.
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Estes beneficios do uso da vinhaga como fertilizante foram propalados como uma
solucéo para o descarte que ndo poluiria o meio ambiente, porém, estainformacao foi refutada
a partir de estudos que demonstraram 0s impactos ambientais que a pratica poderia causar
devido ao alto poder poluente desse residuo, tanto por sua disposicdo em tanques quanto por
sua aplicacdo nas lavouras (HASSUDA; REBOUCAS; CUNHA, 1990).

A Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) estabeleceu,
através da norma P4.231/2005 denominada “Vinhaca — Critérios e Procedimentos para
Aplicagcdo em Solo Agricola”, que se limita ao estado de Sdo Paulo, a quantidade maxima
permitida de vinhaca que pode ser aplicada por m? de solo, de acordo com a concentragéo de
potassio presente no mesmo e a necessidade de adicionar este ion para a cultura da cana
(CETESB, 2006).

A norma CETESB (2006) estabelece as definicdes dos tipos de corpos hidricos e
solos agricolas, além das condicdes para a aplicacdo da vinhaga, como a localizacéo das areas
a serem fertirrigadas, a profundidade em que se encontram os aquiferos subterrneos, a
disponibilidade de agua no solo e sua declividade, entre outros, além de responsabilizar as
unidades de fabricacdo de aglUcar e detilarias de &cool pela implantacdo, operacéo,
manutencdo e monitoramento de sistema de armazenagem, distribuicdo e aplicacdo no solo da
vinhaga (Art. 3° Lei 5.182 / 13). Entretanto, devido a falta de fiscalizac&o, grande parte dos
agricultores ndo segue a regulamentacdo da CETESB, aplicando demasiadamente e/ou
desnecessariamente o residuo.

A gquestéo da aplicacéo da vinhaca se torna complexa, pois, de acordo com Silva et
a. (2007), ao modificar as propriedades fisicas do solo, a vinhaca pode tanto elevar a
capacidade de infiltracdo da terra, contaminando as aguas subterréneas, como diminui-la,
promovendo o aumento do escoamento, com possivel contaminacdo de aguas superficiais.
Além disso, os mecanismos de recarga dos lencdis fredticos e aquiferos sdo controlados
principamente pelos eventos de chuva. Deste modo, ao atingir o solo contendo vinhaca, a
agua pluvial pode infiltrar ou escoar superficialmente, poluindo os corpos d’agua (SILVA et
al., 2007).

De acordo com Christofoletti et a. (2013a), a aplicagdo direta da vinhaga no solo
pode causar problemas tais como: lixiviagdo de metais presentes no solo para aguas
subterréneas, salinizacdo do solo e desequilibrio dos seus nutrientes, reducéo da alcalinidade,
perdas nas colheitas, aumento da fitotoxicidade e odor desagradavel. Além do que, os
nutrientes do solo que sdo perdidos pelo processo de lixiviagdo podem contribuir para a
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poluicdo de éguas subterréneas e superficiais, causando a eutrofizacdo de rios e lagos,
principal mente pelo acimulo de nitratos e fosfatos (LEAL; NUNES; VELLOSO, 1982).

Soto et al. (2015) apresentaram os resultados de uma simulacdo matemética de fluxo
subterréneo da agua e de transporte ibnico, a partir da infiltracdo hipotética de vinhaca
decorrente da fertirrigacdo na cultura de cana-de-aclcar. O estudo foi aplicado a um corte
bidimensional de solo de Ajapi (Rio Claro, Sdo Paulo) com o intuito de avaliar o potencial de
contaminacdo das &guas subterréneas e de um corrego localizado préximo as fontes de
infiltrac8o. A andlise numérica das condicdes simuladas mostra que as aguas subterraneas do
local estéo sujeitas a contaminacéo, indicando que o soluto da vinhaca pode alcancar o nivel
freatico em pouco tempo de percolacdo (1 a 3 anos), dependendo de sua profundidade (6m a
20m). Adicionalmente, concentragdes entre 31% e 44% da concentragéo inicial do soluto
podem ser atingidas em periodos de tempo de 10 a 30 anos, portanto, os resultados obtidos
apontaram que para os cenarios hipotéticos apresentados, ions provenientes da vinhaca, em
determinadas concentracdes, podem apresentar ato potencial de contaminacéo tanto de aguas
subterréneas como superficiais. Os resultados servem como alerta para a vulnerabilidade de

areas com cendrios similares, quais sejam de intensa fertirrigagdo com vinhaga.

3.2 Oreochromis niloticus COMO ORGANISMO TESTE PARA TOXICIDADE

Quando ha uma contaminacdo de um corpo hidrico por compostos potencialmente
poluentes em concentracdes subletais e cronicas, ocorrem mudancas estruturais e fisiol 6gicas
NOS Organismos pertencentes ao ecossi stema aquatico, causando muitas vezes mortalidade em
massa. Os efeitos dos contaminantes em peixes, por exemplo, podem se manifestar em véarios
niveis de organizacdo bioldgica, incluindo disfuncdes, alteracbes estruturais em Orgaos e
tecidos e modificagBes comportamentais que levam ao prejuizo do crescimento e reproducdo
(ADAMS, 1990).

Assim, o estado de salde dos peixes pode refletir e indicar a condi¢cdo de um
ecossistema aguatico. 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 biol 6gicos de substancias toxicas (RAND; PETROCELLI, 2008).

Para o presente estudo, escolheu-se utilizar a tilépia-do-nilo (O. niloticus) como
organismo indicador datoxicidade da vinhaca percolada.

Tilapia € o nome dado a uma grande gama de espécies pertencentes a familia

Cichlidae, da ordem Perciformes, a qual foi inserida no Brasil por volta de 1970 e hoje esta
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presente em guase todas as grandes e médias bacias hidrogréficas do pais e em todos os
continentes do mundo. S&o cultivadas 22 espécies de tildpia no mundo, porém a tilapia-do-
nilo (O. niloticus), a tilapia mossdmbica (Oreochromis mossambicus), a tilapia azul
(Oreochromis aureus), Oreochromis maccrochir, Oreochromis hornorum, Oreochromis
galilaeus, Tilapiazlliie a Tilapiarendalli sGo as espécies mais criadas para fins comerciais
(EL-SAYED, 1999).

A escolha da tildpia-do-nilo se justifica, pois esta se destaca como peixe de grande
potencial para aguicultura devido a sua rusticidade, rapido desenvolvimento e adaptacdo ao
confinamento (HAY ASHI, 1995), além de possuir habito alimentar onivoro, e aceitar ragcoes
com grande facilidade, desde o periodo pés-larval até a fase adulta. De acordo com Popma e
Phelps (1998), a tildpia é, entre as espécies de peixes mais cultivadas, a que melhor resiste a
altatemperatura, a baixa concentracéo de oxigénio dissolvido e a alta concentracéo de aménia
na agua. Ja Lahav e Ra’nam (1997) citam que a principal vantagem da tilapia-do-nilo € o seu
baixo custo relativo, principalmente quanto ao alevino, a alimentacdo e a qualidade da sua
carne. A espécie de tilépia preferida para o cultivo € a O. niloticus, por causa do seu rapido
crescimento e sua coloracéo clara (LOV SHIN, 1997).

Em estudos toxicol 6gicos envolvendo ambientes aquaticos, como os realizados por
Marcato (2014) e Biagini et a. (2009), € comum a utilizagdo das branquias dos peixes como
0rgdo de andlise, visto que, majoritariamente, este € o primeiro 6rgao a sentir os efeitos dos
poluentes no meio. Isso ocorre em decorréncia do seu contato direto com a égua (KIKUSHI et
a., 1978; MISHRA et a., 1985). Seu epitélio é, portanto, considerado um excelente modelo

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

3.3 ASBRANQUIAS COMO ORGAO DE ANALISE PARA TOXICIDADE

As branquias dos peixes sdo congtituidas por filamentos ou lamelas primarias,
arranjados em aros duplos na extensdo do 0sso. As lamelas secundarias so originadas nos
filamentos e se dispbdem perpendicularmente nas margens inferior e superior de cada
filamento, servindo mais para sustentacdo da I&mina secundaria, do que para processos de
trocas gasosas (ROSETY -RODRIGUEZ, 2002).

O epitélio branquial € constituido por diferentes tipos celulares, como células
pavimentosas ou respiratorias, células mucosas e células cloridricas, sendo estas Ultimas, em
peixes de &gua doce, envolvidas em atividades de transporte iénico (LAURENT et al., 1985;
LAURENT; PERRY, 1990).
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O numero, tamanho, forma e estrutura das células cloridricas podem ser modificados
pela exposicdo a certos fatores. As células pavimentosas sdo caracterizadas por apresentar
uma rede de cristas em sua superficie (LAURENT, 1982); as cristas geralmente sdo
consideradas estruturas importantes na retencdo de muco no epitélio branquia (LEWIS, 1979)
e indicativas de aumento da atividade celular (GOSS et al., 1994).

Pode-se utilizar a observacéo das brénquias como um método rgpido e vélido para
determinar as alteracBes histoldgicas causadas pela exposicdo a diferentes poluentes nos
peixes (ARELLANO et al., 1999) e como a branquia é o principal local de troca gasosa e de
funcdo importante na regulacéo idnica, as alteracdes morfolOgicas causadas pela exposicao
aos poluentes resultam em distarbios respiratorios (CERQUEIRA; FERNANDES, 2002).

Perry e Laurent (1993) consideram as alteracOes que ocorrem durante as mudangas
ambientais uma forma adaptativa para conservar algumas das suas funcdes fisiol dgicas.

O trabalho de Mazon et al. (2002) observou o efeito do cobre nas branquias de
Prochilodus scrofa, por meio da microscopia el etronica de varredura, detectando uma reducéo
de causa desconhecida das cristas das células pavimentosas, a qual foi também observada em
peixes expostos agudamente a guas 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 agua poluida tratada por flotagdo; os autores comentam que este é um

bom parametro para deteccdo de toxicidade.

34 ANALISES ULTRAMORFOLOGICA, HISTOLOGICA E HISTOQUIMICA
COMO FERRAMENTAS DE MONITORAMENTO AMBIENTAL

3.4.1 A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As andlises ultramorfol 6gicas podem ser usadas para detectar diversas alteractes
teciduais e auxiliar no diagnoéstico dos sintomas de intoxicacéo celular (FONTANETTI et a.,
2010).

A microscopia eletrbnica de varredura permite que a superficie do o6rgéo
escolhido seja analisada. No caso da branquia, ela permite verificar a integridade das células
pavimentosas, as quais revestem os filamentos primarios e secundarios das branquias e
permite a contagem das células cloridricas, as quais desempenham importante papel na

regulacédo ionica do individuo, que podem ser ateradas quando da presenca de um téxico.
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O microscopio eetronico de varredura (MEV) utiliza um feixe emissor de
elétrons localizado dentro de uma pequena sonda que passa rapidamente para frente e para
tras sobre a superficie da amostra. O rastreamento completo de cima abaixo geralmente leva
apenas alguns segundos. As diferencas na superficie da amostra afetam o padrédo com o qual
os elétrons sdo dispersos a partir deste, sendo que buracos ou fissuras aparecem escuros e as
protuberancias e saliéncias aparecem claras, resultando em uma imagem tridimensional.
Somente estruturas superficiais podem ser examinadas com o MEV. Conseguentemente, este
€ utilizado para estudar células inteiras, tecidos e superficies de diversas estruturas (DE
CASTRO, 2002).

O MEV é o mais versétil instrumento para avaliacdo, exame e andise das
caracteristicas microestruturais de amostras bioldgicas e ndo bioldgicas, tendo como maior
interesse a obtencdo de informacdes topogréficas. A grande vantagem deste instrumento € a
elevada profundidade de campo, da ordem de 10 um para aumentos de cerca de 10.000 X,
chegando a 1 cm para aumentos de 20X. Esta caracteristica possibilita obter imagens
estereoscopicas e bem focadas com espécimes até macroscopicos. Além disso, no MEV a
amostra pode ser inclinada e rotacionada sob o feixe eletrénico em todas as orientacdes, |ogo

precisa estar bem preservada nas trés dimensdes (DE CASTRO, 2002).

3.4.2 A Coloracao Hematoxilina-Eosina (HE) como ferramenta histol6gica

A histologia permite avaliar os danos teciduais causados ou n&o pela exposicao ao
toxico, permitindo a visualizagdo de ateracbes morfoldgicas do epitélio branquial, como
hemorragias, desprendimento, desorganizagtes, edemas, hiperplasias, hipertrofias e invasoes
do epitélio. Isso permite que sgja estabelecido um escore de alteracbes fornecendo
informagdes a respeito de quanto e como o tecido esta alterado (FONTANETTI et al., 2010).

A maioria dos cortes histol6gicos recebe algum tipo de coloragdo para que sga
possivel a sua observagdo ao microscdpio e por isso, foram desenvolvidos ao longo do tempo
inUmeras solucdes e misturas corantes para esta finalidade, sendo as misturas mais préticas e,
conseguentemente, as mais utilizadas as que melhor distinguem os diversos componentes das
células e da matriz extracelular. Uma das técnicas mais utilizadas é a coloragéo diferencia
gue envolve duas misturas corantes. a hematoxilina de Harris e a eosina, cuja abreviacéo €
representada por HE ou H& E (ICB-USP, 2007; JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

A hematoxilina de Harris € uma mistura composta por hematoxilina, alcool etilico

95%, sulfato de aluminio e de potassio, dgua destilada e dxido de mercurio. Estes elementos
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déo ao corante um carater basico (alcalino), o qual permite que este se ligue aos componentes
acidos da célula, como os acidos nucleicos (DNA e RNAS) presentes no nucleo, conferindo a
estes uma coloracdo violeta/azulada. A eosing, por sua vez, € uma mistura composta por
eosing, agua destilada, alcool etilico 80 e 95 %, elementos estes que déo ao corante um
cardter &cido que se liga aos componentes celulares basicos como as organelas
citoplasméticas, conferindo a estas uma coloragdo rosada/avermelhada. Os cortes sdo corados
inicialmente com hematoxilina e em seguida com eosina e a coloragdo final permite que
sgjam visualizados os componentes celulares ao microscopio de luz para diversos tipos de
andlises (ICB-USP, 2007).

3.4.3 A técnica do éacido periodico de Schiff (PAS) para marcacdo de
polissacar ideos neutr os

A técnica do Acido Periddico de Schiff foi desenvolvida para evidenciar
glicogénio nas células, contudo, ela pode ser utilizada para corar diversos tipos de
carboidratos, como 0s presentes no muco e nas membranas basais. A reacdo do éacido
periodico oxida seletivamente os residuos de glicose, produzindo aldeidos que reagem com o
Schiff revelando uma cor purpura/magenta. Um corante basico adequado ainda pode ser
adicionado como um corante de contraste. Esta técnica pode ser utilizada tanto para analise
gualitativa como quantitativa, através do uso de um software adequado, para inimeras
inferéncias (ICB-USP, 2007).

Através da técnica histoquimica do &acido periodico de Schiff (PAS), é possivel
avaliar o funcionamento das células, no caso, das células mucosas, as quais atuam na sintese
bioquimica de lipideos. Através da contagem destas pode-se inferir se houve um aumento ou
diminuicdo na producdo de muco devido a um estimulo externo, como um toxico, ou se a

célula ndo teve seu metabolismo alterado.

4. MATERIAISE METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO: TILAPIA-DO-NILO
Foram utilizados 30 espécimes de tildpia-do-nilo (O. niloticus) com média de 10 cm
de comprimento provenientes de piscicultura. Os individuos foram aclimatados durante 15
dias em tanques possuindo sistema de filtracdo e aeracdo adequadas e foram alimentados com

racdo até 24 horas antes do inicio do bioensaio. A suspensdo da alimentacéo foi realizada com
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a finaidade de evitar o acimulo de ambnia nos aquérios oriunda do sistema excretor dos

animais que pode atuar como interferente do bioensaio.

4.2 VINHACA
No presente estudo foi utilizada a vinhaca de cana-de-acUcar percolada em solo
saturado, a qual foi fornecida pela equipe do Prof. Dr. Chang Hung Kiang do Laboratério de
Estudo de Bacias (LEBAC) do Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas da UNESP,
Campus de Rio Claro e a vinhaga in natura, fornecida pela usina Santa LUlcia (Araras/SP),
ambas numa diluicdo de 2,5%. Foi feita andlise fisico-quimica para caracterizagdo dos metais

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

4.3 MONTAGEM DO BIOENSAIO

Para a montagem do bioensaio o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa no Uso Animal da UNESP- Rio Claro, SP (CEUA - IB - UNESP - CRC) com o
protocolo n° 6301 de 29.07.2015.

Apbs aclimatacdo, os animais foram transferidos dos tanques para aquérios de 40
litros cada, sendo divididos em trés grupos: controle, contendo &gua de poco artesiano sem
adicdo de nenhum composto, grupo teste, contendo vinhaga percolada diluida a 2,5% e o
grupo comparagdo, com vinhaga in natura também a 2,5%.

O bicensaio foi realizado em réplica e as tilapias foram expostas por 96 horas com o
minimo de interferéncia e movimentacéo no local, o qual foi monitorado trés vezes ao dia
para verificagdo da temperatura, controlada por termostatos, e pH dos aquarios fazendo-se os
gjustes necessarios.

Passadas 96 horas, os peixes foram anestesiados e tiveram seus segundos arcos
branquiais retirados por meio de dissecacdo e foram fixados em solugdes diferentes referentes

as analises a que seriam aplicados.

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)
Para a andlise das branquias em MEV, o0 segundo arco branquial dos espécimes, tanto
0 dos expostos as vinhagas, como do controle foi retirado, fixado em Karnovsky 0,4%
(KARNOVSKY, 1965), o qual foi posteriormente substituido por tampéo fosfato-salino PBS

(KCI+KH2PO4+NaCl+NagHPO4+H20) e reposto quinzenalmente. As amostras foram

mantidas em geladeira. A desidratacdo do material foi realizada utilizando uma bateria de
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concentracdes crescentes de acetona (50, 75, 90, 95 e 100%) por cinco minutos cada uma e
levado ao ponto critico do CO2 (CPD - critical point drying).

A elevacdo ao ponto critico ocorreu dentro de uma camara isolada e consistiu na
injecdo CO2 liquido, fazendo-se varias substitui¢cdes até remogao total da acetona da amostra,

numa temperatura média entre 0 e 5°C. Posteriormente elevou-se a temperatura dentro da
camara entre 40 e 45°C para diminuir a densidade da fase liquida e aumentar a densidade da
fase gasosa, pois devido ao aumento gradual da temperatura, as moléculas adquirem energia
Cinética e se convertem em gas, aumentando a pressdo interna na camara. Ao se aproximar da
temperatura critica, as densidades da fase gasosa e liquida devem se tornar muito préximas e
logo, quando o ponto critico € excedido, a fase gasosa e liquida devem apresentar a mesma
densidade, garantindo que a temperatura esteja em torno de um valor critico onde néo ha
limites entre as fases, ou sgja, 0 menisco de transicdo de fases desaparece. Nesta situagcdo, a
tensdo superficial é igual a zero e todo o liquido se converte em gés (DE DAVID; GOMES;
MACHADO, 2007).

A camarafoi, entdo, despressurizada até pressao atmosférica, e aamostra foi removida
da camara. A amostra péde entdo ser montada em um suporte metélico (stub) e metalizada
com uma fina camada de ouro para ser melhor observada no equipamento. O materia foi
analisado em um microscopio e etrdnico de varredura de baixo vacuo HITACHI TM3000.

A andlise do material consistiu na observacéo de trinta regides interlamelares de trés
filamentos conservados de cada branquia e contagem do numero de células cloridricas
(protocolo adaptado ao descrito por Biagini et al., 2009 para contagem de células mucosas),
observacdo do estado de preservacdo das cristas das células pavimentosas e da presenca de
células intumescidas. Para as alteracdes foi estabelecido um escore correspondente, entre 0 e
6, sendo o 0 equivalente a nenhuma alteracéo e o 6 equivalente a totalidade do 6rgdo alterado
(MARINHO et al., 2014). Posteriormente, o material foi fotografado para documentacéo.

4.5 HISTOLOGIA E HISTOQUIMICA DAS BRANQUIAS

4.5.1 Histologia - HE (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)
Para a andlise histoldgica, as branquias foram fixadas em solugdo de Bouin
(composta de 15 mL de soluc&o saturada de &cido picrico, 5 mL de formaldeido e 1 mL de
acido acético) por 24 horas. Feito isso, o fixador foi substituido por solucéo-tampéo fosfato

de sodio. Para a montagem dos blocos para corte histol6gico, o material passou por uma
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bateria de desidratacdo lenta com alcool etilico em diferentes concentracdes (15, 25, 50, 70,
80, 90, 95 e 100%) e foi adicionada resina de embebicdo, que posteriormente foi substituida
por uma resina histologica para formagdo dos blocos, os quais, apds moldados, foram
mantidos em estufa por no minimo 24 horas para secagem.

Os blocos foram seccionados em microtomo com espessura de 4pum, hidratados e
colocados em laminas, sendo distribuidos oito cortes para cada lamina. Duas laminas para
cada réplica e para cada tratamento foram coradas por meio da técnica diferencia de
Hematoxilina-Eosina (HE) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). Assim que coradas e secas,
as laminas foram montadas com Entellan e analisadas em microscopio de luz seguindo o

protocol o de semi-quantificacdes morfol 6gicas estabel ecido por Marinho et al. (2014).

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

Para observacéo de células mucosas, os cortes do material foram oxidados por 10
minutos em solucdo de é&cido periddico 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 entdo em agua sulfurosa por 3 minutos e lavados em agua corrente, por 30 minutos.

N&o foi necesséria a utilizacdo de um corante para contraste.

4.6 ANALISE E DOCUMENTACAO DASLAMINAS

A andlise das laminas foi feita em microscopio de luz, utilizando as objetivas de 10,
25 e 40x, sendo analisadas quatro |aminas para cada peixe: duas para a técnica histol 6gica de
HE e duas |aminas para a técnica do Acido Periddico de Schiff. A andlise da técnica
histol égica foi realizada segundo o protocolo de Bernet et a. (1999), adaptado por Marinho et
al. (2014) onde um fator de importancia (w) foi definido para cada lesdo, variandode 1 a3 em
concordancia com a importancia patol 6gica baseado na capacidade do individuo sobreviver e
se recuperar da mesma, sendo: (1) Importancia patologica minima, isto &, a lesdo é reversivel
guando cessada a exposicdo a0 agente estressor; (2) Importancia moderada, a lesdo é
reversivel na maioria dos casos; e (3) Importancia patol 6gica acentuada, a lesdo é geralmente
irreversivel, podendo levar a perda de funcdo do 6rgédo. Além dos fatores, também foram
estabelecidos escores variando entre 0 e 6 para classificar o grau e extensdo da alteracéo,
sendo (0) nenhuma ocorréncia; (2) pouca ou rara ocorréncia; (4) ocorréncia frequente; e (6)
ocorréncia muito frequente. Podem ser adotados valores intermediarios para denotar valores

médios entre dois escores.



28

O indice das alteractes foi calculado através da multiplicacdo do escore pelo fator de
importancia, e a partir deste, foram obtidos os valores de média e desvio padréo para cada
tratamento e para o controle, dados os quais foram utilizados para a posterior anélise
estatistica

Para a quantificacéo 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 a. (2009). Neste, foram selecionadas trés fotos sequenciais de um
corte histolégico, com trés lamelas principais integras, de cada individuo; dessas lamelas
principais foram contadas manual mente as células mucosas de trinta regides interlamel ares de
todos os individuos de todos os tratamentos.

- Por meio do Software Imagel, no qual também foram selecionadas trés fotos
sequenciais de um corte histolégico, com trés lamelas principais integras, de cada individuo;
dessas lamelas principais foram aplicadas as ferramentas de contagem do programa para
contabilizar as células mucosas de 30 regides interlamelares de todos os individuos de todos
0s tratamentos.

Ambas as quantificagdes passaram por posterior andlise estatistica. Os dados gerados
a partir da andlise das laminas para todas as técnicas utilizadas nesse estudo tiveram sua
normalidade testada pelo método de Shapiro-Wilk. Com base no valor de significancia deste
teste, foi realizado o teste estatistico paramétrico (p>0,05) ANOVA com teste pos-hoc de
Tukey, ou o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, ambos com valor de significancia com
p<0,05.

5.RESULTADOS
Durante a realizacdo deste Trabalho de Conclusdo de Curso foi produzido um artigo

cientifico apresentado a seguir, o qual serd encaminhado para publicagcdo em revista

especializada.
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Resumo

A indastria sucroalcooleira é de grande valia para o Brasil e para 0 mundo em termos
socioecondmicos, importancia tal que conferiu ao Brasil o titulo de maior exportador mundial
de etanol proveniente de cana-de-acUcar. Contudo, esta industria gera quantidade elevada de
residuos no processo de destilacdo do vinho da cana, sendo a vinhaga o seu principal residuo.
Atualmente, a vinhaca é utilizada como fertilizante agricola devido ao seu elevado contetido
organico e concentragdo de potassio, sendo defendida por estudos que comprovam a melhoria
das culturas quando da sua aplicacéo. Entretanto, ndo se sabe se esta prética se caracteriza
como benéfica, visto que a vinhaga possui ato potencial poluidor e capacidade de
percolar/lixiviar pelo solo, podendo ocasionar a contaminacdo de aguas subterraneas e/ou
superficiais. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo verificar a toxicidade da
vinhaca de cana-de-agUcar percolada, utilizando tildpias (Oreochromis niloticus) como
organismos teste. Foram realizadas analises dos metais da vinhaga percolada e da vinhaca in
natura e ndo foram detectados elementos em concentragdo acima do permitido para corpos
d’agua (CETESB ¢ CONAMA). Com exce¢do do Al, os elementos diminuiram suas
concentragdes na vinhaca percolada. Apos percolacdo da vinhaga foi montado um bioensaio,
em réplica, congtituido por um grupo controle, com exposicado dos peixes a agua limpa; um
grupo com exposicao a vinhaga percolada a 2,5%; e outro com exposi¢do a vinhaga in natura
também a 2,5%. Cinco individuos morreram durante o ensaio: um do controle, um da vinhaca
in natura e trés da vinhaga percolada. Apds exposicdo, as branquias foram utilizadas para
andlise histopatol 6gica. De modo geral foram observadas poucas alteraces nas branquias dos
animais, tanto na estrutura tecidual como nos diferentes tipos celulares que constituem a
branquia; foi observado aumento significativo, embora com indices baixos de células
pavimentosas intumescidas, nos animai s expostos a vinhaga percolada; dteractes histol6gicas
foram observadas em todos os grupos, sendo o desprendimento epitelial e a desorganizacéo
lamelar as mais frequentes, porém também com indices baixos. De acordo com os efeitos
provocados pela vinhaga percolada, pode-se inferir que os resultados ndo sugerem acdo toxica
da mesma na concentragéo utilizada, indicando que o solo atua como um filtro, retendo metais
com potencial toxico contido nesse residuo. Entretanto, cabe ressalvar de que 0 uso constante
de vinhaca no solo pode aumentar a salinidade do mesmo e causar sua saturacdo, tornando a

vinhaca potencial mente nociva para 0s organismos expostos a ela.

Palavr as-chaves. Percolagdo; Fertirrigacdo; Histopatologia; Metais; Solo.



31

1. Introducéo

O crescimento da populacdo mundial trouxe consigo sérias implicacfes em quase todos
0s aspectos da vida, demandando gque a comunidade cientifica passasse a buscar estratégias
capazes de contornar tais problemas para conservar o planeta como o conhecemos. Estudos a
respeito da qualidade das éguas, ar, solos, biodiversidade e meio ambiente tornaram-se
frequentes, trazendo novas descobertas e também revelando novos problemas a serem
solucionados.

Nesse contexto, a industria sucroalcooleira necessita receber atencdo, pois apesar de
trazer inUmeros beneficios socioeconémicos para o Brasil e para 0 mundo, pode trazer
também diversos problemas, dentre eles a degradacdo de grandes éreas florestais nativas, 0
aumento do uso de herbicidas, pesticidas, fertilizantes e a geragdo de elevada quantidade de
residuos em sua producéo (CORBI et a., 2006; MORAES et al., 2015).

A vinhaga, principal residuo gerado pela industria sucroalcooleira, é definida como um
efluente liquido da destilagdo de uma solucgéo alcodlica denominada vinho, obtida no processo
de fermentacdo do caldo de cana-de-aglicar, do melaco ou da mistura dos dois (COPAM,
2010). Para cada litro de etanol produzido séo gerados de 10 a 18 litros de vinhaga e dentre as
suas caracteristicas principais estdo: caréter acido (baixo pH), elevada corrosividade e elevada
temperatura na saida dos destiladores (CHRISTOFOLETTI et a., 2013a).

Até a década de 80, a vinhaca era descartada em corpos hidricos, promovendo sérios
danos aos ecossistemas aquaticos, razéo pelo qual foi considerada toxica e 0 seu descarte em
aguas foi proibido. Posteriormente, a vinhaca recebeu uma nova destinacédo: o solo, passando
a ser utilizada como fertilizante agricola devido a sua alta carga organica e elevada
concentragdo de potassio (CHRISTOFOLETTI et d., 2013a). Todavia, ainda ndo sabe se esta
prética constitui uma solucdo para a questdo do descarte das industrias ou se constitui um
problema para o0 meio ambiente, visto que a aplicacdo da vinhaca nos solos ndo descarta a
possibilidade de contaminacdo das aguas superficiais e/ou subterrdneas por meio da
lixiviacaéo/percolacéo desse residuo (CORREIA, 2015).

Neste sentido, diversos estudos tém sido realizados para verificar a toxicidade da
vinhaga em corpos d’agua e em solos. Marinho et al. (2014), avaliaram os efeitos toxicos da
vinhaca de cana-de-acUcar in natura na tildpia-do-nilo (O. niloticus) em varias diluicoes (1,
2,5, 5 e 10%), utilizando a andlise histopatol 6gica de figado. Os grupos expostos a vinhaca
exibiram alteracBes significativas como perda de integridade citoplasmética, perda de limite
celular, desorganizacdo epitelia e acimulo de polissacarideos. O estudo concluiu que a
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vinhaca apresenta toxicidade dose-dependente e potencial citotoxico em corpos d’agua, sendo
o figado fortemente afetado quando exposto a este contaminante.

Correia (2015) demonstrou o potencia toxico da vinhaga in natura nas dilui¢des 1, 2,5,
5 e 10% em branquias de tilgpias (O. niloticus). Houve 100% de mortalidade de peixes na
maior diluicéo e foram observadas alteractes histopatol 6gicas em nivel ultramorfol 6gico, com
reducdo das cristas das células pavimentosas em nivel histolégico, desprendimento,
desorganizacdo epitelial e focos de hemorragia para as outras diluicdes. Foi observado
também um aumento significativo das células mucosas entre o controle e todas as diluices
testadas.

Ja o0 estudo do impacto da vinhaca de cana-de-acUcar no solo realizado por Alves et al.
(2015) em invertebrados, utilizou duas diluicbes de vinhagas oriundas de duas destilarias
digtintas, dém de uma terceira produzida em laboratério. As vinhacas foram aplicadas em
dois oxissolos tropicais naturais e em um solo tropical artificial para caracterizacdo dos seus
efeitos em organismos terrestres como: anelideos (Eisenia andrei), enquitreideos
(Enchytraeus crypticus), acaros (Hypoaspis aculeifer) e colémbolas (Folsomia candida). As
vinhacas de ambas as destilarias causaram o afastamento dos animais da &rea contaminada,
reducdo da reproducdo e mortalidade em alguns grupos, principa mente nos solos naturais. As
vinhagas oriundas das destilarias tiveram efeitos mais severos em relagdo a vinhaca produzida
em laboratério. O estudo concluiu que a toxicidade da vinhaca foi influenciada pelo tipo de
solo e pelo processo industrial de cada destilaria, e foi atribuida & alta concentracdo de sais,
especiamente de potassio. Os dados obtidos neste estudo esclarecem o risco potencial para a
biota terrestre quando da disposi¢éo da vinhaga nos solos tropicais.

De acordo com Christofoletti et al. (2013a), a aplicacéo direta da vinhaga no solo pode
causar impactos tais como: lixiviacdo de metais presentes no solo para &dguas subterraneas,
salinizac8o do solo e desequilibrio dos seus nutrientes, reducéo da alcalinidade, perdas nas
colheitas, aumento da fitotoxicidade e odor desagradavel. Além do que, os nutrientes do sol o
gue sdo perdidos pelo processo de lixiviagdo podem contribuir para a poluicdo de aguas
subterréneas e superficiais, causando a eutrofizacdo de rios e lagos, principalmente pelo
acumulo de nitratos e fosfatos (LEAL; NUNES; VELLOSO, 1982).

Soto et d. (2015) apresentaram os resultados de uma simulacdo matematica de fluxo
subterréneo da agua e de transporte i6nico, a partir da infiltracdo hipotética de vinhaca
decorrente da fertirrigacdo na cultura de cana-de-aglcar no solo de Ajapi (Rio Claro, Sao
Paulo). O estudo teve o intuito de avaliar o potencial de contaminagdo das aguas subterréneas
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e de um corrego localizado préximo as fontes de infiltragdo. A analise numérica das
condicbes simuladas mostrou que as é&guas subterrdneas do local estdo sujeitas a
contaminagdo, indicando que o soluto da vinhaca pode acancar o nivel freatico em pouco
tempo de percolacdo (1 a 3 anos), dependendo de sua profundidade (6 a 20m).
Adicionalmente, concentracdes entre 31% e 44% da concentracéo inicial do soluto podem ser
atingidas em periodos de tempo de 10 a 30 anos. Os resultados apontaram que para oS
cenarios hipotéticos apresentados, ions provenientes da vinhaca, em determinadas
concentracOes, podem apresentar alto potencial de contaminacdo tanto de aguas subterraneas
como superficiais, servindo como aerta para a vulnerabilidade de areas com cenarios
similares, quais sejam de intensa fertirrigacdo com vinhaca.

Tendo em vista a possibilidade da contaminagédo de corpos hidricos pela percolagdo da
vinhaca, o0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade da vinhaca de cana-de-
acUcar apos percolacdo, em corpos hidricos, tendo a tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus)
como organismo teste. Foram utilizados estudos ultramorfoldgicos, por meio da andlise da
estrutura superficial da branguia em microscopia eletronica de varredura (MEV) e verificagdo
da quantidade e do estado de conservagao dos tipos celulares comuns; estudos histol 6gicos,
por meio da analise da estrutura do tecido branquial para observacéo de alteracdes provocadas
pela vinhaga e estudos histoquimicos, por meio da marcacdo de polissacarideos neutros

presentes em células mucosas.

2. Material e métodos

2.1 Oreochromis niloticus

Foram utilizados cinco individuos com tamanho em média de 10 cm para cada
tratamento (com réplica para cada um), totalizando 30 individuos. Os espécimes, oriundos de
piscicultura, foram trazidos ao Instituto de Biociéncias, da Universidade Estadual Paulista
(UNESP - Campus de Rio Claro, S&o Paulo, Brasil) onde foram aclimatados por quinze dias
em tanque, em temperatura média de 23°C, com sistemas de filtragem e aeracdo. Os peixes
foram aimentados com ragdo até 24 horas antes do inicio do bioensaio. A suspensdo da
alimentacdo foi realizada com a finalidade de evitar o acimulo de aménia nos aquarios

oriunda do sistema excretor dos animais que pode atuar como interferente do bioensaio.



2.2 Andlise fisico-quimica

Para 0 presente estudo foi utilizada a vinhagca de cana-de-agUcar percolada em solo
saturado obtida no Laboratério de Estudo de Bacias (LEBAC) do Instituto de Geociéncias e
Ciéncias Exatas da UNESP, Campus de Rio Claro e a vinhaca in natura, fornecida por uma
usina localizada no interior do estado de S&o Paulo, ambas numa diluicdo de 2,5%. Foi feita
andlise fisico-quimica em ambas as vinhagas. Os parametros andisados foram pH, DBO
(Demanda Bioguimica de Oxigénio), DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) 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 Comité de Etica em Pesquisa
no Uso Animal da UNESP (CEUA - Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Rio Claro,
S&0 Paulo) com o protocolo n° 6301 de 29.07.2015.

ApoGs aclimatacdo, os animais foram transferidos dos tanques para agquérios de 40 litros
cada, divididos em trés grupos: grupo controle, contendo agua de pogo artesiano sem adicado
de nenhum composto, grupo teste, contendo vinhaga percolada diluida a 2,5% e grupo
comparacao, com vinhacain natura também a 2,5%.

A escolha da diluicgo das vinhagas in natura e percolada utilizadas no bioensaio foi
definida em estudo prévio realizado por Correia (2012), baseado em Kaditglu e Algur (1992),
nos quais se observou que a concentragdo da vinhaga em 2,5% (v/v) € genotOxica e
mutagénica para os peixes (O. niloticus), sendo confirmadas pelo teste do cometa e do
micronucleo, respectivamente, mas néo letal aos individuos durante o ensaio.

O bicensaio foi realizado em réplica e as tilapias foram expostas por 96 horas com o
minimo de interferéncia e movimentag&o no local, o qual foi monitorado trés vezes ao dia
para verificagdo da temperatura, controlada por termostatos e pH dos aquérios.

Posteriormente, os peixes foram anestesiados e dissecados para obtencéo das branquias.

2.4 Analise ultramorfologica

As amostras foram fixadas em Karnovsky 0,4% (KARNOV SKY, 1965) por 24 horas e
foram posteriormente substituidas por tampéo fosfato-salino PBS
(KCI+KH2PO4+NaCl+NaHPO4+H20). O material foi desidratado utilizando uma bateria de
concentracles crescentes de acetona (50, 75, 90, 95 e 100%) por cinco minutos cada uma e

levado ao ponto critico do CO (CPD - critical point drying). Posteriormente foi adicionada
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uma fina camada de ouro sobre o material para melhor visualizagdo no equipamento. Foi
utilizado um microscopio eletrénico de varredura de baixo vacuo HITACHI TM3000. A
quantificagdo das dteracdes das células pavimentosas foi realizada segundo o protocolo de
Bernet et al. (1999) adaptado por Marinho et a. (2014) e o nimero de células cloridricas foi
contabilizado segundo o protocolo de Biagini et al. (2009). Para andlise dos dados foi
realizado o teste estatistico paramétrico (p>0,05) ANOV A com teste post-hoc de Tukey.

2.5 Analises histol6gica e histoguimica

As branquias foram fixadas em solugdo de Bouin (composta de 15 mL de solucéo
saturada de écido picrico, 5 mL de formaldeido e 1 mL de acido acético) por 24 horas e
posteriormente, o fixador foi substituido por solucdo-tampéo fosfato de sddio (NaH2PO4 pH
7,4). Para a montagem dos blocos para microtomia, 0 material passou por uma bateria de
desidratac&o lenta com acool etilico em concentragdes crescentes (15, 25, 50, 70, 80, 90, 95
e 100%) e foi adicionada resina de embebicdo, que posteriormente foi substituida por resina
histologica para formacéo dos blocos, os quais, apds moldados, foram mantidos em estufa
por 24 horas para secagem.

Os blocos foram seccionados em micrétomo com espessura de 4um, hidratados e
colocados em laminas, sendo distribuidos oito cortes para cada lamina.

Duas |laminas para cada réplica e para cada tratamento foram coradas por meio da
técnica diferencial de Hematoxilina-Eosina (HE) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) para
andlise histolégica e outras duas |aminas para cada réplica e tratamento foram coradas por
meio da técnica do &cido periédico de Schiff (PAS) para andlise histoquimica. Assim que
secas, as laminas foram montadas com Entellan (MERCK) e analisadas em microscépio de
luz, utilizando as objetivas de 10, 25 e 40x.

Para a andlise histolégicafoi utilizado o protocolo de semi-quantificagdes morfol 6gicas
estabelecido por Bernet et al. (1999), adaptado por Marinho et al. (2014) e os resultados
obtidos passaram, posteriormente, por analises estatisticas.

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

- O método convencional, no qua as células mucosas foram avaliadas segundo o
protocolo de Biagini et al. (2009), onde foram selecionadas trés fotos sequenciais de um corte
histol6gico com trés lamelas principais de cada individuo e dessas lamelas principais foram
contadas manuamente as células mucosas de 30 regides interlamelares de todos os

individuos de todos os tratamentos.
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- Por meio do Software ImageJ, no qual também foram selecionadas trés fotos
sequenciais de um corte histol 6gico, com trés lamelas principais integras, de cadaindividuo e
dessas lamelas principais foram aplicadas as ferramentas de contagem do programa para
contabilizar as células mucosas de 30 regides interlamelares de todos os individuos de todos
0s tratamentos.

Os dados gerados a partir das andlises das |aminas para todas as técnicas utilizadas
nesse estudo tiveram sua normalidade testada pelo método de Shapiro-Wilk. Com base no
valor de significancia deste teste, foi redlizado o teste estatistico paramétrico (p>0,05)
ANOVA com teste pos-hoc de Tukey, ou o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, ambos
com valor de significanciacom p<0,05.

3. Resultados

3.1 Andlisesfisico-quimicas das vinhagas

Por meio da andlise de metais das amostras de vinhaga (Tabela 1) ndo foi encontrado
nenhum elemento em concentracdo acima do permitido para corpos d’dgua e aguas
subterréneas, estabelecido pela Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
(CETESB) e pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA).

A maioria dos elementos detectados teve sua concentragdo reduzida na vinhaga
percolada, em comparacdo com a vinhacga in natura, com excegdo do Al, cuja concentracéo

aumentou.

3.2 Mortalidade dos peixes
Dos 30 individuos iniciais, cinco morreram durante o ensaio: um do controle, um da

vinhaga in natura e trés da vinhaga percolada.

3.3 Microscopia devarredura

A quantificagdo de células cloridricas (Figura 1A) revelou resultados similares (Tabela
2) entre os tratamentos, ndo sendo observadas diferencas significativas entre 0s grupos
expostos as vinhagas e o controle. Na vinhaca percolada foi observada a redugdo do tamanho
das células cloridricas em algumas regides.

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

apresentaram cristas preservadas, semelhantes as observadas no grupo controle, ndo havendo
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também valores estatisticamente significativos. Porém, observou-se um intumescimento das
células pavimentosas (Figura 1C), cujo indice de alterac8o foi considerado estatisticamente
significativo para a vinhaga percolada em relacéo ao controle, porém com indice muito baixo,

umavez gue o indice obtido foi 1,5em umaescalade 1 a6.

3.4 Histologia

O grupo controle apresentou 0 padrdo de branquia (Figura 2A) descrito para peixes
teledsteos (MACHADO, 2015). As ateracbes histolégicas mais observadas foram
desprendimento epitelial (Figura 2B) e desorganizacdo lamelar (Figura 2C), recebendo todas
as alterages, indices baixos, ambas com valor de importancial em umaescalade 1 a3. Nao
houve, portanto, diferencas estatisticamente significativas nos tratamentos em relacdo ao
controle (Tabela 3).

3.5 Histoquimica

A andlise das células mucosas seguindo o protocolo de Biagini et al. (2009) (Tabela 4),
ndo revelou diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos em relacdo ao
controle.

O Software Imagel (Tabela 5), que analisou a porcentagem de células mucosas por
area, também ndo revelou diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos. As
células de ambos os tratamentos ndo apresentaram reducdo de tamanho e/ou morfologia

alterada. A Figura 3 mostra a comparacao entre as analises realizadas pel os dois métodos.

4. Discussao

Tendo em vista o potencial perigo no uso da vinhaga como fertilizante agricola, é de
suma importancia que segjam realizados estudos que avaliem a sua toxicidade e 0 seu risco
ecolbgico, visto que esta pode percolar/lixiviar pelo solo atingindo as aguas subterréneas e
superficiais e, consequentemente, causar danos as espécies aquéticas e terrestres. Medidas de
mitigac&o para os decorrentes impactos e a exploracéo de novas alternativas de destinacdo sdo
essenciais para a solucdo do descarte dos residuos industriais, bem como a conservacéo do
meio ambiente.

No presente estudo, a analise dos metais presentes nas vinhacas revelou a presenca de
diversos elementos, contudo nenhum destes foi encontrado em concentracdo excedente a

permitida para corpos d’agua estabelecidos pelos 6rgaos de regulamentacdo. Como
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comparagao, no estudo de Correia (2012), também foram realizadas andlises fisico-quimicas
da vinhaga em dois ensaios com diferentes safras de vinhaga, sendo que na primeira, a
vinhaga apresentou altas DBO/DQO e alguns metais como Ba, Cr e Ni com concentragdo
acima do permitido em &guas pela CETESB, e no segundo, ja ndo foram encontrados os
mesmos elementos, refletindo nos resultados.

Estas diferencas podem ser atribuidas ao fato de a vinhaga ser um efluente de
composicdo complexa, cuja composicdo pode variar quanto a concentracdo dos seus
elementos. Porém, altos valores de DBO, DQO, K, SOs2 e baixo pH sfo caracteristicas
comuns a todas as amostras analisadas. Ademais, segundo Camilotti et a. (2007), os métodos
anal iticos para quantificar os metais presentes na vinhaca nem sempre sdo sensiveis o bastante
para detectar todos os elementos constituintes.

As comparacdes da andlise de metais entre a vinhaca in natura e a vinhaca percolada
sugerem que o solo € um excelente filtro para a retencéo dos metais, visto que os elementos
encontrados diminuiram suas concentracdes com excegdo do Al, cuja concentragcdo aumentou.

Pode-se atribuir o aumento da concentragdo do Al na vinhaca percolada a alta
concentracdo em que este € encontrado no solo da regido, visto que o Brasil apresenta grande
parte da sua extensdo solos argilosos do tipo latossolos, 0s quais sdo ricos em Oxidos e
hidroxidos de ferro e auminio, os quais sd0 elementos responsaveis pelas cores
avermel hada/amarelada dos solos dos paises tropicais (TOLEDO, 2000). O Al pode ter sido
arrastado durante o processo de percolacdo e ter se acumulado na solugéo de vinhaga.

Embora o solo sgja uma barreira natural de protecdo aos aguiferos subterrdneos, os
fatores que regem sua capacidade em reter metais sG0 extremamente complexos, o0 que
dificulta o seu entendimento e as possibilidades de previsdes acerca do comportamento desses
elementos, principalmente em longo prazo. Sabe-se que a maior ou menor mobilidade dos
metai s sera determinada pel os atributos do solo, como teores e tipos de argila, pH, capacidade
de troca de cétions, teor de matéria organica entre outros, que influenciardo as reacdes de
adsorcao/dessorcéo, precipitacdo/dissolucdo, complexacdo e oxirreducdo (OLIVEIRA;
MATTIAZZO, 2001).

A disposicdo da vinhagca e outros residuos orgéanicos no solo pode aumentar a
condutividade elétrica do mesmo devido aos altos teores de sais nos residuos (DOS ANJOS,
2000). Em vista disso, a dose de uso agricola de um residuo organico deve ser limitada em
razéo da carga salina, que ao longo de aplicacdes sucessivas podera acarretar na salinizagéo
do solo e danos fisiolgicos e nutricionais as plantas. O efeito da salinidade € muito dréstico
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na fase de germinacdo das pléntulas, uma vez que estas s80 muito mais susceptiveis a
alteracbes do ambiente do que plantas em outras fases de desenvolvimento (DOS ANJOS,
2000).

A fitotoxicidade também é um fator preocupante, pois a retencdo dos metais nos solos
pode promover a disponibilidade destes ions para as plantas, que podem ser absorvidos pelas
raizes e transferidos para os aimentos (LOGAN; CHANEY, 1983; CANET et al., 1997).
Apesar disso, é relatado que apenas uma parte infima dos metais se apresenta em formas
prontamente disponiveis as plantas quando da aplicacdo de residuos ao solo (LOGAN;
CHANEY, 1983; PETRUZZELLI et a., 1985; CANET et a., 1997).

O uso agrondmico de residuos organicos pode ser feito desde que ndo haa
concentracOes altas de Cd, Pb, Cu, Cr, Ni e Zn, pois estes metais podem ser absorvidos pelas
raizes das plantas e diretamente levados aos alimentos (LOGAN; CHANEY, 1983; CANET
et a., 1997).

Em contrapartida da retencdo dos metais pelo solo, o estudo de Soto et al. (2015), no
qual foi realizado uma simulacdo matemética de fluxo subterrdneo da &gua e de transporte
iGnico a partir de uma infiltracgo hipotética de vinhaga no solo das formagfes Corumbatai e
Rio Claro (SP), mostrou que as aguas subterraneas da regido também estdo sujeitas a
contaminagdo, podendo o soluto da vinhaga acancar o nivel fredtico em pouco tempo (1 a 3
anos), dependendo da profundidade do solo (6m a 20m), atingindo concentracdes entre 31% e
44% da concentraggo inicial do soluto num intervalo de 10 a 30 anos. Esta Ssmulag&o aponta
gue ions provenientes da vinhaga, em determinadas concentracfes, podem apresentar alto
potencial de contaminacdo tanto de aguas subterraneas como superficiais, servindo como
alerta para a vulnerabilidade de areas com cenarios similares, quais sgam de intensa
fertirrigacdo com vinhaga.

Quanto as analises nas branquias, sabe-se que as células pavimentosas sdo o tipo celular
mais comum do epitélio branquial. Suas cristas sdo auxiliares na retencdo de muco, o qual
gjuda a proteger as superficies lamelares de alteragdes ambientais, como agentes tdxicos ou
infecciosos e particulas em suspensGo (MALLAT, 1985). Os resultados obtidos na
microscopia el etronica ndo revelaram danos as branquias expostas a vinhaga percolada, nem a
vinhaca in natura, visto que o estado de preservacdo das cristas das células pavimentosas se
mostrou semelhante ao do controle. Foi observado intumescimento das células pavimentosas
estatisticamente significativo no grupo exposto a vinhaga percolada, porém n&o sugere danos
ao organismo, pelo menos ndo a curto prazo, hgja vista que o indice atribuido a alteracéo 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 . (2014).

O numero de células cloridricas também néo foi alterado em relacdo ao controle em
ambos os tratamentos. As células cloridricas sdo grandes e normalmente encontram-se
espalhadas na superficie das lamelas. Estas sdo ricas em mitocOndrias e participam no
transporte ativo de ions, podendo ser alteradas em forma, estrutura e morfologia quando da
mudanca de fatores ambientais (PEREIRA; CAETANO, 2009). A quantificagdo das células
cloridricas ndo revelou diferencas estatisticamente significativas nos tratamentos em relacéo
ao controle, sugerindo gque a vinhaga percolada ndo causou diferencas nestas células.

A histologia também revelou alteracBes com indices baixos tanto para a vinhaga in
natura, como para a vinhaga percolada, ndo havendo diferencas estatisticamente significativas
em nenhum dos tratamentos em relacdo ao controle; as principais ateragbes encontradas
foram o desprendimento epitelial e a desorganizacéo lamelar, com indice médio de 0,4 numa
escala de 0 a 6. O desprendimento epitelial possui a finalidade de reduzir funcionalmente o
orgdo atingido de forma a diminuir a contaminagdo do anima pela substéncia téxica
(BERNET et al., 1999). Ambas as alteragBes citadas possuem fator de importancia 1, em uma
escalade 1 a 3. Isto significa que elas possuem importancia patol6gica minima, isto €, alesdo
e reversivel quando cessada a exposi¢ao ao agente estressor, indicando que as alteracfes séo
de baixo risco para o organismo.

As células mucosas sdo as células produtoras de muco, o qual realiza a fungdo de
protecdo do tecido branquial. O aumento deste tipo celular pode indicar a presenca de
substancias toxicas na agua (DAVID; FONTANETTI, 2009), porém, as quantificacbes das
células mucosas por ambos 0s métodos, tanto pelo protocolo de Biagini et al. (2009), como
pela andlise percentual do software Imagel, ndo revelaram diferencas estatisticamente
significativas em relacéo ao controle. Com isso pode-se inferir que as vinhagas in natura e a
percolada ndo induziram a proliferacdo destas células e, consequentemente, 0 aumento na
producdo de muco, indicando que a vinhaga percolada € uma substancia de baixa toxicidade
para o organismo empregado no estudo.

Embora a amostra de vinhaga in natura utilizada neste estudo n&o tenha apresentado
potencial toxico para a branquia de O. niloticus, 0s mesmos individuos expostos a mesma
amostra, mostrou potencial genotoxico pelo teste do micronicleo em células sanguineas
(SANTOS et al., 2016).
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O potencial toxico de outras amostras de vinhaga in natura foi comprovado em diversos
trabalhos, apresentando potencial genotéxico (CORREIA, 2012; CHRISTOFOLETTI et al.,
2013b), efeitos fisioldgicos e de mortalidade (YESILADA, 1999; KUMAR; GOPAL, 2001) e
efeitos a nivel tecidual, inclusive em branquias (MARINHO et al, 2014; CORREIA, 2015),
em diversos organismos.

Apesar da vinhaga in natura ndo ter apresentado resultados que apontem sua toxicidade
nas branquias de tilapias no presente trabalho, muito por conta da variacdo da sua
composicdo, € de extrema importancia continuar investigando os efeitos bioldgicos da
vinhaca apds percolacdo, pois altas quantidades séo langcadas no solo como fertilizante; soma-
Se a isso seu potencial tdxico detectado em varios organismos em diferentes niveis,
comprovado por outros estudos. Como Visto neste estudo, o solo atua como um filtro, retendo
a maioria dos metais presentes na vinhaga, podendo amenizar os efeitos desta no meio
aguatico, porém, é importante salientar que tal pratica pode levar a salinizagéo e saturacéo de

metais no solo.

Conclusao

Por meio dos resultados obtidos nas andlises dos metais das vinhagas, conclui-se que o
solo age como uma barreira filtrante para a vinhaga aplicada no solo, reduzindo a
concentracdo dos seus metais constituintes, atenuando a carga organica/inorganica da solucéo
gue chegara as aguas subterraneas apos a infiltracéo.

Quanto aos danos celulares, conclui-se que as vinhagas in natura e percolada ndo
induziram a perda das caracteristicas dos tipos celulares das branguias de O. niloticus, bem
como néo ateraram as quantidades dos mesmos em relacédo ao controle.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a vinhaca percolada ndo é toxica ao
organismo utilizado. Contudo, 0 uso da vinhaca ainda requer bom senso e a realizagéo de
estudos prévios da necessidade da aplicacdo do residuo, visto que a vinhaga pode aumentar a
salinidade do solo e satura-lo, reduzindo a sua capacidade filtrante, tornando-se nociva aos
organismos expostos a ela. Ainda s80 necessarios mais estudos e incentivos para exploracéo

das alternativas capazes de minimizar 0 seu uso e solucionar a sua destinagdo ideal .



42

Agradecimentos

Os autores agradecem a Gerson Mello Souza, Ménika lamonte e AntonioY abuki, pelo
auxilio técnico. A Fundacdo de Amparo e Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP),
(processos 2012/50197-2 e 2015/15623-9) pelo apoio financeiro.



Tabela 1. Andlise fisico-quimica das vinhagas in natura e percolada

Parametro Vinhaga in natura (2014) Vinhaca percolada (2014)
pH 4,14 4.700
DBO 5850 5500
DQO 12533 11116
Chumbo (mg/L) -* 0,002
Molibdénio (mg/L) -* 0,003
Selénio (mg/L) 0,008 0,001
Cobalto (mg/L) 0,012 0,001
Crémio (mg/L) 0,014 0,001
Niquel (mg/L) 0,017 0,001
Vanédio (mg/L) 0,032 0,027
Cobre (mg/L) 0,042 0,004
Aluminio (mg/L) 0,58 1,91
Bério (mg/L) 0,920 0,037
Estréneio (mg/L) 1,55 0,084
Manganés (mg/L) 2,17 0,14
Zinco (mg/L) 2,39 0,087
Ferro (mg/L) 6,92 0,077
Fésforo (mg/L) 11,6 0,071
Silicio (mg/L) 18,1 1,151
Sadio (mg/L) 31,3 1,356
Magnésio (mg/L) 269 13,562
Caélcio (mg/L) 527.000 355
Potéssio (mg/L) 2660 132,54
Fonte: dos autores (2016).

*7.7= yalores abaixo do limite de determinagdo do método utilizado. Método: SMEWW 3120B.
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Tabela 2. Quantificagdio de células cloridricas e mucosas nas branquias de O. niloticus expostas a vinhaga
percolada.

Céulas mucosas

Tratamento Céulascloridricas
Protocolo Biagini Imagel]
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= vinhaga bruta (in natura); VP= vinhaga percolada. N& ha valores
estatisticamente significativos. Os tratamentos VB e VP foram realizados em uma diluicdo de 2,5%.Vaores
apresentados como média e desvio padrao.



45

Tabela 3. Média e desvio padréo obtidos nas diferentes alteracdes observadas nas branquias de O. nilaticus
expostos aos tratamentos CT, VB e VP.

Alteragdes 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 0,44440,527 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 0,19440,273 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 1,50040,534*

Fonte: dos autores (2016).

Tratamentos. CT= controle; VB= vinhaga bruta (in natura); VP= vinhaca percolada. Alteraces. DE=
desprendimento epitelial; HG= hemorragia;, ED= edema; DS= desorganizacdo lamelas secundérias;, HL=
hiperplasia; HT=hipertrofiaIN= invasdo epitelial e IT=intumescimento.*= valores -estatisticamente
significativos. Os tratamentos VB e VP foram realizados em uma dilui¢do de 2,5%.Vaores apresentados como
média e desvio padréo.
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x2.0k 30 um

Figura 1.Microscopia de varredura das branquias de O. niloticus; padréo normal de cristas das células
pavimentosas (A); células cloridricas no filamento primério (B); intumescimento (*) das células
pavimentosas(C). F: filamento primario; L: lamela secundéria; CP: célula pavimentosa; CC: célula cloridrica
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Figura 2.Cortes histoldgicos das branquias de O. niloticus corados por Hematoxilina-Eosina (H-E);
Controle (A); *: desprendimento epitelial das lamelas secundérias (B); setas: desorganizagdo lamelar(C). F:
filamento primério; L: lamela secundéria.



Figura 3. Cortes histoldgicos das branquias de O. niloticus corados pela reacao de Schiff (PAS);Lamina
corada pela Reagdo de Schiff(A). Andlise da lamina pelo programa ImageJ; (B). F: filamento primério; L:
lamelas; Setas: Células mucosas.
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