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RESUMO 

Com o aumento da população e, consequentemente, do consumo e das atividades 

industriais, a integridade dos ecossistemas aquáticos tem sido ameaçada, uma vez que são os 

principais receptores de efluentes tóxicos, tal como a vinhaça. A vinhaça, subproduto da 

produção de álcool a partir da cana-de-açúcar (Saccharum sp.), é utilizada, principalmente no 

Brasil, como fertilizante. Esta substância apresenta significativo poder poluente aos recursos 

hídricos devido à sua alta concentração de matéria orgânica. Os peixes são excelentes modelos 

experimentais para estudos de toxicologia aquática, pois alertam sobre o potencial perigo de 

substâncias químicas ou sobre a possibilidade da poluição ambiental. Várias respostas 

observadas nestes organismos são excelentes biomarcadores, como por exemplo, a 

histopatologia do fígado, órgão que possui capacidade de acumular substâncias por exposição 

direta a poluentes presentes nas águas de rios e mares, ou por exposição indireta, por meio da 

cadeia alimentar do ecossistema. Diante do exposto, este projeto teve por finalidade analisar a 

toxicidade da vinhaça em diferentes diluições utilizando análises histológica e histoquímicas 

no fígado de peixes da espécie Oreochromis niloticus, expostos em ensaios laboratoriais. As 

análises físico-químicas da água dos aquários, após adição da vinhaça tratada (correção do pH 

com cal), indicaram aumento do pH e redução considerável dos níveis de DBO e DQO. Durante 

o bioensaio não houve mortandade dos peixes. As análises histoquímicas para a detecção de 

proteínas e de polissacarídeos não mostraram alteração neste estudo, quando comparadas ao 

grupo controle. Nas análises histológicas, as alterações estatisticamente significativas foram 

degeneração hidrópica, perda de integridade citoplasmática dos hepatócitos, perda de limite 

citoplasmático dos hepatócitos e desorganização do tecido hepático. O aparecimento destas 

anormalidades sugere que a vinhaça apresenta potencial tóxico mesmo após tratamento para 

ajuste de pH.  
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1. INTRODUÇÃO 

A integridade dos ambientes aquáticos e bacias hidrográficas está diretamente 

relacionada ao uso e manejo da água, que além de sua versatilidade, é essencial ao desempenho 

de funções vitais dos seres vivos (MERTEN; MINELLA, 2002). Assim, os ecossistemas 

aquáticos são caracterizados de acordo com a complexidade dos diferentes usos da água pelo 

homem, sendo destinados desde o abastecimento de água, navegação, geração de energia, 

irrigação, agricultura, até a harmonia paisagística (von SPERLING, 1993). Desta forma, os 

meios de utilização deste recurso estimulam significativamente a degradação ambiental e a 

disponibilidade de água com alta qualidade, acarretando múltiplos problemas ao seu 

aproveitamento (PEREIRA, 2004). 

 O uso urbano e a atividade industrial podem perturbar um ambiente aquático e os seres 

vivos dele dependentes, por exemplo, com o despejo de efluentes. Esses, que podem conter 

substâncias tóxicas como pesticidas e metais (VEGA, 1996), são capazes de causar graves 

consequências para a saúde humana, principalmente à população residente em áreas próximas 

de despejo (HOUK, 1992) como o câncer, anomalias reprodutivas e malformações congênitas 

(MORAES, 2002).  

A toxicidade aguda representa o primeiro nível de impacto no ecossistema aquático. 

Sabendo-se que diversas descargas industriais contêm variadas substâncias que são capazes de 

reduzir, em longo prazo, a sobrevida de um organismo (WHITE, 1996), faz-se necessário o 

aprimoramento do modo de utilização destes resíduos, que frequentemente têm sido lançados 

indiscriminadamente ao meio ambiente.  

O uso de biocombustíveis a partir de fontes renováveis é um desafio global (ALVES et 

al., 2015) e, visto seu baixo impacto ambiental, é essencial para a redução da emissão dos gases 

de efeito estufa e da dependência de combustíveis fósseis (SAVAGE, 2011). Neste setor, a 

cana-de-açúcar é considerada uma grande alternativa, devido a produção de etanol em larga 

escala e seus respectivos produtos, revelando-se muito importante ao agronegócio brasileiro 

(CONAB, 2017).  

  Com a expansão da indústria sucroalcooleira, há também, um aumento de 

agroresíduos, causando impactos significativos ao meio ambiente. Desta forma, o 

monitoramento destes efluentes é de suma importância, visto que são produzidos em larga 

escala e que seu descarte e reutilização podem ser realizados de forma inadequada (MARINHO 

et al., 2014).  

A vinhaça, popularmente conhecida como vinhoto, restilo ou garapão é o líquido 

residual da fermentação do álcool. Além da possibilidade de sofrer percolação e atingir lençóis 
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freáticos, lagos e rios (GEMTOS et al., 1999; FREIRE; CORTEZ, 2000; GIANCHIN; 

FERRAZ, 2009; LAIME et al., 2011), quando disponibilizada no solo em altas proporções, 

pode acarretar o comprometimento da qualidade da produção sucroalcooleira e a salinização do 

solo (SILVA et al., 2007a). 

Diante do grande estímulo do governo à produção do álcool como combustível, o 

volume de vinhaça produzido tem aumentado significativamente. Além disso, em virtude de 

seus elevados níveis de matéria orgânica, da sua diluição de potássio e da interferência que 

podem causar nas propriedades físico-químicas e biológicas no solo, a vinhaça tem sido 

utilizada de modo intensificado como fertilizante, no aprimoramento dos solos no manejo das 

lavouras (DEMATTÊ et al., 2004; SILVA, 2006; AZEREDO, 1983; SANTOS, 2010). 

O volume de vinhaça gerado pelas usinas é de 10 a 15 litros para cada litro de álcool 

produzido (CORTEZ, 1992; YESILADA, 1999; KUMAR; GOPAL, 2001). Do total de cana-

de-açúcar da safra de 2016/2017, foram produzidos aproximadamente 27,3 bilhões de litros de 

álcool (ÚNICA, 2017), gerando um total aproximado de 273 bilhões de litros de vinhaça. 

Assim, levando-se em consideração a potencialidade de seus efeitos tóxicos e que o Brasil é o 

maior produtor de cana-de-açúcar no mundo (DEMATTÊ, 2004; CONAB, 2017), a incipiência 

e a viabilidade técnica e econômica de seu tratamento no país são de grande importância 

(CABELLO, 2009).  

Segundo a literatura, a vinhaça pode ser tratada tanto por processos biológicos ou físico-

químicos, que podem reduzir a toxicidade pela degradação de componentes orgânicos. Os 

processos físico-químicos normalmente envolvem reagentes para oxidar compostos orgânicos, 

enquanto que os tratamentos biológicos são classificados como técnicas aeróbicas ou 

anaeróbicas (BOTELHO et al., 2012). Alguns tratamentos e usos alternativos vêm sendo 

desenvolvidos, como sua reciclagem na fermentação, fertirrigação, concentração por 

evaporação e produção de energia e levedura (CHRISTOFOLETTI et al., 2013a).  

Assim, tem-se examinado dados disponíveis para o seu melhor conhecimento a partir 

da caracterização de sua composição química para usos alternativos no Brasil, além de seus 

efeitos sob as propriedades dos solos, germinação de sementes, e seu uso como bioestimulante 

e contaminante ao meio ambiente (CHRISTOFOLETTI et al., 2013b). 

Ensaios ecotoxicológicos em laboratório que utilizam organismos teste, como 

diplópodos, moluscos, anfíbios e peixes (MARCATO et al., 2014; FRANCISCO et al., 2015; 

ANSOAR-RODRÍGUEZ et al., 2016; CHRISTOFOLETTI et al., 2016; NOGAROL et al., 

2016; CORREIA et al., 2017a, b), têm sido utilizados como ferramentas fundamentais na 

avaliação dos riscos potenciais dos resíduos para o meio ambiente. Estes testes permitem uma 
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avaliação integrada de toxicidade que contempla os efeitos antagônicos dos contaminantes, 

além de indicarem o efeito dos subprodutos oriundos da degradação de contaminantes nos 

resíduos, complementando as análises químicas tradicionais (PANDARD et al., 2006; 

DOMENE et al., 2007; WILKE et al., 2008; NATAL-DA-LUZ et al., 2009a, 2009b; MOSER;  

RÖMBKE, 2009; CESAR et al., 2014).  

Considerando que as respostas e efeitos biológicos não podem ser previstos apenas por 

análises químicas (MONFERRÁN et al., 2011), os biomarcadores têm sido utilizados como 

uma ferramenta confiável para avaliar o impacto de diversas substâncias em ambientes 

aquáticos (VAN DER OOST et al., 2003; BENINCÁ et al., 2012). Os organismos 

bioindicadores carregam informações sobre seu habitat natural e são capazes de responder aos 

estágios iniciais da exposição aos xenobióticos presentes no meio ambiente (FRANZLE, 2003; 

LI et al.2010). 

Os peixes vêm sendo cada vez mais utilizados no monitoramento aquático, devido sua 

alta sensibilidade às alterações no meio ambiente e seu potencial de detectar riscos associados 

à contaminação do meio (LAKRA; NAGPURE, 2009). As análises histopatológicas nestes 

animais permitem a rápida detecção de lesões em diferentes órgãos que desempenham funções 

vitais, expostos a diferentes contaminantes químicos (JOHNSON et al., 1993; AU, 2004; 

LAKRA; NAGPURE, 2009).  

O fígado é a maior glândula dos vertebrados e é o órgão responsável pelo 

armazenamento de nutrientes que serão utilizados por outros órgãos. Este é constituído por 

hepatócitos com núcleos esféricos, dispostos em cordões concentricamente arranjados ao redor 

de capilares sanguíneos (sinusóides), sendo, portanto, muito irrigado. As células hepáticas 

possuem funções vitais, como a metabolização de proteínas, lipídios e carboidratos 

(glicogênio), processamento e armazenamento dos nutrientes absorvidos no trato digestivo, 

desintoxicação do organismo, hematopoese durante a fase larval, além de estarem envolvidas 

na produção de anticorpos (VERLAG, 1982; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).  

Entre os peixes teleósteos, como a tilápia do Nilo (O. niloticus), o fígado é o principal 

órgão de biotransformação de xenobióticos orgânicos (HEALTH, 1995; HINTON, 2001). 

Diversos estudos relatam que alterações histopatológicas deste órgão estão intimamente 

relacionadas com o acúmulo de toxinas durante o processo de desintoxicação e consequente 

degeneração dos hepatócitos, que acaba por limitar as funções vitais do fígado, prejudicando o 

organismo como um todo (SIMONATO et al., 2008; JIRAUNGKOOSKUL et al., 2002). 

Hinton et al. (1992) relataram que a relação entre danos em peixes e poluição ambiental pode 
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ser detectada observando a histopatologia do fígado, uma vez que este órgão pode exibir 

diversas alterações morfológicas em condições tóxicas.  

Neste sentido, diante da problemática exposta sobre a contaminação de recursos hídricos 

por resíduos industriais, faz-se relevante o estudo da toxicidade da vinhaça tratada em 

organismos de ambientes aquáticos. Assim este projeto teve por finalidade, constatar e analisar 

semiquantitativamente o possível potencial tóxico e citotóxico da vinhaça de cana-de-açúcar 

tratada com cal, para ajuste de pH, utilizando análises histológica e histoquímicas dos fígados 

de tilápias do Nilo como modelo. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 A problemática da contaminação da água  

A água é um recurso mineral finito indispensável à manutenção das funções vitais dos 

seres vivos. Proporcionalmente ao aumento da população, e consequentemente ao consumo, 

aumentou-se a preocupação com sua conservação, integridade e aprimoramento de sua 

qualidade, proporcionados pela conscientização do uso racional deste fator (BIAGINI et al., 

2009). 

 O termo “qualidade da água” não está relacionado apenas a um estado de pureza, mas 

às características físicas, químicas e biológicas, que são utilizadas como referência para 

determinar diferentes finalidades para a água. Sendo assim, alguns parâmetros são estabelecidos 

pelo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente), com o intuito de classificar e definir 

os limites aceitáveis de elementos estranhos nos corpos d´água, considerando os diferentes usos 

(MERTEN; MINELLA, 2002).  

Com a versatilidade deste solvente universal e a riqueza de recursos hídricos no Brasil, 

seu uso, mediante o descaso e desperdício crescentes da população, tem sido utilizado para o 

descarte de efluentes urbanos e industriais. Estes, muitas vezes tóxicos, podem deteriorar o 

ecossistema aquático e a biota nele residente (VEGA, 1996), além de causar graves 

consequências à saúde humana.  

O potencial poluidor das atividades antrópicas próximas às superfícies de águas 

subterrâneas, tem sido considerado base primária para o manejo deste recurso, através da 

implementação de políticas preventivas (NESHAT et al., 2013).  

Em relação ao cultivo de cana-de-açúcar no Brasil, os agrotóxicos podem ser 

transportados e, consequentemente, atingir os recursos hídricos de diferentes formas, como o 
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lançamento intencional, o escoamento superficial dos locais de sua aplicação, volatização e 

dispersão atmosférica e pela lixiviação do produto no solo até alcançar o lençol freático 

(ARANA et al., 2017). 

A vinhaça, ao acarretar modificações nas propriedades físicas do solo, pode aumentar 

ou reduzir a capacidade de infiltração da terra, promovendo, respectivamente, a contaminação 

de lençóis freáticos e a elevação do escoamento, com possível contaminação de águas 

superficiais. Ademais, os mecanismos de recarga de lençóis freáticos e aquíferos são 

controlados essencialmente pelos eventos de chuva. Sendo assim, a água pluvial ao atingir o 

solo contendo vinhaça, pode infiltrar ou escoar superficialmente, poluindo os corpos d’água 

(SILVA et al., 2007b).  

Com utilização constante de agroquímicos, como os fertilizantes, e o consequente 

aumento de suas concentrações na água e no solo, grande parte da população e de áreas agrícolas 

sofrem com a contaminação por metais (VODELA et al., 1997; RATTAN et al., 2005; 

RASHED, 2010; CHOTPANTARAT et al., 2011; CHOTPANTARAT; SUTTHIRAT, 2011; 

TABOADA-CASTRO et al., 2012).  

O consumo direto ou indireto de água contaminada é capaz de causar graves problemas 

à saúde humana, principalmente entre as populações mais pobres e que vivem em locais de 

infraestrutura precária. Desta forma, atualmente, a contaminação aquática por dejetos 

industriais e urbanos é crescentemente preocupante e medidas profiláticas são necessárias, 

sobretudo ao que diz respeito à instalação de estação de tratamento de esgotos antes de sua 

eliminação e a utilização de métodos que proporcionem água potável (SANTOS et al., 2013a).  

A água pode ser avaliada por parâmetros biológicos, que são baseados em respostas dos 

organismos inseridos neste meio (FONTANETTI et al., 2012). Assim sendo, 

biomonitoramento, em sua melhor definição, é o uso sistemático das respostas de organismos 

vivos para a avaliação de mudanças no meio ambiente, geralmente causada por atividades 

antropológicas (BUSS et al., 2003). Considerando-se a importância de reduzir os riscos à saúde 

humana e da preservação do ecossistema aquático, o uso de biomarcadores genéticos e 

morfológicos, constituem boas ferramentas para estes fins (FONTANETTI et al., 2012).  

 

2.2 A vinhaça  

No Brasil, o cultivo da cana-de-açúcar está diretamente relacionado ao desenvolvimento 

econômico (ÚNICA, 2015) e o país possui 61,8% das exportações mundiais de açúcar (MAPA, 

2016). Além disso, tem relevante destaque mundial no setor sucroenergético, apresentando 

progressiva expansão na produção de açúcar e de biocombustível etanol (RODRIGUES; 
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ORTIZ, 2006). Segundo Demattê et al. (2004), o governo federal brasileiro estimula a produção 

de álcool como combustível, visando o crescimento em investimentos, subsídios e rendimento, 

dado a sua elevada produtividade de cana-de-açúcar. 

Além da razão econômica, a utilização dos biocombustíveis, ou mais especificamente, 

do bioetanol, foi incentivada desde 1970 até os dias atuais, devido à preocupação com as 

emissões veiculares e com a qualidade do ar. Desta forma, o papel do bioetanol consiste em 

auxiliar na redução da emissão dos gases do efeito estufa e substituir parcialmente o 

petróleo/combustíveis fósseis (LEITE; LEAL, 2007). 

Os subprodutos e resíduos da cana-de-açúcar, ainda, podem ser utilizados para a 

fabricação de ração animal, cogeração de energia elétrica e fertilizantes para as lavouras 

(NOCELLI et al., 2017). Sendo assim, com o aumento do manejo das lavouras aumentando 

gradativamente, têm-se estimulado o aprimoramento dos solos, com a utilização de fertilizantes 

(SILVA, 2006). 

Embora a produção sucroalcooleira economicamente traga muitos benefícios, o despejo 

de resíduos com substâncias tóxicas é um dos maiores responsáveis pela degradação de 

ecossistemas aquáticos, por isso, faz-se necessário o cuidado e o aprimoramento de seu manejo, 

bem como os estudos de seus impactos ambientais.  

Sendo a fonte de poluição a principal causa da degradação da qualidade da água em 

áreas urbanas, as atividades humanas podem ser responsáveis pela alteração das propriedades 

destes ambientes (SILVA et al., 2011; SANTOS et al., 2013b). Entre os poluentes orgânicos de 

grande impacto ambiental estão os resíduos agroindustriais, como a vinhaça (CAMPOS et al., 

2014).  

A vinhaça é um líquido residual da fermentação do álcool, produzida em vários países 

do mundo e em diferentes regiões brasileiras (CAMARGO et al., 2009; GIANCHINI; 

FERRAZ, 2009; WILKIE et al., 2000). Suas propriedades constituem-se de alta concentração 

de matéria orgânica, baixo pH, cor escura, alta corrosividade, elevados índices de DBO 

(Demanda Bioquímica de Oxigênio), além de elevada temperatura na saída dos destiladores 

(FREIRE; CORTEZ, 2000; GIANCHINI; FERRAZ, 2009; LAIME et al., 2011).  

O uso da vinhaça como fertilizante tornou-se comum nas refinarias de cana-de-açúcar 

por volta de 1980 (CORAZZA, 1996) e é uma alternativa focada no uso racional de recursos 

naturais, que previne o despejo desta nos rios (GIANCHINI; FERRAZ, 2009).  

No Brasil existem algumas leis e decretos a respeito da utilização de resíduos 

agroindustriais na agricultura. Especificamente para a vinhaça, a Portaria do Ministério do 

Interior n. 323 de 29/11/1978, garante a partir da safra 1979/1980, a proibição do lançamento 
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direto ou indireto, do vinhoto, em qualquer coleção hídrica, pelas destilarias de álcool instaladas 

ou que venham a se instalar no país (SILVA et al., 2006).  

A fertirrigação consiste na infiltração de vinhaça bruta no solo através da irrigação de 

canaviais (CAMARGO et al., 2009). Quando aplicada in natura no solo, além de irrigar, faz a 

fertilização da plantação, diminuindo os custos com fertilizantes químicos (LAIME et al., 

2011). Desta forma, a aplicação da vinhaça modifica as propriedades químicas e edáficas do 

solo, visto que há alteração de pH e de teores de potássio trocáveis (SILVA et al., 2014), 

fornecendo algumas substâncias para as plantas (SILVA, 2007b). Sendo assim, as indústrias 

sucroalcooleiras utilizam o reuso de resíduos como uma alternativa econômica, pois reduzem 

gastos com adubos, reutilizam subprodutos gerados pelas próprias usinas e solucionam o 

problema de sua destinação final (SILVA et al., 2015; CHRISTOFOLETTI et al., 2017).  

Dentre as alternativas desenvolvidas para o uso da vinhaça, a fertirrigação é a mais 

utilizada, devido ao seu baixo investimento inicial, custo baixo de sua manutenção, rápida 

aplicação, a não exigência de tecnologias complexas, além de determinar aumento na produção 

(CAMARGO et al., 2009; SANTANA; MACHADO, 2008). Entretanto, visto seus impactos 

ambientais, atualmente muitos estudos de sua toxicidade vêm sendo realizados (CARMO et al., 

2012; CHRISTOFOLETTI et al., 2013b; OLIVEIRA et al., 2013; PAREDES et al., 2014; 

PEDRO-ESHER et al., 2014; MARINHO et al., 2014; CORREIA et al., 2017a). 

Com a produção da vinhaça em larga escala e sua disposição inadequada e 

indiscriminada nos solos, tratamentos e usos alternativos vêm sendo desenvolvidos, como sua 

reciclagem na fermentação, fertirrigação, concentração por evaporação e produção de energia 

e levedura. Têm-se examinado dados disponíveis para o seu melhor conhecimento a partir da 

caracterização de sua composição química para usos alternativos no Brasil, além de seus efeitos 

sobre as propriedades dos solos, germinação de sementes, e seu uso como bioestimulante e 

contaminante ao meio ambiente (CHRISTOFOLETTI et al., 2013a).  

Alguns estudos comprovam que a aplicação contínua da vinhaça in natura no solo é 

benéfica, contribuindo para o crescimento e produtividade da cultura de cana-de-açúcar 

(GOMEZ; RODRIGEZ, 2000; CHRISTOFOLETTI et al., 2017). Além disso, a substituição de 

fertilizantes químicos diminuiu a mudança climática, a acidificação terrestre, impactos de 

toxicidade aos humanos e manteve os parâmetros de água e solo em boas condições, quando 

comparados aos fertilizantes químicos. 

 O reaproveitamento da vinhaça tem se mostrado, portanto, importante na agricultura e 

tendo os seus efeitos tóxicos conhecidos, muitas tecnologias vêm surgindo com o intuito de 
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reduzir sua toxicidade e realizar seu tratamento (MOHANA et al., 2009; CHRISTOFOLETTI 

et al., 2017).  

Christofoletti et al. (2013b, 2016) e Pedro-Esher (2014, 2016) apontaram o potencial 

tóxico da vinhaça, utilizando diferentes bioindicadores, ressaltando a importância da 

moderação de sua aplicação, mesmo com a viabilidade econômica desta prática.  

Christofoletti et al. (2013b), por exemplo, observaram a redução da toxicidade de 

resíduos como a vinhaça da cana-de-açúcar, depois de seu bioprocessamento por diplópodos.  

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

Pleurotus sajor-caju utilizando organismos aquáticos, como Pseudokirchneriella subcapitata, 

Daphnia magna, D. similis e Hydra attenuata, como organismos-teste. Houve reduções de 

82,8% na DQO, 75,3% na DBO, 99,2% na coloração e 99,7% na turbidez da vinhaça, além de 

uma redução de sua toxicidade.  

Botelho et al. (2012) avaliaram a redução da toxicidade da vinhaça por meio da correção 

do pH em hidróxido de sódio, utilizando Ceriodaphnia dubia e D. magna. Segundo estes 

autores, a CL50 testada após a correção do pH foi maior em todos os organismos, comprovando 

assim, a redução da toxicidade da vinhaça por meio deste tratamento.  

Ferreira et al. (2011) puderam concluir que a associação sistemática do fungo Pleurotus 

sajor-caju e da vinhaça pode ser aplicada no bioprocesso da redução de sua cor e degradação 

de seus componentes complexos, proporcionando redução de toxicidade e aprimoramento de 

suas propriedades físico-químicas. Os estudos de Aragão et al. (2014) e Campos et al. (2014) 

também concluiram que a associação de Pleurotus sajor-caju com a vinhaça é aplicável na 

remoção da cor e degradação de componentes tóxicos da vinhaça de cana-de-açúcar, que pode 

ser reutilizada após tratamento por processos biotecnológicos. Assim, é indicado um possível 

processo de uso de resíduos de uma forma viável à objetivos industriais.  

Silva et al. (2015) analisaram o desenvolvimento da colônia de Pleurotus eryngii 

utilizando a vinhaça como substrato, e assim, puderam concluir, que o crescimento deste fungo 

é tolerante à toxicidade do resíduo em diluições limítrofes. Além disso, este é capaz de 

aplicabilidade para a remoção da cor da vinhaça, evidenciando sua promissora aplicação no 

processo de biorremediação. 

Correia et al. (2017b) verificaram o potencial tóxico da vinhaça em tilápias, bem como 

a eficácia do tratamento físico-químico deste resíduo com aumento de pH com cal (CaO). Os 

resultados sugeriam que este tratamento é uma alternativa eficaz para a redução da toxicidade 

da vinhaça, visto que houve redução da mortalidade dos peixes em diluições mais altas e da 

incidência de danos ao DNA. 
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 2.3 Peixe como bioindicador para monitoramento ambiental  

Devido à permanência das atividades urbanas, industriais e da agricultura, as fontes de 

água doce são afetadas negativamente com o despejo de seus efluentes, e assim 

consequentemente, repercutindo esta nocividade em sua biota residente. A fim de avaliar os 

efeitos adversos destes componentes químicos sobre os organismos aquáticos, atualmente há 

uma tendência de integralizar parâmetros físicos e químicos, com bioindicadores na 

monitorização da poluição aquática (VAN DER OOST et al., 2003; AU, 2004).  

Uma grande diversidade de organismos, tais como cebola (RODRÍGUEZ et al., 2015; 

GARCIA et al., 2017), moluscos (OLIVEIRA et al., 2014), diplópodos (SOUZA et al., 2014; 

MOREIRA-DE-SOUZA et al., 2016), assim como os peixes (LEDY et al., 2003; SOUZA; 

FONTANETTI, 2006; SIMONATO et al., 2008; BIAGINI et al., 2009; MARCATO et al., 

2014; MARINHO et al., 2014; CORREIA et al., 2017a,b), entre outros, vêm sendo utilizados 

como bioindicadores a fim de avaliar a saúde dos ecossistemas, bem como patologias 

toxicológicas.  

Os agrotóxicos são destinados aos recursos hídricos, provocando danos severos ao 

ambiente aquático. Sendo assim, testes de toxicidade em organismos aquáticos, como os peixes, 

são obrigatórios perante a lei (Portaria Normativa IBAMA nº 84, 15 de outubro de 1966) e são 

exigidos ensaios agudos, crônicos e de bioacumulação (ARANA et al., 2017). 

Visto que podem ser usados para indicar a vitalidade de um ecossistema, os peixes são 

capazes de apontar a exposição potencial humana a um ambiente aquático poluído, ou serem 

sua fonte de poluentes, quando ingeridos (CARVALHO et al., 2002; ABDEL-MONEIM, 

2012).  

Os peixes desempenham um papel significativo na avaliação do potencial risco 

associado à contaminação no ambiente aquático, uma vez que estão diretamente expostos a 

produtos químicos resultantes da produção agrícola, através de escoamento superficial ou 

indiretamente, através de cadeia alimentar do ecossistema. Além disso, estes são dotados de 

mecanismos de defesa capazes de neutralizar impactos resultantes do metabolismo de vários 

produtos químicos ou xenobióticos (LAKRA; NAGPURE, 2009; NWANI et al., 2010).  

A tilápia do Nilo pertence à família Cichlidae, da ordem dos Peciformes. Esta espécie, 

de origem africana, foi introduzida em outros continentes, inclusive na América do Sul, por 

volta do século XX (entre 1940-1950). No Brasil, foi introduzida por volta de 1971, com o 

intuito de enriquecer a produção nacional, com espécies oriundas da Costa do Marfim 

(KULLANDER, 2003). A atividade da piscicultura, atualmente, é muito importante para a 

economia do país, principalmente devido às condições climáticas adequadas e grande 
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disponibilidade de recursos hídricos. De acordo com o Ministério da Pesca e Aquicultura 

(MPA), o Brasil produz atualmente cerca de 2 milhões de toneladas de peixe, sendo a tilápia 

uma das espécies mais cultivadas (MPA, 2014).  

Além de sua ampla distribuição geográfica, a tilápia do Nilo possui grande diversidade 

de habitats, que incluem grandes rios equatoriais, tropicais e subtropicais, rios com corredeiras, 

áreas pantanosas, lagos profundos, águas salinas e alcalinas e lagos artificiais (EL-SAYED, 

2006). Não obstante, é uma espécie exótica, capaz de se reproduzir em ambientes poluídos 

(BIRUNGI et al., 2007).  

Oreochromis niloticus é uma espécie herbívoro-omnívora (EL-SAYED, 2006) e devido 

esta grande variedade de habitats em que se encontra, apresenta grande tolerância à alterações 

ambientais da água, apesar de sua relevante sensibilidade à salinidade (FAO, 2010). Além disso, 

existe extensa literatura sobre o seu comportamento, fisiologia e requerimentos ambientais, que 

os tornam relevantes como grupo de organismos testes para avaliar os efeitos biológicos de 

substâncias tóxicas (RAND, 2008).  

As tilápias, ainda, possuem alta resistência à baixas concentrações de oxigênio 

dissolvido na água e à alteração de seu pH (FAO, 2010) e à outros fatores causadores de 

diversos distúrbios para a maioria dos peixes (EL-SAYED., 2006).  

Segundo Sanchez-Galan et al. (1998), teoricamente, para ser considerada ideal à estudos 

de toxicidade, uma espécie de peixe deve apresentar os seguintes critérios: (1) ser largamente 

distribuída em vários ecossistemas; (2) sensível o suficiente para detectar poluentes, mesmo em 

baixas concentrações; (3) ser adequada para trabalhos em laboratório e (4) em populações 

naturais permitir a captura de indivíduos sem afetar a conservação da espécie. 

Correia et al. (2017a) avaliaram os efeitos da vinhaça nas brânquias de O. niloticus e 

puderam observar mudanças morfológicas significativas, como destacamento e desorganização 

do epitélio e aumento de células mucosas em peixes submetidos a diferentes diluições deste 

resíduo.  

Sendo assim, a tilápia tem sido considerada um bom modelo para estudos toxicológicos 

por apresentar altas taxas de crescimento, fácil adaptação às dietas comerciais, resistência a 

doenças e lesões consequentes de manejo, boa reprodução em cativeiro e tolerância a variações 

ambientais (FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 2006). Sendo assim, a tilápia-do-nilo é um 

ótimo modelo para avaliação do ecossistema aquático e para realização de estudos toxicológicos 

(GIRÓN- PÉREZ et al., 2007). 
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 2.4 Histopatologia do fígado como biomarcador da poluição aquática  

Biomarcadores são definidos como respostas biológicas adaptativas a estressores, 

notabilizadas como alterações bioquímicas, celulares, histológicas, fisiológicas ou 

comportamentais (DEPLEDGE, 1992; 1994). Seu uso permite a detecção de diversos tipos de 

danos em diferentes tecidos e células, visto que são capazes de fornecer evidências qualitativas 

de adaptações funcionais devido à exposição aos contaminantes morfológicos. Desta forma, 

esta ferramenta aponta o nível inicial de toxicidade antes da morte de um indivíduo, através de 

análises qualitativas das alterações morfológicas (FONTANETTI et al., 2011). 

Os biomarcadores podem oferecer biologicamente e ecologicamente informações 

relevantes, ou seja, consistem em uma ferramenta valiosa para o estabelecimento de diretrizes 

para uma gestão ambiental eficaz. Assim, pode-se afirmar que peixes bioindicadores são 

necessários ao monitoramento de alterações ambientalmente induzidas a fim de avaliar o 

impacto de compostos xenobióticos (AUTHMAN et al., 2015).  

Os biomarcadores bioquímicos, moleculares, de genotoxicidade, morofológicos e 

comportamentais têm sido utilizados em peixes para a avaliação do impacto de agrotóxicos na 

fisiologia destes animais, bem como os múltiplos efeitos que estes produtos ocasionam 

(ARANA et al., 2017). O uso de biomarcadores genéticos e morfológicos possibilita que os 

riscos à saúde humana sejam reduzidos, além de fornecer subsídios para o desenvolvimento de 

programas intencionados à preservação do ecossistema aquático (FONTANETTI et al., 2012).  

Para Fernandes et al. (2008), o uso de biomarcadores têm se tornado um mecanismo 

atrativo e eficiente ao monitorar a qualidade do ambiente e da saúde dos peixes que habitam os 

ecossistemas poluídos. Assim, consequentemente, a utilização de peixes como monitores 

biológicos dos impactos dos diferentes níveis de poluição, é alta.  

O uso de biomarcadores morfológicos tem se intensificado em peixes, visto que as 

alterações histológicas nos órgãos destes animais podem estabelecer a relação entre danos em 

peixes e poluição ambiental (DYK et al., 2012; MAHROUS et al., 2015). 

A histopatologia do fígado nos peixes é uma ferramenta de monitoramento capaz de 

indicar os impactos de agentes de estresse em suas populações e é referido como um dos 

biomarcadores mais confiáveis para uso em estudos de degradação ambiental, inclusive na 

fauna aquática (FERNANDES et al., 2008). Além disso, as alterações histopatológicas têm sido 

cada vez mais relacionadas ao impacto de diversos estressores como patógenos microbianos, 

compostos tóxicos, condições ambientais adversas e nutricionais (MARCHAND et al., 2009).  

A diminuição de atividades de enzimas hepáticas e mudanças histopatológicas em 

tecidos do fígado têm sido relacionadas a exposições a metais. Estas alterações são diretamente 
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relacionadas ao tipo de substância a que o órgão é exposto, à sua respectiva concentração no 

meio, o período de exposição, além da espécie do peixe estudada (PARIS-PALACIOS et al., 

2000; VAN DYK et al., 2007; YOUNIS et al., 2012).  

De maneira geral, o fígado é o maior órgão interno do corpo e uma glândula anexa 

digestiva constituída por parênquima celular e por fibras que promovem sua sustentação. A 

superfície hepática é coberta por uma membrana serosa, que possui tecido conectivo inserido 

no parênquima hepático. Os hepatócitos, localizados no parênquima celular, são células 

poligonais que possuem importantes funções metabólicas. Também é possível visualizar no 

tecido hepático vascularização de grande e pequeno calibre, ductos biliares, tecido pancreático 

e centros melanomacrofágicos (HIBIYA, 1982).  

Em certas espécies de peixes, como a tilápia (O. niloticus), o fígado é agregado com o 

pâncreas, formando o hepatopâncreas, cujas células do pâncreas exócrino estão distribuídas no 

parênquima hepático ao redor das vênulas portais (MUNSHI; DUTTA, 1996). O pâncreas 

exócrino é definido por aglomerados de células piramidais, principalmente organizadas em 

ácinos, similarmente aos mamíferos. As células possuem citoplasma basófilo escuro, núcleos 

basais distintos e grânulos de zimogênio proeminentes, os quais contem enzimas responsáveis 

pela digestão de proteínas, carboidratos, gorduras e nucleotídeos (GENTEN et al., 2009). 

Alguns autores descrevem os ácinos como unidades estruturais e funcionais do fígado, 

localizadas no lóbulo hepático e nos tratos portais (ou bainha de Glisson). O lóbulo hepático 

consiste nos hepatócitos, que são o centro funcional do fígado, no qual há a formação das 

estruturas hepatócitos-sinusoidais. Os sinusóides, por sua vez, são redes capilares localizadas 

no espaço entre as placas hepáticas em que os hepatócitos estão dispostos (RAPPAPORT, 1963; 

MOTTA,1984). 

Em comparação aos humanos, que têm seus lobos hepáticos constituídos por placas 

formadas por uma camada de células, alguns vertebrados inferiores apresentam duas ou mais 

destas placas de espessura. Nos peixes, por exemplo, espécies diferentes podem apresentar este 

tecido sob diferentes formas, sendo que enquanto algumas podem ser semelhantes aos humanos, 

outras podem apresentar-se mais primitivas (ELIAS; BENGELSDORF, 1952; RAPPAPORT, 

1963; MOTTA, 1984; CORNELIUS, 1985; NOPANITAYA et al., 1979; SPEILBERG et al., 

1994; AKIYOSHI et al., 2001). 

Akiyoshi e Inoue (2004) classificaram, a partir dos estudos de Elias e Bengelsdorf 

(1952), as estruturas hepatócitos-sinusoidais do fígado em três tipos: forma de cordão, tubular 

e sólida, que se diferenciam de acordo com a disposição, formato das células, bem como das 

estruturas que formam o tecido hepático. A forma de cordão, encontrada em espécies como 
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Oreochromis mossambicus, é caracterizada pela maioria dos hepatócitos poliédricos, de núcleo 

arredondado, dispostos em camada simples; os hepatócitos estão intimamente conectados a 

capilares sinusoidais, formando uma rede densa; e os sinusóides são ampliados com capilares 

retos, conectados através dos vasos perilobular para centrolobular; 

Entre as funções hepáticas mais importantes estão a formação de proteínas plasmáticas, 

a desaminação de proteínas, a formação de uréia para remoção de amônia como efeito de 

detoxificação e a síntese de alguns aminoácidos (HONORATO et al., 2013). Sendo assim, a 

ocorrência de um distúrbio hepático grave pode proporcionar um quadro irreversível 

(RAŠKOVIĆ et al., 2011), com notória diminuição da taxa de crescimento e possibilidade de 

morte do animal.  

Pereira et al. (2014), por exemplo, relataram que peixes expostos a ambientes 

contaminados com detergentes biodegradáveis, resultam em danos ao fígado, como a 

vacuolização do núcleo e citoplasma dos hepatócitos e a diminuição das reservas de glicogênio.  

Marinho et al. (2014) puderam constatar através de análises histológicas e histoquímicas 

do fígado de O. niloticus que a vinhaça pode ser letal, dependendo de sua diluição e composição. 

Sendo assim, há grande necessidade da avaliação de sua reutilização como fertilizante, visto 

que uma vez atingido o ambiente aquático, pode repercutir graves efeitos à fauna. As alterações 

encontradas pelos autores podem ser listados, principalmente, como degeneração hidrópica, 

presença de núcleo picnótico, vacuolização no citoplasma, perda de integridade citoplasmática, 

perda de limite celular, acúmulo de polissacarídeos, dilatação dos sinusóides e desorganização 

do tecido hepático.  

Da mesma forma, Ibrahim (2013) pôde comprovar a relação direta entre a má qualidade 

da água do rio Nilo, no Egito, resultante das atividades industriais, agrícolas e domésticas, com 

as alterações morfológicas encontradas em fígado de tilápia. Foi observado degeneração, 

necrose, fibrose e edema nas células hepáticas, dilatações de vasos sanguíneos, entre outras.  

Para Sánchez-Fortún (2009) a biosfera está sendo modificada pelas atividades humanas. 

Isto posto, a biodiversidade vem sofrendo uma grande crise, tendo em vista que novas 

substâncias estão poluindo os recursos hídricos, causando, consequentemente, catástrofes 

ambientais nos ecossistemas aquáticos. Sendo este problema de grande relevância, pesquisas 

básicas são necessárias à elaboração de informações úteis para futuras prognósticos, e para que 

com isto, métodos alternativos de proteção destes ambientes sejam elaborados.  

Embora o fígado tenha capacidade de degradação de compostos tóxicos, seus 

mecanismos de regulação podem ser sobrecarregados por concentrações elevadas destes 

produtos, acarretando danos à estrutura do órgão. Assim, a exposição a estes agentes pode 
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causar alterações histológicas, possibilitando que o órgão seja utilizado como biomarcador para 

indicar contato prévio com tais substâncias (HINTON; LAUREN, 1990; VAN DICK, 2003). 

Deste modo, a histologia de fígado de peixes possibilita o estudo das interações entre fatores 

ambientais e as estruturas hepáticas, bem como suas funções (BRUSLÉ; GONZALEZ, 1996). 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  

Este projeto teve por finalidade analisar o potencial tóxico e citotóxico da vinhaça com 

pH ajustado com cal, sobre a vida aquática, utilizando como modelo tilápias expostas a 

diferentes diluições desta substância.  

 

3.2 Objetivos específicos  

Os objetivos específicos foram analisar possíveis alterações teciduais do fígado de 

tilápias expostas à vinhaça com pH ajustado, utilizando a histologia; e avaliar possíveis 

alterações fisiológicas do fígado dos animais expostos, utilizando testes histoquímicos.  

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais Biológicos  

Foram utilizados espécimes juvenis de O. niloticus com tamanho médio de 7 cm, 

provenientes de piscicultura. Esses animais foram aclimatados em tanques com sistema de 

filtração e aeração adequada, por no mínimo 15 dias, alimentados durante todo período. Um dia 

antes do início do bioensaio, a alimentação dos animais foi suspensa para evitar o acúmulo de 

dejetos nos aquários do experimento.  

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa no Uso de Animais da UNESP 

- Rio Claro (CEUA/IB/UNESP/CRC), sob protocolo nº 003518-2/2 de 24.05.2013.  

 

4.2 Vinhaça  

Para a montagem dos bioensaios utilizou-se vinhaça de cana-de-açúcar obtida em uma 

usina. O pH da vinhaça foi ajustado para 7 por meio da adição de cal (CaO), produto comumente 

utilizado no campo para correção do solo; após ajuste para um nível mais neutro do pH, tais 

amostras foram misturadas diretamente nos aquários em diluições de 1, 2,5, 5 e 10%, tendo 

como base estudos de Algur e Kadioglu (1992), nos quais utilizaram concentrações similares 
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para estimar crescimento, biomassa e produção primária em Pisum sativum e Helianthus annus, 

e estudos de Kumar e Gopal (2001), no qual estas diluições de vinhaça foram usadas em 

bioensaios com Channa punctatus (Pisces).  

 

4.3 Métodos 

4.3.1 Análise físico-química da vinhaça  

Foram realizadas análises físico-químicas do efluente bruto e da água de cada uma das 

diluições testadas após ajuste de pH do efluente, pelo laboratório especializado ASL Análises 

Ambientais, Rio Claro, SP, para determinação mais precisa de sua composição.  

 

4.3.2 Bioensaios com O. niloticus  

Após a aclimatação, 20 tilápias foram divididas em quatro grupos de cinco indivíduos e 

cada grupo foi transferido para aquários (40L) de prova estática. O grupo controle (aquário 1) 

foi exposto à água limpa de poço artesiano, sem a adição de nenhum composto; o aquário 2 foi 

exposto à diluição de 1% de vinhaça tratada – pH=7,0 – (300 mL de vinhaça adicionado à 29,7 

L de água de poço artesiano); o aquário 3 foi exposto à diluição de 5% de vinhaça tratada (1500 

mL de vinhaça adicionado à 28,5 L de água de poço artesiano) e o aquário 4 foi exposto à 

diluição de 10% de vinhaça tratada (3000 mL de vinhaça adicionado à 27 L de água de poço 

artesiano). O tempo de exposição dos animais foi 96 horas, a fim de se obter a resposta aguda, 

a temperatura foi controlada (24 ±2ºC) e os aquários mantidos com sistemas de filtragem e 

aeração.  

 

4.3.3 Dissecção dos animais  

Decorrido o tempo de exposição, os espécimes de O. niloticus foram anestesiados com 

benzocaína (0,1 g de benzocaína em 1 mL de álcool etílico para cada 100 mL de água 

deionizada) e eutanasiados para a retirada do fígado. O fígado coletado foi fixado em solução 

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

acético) ou formol cálcio (de acordo com a técnica de coloração a ser empregada) 

permanecendo no fixador no mínimo 2 horas, após a fixação foi estabilizado em tampão fosfato 

de sódio pH=7,4 e mantido em geladeira.  

 

4.3.4 Técnica para análise histológica  

O material coletado foi desidratado em série alcoólica (15, 25, 50, 70, 80, 90, 95 e 100%) 

por 20 minutos cada banho Após a desidratação, os fígados coletados foram colocados em 
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resina de embebição (Leica Historesin – Embedding Kit) por no mínimo 24 horas e, finalmente, 

incluídos em resina contendo catalisador. Após polimerização, os blocos foram seccionados 

com espessura de até 6 μm, com auxílio de micrótomo. Os cortes foram hidratados e recolhidos 

em lâminas. Em seguida, os cortes foram então corados por Hematoxilina/Eosina.  

 

4.3.5 Técnicas para análises histoquímicas  

Os testes histoquímicos foram realizados com o intuito de detectar os seguintes 

elementos:  

a. Proteínas Totais  

Foi utilizada a técnica de coloração pelo azul de bromofenol que teve o material fixado 

em solução Bouin. As lâminas foram hidratadas por 5 minutos e imersas no respectivo corante, 

por 2 horas. Em seguida, foram lavadas em água corrente, secas e montadas com bálsamo do 

Canadá (PEARSE, 1985). 

b. Polissacarídeos  

Duas técnicas foram utilizadas para a observação de polissacarídeos: PAS (Ácido 

Periódico Schiff), para a detecção de polissacarídeos neutros, e a coloração simultânea por 

PAS+ azul de Alcian, para detecção, também, de polissacarídeos ácidos. O material foi fixado 

em solução Bouin. No método PAS foi necessária a hidratação prévia do material, por 5 

minutos. Em seguida, o material foi levado ao ácido periódico 1% por 30 minutos. Decorrido o 

tempo, o material foi imerso em reativo de Schiff, por 1 hora. As lâminas foram lavadas em 

água sulfurosa, por 9 minutos e em seguida, em água corrente, por 30 minutos. Depois de secas, 

foram montadas com bálsamo de Canadá. Na coloração dupla com PAS+azul de Alcian, as 

lâminas foram submersas em uma solução de azul de Alcian dissolvido em ácido acético 3%, 

onde permaneceram por 30 minutos, e em seguida submetidas ao reativo de Schiff, de modo 

semelhante à técnica de PAS, contrastadas com Hematoxilina (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 

1983).  

 

4.3.6 Documentação e interpretação dos resultados  

Foram analisadas duas lâminas com oito cortes de 6 μm para cada peixe, sendo n=5 para 

cada um dos bioensaios. Assim, foram analisados um total de 50 lâminas e 400 cortes 

histológicos para a técnica realizada.  

Os resultados obtidos foram registrados em fotomicroscópio, fazendo-se uso de 

programas próprios para captura de imagens. Os resultados encontrados no tratamento a que 

foram submetidos, foram comparados.  
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A descrição e a avaliação das alterações histológicas basearam-se nos protocolos de 

Bernet et al. (1999) e Marinho et al. (2014). Um fator de importância (w) foi definido para cada 

lesão observada, de acordo com sua importância patológica, ou seja, como isso afeta a função 

do órgão e a capacidade de sobrevivência dos peixes, classificadas de 1 a 3: (1) Importância 

patológica mínima, a lesão é facilmente reversível quando a exposição ao estressor termina; (2) 

Importância patológica moderada, a lesão é reversível na maioria dos casos, quando o estressor 

é neutralizado; e (3) Importância patológica acentuada, a lesão é geralmente irreversível, 

levando à perda parcial ou total da função do órgão.  

Foi desenvolvida, então, uma tabela para o presente estudo (Tabela 1), com as principais 

alterações encontradas nos fígados dos peixes expostos à vinhaça. 

Para melhor compreensão dos resultados, as anomalias histopatológicas encontradas, 

também foram classificadas em escores (a) que podem variar de 0 a 6, dependendo do grau e 

da extensão da alteração, sendo: (0) nenhuma ocorrência; (2) pouca ou rara ocorrência; (4) 

ocorrência frequente; e (6) ocorrência muito frequente. Além disso, valores intermediários 

também puderam ser considerados quando a alteração observada não estivesse presente em 

todos indíviduos analisados.  

Ao multiplicar o fator de importância pelo escore, o índice da alteração foi obtido. Para 

o cálculo do índice total de cada indivíduo, ou seja, o índice correspondente à avaliação das 

alterações histopatológicas, utilizou-se o seguinte cálculo:  

 

Índiceind = Σ (fator de importância x escore) 

 

A partir dos índices individuais obtiveram-se os valores de média e desvio padrão para 

cada grupo – controle e tratamentos – os quais foram avaliados estatisticamente por meio do 

teste Kruskal Wallis em níveis de 5% e 1% de significância para comparação de cada tratamento 

com o grupo controle.  

Este procedimento foi realizado para avaliar estatisticamente o conjunto de lesões 

hepáticas entre os grupos. Assim, este método padronizado de avaliação permite a análise 

semiquantitativa de danos aos órgãos incluindo a extensão, a significância e a importância 

patológica das alterações. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Análises físico-químicas da vinhaça 

A vinhaça bruta e a água dos aquários com as diluições de vinhaça tratada foram 

analisadas físico-quimicamente anteriormente à realização do bioensaio. Os resultados 

encontrados estão sintetizados nas tabelas 2 e 3. 

Após introdução dos peixes nos aquários, o pH ajustado em 7 (neutro) não manteve-se 

estável. Ao final da exposição, exceto na diluição de 10%, o pH apresentou-se alcalino. Os 

metais, em sua totalidade, estavam em concentração abaixo da permitida pela CETESB 

(Companhia Ambiental do Estado de São Paulo). Houve redução considerável da DBO e da 

DQO nas diluições de vinhaça tratada. 

 

5.2 Observação do bioensaio 

Durante a execução do bioensaio, não foi verificada mortalidade de peixes. 

 

 5.3 Análise histológica 

O grupo controle apresentou o tecido hepático estruturalmente típico de peixes 

teleósteos, sem anormalidades patológicas (figura 1A). Os hepatócitos são células poliédricas 

arranjadas em fileiras. Estes estão entremeados por sinusóides, nos quais observa-se eritrócitos. 

Os hepatócitos apresentam citoplasma homogeneamente corado, ou ocasionalmente menos 

corado. O órgão apresenta, ainda, tecido pancreático por entre o parênquima, como descrito 

para a espécie (figura 1A).  

As alterações estatisticamente significativas foram degeneração hidrópica (figura 1C) e 

aumento de vacúolos citoplasmáticos dos hepatócitos (figura 1F). 

Na diluição de 1% foram observadas com mais frequência perda de integridade celular 

(figura 1D), degeneração hidrópica e rara perda de limite citoplasmático (figura 1B, D).  

Na diluição de 2,5% foi raramente observado desorganização do parênquima hepático. 

Foi observado com frequência perda de integridade citoplasmática e perda de limite celular. 

Em um dos indivíduos, observou-se intenso aumento de vacúolos citoplasmáticos dos 

hepatócitos (Figuras 1E, F) dos hepatócitos, embora no restante esta alteração se apresentasse 

raramente. 
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Pôde-se observar na diluição de 5%, frequente perda de integridade citoplasmática, 

perda de limite celular e vacuolização; com frequência rara também constatou-se presença de 

desorganização do tecido hepático e degeneração hidrópica. 

Na diluição de 10%, foram observadas perda de limite celular, perda de integridade 

citoplasmática e aumento de vacúolos no citoplasma dos hepatócitos muito frequentes e 

degeneração hidrópica e desorganização tecidual com frequências médias ou mais raras. 

Os resultados estatisticamente significativos foram degeneração hidrópica na diluição 

de 1% e aumento de vacúolos citoplasmáticos na diluição de 10% (Tabela 4). 

 

5.4 Análise histoquímica  

A análise para a detecção de proteína no grupo controle apresentou positividade no 

citoplasma dos hepatócitos, sendo algumas áreas menos coradas que outras, conforme 

observado também na coloração por H/E (Figura 2A). Não foram observadas diferenças quando 

comparado este padrão nos organismos expostos a vinhaça.  

As análises para a detecção de polissacarídeos mostraram que tanto o grupo controle, 

quanto os grupos de todos os tratamentos, apresentaram similarmente pequenos estoques de 

polissacarídeos neutros nos hepatócitos, em forma de fina granulação espalhada por todo o 

citoplasma ou em acúmulos maiores (Figuras 2B e 2C); não foram observados polissacarídeos 

ácidos (Figura 2C). 

 

6. DISCUSSÃO 

 

A avaliação de produtos potencialmente tóxicos em corpos d’água foi o principal 

objetivo de ações de proteção de recursos hídricos em todo o mundo, realizada recentemente 

por ambientalistas e funcionários governamentais, amparados pela literatura científica. Além 

da contaminação da água, a intoxicação de animais aquáticos é alarmante e, neste sentido, a 

presença de produtos que não sejam específicos ao uso em corpos d’água é altamente 

preocupante. Desta forma, estas substâncias podem ter acesso ao ambiente aquático através de 

diferentes práticas, atingindo organismos não alvos, como os peixes (ANSOAR-RODRÍGUEZ 

et al., 2016).  

A vinhaça tem sido constantemente aplicada no setor agrícola como um agente 

fertilizante, principalmente no cultivo de cana-de-açúcar. Entretanto, dependendo das 

quantidades aplicadas no solo, pode sofrer lixiviação atingindo corpos d’água. Em outras 

palavras, estas quantidades não devem superar a capacidade de retenção de íons, ou seja, a 
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dosagem depende das características do solo. Visto que um dos principais problemas 

enfrentados pelas indústrias sucroalcooleiras é o grande volume de resíduos gerados, a vinhaça 

representa um potencial poluente para os corpos d’água quando manejada inadequadamente 

(WADT, 2008; FERREIRA, 2009; LAIME et al., 2009).  

Segundo Marinho et al. (2014) é possível pressupor que o baixo pH, a presença de 

diferentes metais e a alta dureza da amostra, sejam características contribuintes para o efeito 

tóxico da vinhaça. O pH de um ecossistema pode interferir de modo direto sobre a fisiologia 

das espécies, ou de modo indireto, podendo contribuir para a precipitação de elementos tóxicos, 

como metais traço. Em relação ao lançamento direto de efluentes nos corpos receptores, é 

estabelecida uma faixa de pH de 5 a 9, sendo que os parâmetros de proteção à vida aquática 

determinam o pH dos corpos d’água entre 6 e 9 (CETESB, 2013).  

O fígado é um dos órgãos mais afetados pelos poluentes da água, visto que está 

associado a funções de desintoxicação e biotransformação, juntamente com a localização e o 

rico suprimento de sangue (MOHAMED, 2009). 

Em todos os grupos expostos às diferentes concentrações de vinhaça tratada, foram 

encontradas alterações histológicas. Assim, os hepatócitos podem ser considerados como um 

dos principais alvos da toxicidade de uma substância, caracterizando o fígado como um 

excelente biomarcador da poluição ambiental (ZELIKOFF, 1998). 

Foi observada degeneração hidrópica dos hepatócitos, que é caracterizada pelo aumento 

no volume da célula devido ao acúmulo de água e eletrólitos em seu interior (ROBBINS et al., 

1989). Esta alteração foi encontrada em estudos que também utilizaram substâncias que 

atingem corpos d’água, como o inseticida imidacloprido e o herbicida 2,4-D comercial em O. 

niloticus (SILVA, 2015; ANSOAR-RODRIGUEZ et al., 2016) e o níquel em Oncorhynchus 

mykiss (TOPAL et al., 2017).  

A ocorrência de perda de integridade citoplasmática foi uma característica encontrada 

abundantemente e se refere às áreas mais claras do citoplasma, indicando um processo de 

degradação. Com o aumento de sua frequência proporcional ao aumento da diluição da vinhaça 

em que os fígados foram expostos, pode-se indicar a ocorrência de um processo tóxico neste 

órgão (MARINHO et al., 2014). Resultados similares foram observados por Amwele et al. 

(2017) na análise de diferentes tecidos, inclusive nos fígados de tilápias, submetidos a um metal 

complexo e óleo surfactante. 

A desorganização do tecido hepático e a perda do limite celular, segundo Akaishi et al. 

(2004), são características que sugerem drásticas alterações na distribuição de organelas, o que 

pode trazer graves consequências para o funcionamento do órgão. O parênquima hepático 
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normal está disposto em cordões de hepatócitos bem definidos, de forma poliédrica. Esta 

alteração foi observada intensamente nos estudos de Abdel-Moneim et al. (2012) e Puerto et al. 

(2014). De acordo com alguns outros autores, este desarranjo parece estar relacionado à 

exposição dos animais à metais, como o alumínio e zinco (HADI; ALWAN, 2012; SANTOS 

et al., 2015).  

Observou-se, também a ocorrência de aumento da presença de vacúolos 

citoplasmáticos, indicando acúmulo de substâncias e sinais de degradação, resultado também 

encontrado por outros autores, como Authman et al. (2013), na avaliação do impacto ambiental 

de metais traço no fígado do peixe C. gariepinus. Pacheco e Santos (2002) descreveram o 

aumento de vacúolos citoplasmáticos dos hepatócitos como um sinal degenerativo que sugere 

danos metabólicos, possivelmente relacionados à contaminação da água. Mollendroff (1973), 

desta forma, classificou esta alteração como um mecanismo de defesa celular que coleta 

substâncias prejudiciais dos hepatócitos, impedindo que as atividades biológicas destas células 

sejam interrompidas.   

Os lipídios podem ser estas substâncias em acúmulo nos vacúolos (esteatose), devido a 

uma falha no metabolismo lipídico, quando expostos à contaminantes. As espécies de peixes, 

em sua maioria, têm os lipídios como fontes predominantes para a obtenção de energia. No 

entanto, a deposição de lipídios em excesso pode causar problemas à saúde do animal (LI et al., 

2012). Sendo assim, os peixes, quando submetidos à estresse ambiental, podem sofrer danos ao 

metabolismo lipídico, ocasionando o aumento de vacúolos citoplasmáticos no fígado 

(NGUYEN et al., 2008; LI et al., 2012;  FRICKE et al., 2012 CHEN et al., 2015; SARAIVA et 

al., 2015). No presente trabalho, não foi verificado o conteúdo lipídico.  

Os padrões histoquímicos para a detecção de proteínas e polissacarídeos não sofreram 

alteração neste estudo. A análise para a detecção de proteína apresentou o citoplasma de seus 

hepatócitos positivos aos testes, apresentando áreas menos coradas conforme o padrão da 

coloração histológica. Os testes histoquímicos para a detecção de polissacarídeos 

citoplasmáticos não indicaram acúmulo destes elementos neutros, sendo que os ácidos não 

foram observados. Em contrapartida, os estudos de Marinho et al. (2014) com vinhaça in natura 

indicaram maior acúmulo de polissacarídeos tanto ácidos quanto neutros, em grupos tratados 

com diferentes diluições do resíduo, podendo ser este fato, explicado pela alta quantidade de 

compostos orgânicos presentes no efluente.  

Proporcionalmente ao aumento substancial da produção de etanol no Brasil, há 

necessidade do controle deste resíduo. Muitas tecnologias têm surgido para o tratamento e 

reutilização da vinhaça (MANE et al., 2006; SILVA et al., 2007a; FERREIRA, 2009; 
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MOHANA et al., 2009). Neste projeto, foi intenção verificar se o ajuste de pH para um valor 

mais neutro seria uma alternativa para a diminuição da toxicidade da vinhça. Para tanto, foram 

realizadas análises físico-químicas da água dos aquários após adição da vinhaça tratada; pôde-

se observar aumento do pH e redução considerável dos níveis de DBO e DQO.  

Durante o bioensaio não foi observada mortalidade dos peixes, indicando uma 

diminuição da toxicidade deste resíduo, uma vez que em estudos prévios com as mesmas 

diluições de vinhaça sem ajuste de pH, a mortalidade foi alta (MARINHO et al., 2014; 

CORREIA et al., 2017a,b). 

Mesmo após a observação da diminuição da toxicidade, as análises histológicas 

demonstram ainda alterações estatisticamente significativas como: degeneração hidrópica na 

diluição de 1%, perda de integridade citoplasmática dos hepatócitos na diluição de 10%, perda 

de limite citoplasmático dos hepatócitos nas diluições de 5% e 10% e desorganização do tecido 

hepático na concentração de 5%. O aparecimento destas anormalidades sugere que a vinhaça 

apresenta potencial tóxico mesmo após tratamento por ajuste de pH. 

 

7. CONCLUSÃO 

 

Pelos resultados obtidos através da análise histopatológica de fígado de peixes da 

espécie O. niloticus, expostos a diferentes diluições de vinhaça tratada para ajuste de pH, pode-

se concluir que a vinhaça tratada ainda possui potencial tóxico nos corpos d’água. Desta forma, 

foram encontradas alterações histopatológicas estatisticamente significativas na análise 

histológica, sendo estas, aumento de vacúolos citoplasmáticos e degeneração hidrópica. No 

entanto, o tratamento não alterou a presença de proteínas totais e polissacarídeos presentes no 

fígado de peixes expostos. Sendo assim, as análises físico-químicas da vinhaça, bem como o 

padrão histoquímico do fígado das tilápias expostas a este resíduo, comprovaram a diminuição 

de seu poder poluente. Apesar disso, a análise histopatológica dos fígados dos animais expostos, 

demonstrou ainda, constituintes tóxicos ao organismo utilizado como modelo. 
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9. ANEXOS  

9.1 ANEXO A 
 

Tabela 1 – Principais alterações encontradas em fígado de O. niloticus e seus respectivos 

fatores de importância. 

Tabela elaborada pelo autor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Características analisadas Fator de Importância (w) 

Hepatócitos 

Degeneração hidrópica 
 
Aumento de vacúolos 
citoplasmáticos 
 
Perda de integridade citoplasmática 
 
Perda de limite celular 

2 
 
1 
 
3 
 
3 

Parênquima 
Hepático Desorganização do tecido 2 
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9.2 ANEXO B  

 

Tabela 2 – Características físico-químicas da vinhaça bruta e das águas dos aquários após 
diluição da vinhaça tratada com cal. 

LQ: limite de quantificação; Entre parênteses: diluição para quantificação 

Fonte: CORREIA (2015) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Parâmetro Vinhaça 
bruta 

Vinhaça 
1% 

Vinhaça 
2,5% 

Vinhaça  
5% 

Vinhaça 
10% 

pH inicial 4,6 7,32 7,22 7,23 7,32 
pH final 4,6 9,2 8,4 8,9 7,6 
Cálcio (mg/L) 828 (25%) 27,87 62,33 95,2 96,8 (5%) 
Condutividade Elétrica 
(µs/cm) 

8294 446 685 1110 1022 

DBO (mg/L) 13394,3 <LQ 22,1 26,4 47,1 
DQO (mg/L) 31723,2 <LQ 144,5 (2%) 246,5 325,9 
Dureza (mg CaCO3/L) 3390,4 107,8 257,7 384,9 400,7 
Fosfato total (mg/L) 5,518 (20%) 0,673 

(2%) 
0,401 (5%) 3,938 (10%) 1,466(10%) 

Magnésio (mg/L) 321,25 (25%) 9,279 24,78 35,75 38,620 
Potássio (mg/L) 3276 (100%) 38,06 91,360 264,4 (5%) 224,95 (5%) 
Sódio (mg/L) 13,57 36,5 8,588 15,1 9,023 
Sulfato (mg/L) 340,276 

(20%) 
32,76 
(2%) 

70,583 (5%) 174,642 
(10%) 

123,319 
(10%) 

Sólidos suspensos totais 
(mg/L) 

1190 <LQ 20 39 42,0 

Carbono Orgânico 
Total ( mg/L) 

11070 15,8 50,2 102 126 

Nitrogênio Amoniacal  10,920 3,124 4,127 9,578 7,472 
Nitrogênio Kjeldahl  234,1 4,8 10,6 14,3 12,6 
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9.3 ANEXO C 

 
 
Tabela 3- Análise físico-química e de metais da vinhaça bruta e das águas dos aquários após 
diluição da vinhaça tratada com cal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LQ: limite de quantificação; entre parênteses: diluição para quantificação 

Fonte: Correia (2015) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parâmetro Vinhaça 
bruta 

(mg/L) 

Vinhaça       
1%         

(mg/L) 

Vinhaça 
2,5% 

(mg/L) 

Vinhaça 
5% 

(mg/L) 

Vinhaça 
10% 

(mg/L) 
Alumínio 0,47 <LQ 0,08 <LQ 0,15 
Antimônio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 
Arsênio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 
Bário  0,218 0,07 0,06 0,051 0,069 
Boro <LQ 0,369 <LQ <LQ <LQ 
Cádmio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 
Chumbo  <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 
Cobaldo 0,014 <LQ <LQ <LQ <LQ 
Cobre  0,155 <LQ 0,009 <LQ <LQ 
Cromo  <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 
Ferro  8,531 0,077 0,228 0,412 0,495 
Manganês  3,11 (25%) <LQ 0,026 0,131 0,147 
Mercúrio  <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 
Molibdênio  <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 
Níquel  0,029 <LQ <LQ <LQ <LQ 
Prata <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 
Selênio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 
Vanádio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 
Zinco 0,625 0,02 0,022 0,038 0,032 
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9.4 ANEXO D 

 

Tabela 4 – Frequência de ocorrência de alterações hepáticas significativas encontradas 
em O. niloticus expostos à vinhaça tratada. 

Tratamentos Deg. 
Hidro. 

Vacuol. Perda Lim. Des.Tecido Perd. cit. 

CC 0 0 0 0 2,4 ± 3,28 

V1% 5,6 ± 2,19 
* 

0 2,4 ± 3,28 0,8 ± 1,78 6,0 ± 4,24 

V2,5% 4,0 ± 2,82 2,8 ± 4,38 6,0 ± 0 0,8 ± 1,78 11,4 ± 8,59 

V5% 1,6 ± 2,19 4,8 ± 5,21 7,2 ± 7,82  11,2 ±1,78  7,2 ± 5,01 

V10% 1,6 ± 2,19 6,4 ± 6,57 
* 

4,8 ± 7,82  5,6 ± 6,06  11,4 ± 6,84 

CC: Controle; V1%, V2,5%, V5%, V10%: respectivas concentrações de vinhaça tratada; Deg. Hidro: 

degeneração hidrópica; Vacuol.: vacuolização; Perda cit: perda de integridade citoplasmática; Perda lim: perda 

de limite celular; Dilat.sinu: dilatação do sinusóide; Des. Tecido: desorganização do tecido;  

*: valor significativo para p<0,05 pelo teste de Kruskal Wallis. 

Tabela elaborada pelo autor  
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9.5 ANEXO E 

Figura 1 -  Secções histológicas de fígado de O. niloticus corados com hematoxilina-eosina. 

Grupo Controle (A) e Grupos Tratamentos (B, C, D, E, F). Observar em D a desorganização 

do parênquima hepático; a: ácinos pancreáticos; dh: degeneração hidrópica; h: hepatócitos; n: 

núcleo; v: vacúolos citoplasmáticos; asterisco: perda do limite celular 

 

 

 

 

 



47 
 

9.6 ANEXO F 

Figura 2: Secções histológicas de fígados de O. niloticus – grupo controle, submetidos                   
ao teste azul de bromofenol (A), PAS (B) e PAS+azul de Alcian (C). ap: ácinos pancreáticos; 
h: hepatócito; cabeça de seta: acúmulo de polissacarídeos. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


