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“Todas as vitórias ocultam uma abdicação”.  

(Simone de Beauvoir) 



RESUMO 

Atualmente o Brasil é o maior produtor mundial de açúcar e etanol, o que vem necessitando, 

cada vez mais, de extensas áreas de cultivo de cana-de-açúcar. A alta produção da indústr ia 

sucroalcooleira gera uma grande quantidade de resíduos que acaba por alterar a qualidade do 

solo, da água e do ar. Esta atividade agrícola tem como poluentes, além dos agroquímicos 

usados na cultura e dos subprodutos da queima da cana-de-açúcar, resíduos gerados desde a 

colheita até o processo produtivo, tais como o Bagaço de Cana-de-Açúcar (BCA), a vinhaça e 

a Torta de Filtro (TF), sendo esta última derivada do processo de destilação/fermentação e da 

filtração, a vácuo, do lodo retido nos clarificadores. Tanto a vinhaça como a TF vem sendo 

utilizadas como agentes recuperadores dos solos das culturas de cana-de-açúcar. Porém, não 

existem ainda muitas informações sobre os efeitos deletério desses produtos à biota exposta, no 

momento da sua aplicação ou em longo prazo; os cuidados necessários para o armazenamento 

destes produtos; e a quantidade indicada para a aplicação na cultura. Assim, este estudo teve 

como objetivo analisar a biodegradabilidade da TF misturada com solo e BCA, por meio do 

teste de respirometria de Bartha, bem como avaliar os efeitos tóxicos deste resíduo e de sua s 

misturas nos organismos testes Eisenia andrei (teste de toxicidade e de fuga) e Allium cepa 

(citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade). Os resultados demonstraram que tanto a TF 

pura como em altas concentrações tiveram potencial tóxico para E.andrei e potencial citotóxico, 

genotóxico e mutagênico para A.cepa. Porém, estes efeitos foram atenuados, após seis meses 

de biodegradação, demonstrando que este processo pode ser uma interessante estratégia para 

detoxificar a TF e tornar este resíduo passível de ser usado como recondicionante de solo 

agricultáveis. 

 

 

Palavras Chaves: Allium cepa, Eisenia andrei, subproduto da cana-de-açúcar, respirometria de 

Bartha, genética toxicológica 

  



ABSTRACT 

Currently Brazil is the largest producer of sugar and ethanol, which comes necessitat ing 

increasingly large areas of cultivation of cane sugar. The high production of sugarcane industry 

generates a lot of waste that ends up changing the quality of soil, water and air. This agricultura l 

activity has as pollutants , beyond the agrochemicals used in crop and by-products of the 

burning of cane sugar, waste generated from harvest to the production process , such as rape- 

Cane Sugar ( BCA ) , the vinasse and filter cake ( TF ) , the latter being derived from distilla t ion 

/ fermentation and filtration under vacuum, retained in the sludge clarifiers. Both vinasse as TF 

has been used as fertilizer agents of soil crop of cane sugar. However , there are still a lot of 

information about the deleterious effects of these products to exposed biota , at the time of 

application or long term; necessary for the storage of these products care , and the indicated 

amount for application in culture . Thus, this study aimed to examine the biodegradability of 

TF mixed with soil and BCA, through respirometry Bartha test and evaluate the toxic effects of 

this waste and mixtures in test organisms Eisenia andrei (toxicity test and leakage) and Allium 

cepa ( cytotoxicity , genotoxicity and mutagenicity ). The results showed that both pure TF as 

toxic in high concentrations have potential to E.andrei and cytotoxic, mutagenic and genotoxic 

potential to A.cepa. However, these effects were attenuated after six months of biodegradation 

demonstrating that this process can be an interesting strategy to detoxify TF and make this able 

to be used as a reconditioner in agricultural cuture. 

 

 

 

Key words: Allium cepa, Eisenia andrei, chromosomal aberrations, micronuclei, Acute test, 

avoidance test, respirometry. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

O Brasil se destaca mundialmente por ser um país com grande potencial agrícola. Dentre 

as culturas de maior importância no Brasil destaca-se a de cana-de-açúcar, cujo cultivo tem 

aumentado progressivamente, principalmente nos estados das Regiões Centro-Oeste e Sudeste, 

sendo o estado de São Paulo o maior produtor desta cultura, com 4.419,46 mil hectares 

plantados (CONAB,2013). 

As atividades antrópicas geram, de maneira geral, impactos ambientais, devido aos 

danos causados pelos resíduos que são lançados, inadequadamente, no ambiente. Segundo 

Guarnieri e Januzzi (1992), o aumento da necessidade da produção de etanol e açúcar também 

tem levado a severos impactos no solo, no ar, bem como nas águas superficiais e subterrâneas.  

Dentre os subprodutos do beneficiamento da cana-de-açúcar está a Torta de Filtro (TF) 

que, dependendo do tipo de processo de fabricação utilizado, chega a produzir cerca de 30 a 40 

kg de TF por tonelada de cana processada. A TF apresenta uma composição química com altos 

teores de matéria orgânica, fósforo, nitrogênio e cálcio, possuindo também teores consideráve is 

de potássio, magnésio e micronutrientes. Essa sua característica química confere a este resíduo 

uma potencialidade de ser usado com fertilizante agrícola.  

Solos destinados ao cultivo de cana-de-açúcar tem recebido incorporação de TF, com o 

objetivo de diminuir os custos de produção e de minimizar a utilização de adubos químicos 

comerciais. Este resíduo tem sido aplicado na entressafra da cana-de-açúcar, especificamente 

em pré-plantio, no sulco ou nas entrelinhas de toda a área cultivada (CORTEZ et al., 1992). 

Entretanto, existem poucos estudos sobre a quantidade, forma de aplicação, armazenagem e 

toxicidade deste composto. 

Cardozo et al.(1988) afirmam que a aplicação da TF ou de associações de torta com 

bagaço de cana-de-açúcar leva a uma melhoria na disponibilidade de nutrientes e, 

consequentemente, a uma maior produtividade da área agrícola. Rodella et al. (1990) 

demonstraram que a TF, aplicada na área total de cultura de cana-de-açúcar, promove alterações 

nas propriedades químicas do solo, como um aumento do fósforo, cálcio, carbono orgânico, 

além de trocas catiônicas e a diminuição do alumínio móvel. O aumento dos compostos 

inorgânicos no solo, pela adição de TF, também foi confirmado por Ramalho e Sobrinho (2001), 

que relataram o aumento significativo de Cd, Co, Cr, Cu, Ni e Pb, tendo alguns como 

conhecidamente tóxicos. 

Na literatura internacional, não há registros de pesquisas relacionadas à toxicidade, 

genotoxicidade, mutagenicidade ou outro parâmetro ecotoxicológicos ao uso da TF. Como a 
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TF pode conter substâncias com potencial tóxico, há uma necessidade de desenvolvimento de 

bioensaios com organismos sensíveis, que sejam capazes de responder às potencialidades 

tóxicas dos compostos presentes neste resíduo e avaliar, assim, a ação destes sobre o material 

genético desses bioindicadores. 

As análises químicas são importantes ferramentas de avaliação das condições 

ambientais, mas não fornecem, por si só, um diagnóstico sobre os impactos que os compostos 

descartados no ambiente podem promover nos ecossistemas. Segundo Zhou et al. (2008), o 

desenvolvimento de bioensaios pode conferir vantagens adicionais aos dados obtidos em 

análises químicas. Quando esses dois tipos de ensaios são associados, eles permitem avaliar, 

não só os contaminantes presentes no meio, mas os possíveis riscos que esses contaminantes 

podem desencadear sobre a saúde ambiental (KLOBUCAR et al., 2003; EGITO et al., 2007).  

Segundo Siviero (1999), o ensaio de respirometria consiste na análise da quantidade de 

CO2 produzida pela degradação biológica da matéria orgânica, o que permite relacionar, então, 

a geração de CO2 com a biodegradação da matéria orgânica. Desta forma, os testes de 

biodegradação têm sido considerado uma alternativa simples e de baixo custo para avaliar 

também as taxas de biodegradação de contaminantes presentes no solo. 

Os oligoquetas entram em contato com os poluentes do solo pelo seu deslocamento neste 

substrato (via indireta) ou quando ingerem partículas contaminadas, presentes neste solo 

(contato direto). Uma vez expostas, as minhocas podem sobreviver, se intoxicar, morrer, 

incorporar ou até bioacumular poluentes em seus tecidos (ANDRÉA, 2008). Por estas 

características, as minhocas são consideradas ótimas bioindicadores de contaminação do solo, 

destacando-se nesta função as espécies terrestres Eisenia fetida (Savigny) e Eisenia andrei 

(Bouché), ambas pertencentes à família Lumbricidae.  

O teste de fuga ou de preferência permite avaliar, rapidamente, a potencialidade de um 

composto causar efeitos nocivos e/ou repulsão ao organismo testado. Silva e van Gestelb (2009) 

realizaram o teste de fuga com os oligoquetas E. andrei (espécie endêmica dos trópicos) e 

Perionyx excavatus (espécie de referência), para avaliar os efeitos do inseticida Clorpirifós. Os 

resultados mostraram que a espécie E.andrei foi mais sensível ao inseticida do que P. excavatus, 

portanto mais indicada para o teste.
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Ensaios realizados com vegetais superiores são eficazes na avaliação da genotoxicidade 

e mutagenicidade de diversas substâncias químicas (RANK et al., 2002). Dentre estes vegetais, 

a espécie Allium cepa é rotineiramente utilizada para avaliar a poluição ambiental e os 

mecanismos de ação de compostos genotóxicos e/ou mutagênicos (LEME, DE ANGELIS e 

MARIN-MORALES, 2008; LEME e MARIN-MORALES, 2009; SOUZA et al., 2009; 

SRIVASTAVA e MISHRA, 2009; FERNANDES, MAZZEO e MARIN-MORALES, 2007; 

VENTURA-CAMARGO et al., 2011; BIANCHI, ESPINDOLA e MARIN-MORALES, 2011; 

HERRERO et al., 2012). 

A espécie A. cepa é frequentemente utilizada como organismo-teste devido ao bom 

conhecimento de seu ciclo celular e de suas diferentes respostas a muitos agentes 

genotóxicos/mutagênicos (EVSEEVA et al., 2003). A determinação da frequência de 

aberrações cromossômicas (AC) e de micronúcleos (MN) em células meristemáticas de A. cepa 

consiste em um método fácil para se determinar os mecanismos de ação de diversos compostos 

genotóxicos e mutagênicos (LEME e MARIN-MORALES, 2009; MAZZEO, FERNANDES; 

MARIN-MORALES, 2011), inclusive para se determinar o impacto provocado sobre 

ambientes aquáticos (CARITÁ; MARIN-MORALES, 2008; HOSHINA; MARIN-MORALES, 

2009; LEME, ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008) e sobre o solo (SOUZA et al., 2009; 

2013). 

Frente a toda problemática que envolve a disposição de resíduos derivados de atividades 

sucroalcooleiras, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de biodegradação, o 

potencial tóxico (com os organismos testes E. andrei e A.cepa) e o potencial citotóxico, 

genotóxico e mutagênico (com o organismo teste A. cepa) de um de seus resíduos, a torta de 

filtro (TF), tanto em seu estado in natura, como associado a solo e/ou a bagaço de cana-de-

açúcar (BCA). 
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2 OBJETIVOS 

Este trabalho teve como objetivo investigar o potencial de degradabilidade de um resíduo 

da indústria sucroalcooleira, a torta de filtro, e avaliar os efeitos tóxicos deste material, puro ou 

em associações com solo e bagaço de cana-de-açúcar, por meio de bioensaios com dois 

diferentes organismos testes, como segue: 

 Avaliar o potencial de degradação da TF, pura e em associações com solo, por meio de 

ensaios de respirometria de Bartha e Pramer, antes e após processo de biodegradação 

por micro-organismos autóctones da TF e do solo; 

 Avaliar os efeitos tóxicos da TF, pura e em associações com solo, antes e após processo 

de biodegradação por micro-organismos autóctones, por meio do teste de fuga 

(preferência) com Eisenia andrei; 

 Avaliar os efeitos tóxicos da TF, pura e em associações com solo, antes e após processo 

de biodegradação por micro-organismos autóctones, por meio do teste de toxicidade 

aguda com Eisenia andrei; 

 Avaliar os efeitos citotóxico da TF, pura e em associações com solo, antes e após 

processo de biodegradação por micro-organismos autóctones, por meio do ensaios do 

Índice Mitótico, realizado com o organismo teste Allium cepa; 

 Avaliar os efeitos genotóxico da TF, pura e em associações com solo, antes e após 

processo de biodegradação por micro-organismos autóctones, por meio do ensaios de 

Alterações cromossômicas, realizado com o organismo teste Allium cepa; 

 Avaliar os efeitos mutagênicos da TF, pura e em associações com solo, antes e após 

processo de biodegradação por micro-organismos autóctones, por meio do ensaios do 

de MN e Aberrações Cromossômicas realizado com o organismo teste Allium cepa. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

As atividades humanas, dentre elas as industriais, urbanas e agrícolas, geram alterações 

ambientais, devido aos lançamentos de efluentes e resíduos químicos, que descaracterizam os 

ambientes naturais e promovem alterações nos sistemas biológicos.  

Na agricultura brasileira, o agronegócio da cana-de-açúcar ocupa posição de destaque, 

quer seja pelas grandes área cultivadas e em constante crescimento, pela alta produção agrícola 

e pela importância econômica e social que esta cultura representa. No setor agrícola, sobretudo 

da cultura de cana-de-açúcar, a degradação ambiental acontece em decorrência do uso 

indiscriminado e abusivo de agroquímicos; da compactação do solo, devido ao uso intensivo de 

implementos agrícola; da emissão de gases na atmosfera, devido à queima da palha da cana-de-

açúcar antes da colheita; dos subprodutos derivados no processo de beneficiamento da cana-de-

açúcar; e da disposição inadequada dos resíduos gerados no processo da produção  

sucroalcooleiros (EMBRAPA, 2013). 

 

3.1 Produção de cana-de-açúcar 

O agronegócio sucroalcooleiro movimenta no Brasil cerca de R$ 36 bilhões por ano, 

com faturamentos diretos e indiretos, que correspondem a aproximadamente 3,5% do PIB 

(FRAVET, 2010). Além de fortalecer a economia nacional, este setor agrícola é o que mais 

emprega no país, gerando, cerca de, 3,6 milhões de empregos diretos e indiretos, beneficiando, 

também, mais de 70 mil agricultores (ÚNICA, 2011).  

A produção mundial de açúcar está concentrada em 10 países, que são responsáveis por 

74% de toda a produção de açúcar no mundo. Atualmente, a cana-de-açúcar é cultivada em 

diversas regiões de clima tropical do planeta, totalizando 19,5 milhões de hectares; sendo 8,6 

milhões na Ásia, 6,1 milhões na América do Sul, 2,9 milhões na América Central e do Norte, 

1,4 milhões na África e 0,5 milhões na Oceania. Os maiores produtores de cana-de-açúcar, no 

mundo, são o Brasil, com uma área plantada de 5 milhões de hectares e a Índia, com 3,7 milhões 

de hectares (PINTO, 2002). 

O cultivo desta gramínea, no Brasil, é feito, principalmente, no Centro-Sul, Sudeste e 

Norte-Nordeste, em dois períodos de safra distintos, o que representa uma grande vantagem 

competitiva para o país. A região norte-nordeste colhe sua safra no período de novembro a abril, 

enquanto que a região centro-sul/Sudeste realiza essa atividade de maio a outubro (NUNES 

JUNIOR et al., 1999). O Estado de maior produção de cana-de-açúcar é São Paulo, com 

4.458,31 mil hectares plantados, seguido por Minas Gerais, com 750,15 mil hectares e Goiás, 
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com 673,38 mil hectares (CONAB, 2013). Ainda segundo o Conselho Nacional de 

Abastecimento (CONAB, 2013), essas áreas continuam a aumentar, principalmente, nos 

estados das regiões Centro-Oeste e Sudeste. Essas regiões são as responsáveis pela maior 

produção do país, como pode ser visto na safra 2012/2013, onde das 559,215 mil toneladas de 

cana-de-açúcar processadas, as regiões Sudeste e Centro-Oeste contribuíram com 493,159 mil 

toneladas (CONAB,2012).  

As exportações de etanol em 2013 chegaram, a 2,1 bilhões de litros (12% da produção) 

e, as de açúcar, a 18,15 milhões de toneladas (quase 70% da produção). As vendas no mesmo 

ano, geraram receitas de US$ 3,9 bilhões, no caso do açúcar, e de US$ 765,53 milhões em 

álcool combustível, valores 100% maiores que os observados em 2005 (ÚNICA, 2011). 

Em 2012, as exportações brasileiras de etanol atingiram um volume financeiro de 46,5 

% maior em relação a 2011. As receitas chegaram a US$ 2,18 bilhões. Em comparação ao ano 

anterior, houve aumento de 55,3% na quantidade exportada de etanol, mas queda de 5,7% no 

preço, segundo dados divulgados pelo Ministério do Desenvolvimento, Indústria e Comércio 

Exterior (MDIC, 2013). 

A expansão do mercado de açúcar e álcool leva o setor sucroalcooleiro a projetar um 

aumento na produção de cana-de-açúcar, que deverá atingir 600 milhões de toneladas na safra 

2013/2014.  

Por todo exposto acima, pode perceber que a cana-de-açúcar apresenta, em termos 

energéticos e econômicos, vantagens competitivas claras quando comparada com outras 

culturas (NUNES JUNIOR et al., 1999), por isso esse setor está em seu franco crescimento 

produtivo. 

3.2 Produção de Torta de Filtro (TF) 

Um dos subprodutos gerados, em quantidade, na produção de álcool e açúcar é a Torta 

de Filtro (TF). A composição deste resíduo depende do tipo do processo de fabricação utilizado, 

podendo chegar de 30 a 40 kg de TF por tonelada de cana processada.  

A TF é obtida em uma etapa do processo de clarificação do caldo de cana-de –açúcar 

produzidos nas moendas, processo este usado para a purificação deste caldo. Neste processo, 

adiciona-se ao caldo aquecido uma suspensão de hidróxido de cálcio, que promove a elevação 

do pH e, como consequência, a floculação de coloides orgânicos, bem como a precipitação de 

sais de cálcio, sobretudo o do fosfato (NUNES JUNIOR, 2005). 

A suspensão obtida neste processo é mantida em repouso, resultando em um caldo 

límpido e um precipitado formado por compostos orgânicos e inorgânicos insolúveis. Este 
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precipitado contém, ainda, uma grande quantidade de caldo clarificado, que é recuperado por 

um processo de filtração ou prensagem. Como o precipitado não tem consistência apropriada 

para ser trabalhado, ele é misturado ao bagaço da cana, finamente moído. Esta mistura é 

submetida à filtragem a vácuo, resultando em uma matéria com umidade em torno de 75- 80 

%, que é denomina de torta de filtro (NUNES JUNIOR, 2005). 

A TF tem altos teores de matéria orgânica, fósforo, nitrogênio e cálcio, além de potássio, 

magnésio e micronutrientes. Segundo Korndörfer (1997), a origem da TF, por usinas ou 

destilarias autônomas, é um fator diferencial para a definição da sua composição química. Os 

teores de micronutrientes também variam com a própria característica do solo da cultura: ferro 

(0,8 a 1,20 %), manganês (500 a 800 ppm), cobre (40 a 80 ppm) e zinco (150 a 220 ppm) 

(NUNES JUNIOR, 2005; NASCIMENTO, 2006; PIACENTE, 2005). Nardin (2007) afirma 

ainda que a composição da TF pode variar tanto em decorrência da variedade da cana como do 

tipo de solo, da maturação da cana, do processo de clarificação do caldo ou ainda de outros 

fatores. 

A TF gerada por usinas têm aproximadamente o dobro de fósforo que as produzidas 

pelas destilarias (aproximadamente 2 % de P2O5 na torta de usina e 1 % na de destilaria, na base 

seca). Já com relação ao teor de nitrogênio, as tortas provenientes de destilarias têm 25 % a 

mais do que as tortas geradas pelas usinas (nas destilarias: média de 1,6 % de nitrogênio; nas 

usinas: média de 1,3 %, na base seca).  

O fósforo existente na TF provém da adição de produtos auxiliares para a floculação das 

impurezas do caldo e sua liberação no solo ocorre, gradativamente, por mineralização e ataque 

de micro-organismos endêmicos. Assim, torna-se necessário considerar a relação C/N do 

resíduo, para se estimar a quantidade adequada de TF a ser aplicada no solo, cuidando para que 

as características químicas e físicas deste solo não sejam alteradas, negativamente, e que os 

nutrientes necessários para a adubação sejam fornecidos ao vegetal (NUNES JUNIOR, 2005). 

A (TF) tem sido incorporada ao cultivo de cana-de-açúcar, visando uma diminuição da 

utilização de adubos químicos comerciais. Este resíduo tem sido aplicado na entressafra da 

cana-de-açúcar, especificamente em pré-plantio, no sulco ou nas entrelinhas de toda a área 

cultivada (CORTEZ et al., 1992). Entretanto, existem poucos estudos sobre a quantidade, forma 

de aplicação, armazenagem e toxicidade deste composto. 

A TF, segundo Cardozo et al.(1988), melhora a mobilidade e disponibilidade dos 

nutrientes do solo e, consequentemente, melhora a produtividade da área agrícola. Rodella et 

al. (1990) verificaram que a torta de filtro, quando aplicada em cultura de cana-de-açúcar, 

aumenta, no solo, a quantidade do fósforo, cálcio, carbono orgânico, além proporcionar trocas 
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catiônicas e a diminuição do alumínio móvel. Porém, Ramalho e Sobrinho (2001) observaram 

que a TF aumentou, significativamente os índices dos metais Cd, Co, Cr, Cu, Ni e Pb do solo 

onde foi aplicado. 

Embora existam alguns estudos que avaliam a qualidade do solo, após a aplicação da 

TF, pouco foi investigado sobre a sua toxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade ou outro 

parâmetro ecotoxicológicos relacionados ao uso deste resíduo na agricultura. Como os 

potenciais genotóxico e mutagênico de poluentes ambientais podem estar relacionados com 

processos de carcinogênese, teratogênese e a uma série de outros distúrbios, e a TF conter 

substâncias com potencial tóxico, torna-se necessário que este produto seja melhor avaliado, 

quanto a sua toxicidade, antes da sua disposição no ambiente. 

3.3 Importância do uso de bioensaios 

As análises químicas são importantes ferramentas de avaliação das condições 

ambientais, mas não fornecem, por si só, um diagnóstico completo sobre os impactos que os 

compostos descartados no ambiente podem promover nos ecossistemas, pois não levam em 

consideração a variedade de efeitos que os poluentes possam induzir, direta ou indiretamente, 

na biota associada. O desenvolvimento de bioensaios é uma estratégia vantajosa (ZHOU et al., 

2008) e de avaliação mais real sobre os efeitos que a contaminação ambiental pode ocasionar 

nos organismos vivos. Quando os dados de ensaios biológicos são associados às avaliações 

químicas e físico-químicas, é possível chegar a um melhor diagnóstico sobre os possíveis riscos 

dos contaminantes sobre a saúde ambiental (KLOBUCAR et al., 2003; EGITO et al., 2007). Os 

bioensaios devem ser desenvolvimento com organismos sensíveis, que sejam capazes de 

responder às potencialidades tóxicas dos compostos presentes no meio e avaliar, assim, a ação 

deles sobre o material genético. 

3.3.1 O uso do teste de respirometria, para a avaliação da biodegradação  

Para que alguns resíduos sólidos possam ser descartados no ambiente, é necessário que 

estes passem, primeiro, por um período de biodegradação. A biodegradação pode ser avaliada 

pelos CO2 produzido nas atividade microbiana, durante o processo de respiração. Este 

parâmetro (respiração) é considerado um bom indicador de atividade biológica, constituindo-

se, assim, em uma ferramenta importante para ser usada para este fim. Segundo Siviero (1999), 

o ensaio de respirometria consiste na análise da quantidade de CO2 produzida pela degradação 

biológica da matéria orgânica, o que permite relacionar a geração de CO2 com a biodegradação 

dessa matéria orgânica. Desta forma, os testes de biodegradação, que têm sido considerado uma 
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alternativa simples e de baixo custo (CETESB, 1990), são indicados para avaliar também as 

taxas de biodegradação de contaminantes presentes no solo. 

Para avaliar a degradação de resíduos em solo, podem ser usadas várias técnicas como: 

respirômetro de Bartha (BARTHA E PRAMER, 1968); técnica colorimétrica baseada no 

indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) (HANSON et al. 1993); respirometr ia 

manométrica (KARHU et al., 2009). Pelo ensaio de respirometria, pode-se estimar a velocidade 

e o tempo necessário para que a degradação se complete, sendo uma importante ferramenta para 

se determinar as taxas e a frequência de aplicação do resíduo no solo (SIVIERO et al, 1998).  

O método respirométrico provê dados adequados para testar diferentes opções no 

tratamento biológico como o efeito de diferentes fatores sobre a biodegradação. O teste pode 

ser usado, também, para confirmar a degradação de compostos, antes de ser utilizado em um 

processo de biorremediação em grande escala (BALBA et al., 1998).  

As tecnologia de biodegradação começaram a ser implementadas nas décadas de 1980 

e 1990 e suas aplicações têm crescido, rapidamente, em todo o mundo. A biorremediação 

tornou-se um dos métodos mais comumente usados nos tratamentos de descontaminação de 

solos e águas, por ter custos reduzidos, em relação a outros métodos, como a escavação de solo s 

e disposição destes em aterros, e bombeamento da água contaminada com consequente 

tratamento da mesma. A biorremediação também é mais segura e menos prejudicial do que os 

métodos convencionais de tratamentos de descontaminação (STEMPVOORT E BIGGAR, 

2007). 

Baseado na premissa de que todo composto orgânico potencialmente biodegradáve l 

apresenta uma possibilidade de ser descartados no solo e na água, muitos trabalhos de 

biodegradação começaram a ser implementados, na tentativa de reduzir os impactos causados  

por contaminantes orgânicos, derivados de diversas atividades antrópicas.  

Coneglian et al. (2006) avaliaram as taxas de biodegradação de solo de “landfarming”, 

derivado de uma refinaria de petróleo do estado de São Paulo, para estimar se este solo possuía 

uma biota endêmica, que pudesse biodegradar os seus vários compostos. Os autores verificaram 

que quando adicionaram borra oleosa ao solo, houve uma maior eficiência de degradação, do 

que quando utilizaram lodo biológico. Porém, a aplicação combinada da borra oleosa e lodo 

biológico, misturados na proporção de 1:1, propiciou uma melhora na eficiência da 

biodegradação, em relação ao lodo biológico, mas ainda foi menor do que a degradação obtida 

somente com a borra oleosa. Os resultados demonstraram que solo do “landfarming” apresentou 

uma microbiota autóctone, que possui a capacidade de degradar vários compostos presentes nos 

resíduos de refinaria de petróleo. O estudo também mostrou que a eficiência da biodegradação 
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estava relacionada com a proporção de aplicação dos resíduos no solo, pois a quantidade de 

resíduo constitui um fator limitante para a qualidade do solo.  

Lopes e Bidoia (2009) avaliaram, pelo método respirométrico de Bartha e Pramer, a 

biodegradação, em meio líquido, de óleos lubrificantes automotivos. Os resultados deste estudo 

revelaram que óleos usados possuem uma maior potencialidade de biodegradação que óleos 

novos, fenômeno explicado pela alteração que os lubrificantes sofrem, quando submetidos às 

altas pressões e às temperaturas dos motores (BALBA,1998). 

Kaakinen et al. (2007), estudaram a biodegradação de óleo de canola em solos de 

florestas. Quando o solo foi estudado in natura (sem adição de nutrientes), a biodegradabilidade 

foi muito baixa. Com o ajuste do pH para 8,0, a biodegradação aumentou ligeiramente (7,4 %). 

Porém, com a adição de nutrientes, após 30 dias de contínuo processo de biodegradação, já 

houve um significativo aumento desta biodegradabilidade (43,2 %). Quando foi realizada a 

adição combinada de nutrientes com pH ajustado, houve um aumento da biodegradação para 

75,8 %, nos 30 dias do processo. Os autores concluíram que o ajuste do pH e a adição de 

minerais em solo otimiza o processo de biodegradação, e que os ensaios de respirometr ia 

manométrica se mostraram indicados para a avaliação dos índices respirométricos do solo 

estudado. 

Camargo et al. (2009) utilizaram o teste de biodegradação, por respirometria de Bartha 

e Pramer (1965), para analisar a degradação da vinhaça. Os autores simularam a percolação 

deste composto, para avaliar qual profundidade do solo possuía a melhor taxa de 

biodegradabilidade. Os resultados mostraram que a melhor taxa ocorreu aos 30 cm de 

profundidade, conclusão está baseada na presença de altas taxas de matéria orgânica derivada 

da vinhaça nas outras profundidades avaliadas. 

3.3.2 O uso da espécie E. andrei como organismo teste 

Os invertebrados pertencentes à classe Oligochaeta somam cerca de 3.100 espécies, 

incluindo espécies de ambientes terrestres e de água doce (RUPPERT & BARNES, 1996). 

Dentro deste grupo, as mais importantes, quanto ao número de espécies, são as representantes 

de ambientes terrestres. Estes invertebrados estão entre os organismos terrestres mais 

abundantes e mais diversificados, que podem ser encontrado em tipos variados de solo e em 

todo o globo terrestre (HAMELINK et al., 1994; GUPTA; CHAKRAVORTY; KAVIRAJ, 

2011).  

Segundo Bispo et al. (2009), os oligoquetas são responsáveis diretos pela qualidade do 

solo, pois auxiliam na aeração; promovem aumento da capacidade de campo e melhorarem a 
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qualidade do solo, devido a decomposição da matéria orgânica e ciclagem do carbono, 

nitrogênio, fósforo presentes no solo; além de evitar problemas com erosão. 

Os oligoquetas terrestres também são muito reconhecidos por sua alta sensibilidade aos 

poluentes ambientais, pois entram em contato com os poluentes do solo tanto durante o seu 

deslocamento (via indireta) como quando ingerem partículas contaminadas deste solo (contato 

direto). Uma vez expostas, as minhocas podem sobreviver, se intoxicar, morrer, incorporar ou 

até bioacumular poluentes em seus tecidos (LANNO et al., 2004; ANDRÉA, 2008). Outra 

importante característica é o papel ecológico que esses organismos ocupam na cadeia alimentar, 

já que são presas de inúmeros vertebrados e constituem uma via de dispersão de contaminantes 

para os níveis tróficos superiores (LANGDON et al., 2003; CHEN et al., 2011). Por estas 

características, as minhocas são consideradas ótimas bioindicadores de contaminação do solo, 

destacando-se nesta função as espécies terrestres Eisenia fetida (Savigny) e Eisenia andrei 

(Bouché), ambas pertencentes à família Lumbricidae. De acordo com Domínguez (2004) e 

Belmeskine et al. (2012), essa duas espécies são as mais comumente utilizadas em ensaios 

ecotoxicológicos, principalmente porque têm distribuição mundial, por estarem onipresentes 

nos ambientes, por terem ciclos de vida curtos, por possuírem tolerância a um vasto interva lo 

de temperatura e umidade e por serem de fácil manipulação e manutenção. Este organismos 

teste tem sido amplamente utilizado em ensaios de fuga ou preferência (NATAL DA LUZ; 

RIBEIRO; SOUSA, 2004; MOREIRA, SOUSA, CANHOTO, 2008; NATAL DA LUZ; 

RӦMBLE; SOUSA, 2008; NATAL-DA-LUZ et al., 2008), de reprodução (MOREIRA, 

SOUSA, CANHOTO, 2008; CHELINHO et al., 2009; GRUMIAUX et al., 2010) de toxicidade 

aguda (LACHANCE et al., 2004; GRUMIAUX et al., 2010; BELMESKINE et al., 2012), e 

para a avaliação de efeitos celulares e moleculares (PIOLA et al. 2013), entre outros. 

O teste de fuga ou de preferência é eficiente para avaliar compostos que possam causar 

algum tipo de efeitos nocivos e/ou causar repelência do organismos teste ao compostos testado.  

Owojori e Reinecke (2009) testaram, pelo teste de preferência e de reprodução, duas 

espécies de minhocas (Aporrectode. caliginosa e E.fetida), para avaliar qual delas seria a mais 

indicada para ser usada como indicadora de toxicidade de solos salinos, tanto artificiais quanto 

naturais. Os autores encontraram que a espécie E. fetida apresentou a melhor resposta de 

sensibilidade, independentemente do tipo de solo avaliado. Os valores observados para E. fetida 

nos testes de preferência, foram essenciais para o estabelecimento da sensibilidade da espécie 

e também para a continuidade dos estudos realizados com o teste de reprodução. Estes  

resultados sugerem a relevância do uso do teste de preferência como um método de triagem 

adequado para indicar as primeiras tendências da ação de contaminantes sobre os organismos 
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expostos. Já De Silva e van Gestelb (2009) utilizaram outros dois tipos de oligoquetas (E. 

andrei, uma espécie de referência e P. excavatus, uma espécie tropical), para a realização do 

teste de preferência. Os resultados obtidos por esses autores mostraram uma maior sensibilidade 

para E. andrei, quando as minhocas foram expostas ao inseticida Clorpirifós. O EC50 

(Concentração Efetiva que induz uma resposta em 50% dos organismos experimentados) obtido 

pela espécie E. andrei foi até três vezes menor que o observado para a espécie P. excavatus. 

Esses resultados também mostram que os testes de preferência devem ser utilizados como 

ferramenta de prevenção para a avaliação dos riscos de pesticidas. Os Endpoints obtidos pelos 

testes de preferência mostram, neste estudo, ser menos sensível do que os de reprodução e mais 

sensível do que os de toxicidade, demonstrando ser eficientes para uma triagem inicial para 

avaliação de risco ambiental. 

Arnaud et.al. (2000) demonstraram, em testes comparativos de solos artificiais e solos 

naturais, que os solos naturais mostram ter uma representatividade melhor e uma sensibilidade 

maior, quando comparados aos testes realizados com solo artificial. 

3.3.3 O uso da espécie A. cepa como organismo teste 
Vegetais superiores se caracterizam como um importante material biológico para a 

avaliação de danos genéticos induzidos por contaminantes ambientais e vem sendo 

considerados como excelentes bioindicadores de efeitos citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos 

de ambientes contaminados com substâncias químicas (GRANT, 1994; YI e MENG, 2003). 

Testes realizados com esse grupo de organismos se caracterizam por serem baratos, de fácil 

reprodução e apresentarem uma alta sensibilidade a agentes químicos (GRANT, 1994), além 

de serem ótimos bioindicadores para avaliação de contaminantes presentes no solo (WHITE e 

CLAXTON, 2004).  

Dentre os vegetais superiores, a espécie A. cepa se destaca como um importante 

organismo teste, por apresentar características, como, crescimento rápido de suas raízes, grande 

número de células em divisão, alta tolerância a diferentes condições de cultivo, cromossomos 

em número reduzido (2n=16) e de grande tamanho, ter disponibilidade de obtenção durante o 

ano todo e poder ser testado diretamente no material a ser investigado (RANK e NIELSEN, 

1998; MATSUMOTO et al., 2006).  

Estudos realizados por Grant (1978; 1982) indicam uma correlação de 75 % a 90 % 

entre A. cepa e sistemas-teste de mamíferos. Segundo Rank e Nielsen (1998), os testes 

realizados com A. cepa apresentaram uma sensibilidade superior a 82 %, quando comparados 

com testes realizados com bactérias S. typhimurium, Escherichia coli (Microscreen) e com 
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roedores. Para Grover et al. (1990), existe uma relação superior a 90 % entre os resultados 

obtidos com o teste de aberrações cromossômicas e MN realizados com este sistema-teste 

vegetal e os testes com mamífero, utilizando diferentes concentrações de pesticidas. Quando 

comparada a outros vegetais superiores como a Vicia faba ou Trandescantia, a espécie A. cepa 

apresenta uma sensibilidade ainda mais apurada (MA et al., 1995; COTELLE et al., 1999; 

MIGID et al., 2007). 

A espécie A. cepa é frequentemente utilizada como organismo-teste, devido ao 

conhecimento sobre seu ciclo celular e suas diferentes respostas a muitos agentes 

genotóxicos/mutagênicos conhecidos (EVSEEVA et al., 2003). A determinação da frequênc ia 

de aberrações cromossômicas (AC) e de micronúcleos (MN), durante a mitose de células 

meristemáticas de A. cepa, consiste em um método fácil para se determinar os mecanismos de 

ação de diversos compostos genotóxicos e mutagênicos (LEME e MARIN-MORALES, 2009; 

MAZZEO, FERNANDES; MARIN-MORALES, 2011), e determinar os impactos que os 

ambientes aquáticos e terrestres sofrem com a poluição ambiental (CARITÁ; MARIN-

MORALES, 2008; LEME, ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008; HOSHINA; MARIN-

MORALES, 2009; SOUZA et al., 2009; SOUZA et al., 2013). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Material Biológico 

Para a realização dos bioensaios, foram utilizados ensaios de toxicidade aguda e de fuga 

(ou de preferência) no qual utilizou-se do organismo terrestre Eisenia andrei (minhoca) e, para 

os ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, a espécie Allium cepa. 

 

4.2 Composto Avaliado 

O composto avaliado neste trabalho foi um resíduo da indústria sucroalcoole ira, 

denominado de Torta de Filtro (TF), obtido junto à uma empresa sucroalcooleira situada na 

cidade de General Salgado, região de São José do Rio Preto/SP – Brasil, juntamente com o 

Bagaço de Cana-de-Açúcar (BCA). 

 

4.3 Processamento do composto para preparo dos ensaios 

A TF, obtida junto a empresa sucroalcooleira, foi processada no laboratório de 

Mutagênese Ambiental, do Instituto de Biociências da UNESP de Rio Claro. Primeiramente o 

composto foi peneirado em uma mesa agitadora, com peneira de granulometria de 2 mm, 

conforme exige a Norma ABNT NBR NM ISO 3310-1:2010. Após este processo, foi avaliada 

a capacidade de campo da mistura TF/solo, pesando 500g de solo e mais 500g de TF. Os 

materiais foram secos em estufa a 105 ± 2 ºC por 24 horas. As amostras foram então resfriadas 

em dessecador e pesadas novamente, para ser calculada a quantidade de água presente nas 

amostras. Após esse procedimento, a amostra foi colocada em um funil de vidro, contendo fibra 

de vidro, onde foi adicionada água até a saturação do solo. Em seguida, o solo foi deixado para 

descansar, por mais 24 horas, e as amostras foram novamente pesadas para ser calculada a 

capacidade de campo, pela diferença entre o peso seco obtido e a absorção total de água na 

amostra.  

Para o preparo do solo, foi necessário estimar, primeiramente, o peso seco do solo a ser 

utilizado nos ensaios. Para isso, foram pesados 10 g do substrato, antes e após a secagem em 

estufa com temperatura aproximada de 105 ºC. O cálculo do peso seco do substrato, foi 

realizado conforme ABNT NBR ISO 17616:2010 sendo utilizada a fórmula: 
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Equação 1 - Cálculo da umidade inicial do solo controle e das associações de TF 

𝑈𝑚𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (%) =
(𝑃𝑒𝑠𝑜 ú𝑚𝑖𝑑𝑜 − 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑆𝑒𝑐𝑜
× 100 

 

Para o cálculo da capacidade de retenção de água, foram pesados 250 g de TF, que foram 

dispostos em um funil coberto com papel de filtro. Em seguida, foram adicionados 500 mL de 

água destilada sobre este funil e sobre um outro funil recoberto apenas com papel de filtro, isto 

é, sem amostra. Após 12 horas de drenagem da água pelos funis, foram avaliados os volumes 

finais de água drenada para ambos os funis. Pela diferença de volume entre eles, foi calculada 

a quantidade de água que ficou retida no substrato. O mesmo foi realizado para o solo controle.  

Para que as amostras pudessem ser preparadas e avaliadas, quanto a sua biodegradação, 

houve a necessidade de se ajustar a umidade da TF (que estava em torno de 27 %) e do solo 

controle (que estava em torno de 18 %). Para o cálculo da umidade final foi feita a média da 

umidade da TF e do solo, para que o valor da umidade final fosse corrigido para 65 %, com a 

adição de água, conforme a norma ABNT NBR 15537 (2007), apresentada na tabela 1. 

 

Tabela 1 -Ajuste do teor de umidade das várias concentrações utilizadas no teste 

Método Baseado na ABNT NBR 15537 (2007) 

Massa úmida substrato1 (g) 750 

Teor de umidade (%) 65 

Volume água calculado (mL) 150 

Massa seca do substrato (g) 600 

Consistência final Pastosa 
Obs. 1 - Massa úmida recomenda pela ABNT 15537 (2007). 

Fonte: Adaptado de ABNT NBR 15537 (2007). 

Após o cálculo para correção da umidade, foi determinado o volume de 150 mL de água 

e 600 g de massa total do substrato seco, totalizando 750 g de massa úmida final. 

O pH do substrato, que variou de 6,0 a 7,5, foi medido em uma mistura de substrato e 

água destilada (na proporção de 1:5, respectivamente), previamente homogeneizada por 

agitação de 12 horas, seguida de repouso de mais 12 horas. 

O solo usado como controle foi coletado no jardim experimental do IB/Unesp – Campus 

de Rio Claro, por ser considerado isento de contaminantes (MAZZEO, 2013). 
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Foram preparadas 13 diferentes associações entre TF, solo e Bagaço de Cana-de-Açúcar 

(BCA), conforme descrito na tabela 2  

 

Tabela 2 - Proporção de TF/solo/BCA, para o preparo das diferentes concentrações 

Concentração TF Solo BCA Massa total 

em TF (kg) (kg) (kg) (kg) 

0% 0 8 0 8 
5% 0,4 7,6 0 8 
10% 0,8 7,2 0 8 
25% 2 6 0 8 
50% 4 4 0 8 
75% 6 2 0 8 

100% 8 0 0 8 
0% 0 7,6 0,4 8 
5% 0,4 7,2 0,4 8 
10% 0,8 6,8 0,4 8 
25% 2 5,6 0,4 8 
50% 4 3,6 0,4 8 
75% 6 1,6 0,4 8 

TF= Torta de Filtro; BCA=Bagaço de cana-de-açúcar 

 

4.4 Ensaios de Biodegradação 

Os ensaios de biodegradabilidade foram realizados pelo método de Bartha e Pramer 

(1965), com amostras de TF, pura e em associações com solo e BCA (tabela 2), extraídas das 

misturas obtidas no tempo zero (T0), ou seja, no tempo inicial da montagem do experimento. 

4.5 Teste de determinação da Biodegradabilidade de solo, pelo método 

Respirométrico de Bartha e Pramer (1965). 

O teste de biodegradabilidade de solo foi desenvolvido de acordo com a norma da 

Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 14283 (1999), cujos passos estão 

descritos abaixo. 
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Figura 1 - Representação Esquemática do Respirômetro de Bartha e Pramer. 

Fonte: Arquivo pessoal 

 

4.5.1 Preparo das Amostras 

Foram pesados 50 g de cada uma das 13 associação (TF/solo/BCA- Tabela 2) a serem 

testada e transferidos, individualmente, para os Respirômetro de Bartha (Figura 1). 

4.5.2 Padronização do Ácido Clorídrico (HCl) 0,1N 

Para a padronização do ácido clorídrico, foram transferidos 20 mL de solução padrão de 

carbonato de sódio 0,1 N para um Erlenmeyer de 125 mL, onde foram adicionadas duas gotas 

do indicador metil-orange. Após este procedimento, a solução foi titulada com solução de HCl 

0,1 N, até ocorrer sua neutralização, que se deu quando houve a mudança na coloração da 

solução de amarelo para laranja. O volume de HCl usado na titulação foi anotado em uma 

planilha e utilizado nos cálculos da produção de CO2. 

 

4.5.3 Padronização do Hidróxido de Potássio (KOH) 0,4N 

Uma alíquota de 10 mL da solução de KOH 0,4 N foi transferida para um Erlenmeyer 

de 125 mL, onde foram adicionados 20 mL de água destilada isenta de CO2, com 3 gotas de 

fenolftaleína e mais 1 mL de BaCl2. O composto foi então titulado com uma solução de HCl 

0,1 N, até a coloração mudar de rosa para incolor. O volume de HCl usado na titulação foi 

anotado em uma planilha e utilizado nos cálculos da produção de CO2. 

 

4.5.4 Titulação do Branco e das amostras 

Para a titulação do branco, uma alíquota de 10 mL de solução de KOH 0,4 N foi 

transferida para um Erlenmeyer de 125 mL, onde foram adicionados mais 20 mL de água isenta 
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de CO2. Para a titulação das amostras, foi retirado o KOH presente no braço do respirômetro, 

sendo este braço lavado duas vezes com 10 mL de água isenta de CO2. Após este processo, 

foram adicionados 1,0 mL de solução BaCl2 e três gotas do indicador fenolftaleína. A titulação 

foi realizada com solução de HCl 0,1 N, onde o volume de HCl usado foi anotado na planilha 

de respirometria para posterior cálculo de respiração do respirômetro. 

 

4.5.5 Cálculo da taxa de respiração: 

4.5.5.1 Para o teste controle: 

Equação 2 - Cálculo da produção de CO2 nos respirômetros controles: 

 

𝑇𝑥 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑠𝑝 . 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 = [(𝑀é𝑑𝑖𝑎  𝑑𝑜 𝐵𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 − 𝑀é𝑑𝑖𝑎  𝑑𝑎𝑠 𝑅é𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑠) × (
𝑄𝑡𝑑 𝑑𝑒 𝐻𝐶𝑙 𝑑𝑖𝑎

𝑄𝑡𝑑 𝑑𝑒 𝐾𝑂𝐻 𝑎𝑛𝑡𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟
)] × 50 × 0,044 

 

4.5.5.2 Para o testes com as amostra: 

Equação 3 - Cálculo da produção de CO2 nos respirômetros contendo as associações de torta 

de filtro, solo e bagaço. 

𝑇𝑥 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑠𝑝.  𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 =  {[(𝑀é𝑑𝑖𝑎  𝑑𝑜 𝐵𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 − 𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠) × (
𝑄𝑡𝑑  𝑑𝑒 𝐻𝐶𝑙  𝑑𝑖𝑎

𝑄𝑡𝑑  𝑑𝑒  𝐾𝑂𝐻  𝑔𝑎𝑠𝑡𝑜
)] × 50 ×

0,044 }-Controle 

 

O fator de correção usado para transformar µmol em mg de C02, para 50,0 g de solo foi 

de 0,044. 

 

4.6 Testes com o organismo teste Eisenia andrei  

Os testes com E. andrei foram realizados segundo a norma da Associação Brasileira de 

Normas Técnicas (ABNT) NBR 15537 (2007) e L.6.401 (1990) da CETESB, sempre em 

quadruplicata. 

4.6.1 Teste de toxicidade aguda 

Para os ensaios de toxicidade aguda, foram utilizadas minhocas adultas e cliteladas com 

idade superior a dois meses e com peso individual entre 300 e 600 mg. Após seleção, os 

espécimes foram aclimatados em solo artificial, por 24 horas, antes de serem utilizados nos 

ensaios. 



 28 MATERIAIS E MÉTODOS______________________________________________________ 

Após a adição de 750 g do substrato (1 tipo de substrato por pote) em potes de 

polipropileno de 2 litros, foram colocados, sobre o substrato, dez organismos-testes. Os potes 

foram dispostos em local climatizados com temperatura de 18 e 22 ºC e com iluminação 

contínua. No 7º e 14º dias de experimento, os organismos foram pesados e as mortalidades dos 

indivíduos registradas. A temperatura e a umidade relativa do ambiente foram monitoradas, 

diariamente, e os resultados expressos em concentração letal inicial mediana (CL50; 14 dias), 

calculados pelo método estatístico Trimmed Spearman-Karber, para estimar a concentração 

média letal (HAMILTON et al., 1977). 

 

4.7 Bioensaios com os organismos testes 

Os ensaios de toxicidade aguda e de fuga (ou de preferência) foram realizados com o 

organismo-teste E. andrei, expostos às mesmas associações descritas na Tabela 2, para os 

tempos T0 (inicial), T1 (3 meses) e T2 (6 meses). 

 

 

4.7.1 Teste de fuga 

O teste de fuga foi realizado de acordo com a norma da Associação Brasileira de Normas 

Técnicas (ABNT) NBR ISO 17512-1 (2011). Para o desenvolvimento dos testes, foram 

utilizados dois tipos de substratos: solo controle e amostras das associações de TF/solo/BCA. 

Inicialmente foram dispostos, em um recipiente de 2 L, 200 g do solo controle em um dos lados 

do recipiente e 200 g de cada amostra (uma por frasco) do outro lado deste mesmo recipiente. 

As amostras foram inicialmente separadas por uma divisória, para que as elas não se 

misturassem. Depois da disposição das amostras nos recipientes, as divisórias foram retiradas 

e aí expostos, nos centros do recipiente (distribuição homogenia), 10 espécimes de minhocas 

por concentração testada. Os ensaios foram feitos em quintuplicatas. Os organismos ficaram 

expostos por 48 horas, nas mesmas associações citadas na Tabela 2. Após este período, foi 

realizada a leitura dos resultados. O controle positivo foi realizado com uma substância 

referência para este teste (ácido bórico, na concentração de 750 mg H2BO3 por quilograma de 

solo seco). 

Para a validação do teste, o número de indivíduos mortos e/ou perdidos não pôde 

ultrapassar 10 % do total de organismos expostos aos tratamento. O cálculo e a apresentação 

dos resultados foram feitos com base nas porcentagens dos efeitos observados em cada 
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concentração, comparando o número de indivíduos vivos presentes nas concentrações testadas 

com indivíduos vivos presentes nos controles negativos e positivos, conforme a fórmula abaixo: 

 

Equação 4 - Equação para o cálculo de porcentagem de fuga (AMORIM et al. (2005)) 

𝐴 = (
𝐶−𝑇

𝑁
) × 100  

Onde: 

 A   =  Efeito observado (%); 

 C   =  Número de indivíduos presentes no solo controle; 

 T   = Número de indivíduos presente no substrato testado; 

N  =  Número total de indivíduos em cada tratamento (geralmente dez por 

tratamento). 

 

Os resultados foram submetidos a análise de variância, pelo programa Graphpad 5, 

expressos em CL50. Os resultados com morte inferior a 20 % dos indivíduos foram considerados 

não tóxicos. 

 

4.8  Teste de Citotoxicidade (IM), genotoxicidade (AC) e mutagenicidade (MN), utilizando 

o organismo teste Allium cepa. 

Para os ensaios de Índice Mitótico (IM), de Aberrações Cromossômicas (AC) e de 

Micronúcleos (MN), em células meristemáticas de raiz de cebola, foi utilizado o protocolo 

descrito por Grant (1982), com algumas modificações. 

Sementes de Allium cepa foram colocadas para germinar em placas de Petri forradas com papel 

filtro, contendo as associações de TF, solo e BCA, e contendo o solubilizado destas associações, 

em três tempos (T0 = momento da mistura; T1 = 3 meses após o início do experimento; T2 = 6 

meses após o início do experimento). Para o controle negativo, foi utilizado água Mili-Q. Os 

controles positivos foram realizados com uma solução aquosa de metilmetano sulfonato (MMS) 

(4 x 10-4), para comparações de clastogenicidade, e com Trifluralina (0,84 mg/L), para 

comparações de aneugenicidade. 

Após germinação, quando as radículas atingiram o tamanho de 1,5 centímetros, parte 

delas foi coletada e fixada em Carnoy 3:1 (três partes de etanol para um de ácido acético – v: 

v). A outra parte foi lavada e transferida para outras placas de Petri contendo somente água 

ultra-pura, por um período de 48 horas, para se estimar a potencialidade de recuperação do 
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organismo exposto, quando as condições retornam à normalidade. Após essas 48 horas, as 

raízes também foram coletadas, fixadas em Carnoy 3:1 e ambas as coletas mantidas em 

geladeira, até a confecção das lâminas. 

Após as raízes serem retiradas do fixador, elas foram lavadas em água destilada, por três 

vezes, e submetidas à hidrólise ácida em HCl 1 N a 60 ºC, por 8 minutos e, novamente, lavadas 

em água destilada (3 banhos). Após essa etapa, as raízes foram ligeiramente secas em papel 

filtro e transferidas para frascos escuros contendo reativo de Schiff por, aproximadamente, 2 

horas. Realizada a reação, as raízes passaram novamente por três banhos em água destilada, até 

a total retirada do excesso de corante. Para a confecção das lâminas, os meristemas foram 

recobertos com lamínula e suavemente esmagados em uma gota de carmim acético (2 %). As 

lamínulas foram extraídas em nitrogênio líquido e as lâminas montadas, permanentemente, com 

resina sintética.  

Para a análise dos efeitos citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos, foram confeccionadas 

dez lâminas para cada amostra e examinadas, no mínimo, 500 células de cada lâmina feita, 

totalizando 5000 células por tratamento. 

Os índices mitóticos (IM), os Índices Interfásicos (II) e Índices de Morte Celular (IMC) 

foram obtidos de acordo com as fórmulas a seguir: 

I.M.  = (Nº de Células em Divisão)/(Nº Total de Células Observada)×100 

 

I.I. = (Nº de Células Em Interfase)/(Nº de Células Observadas)×100 

 

I.M.C. = (Nº de Células em Morte Celular)/(Nº de Células Observadas)×100 

 

Para a análise dos efeitos genotóxicos e mutagênicos, foram considerados os diferentes 

tipos de AC (perdas, quebras, aderências cromossômicas, pontes, atrasos, etc.) e a presença de 

MN em células meristemáticas de Allium cepa, em diferentes fases da divisão mitótica. Foi 

considerado como endpoint de genotoxicidade as alterações do tipo perdas, aderências, pontes, 

atrasos cromossômicos e outras. A mutagenicidade foi registrada a partir das observações de 

alterações do tipo quebras cromossômica e presença de MN. 

Após a obtenção dos resultados de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, foi 

realizada a análise estatística pelo teste de Kruskal-Wallis, com p<0,05.
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5 RESULTADOS  

Os resultados serão apresentados em forma de artigos. 

 

5.1 Artigo I  

AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE E BIODEGRADABILIDADE DA TORTA DE 

FILTRO DERIVADA DO BENEFICIAMENTO DA CANA-DE-AÇÚCAR. 

Leonardo Ramos Anacleto1, Marcia Miyuki Hoshina1 e Maria A. Marin-Morales1 

1 Departamento de Biologia, Instituto de Biociências, Universidade Estadual Paulista 

(UNESP), Avenida 24 A, 1515, CP 199, 13506-900 Rio Claro, SP, Brasil. 
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RESUMO 

O Brasil sempre se destacou como um dos maiores produtores mundiais de álcool e açúcar. Na 

última década, o país ocupou o primeiro lugar tanto em produção como em área plantada com 

cana-de-açúcar. A elevada produção das indústrias sucroalcooleiras acarreta na geração 

também elevada de resíduos derivados do processo de produção de açúcar e de etanol. Alguns 

resíduos da indústria sucoalcooleira tornam-se subprodutos reutilizáveis no próprio cultivo da 

de cana-de açúcar, como é o caso do bagaço de cana-de-açúcar (BCA), da vinhaça e da torta de 

filtro (TF). A TF é um subproduto derivado do processo de clarificação do caldo de cana-de-

açúcar, usado na produção do açúcar e do etanol. Este subproduto possui altos índices de 

micronutrientes que, devido a esta característica, tem sido utilizado como adubo natural, em 

substituição aos fertilizantes agrícolas artificiais. Porém, na literatura não há informações sobre 

os efeitos deste composto sobre a biota endêmica dos ambientes agrícolas. Considerando que a 

minhoca é um organismo de grande importância para o solo, principalmente para a ciclagem de 

seus nutrientes e que a TF tem um controverso potencial tóxico para o solo, este trabalho avaliou 

a potencialidade tóxica de TF para o organismo teste Eisenia andrei, em testes de toxicidade 

aguda e de fuga, além de também avaliar o potencial de biodegradabilidade deste composto, 

por meio do teste proposto por Bartha e Pramer. Os resultados do teste de biodegradação, 

demonstraram que a TF tem uma rápida degradação, comprovada pela alta produção de CO2 

obtida em 112 dias de incubação, tanto na ausência quanto na presença de BCA, quando 

comparada com a degradação do solo controle. Já para o teste de toxicidade aguda, foi 

verificada uma alta toxicidade para as amostras com concentrações de 50, 75 e 100 % de TF, 

sem incorporação de BCA e para a concentração de 75 % de TF + BCA, comprovando que a 

adição do bagaço auxiliou na diminuição da toxicidade da TF presente no início da 

biodegradação. Com o passar do tempo de biodegradação, foi observado um decréscimo 

paulatino no potencial tóxico da TF, chegando no final do processo com uma ausência de 

toxicidade.  

Palavras-chave: Teste de respirometria, resíduo de cana-de-açúcar, resíduos industria is, 

toxicidade aguda, teste de fuga, Eisenia andrei. 
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1 INTRODUÇÃO 

O Brasil se destaca mundialmente por ser um país com grande potencial agrícola. Dentre 

as culturas de maior destaque em nosso país estão as lavouras de cana-de-açúcar, cujo cultivo 

tem apresentado um aumento progressivo, principalmente nos estados das regiões Centro-Oeste 

e Sudeste. A safra brasileira estimada para 2013/2014, de 600 milhões de toneladas de cana-de-

açúcar processadas, corresponde a 3,7 % a mais que a safra de 2012/2013. O estado de maior 

produção de cana-de-açúcar é o de São Paulo, com 4.419,46 mil hectares plantados (CONAB, 

2013). O Brasil movimenta, através do crescimento do negócio sulcroalcooleiro, cerca de R$ 

36 bilhões por ano, que corresponde a cerca de 3,5 % do PIB nacional (FRAVET et al., 2010). 

O aumento da área de plantio da cana-de-açúcar tem levado, segundo Guarnieri e Januzzi 

(1992), a severos impactos ambientais tanto no solo como nas águas superficiais e subterrâneas. 

A degradação destes ambientes acontece em decorrência do uso indiscriminado e abusivo de 

agrotóxicos; da compactação do solo, devido ao uso intensivo de implementos agrícola; da 

emissão de gases na atmosfera, devido à queima da palha da cana-de-açúcar antes da colheita; 

dos subprodutos gerados no processo de beneficiamento da cana-de-açúcar; e da disposição 

inadequada dos resíduos do processo da produção sucroalcooleira, dentre eles os resíduos 

vegetais deixados no campo após a colheita; bagaço (BCA); água de lavagem; vinhaça e torta 

de filtro (TF) (RASUL et al. 1999; PARTHA et. al, 2006; NUNES JUNIOR, 2013 EMBRAPA, 

2011.). 

A TF é um dos subprodutos mais produzidos pelas indústrias sucroalcooleiras, chegando 

de 30 a 40 kg de torta de filtro por tonelada de cana-de-açúcar processada. Como o composto é 

rico em nutrientes, ele tem sido aplicado nos sulcos ou nas entrelinhas da cultura de cana-de-

açúcar, em substituição aos fertilizantes químicos (CARDOZO, 1988; CORTEZ et al., 1992; 

NARDIN, 2007).  

A respiração da comunidade microbiana de um dado ambiente é utilizada como indicador 

de atividade biológica, sendo importante na avaliação do potencial de biodegradação de 

compostos orgânicos do meio. Segundo Siviero (1999), o ensaio de respirometria consiste na 

análise da quantidade de CO2 produzida pela degradação biológica da matéria orgânica, o que 

permite relacionar a produção de CO2 com a biodegradação da matéria orgânica. Desta forma, 

os testes de biodegradação têm se caracterizado em uma alternativa eficiente, de baixo custo e 

simples para avaliar as taxas de biodegradação de contaminantes presentes no solo. 

A avaliação da potencialidade de biodegradação de compostos orgânicos presentes no solo 

é uma importante ferramenta para se avaliar se estes compostos são passíveis de serem 

descartados no solo. Coneglian et al. (2006) avaliaram as taxas de biodegradação de solo de 
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“landfarming”, derivado de uma refinaria de petróleo do estado de São Paulo, para estimar se 

este solo possuía uma biota autóctone que pudesse biodegradar os seus vários compostos. Nesta 

avaliação, os autores adicionaram borra oleosa e lodo biológico ao solo, na tentativa de 

incrementar a biodegradação dos componentes tóxicos do landfarming. Os resultados indicaram 

que houve uma maior eficiência de degradação quando houve o acréscimo de borra oleosa, 

seguida da adição da associação borra e lodo biológico (proporção de 1:1) e, por último, da 

adição somente do lodo biológico. Esses resultados demonstraram que solo do “landfarmi ng” 

apresenta uma microbiota autóctone capaz de degradar os vários compostos presentes nos 

resíduos de refinaria de petróleo, mas que, para uma melhor eficiência da biodegradação, é 

necessário estabelecer, previamente, a quantidade de resíduo que deve ser aplicado ao solo, pois 

este constitui em um fator limitante para a qualidade do solo receptor.  

Kaakinen et al. (2007estudaram a biodegradação de óleo de canola em solos de florestas. 

Os autores observaram que, quando o solo foi testado in natura (sem adição de nutrientes), a 

biodegradabilidade foi muito baixa. O ajuste do pH para 8,0 aumento ligeiramente a 

biodegradação (7,4 %) e a adição de nutrientes já promoveu um aumento significativo nesta 

biodegradabilidade (43,2 %). Porém, a maior degradação deste solo foi observada quando se 

combinou o ajuste do pH (8,0) com a adição de nutrientes, cujos índices de respiração 

mostraram uma biodegradação da ordem de 75,8 %. Os autores concluíram, então, que o ajuste 

do pH e a adição de minerais em solo otimiza o processo de biodegradação, e que o uso da 

respirometria é eficiente para a medir os índices respirométricos de solo. 

Camargo et al. (2009) utilizaram do teste de biodegradação por respirômetros de Bartha e 

Pramer (1965), para analisar a degradação da vinhaça em diferentes profundidades do solo. Os 

autores observaram que a melhor taxa de biodegradação ocorreu a 30 cm de profundidade, por 

essa amostra ter os menores índices de matéria orgânica, quando comparada com as outras 

amostras testadas. 

Os solos são sistemas extremamente complexos e dinâmicos, influenciados por uma série 

de diferentes fatores abióticos e biológicos que determinam os efeitos de substâncias 

potencialmente tóxicas inseridas neste substrato. As minhocas são organismos terrestres de 

grande importância ecológica. Estes invertebrados, pertencentes à classe Oligochaeta, são 

representadas por cerca de 3.100 espécies, incluindo espécies de ambientes terrestres e de água 

doce (RUPPERT & BARNES, 1996). Dentro deste grupo, as mais importantes, quanto ao 

número de espécies, são as representantes de ambientes terrestres.  

Os oligoquetas entram em contato com os poluentes do solo tanto durante o seu 

deslocamento pelo solo (via indireta) como quando ingerem partículas contaminadas (contato 
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direto). Uma vez expostas, as minhocas podem sobreviver, se intoxicar, morrer, incorporar ou 

até bioacumular poluentes em seus tecidos (ANDRÉA, 2008). Por estas características, as 

minhocas se destacam como ótimos bioindicadores de contaminação do solo, destacando-se 

nesta função as espécies terrestres Eisenia fetida (Savigny) e Eisenia andrei (Bouché), ambas 

pertencentes à família Lumbricidae. De acordo com Domínguez (2004), essa duas espécies são 

as mais comumente utilizadas em ensaios ecotoxicológicos, principalmente porque são de 

distribuição mundial, onipresentes nos ambientes, têm ciclos de vida curtos, possuem tolerância 

a um vasto intervalo de temperatura e umidade e são de fácil manipulação e manutenção. 

O teste de fuga ou preferência confere uma resposta rápida para avaliar compostos que 

possam causar efeitos nocivos e/ou repelência aos organismos teste, frente a exposição a um 

dado compostos. Udovic e Lestan (2010) demonstraram que, para o teste de preferência, 

utilizando E. fetida, não houve fuga significativa dos espécimes aos solos contaminados, por 

lixiviação, com chumbo, zinco e cádmio, disponibilizados no solo. 

De Silva e van Gestel (2009) utilizaram, no teste de preferência, outros dois tipos de 

oligoquetas, E. Andrei (uma espécie tropical) e P. Excavatus (espécie referência), para avaliar 

os efeitos do inseticida Clorpirifós em solo artificial. Os resultados sugerem uma maior 

sensibilidade da espécie E.andrei, pois o EC50 obtido pela esta espécie foi até três vezes menor, 

quando comparado com o da espécie P.excavatus. Os autores sugerem que o teste de preferência 

também deve ser utilizado como ferramenta para a avaliação dos riscos ambientais de 

pesticidas. Os endpoints gerados, neste estudo, pelo teste de preferência, indicaram que este 

teste é menos sensível do que o de reprodução e mais sensível do que o de toxicidade, indicando 

ser eficiente para uma triagem inicial da avaliação de risco ambiental.  

Arnoud et. al. (2000) demonstraram, por meio de testes comparativos realizados com 

minhocas expostas a solos artificiais e a solos naturais, que os solos naturais têm melhor 

representatividade e conferem maior sensibilidade aos organismos do que os solos artificiais. 

Frente a toda problemática que envolve a disposição de resíduos derivados de atividades 

sucroalcooleiras, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de biodegradação de um 

de seus resíduos, a torta de filtro, tanto em seu estado in natura, como em associação com solo 

e/ou bagaço de cana-de-açúcar, bem como avaliar o potencial tóxico destas associações, através 

do teste de fuga ou preferência e do teste de toxicidade aguda, por meio de ensaios 

desenvolvidos com os organismos-testes Eisenia andrei. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Material Biológico 

Para a realização dos ensaios de toxicidade aguda e de fuga, foi utilizado, como 

organismo teste, o oligoqueta terrestre Eisenia andrei (minhoca). 

 

2.2 Composto Avaliado 

O composto avaliado foi um resíduo da indústria sucroalcooleira, denominado de torta de 

filtro (TF). Este composto e o bagaço de cana-de-açúcar (BCA) foram obtidos junto à uma 

empresa sucroalcooleira situada na cidade de General Salgado, região de São José do Rio 

Preto/SP – Brasil. Esses dois resíduos da indústria são utilizados como adubo para mudas 

nativas. 

 

2.3 Processamento do composto para preparo dos ensaios 

A TF foi peneirada em uma mesa agitadora, com peneira de granulometria de 2 mm, 

conforme exige a Norma ABNT NBR NM ISO 3310-1:2010.  

Para o preparo do solo, foi necessário estimar, primeiramente, o seu peso seco. Para isso, 

foram pesados 10 g do substrato, antes e após a secagem em estufa com temperatura aproximada 

de 105ºC. O cálculo do peso seco do substrato foi realizado conforme ABNT (2007), sendo 

utilizada a fórmula: 

 

Equação 1 - Cálculo da umidade inicial do solo controle e das associações de TF 

𝑈𝑚𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (%) =
(𝑃𝑒𝑠𝑜 ú𝑚𝑖𝑑𝑜 − 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑆𝑒𝑐𝑜
× 100 

Para o cálculo da capacidade de retenção de água, foram pesados 250 g de TF, que foram 

dispostos em um funil coberto com papel de filtro. Em seguida, foram adicionados 500 mL de 

água destilada sobre este funil e sobre um outro funil recoberto somente com papel de filtro, 

isto é, sem amostra. Após 12 horas de drenagem da água pelos funis, foram avaliados os 

volumes finais de água drenada para ambos os funis. Pela diferença de volume entre eles, foi 

calculada a quantidade de água que ficou retida no substrato. O mesmo foi realizado para o solo 

controle. 
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Para que as amostras pudessem ser preparadas e avaliadas, quanto a sua biodegradação, 

houve a necessidade de ajustar a umidade da TF (que estava em torno de 27%) e do solo controle 

(que estava em torno de 18%). Para o cálculo da umidade final foi feita a média da umidade da 

TF e do solo, para que o valor da umidade final fosse corrigido para 65%, com a adição de água, 

conforme a norma NBR 15537 (2007), apresentada na tabela 1. 

Tabela 1 -Ajuste do teor de umidade das várias concentrações utilizadas no teste 

Método Baseado na NBR 15537 (2007) 
Massa úmida substrato1 (g) 750 

Teor de umidade (%) 65 
Volume água calculado (mL) 150 
Massa seca do substrato (g) 600 

Consistência final Pastosa 
Obs. 1 - Massa úmida recomenda pela ABNT (2007). 

Fonte: Adaptado de ABNT NBR 15537 (2007). 

 

Após o cálculo para correção da umidade, foi determinado o volume de 150 mL de água 

e 600 g de massa total do substrato seco, totalizando 750 g de massa úmida final. 

O pH do substrato, que variou de 6,0 a 7,5, foi medido em uma mistura de substrato e 

água destilada (na proporção de 1:5, respectivamente), previamente homogeneizada por 

agitação de 12 horas, seguida de repouso de mais 12 horas. 

O solo usado como controle foi coletado no jardim experimental do IB/Unesp – Campus 

de Rio Claro, por ser considerado isento de contaminantes (MAZZEO, 2013). 

Foram preparadas 13 diferentes associações entre TF, solo e BCA, conforme descrito 

na tabela 2  
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Tabela 2 - Proporção de TF/solo/BCA, para o preparo das diferentes concentrações 

Concentração TF Solo BCA Massa total 

em TF (Kg) (Kg) (Kg) (Kg) 

0% 0 8 0 8 
5% 0,4 7,6 0 8 
10% 0,8 7,2 0 8 
25% 2 6 0 8 
50% 4 4 0 8 
75% 6 2 0 8 

100% 8 0 0 8 
0% 0 7,6 0,4 8 
5% 0,4 7,2 0,4 8 
10% 0,8 6,8 0,4 8 
25% 2 5,6 0,4 8 
50% 4 3,6 0,4 8 
75% 6 1,6 0,4 8 

TF= Torta de Filtro; BCA=Bagaço de cana-de-açúcar 

2.4 Bioensaios 

Os ensaios de biodegradabilidade foram realizados pelo método de Bartha e Pramer 

(1965), com as amostras extraídas das misturas obtidas no tempo zero (T0), ou seja, no tempo 

inicial da montagem do experimento. 

Os ensaios de toxicidade aguda e de fuga foram realizados com o organismo-teste E. 

andrei, expostos às mesmas associações descritas na Tabela 2, para os tempos T0 (inicial), T1 

(3 meses) e T2 (6 meses). 

2.4.1 Teste de determinação da Biodegradabilidade de solo, pelo método Respirométrico de 

Bartha e Pramer (1965). 

O teste de biodegradabilidade de solo foi desenvolvido de acordo com a norma da 

Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 14283 (1999), cujos passos estão 

descritos abaixo. 

2.4.1.1 Preparo das Amostras 

Foram pesados 50 g de cada uma das 13 associações (TF/solo/BCA) a serem testadas 

(Tabela 2) e transferidas, individualmente, para os Respirômetro de Bartha (Figura 1). 
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2.4.1.2 Montagem dos Respirômetros 

Para a montagem dos respirômetros foram pesados 50 g de cada associação e colocada 

nos respirômetros. Nos braços do respirômetros foram adicionados 20 mL de KOH, para a 

captura do gás carbônico produzido. Os respirômetros foram selados com suas tampas, 

conforme a figura 1, sendo que em uma tampa havia cal sodada para evitar a entrada de CO2 

externo. 

 

2.4.1.3 Titulação do Branco e das amostras 

Para a titulação do branco, uma alíquota de 10 mL de solução de KOH 0,4 N foi 

transferida para um Erlenmeyer de 125 mL, onde foram adicionados mais 20 mL de água isenta 

de CO2. Para a titulação das amostras foi retirado o KOH presente no braço do respirômetro, 

sendo este braço lavado duas vezes com 10 mL de água isenta de CO2. Após este processo, 

foram adicionados 1,0 mL de solução BaCl2 e três gotas do indicador fenolftaleína. A titulação 

foi realizada com solução de HCl 0,1 N, onde o volume de HCl usado foi anotado na planilha 

de respirometria e utilizado nos cálculos da produção de CO2. Os respirômetros foram montadas 

em quadruplicata. Durante este processo, o respirômetro passou por aeração artificial para 

renovação do ar interno. 

2.4.1.4 Cálculo da taxa de respiração: 

2.4.1.4.1 Para o teste controle: 

 

Equação 2 - Cálculo da produção de CO2 nos respirômetros controles: 

𝑇𝑥 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑠𝑝. 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 = [(𝐵𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 𝑑𝑖𝑎 𝑎𝑛𝑡𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟 − 𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑅é𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑠) × (
𝑄𝑡𝑑 𝑑𝑒 𝐻𝐶𝑙 𝑑𝑖𝑎

𝑄𝑡𝑑 𝑑𝑒 𝐾𝑂𝐻 𝑎𝑛𝑡𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟
)] × 50 × 0,044 

2.4.1.4.2 Para os testes com as amostras: 

Equação 3 - Cálculo da produção de CO2 nos respirômetros contendo as associações de torta 

de filtro, solo e bagaço. 

𝑇𝑥 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑠𝑝.  𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 =  {[(𝐵𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 𝑑𝑖𝑎 𝑎𝑛𝑡𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟 − 𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠)× (
𝑄𝑡𝑑 𝑑𝑒 𝐻𝐶𝑙 𝑑𝑖𝑎

𝑄𝑡𝑑 𝑑𝑒 𝐾𝑂𝐻 𝑎𝑛𝑡𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟
)] × 50 × 0,444 } -

Controle 

O fator de correção usado para transformar mol em mg de C02, para 50,0 g de solo foi de 

0,044. 
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2.4.2 Ensaios com o organismo teste Eisenia andrei  

Os testes de toxicidade com E .andrei foram realizados segundo a norma da Associação 

Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 15537 (2007) e L.6.401 (1990) da CETESB, 

sempre em quadruplicata e no teste de fuga em quintuplicatas. 

 

2.4.2.1 Teste de toxicidade aguda 

Para os ensaios de toxicidade aguda, foram utilizadas minhocas adultas e cliteladas com 

idade superior a dois meses e com peso individual entre 300 e 600 mg. Após seleção, os 

espécimes foram aclimatados em solo artificial, por 24 horas, antes de serem utilizados nos 

ensaios. 

Após a adição de 750 g do substrato (1 tipo de substrato por pote) em potes de 

polipropileno de 2 litros, foram colocados, sobre o substrato, dez organismos-teste. Os potes 

foram dispostos em local climatizado, com temperatura variando entre 18 e 22 ºC, e com 

iluminação contínua. No 7º e 14º dias de experimento foram registradas as mortalidades dos 

indivíduos. A temperatura e a umidade relativa do ambiente foram monitoradas diariamente e 

os resultados expressos em concentração letal inicial mediana (CL50; 14 dias), calculados pelo 

método estatístico Trimmed Spearman-Karber, para estimar a concentração média letal 

(HAMILTON et al., 1977). 

2.4.2.2 Teste de fuga 

O teste de fuga foi realizado de acordo com a norma da Associação Brasileira de Normas 

Técnicas (ABNT) NBR ISO 17512-1. 

Para o desenvolvimento dos testes, foram utilizados dois tipos de substrato: solo 

controle e amostras das associações de TF/solo/BCA. Inicialmente foram dispostos, em um 

recipiente de 2 L, 200 g do solo controle em um dos lados do recipiente e 200 g de cada amostra 

(uma por frasco) do outro lado deste mesmo recipiente. As amostras foram inicialmente 

separadas por uma divisória, para que não se misturassem. Depois da disposição das amostras 

nos recipientes, as divisórias foram retiradas e aí expostos, nos centro do recipiente (distribuição 

homogenia), os 10 espécimes de minhocas por concentração testada. Os organismos ficaram 

expostos por 48 horas, nas mesmas associações citadas na Tabela 2. Após este período, foi 

realizada a leitura dos resultados. O controle positivo foi realizado com uma substância 
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referência para este teste (ácido bórico, na concentração de 750 mg H2BO3 por quilograma de 

solo seco). 

Para a validação do teste, o número de indivíduos mortos e/ou perdidos não pode 

ultrapassar 10% do total de organismos expostos aos tratamentos. O cálculo e a apresentação 

dos resultados foram feitos com base nas porcentagens dos efeitos observados em cada 

concentração, comparando o número de indivíduos vivos presentes nas concentrações testadas 

com indivíduos vivos presentes nos controles negativo e positivo, conforme a fórmula abaixo: 

 

Equação 4 - Equação para o cálculo de porcentagem de fuga (AMORIM et al. (2005)) 

𝐴 = (
𝐶 − 𝑇

𝑁
) × 100 

Onde: 

A = Efeito observado (%); 

C = Número de indivíduos presentes no solo controle; 

T = Número de indivíduos presente no substrato testado; 

N = Número total de indivíduos em cada tratamento (geralmente dez por tratamento). 

 

Os resultados foram submetidos à análise de variância, pelo programa Graphpad 5, 

expressos em CL50. Os resultados com morte inferior a 20% dos indivíduos foram considerados 

não tóxicos. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Como os componentes da TF podem conter substâncias com potencial tóxico, o descarte 

deste resíduo no ambiente pode acarretar em um comprometimento nas atividades biológicas 

dos organismos expostos. Desta forma, como este material vem sendo descartado 

indiscriminadamente no ambiente, há hoje a necessidade de uma melhor avaliação dos possíveis 

impactos que este resíduo possa promover nos ecossistemas onde são descartados. 
 

3.1 Caracterização química da Torta de Filtro (TF) 

As análises químicas são importantes ferramentas de avaliação das condições ambienta is, 

mas não fornecem informações sobre os efeitos que os poluentes possam induzir, direta ou 

indiretamente, na biota exposta ao composto encontrado. Já os bioensaios podem conferir 
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vantagens adicionais aos dados obtidos em análises químicas (ZHOU et al., 2008), pois refletem 

os efeitos da poluição sobre a biota associada a ela. Assim, segundo Klobucar et al., 2003; Egito 

et al. (2007) os dados obtidos em ensaios biológicos completam as avaliações químicas e físico -

químicas, permitindo um melhor diagnóstico sobre os possíveis riscos que os contaminantes 

possam promover à saúde ambiental. 

 

A amostra de TF foi analisada quimicamente pela empresa Analytical Technologies/SP 

e os resultados estão expressos na tabela 3, tendo como base a norma de referência USEPA 

6010C (2007).  

 

Tabela 3 - - Caracterização química da torta de filtro no início e no final dos testes 

Parâmetros 

TORTA DE FILTRO (mg/kg) 
VALORES ORIENTADORES 

(CETESB) (mg/kg) 

Análise 

Inicial (T0) 

Análise 

final(T2) 
Ref. Prev. Interv. 

Cd < 2,55 < 1,29 <0,5 1.3 3 
Co < 3,83 < 1,93 13 25 35 
Cr 30,6 18,3 40 75 150 
Ni < 5,10 < 2,58 13 30 70 
Pb < 5,10 < 2,58 17 72 180 
Zn 177,2 43,1 60 300 450 
Cu 51,3 22,2 35 60 200 
Fe 8910,7 11743,6 - - - 
K 4517,9 1239,4 - - - 
P 2107,4 686,0 - - - 

Mg 1369,9 362,8 - - - 
Na 62 47,8 - - - 

COT 88,6* 3,62* - - - 
N 6122,4 330,35 - - - 

T0 = tempo inicial do experimento; T2 = tempo final do experimento; * Em porcentagem; 

 

A torta de filtro tem sido proposta há muito tempo como fertilizante natural de solos 

agrícolas (ROTH, 1971), devido à sua composição altamente rica em nitrogênio, fósforo e 

outros elementos, como pode ser observado na Tabela 3. 

Após o período de 6 meses de degradação, foi observado um decréscimo consideráve l 

na relação Nitrogênio/Fósforo e Carbono/Nitrogênio presentes na TF. Como esses elementos 

são os principais nutrientes responsáveis pelo perfilhamento da cana-de-açúcar e a deficiênc ia 

de fósforo pode limitar o crescimento da planta (DELGADO, 1973; FRAVET,2010), o uso da 

TF como fertilizante poderia ser, então, inviável. Singh e Sharma (2002) obtiveram resultados 
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parecidos, quando utilizaram o processo de vermicompostagem. Os autores observaram uma 

perda de 30,10 % a 26,48 % no teor de carbono orgânico total, nos primeiros 20 dias de 

biodegradação do composto TF + palha de trigo. Deste modo, apesar de ser rica em matéria 

orgânica, a TF sofre, ao longo do tempo, uma decomposição que diminui o seu potencial de ser 

utilizada como fertilizante natural. Uma alternativa sugerida por Meunchang et al. (2005) seria 

adicionar BCA à TF, pois esta mistura poderia promover uma conservação de nitrogênio no 

meio, uma vez que ambos os compostos têm o potencial para uso agrícola. Segundo os mesmo 

autores, a mistura de TF+BCA pode ajudar na manutenção de nitrogênio e reduzir a perda deste 

composto no substrato durante o período de incubação, auxiliando os microrganismos do meio.  

A diminuição dos parâmetros químicos analisados, observada após seis meses, pode ser 

explicado pelo processo de biodegradação, corroborando as descrições de Roth (1971), que 

observou que à medida que os compostos orgânicos da TF são decompostos, as propriedades 

físicas, químicas e microbiológicas do substrato mudam. O único elemento que apresentou 

elevação em sua quantidade foi o ferro, fator este que pode ser explicado pela própria 

degradação dos óxidos da ferro na TF (ALMEIDA JÚNIOR et al., 2011), em íons de ferro da 

TF degradada (GUPTA,2011), uma vez que a presença de óxido de ferro dificulta a detecção 

do elemento no substrato. 

3.2 Correção de umidade e variação de pH 

Os valores dos pHs das associações de TF estão apresentadas na tabela 4. 
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Tabela 4 - pHs das associações TF\solo\ BCA, segundo a norma ABNT NBR 15537 

pHs das associações TF + Solo 
Concentração pH 

Solo 3,4 
5% 6,1 
10% 6,1 
25% 6,5 
50% 7 
75% 7 
100% 7,5 

pHs das associações TF + Solo + BCA 
Concentração pH 

5% 7,2 
10% 7,3 
25% 7,2 
50% 7,5 
75% 7,4 

TF= Torta de Filtro; BCA=Bagaço de cana-de-açúcar 

 

Foi observado que, à medida que se adicionou uma maior quantidade de TF ao solo, 

houve um aumento nos valores de pH. Nossos resultados corroboram os observados por 

Almeida Júnior et al. (2011), onde os autores concluíram que a adição de TF no solo leva a uma 

leve alcalinidade do solo, efeito este, provavelmente, decorrente da adição de cal, usado durante 

o processo de clarificação, uma das etapas da fabricação de açúcar. 

3.3 Biodegradação pelo teste de Bartha e Pramer (1965) 

O período de incubação, para degradação das amostras das associações TF/solo/BCA, 

pelo teste de Bartha e Pramer, foi de 112 dias, pois, para que o resíduo sólido fosse considerado 

biodegradado, teve que ter seu volume reduzido em 30 %. As figuras 2 e 3, representam as 

variações diárias da produção de CO2, medidas através de titulação e calculada conforme a 

fórmula citada no item 2.4.1.5. Nas figuras 4 e 5, estão representadas a produção acumulada de 

CO2, para todo o período de incubação. Já na figura 6, estão demonstrados as porcentagens de 

diminuição na produção de CO2, ocorridos no processo de incubação. 
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Figura 1 - Produção diária de CO2 das associações de TF, sem a adição de BCA, durante o período de 112 dias de biodegradação 
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Figura 2 - Produção diária de CO2 das associações de TF, com a adição de BCA, durante o período de 112 dias de biodegradação
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Figura 3 - Produção de CO2 acumulada durante os 112 dias de biodegradação das associações 

de TF, sem a adição de BCA 

 
Figura 4 - Produção de CO2 acumulada durante os 112 dias de biodegradação das associações 

de TF, com a adição de BCA 
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Figura 5 - Avaliação da diminuição na produção de CO2 nos respirômetros 
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a minhoca, para se avaliar a ecotoxicologia de solos. Testes de toxicidade com minhocas são, 

segundo Zhou et al. (2007) ferramentas úteis na avaliação de risco de ambientes terrestres. Esses 

mesmos autores afirmam, ainda, que testes com diferentes níveis hierárquicos devem ser feitos 

para poder se avaliar a letalidade, subletalidade e mudanças no comportamento. O teste para se 

avaliar a letalidade seria representado pelo teste de toxicidade aguda e o teste para avaliar 

alterações no comportamento seria o teste de fuga. 

Pelo teste de toxicidade aguda, foi observado que a concentração que causa a morte ou 

imobilização de 50 % (CL50) dos organismos expostos aos substratos, para as amostras no T0, 

calculado pelo método SPEARMAN-KARBER (HAMILTON, 1977), apresentaram valores 

similares entre si. Foram encontrados os valores, de CL50, para 14 dias, de 17 % e de 18 % de 

TF, para as concentrações sem a adição de BCA e com a adição de BCA, respectivamente. 

Apesar do CL50 ser quase o mesmo, foram observadas algumas diferenças no comportamento 

dos organismos expostos às associações com e sem BCA. Nas concentrações de 5 % TF + solo 

e em todas as concentrações contendo TF + solo + BCA, os organismos-testes permaneceram 

no interior do solo. Nas amostras contendo somente TF + solo, os organismos-tes tes 

permaneceram nas paredes do recipiente teste, fato este que talvez possa ser explicado pela 

influência da torta de filtro na permeabilidade do solo e a consequente capacidade de penetração 

das minhocas neste solo, pois, segundo Korndörfer e Anderson (1997), a TF não apresenta 

efeitos danosos ao solo em que é aplicado. No entanto, estes mesmo autores afirmam que 

quando a TF é aplicada em altas concentrações, ela pode afetar as taxas de permeabilidade e 

infiltração do solo. 

As concentrações de 50 e 75 %, tanto de TF + solo como TF + solo + BCA, apresentaram 

toxicidade elevada. Todos os organismos expostos à amostra bruta (100 % TF) para T0, 

morreram após 5 minutos de exposição. Também foi detectada toxicidade para a concentração  

de 50% TF + BCA obtida no T2, mostrando-se uma toxicidade dose independente, que pode 

ter sido causado pela biodegradação dos compostos da TF ou pela capacidade desta agregar 

compostos em sua estrutura. Em T1, as associações não apresentaram a mesma toxicidade de 

T0 e, por isso, consequentemente, não foi possível realizar o cálculo do CL50. Nas Figuras 7 e 

8, estão representadas as porcentagens dos indivíduos mortos ou imóveis, encontrados em T0. 

As figuras 9 e 10, e 11 e 12, trazem os resultados para T1 e T2, respectivamente. Foi avaliado 

o comportamento e o peso de todos os indivíduos submetidos aos testes, sendo observado, como 

citado anteriormente, somente alteração de comportamento para T0. Quanto ao peso dos 

indivíduos, não houve alteração significativa dos grupos testados para T0. Para T1, houve uma 

perda de peso de 20 %, em média, enquanto que para T2, houve um ganho de 32 % de peso. 
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Figura 6 -Teste de Toxicidade Aguda da TF + Solo, para T0 

 
Figura 7 - Teste de Toxicidade Aguda da TF + Solo + BCA, para T0 
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Figura 8 - Teste de Toxicidade Aguda da TF + Solo, para T1 

 
Figura 9 - Teste de Toxicidade Aguda da TF + Solo + BCA, para T1 
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Figura 10 - Teste de Toxicidade Aguda da TF + Solo, para T2 

 

 
Figura 11 - Teste de Toxicidade Aguda da TF + Solo + BCA, para T2 
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(1999), efeitos tóxicos causados por qualquer característica do solo, incluindo a presença de 

metais e outros toxicantes e a fatores como pH, podem afetar o comportamento de minhocas.  

Outro fator que pode influenciar na toxicidade da TF é o pH, pois, segundo Firme 

(2005), o aumento de pH do solo, causado pela adição de torta de filtro, possibilita uma 

mudança de comportamento de metais tóxicos como, por exemplo, o cádmio. Segundo Casarini 

et al. (2001), os valores de cádmio estabelecidos pela CETESB (Companhia de Tecnologia e 

Saneamento Ambiental do Estado de São Paulo) para solo de referência é de <0,5mg/Kg; alerta 

3mg/Kg e intervenção agrícola 10mg/Kg. Em nossas avaliações, foi observado um valor inicia l 

de cádmio, na TF, de <2,55mg/Kg, posicionado entre os valores de referência e de alerta. O 

cádmio se acumula no tecido cloragógeno sob a forma de grânulos, que fica ao redor do trato 

digestivo de minhocas (MORGAN E MORRIS, 1982; LI et al., 2009), e acaba induzindo a 

formação de metalotioneínas (DABRIO et al., 2002). O cadmio pode interferir na distribuição 

geográfica e na reprodução das minhocas (REINECKE E REINECKE, 1996), nos processos 

neurosecretórios (SIEKIERSKA, 2003), na imunidade (HOMA et al., 2003) e na 

osmoregulação (REINECKE et al., 1999). Em um estudo realizado por Fourie et al. (2007), 

com 5 espécies diferentes de minhoca, expostas a diferentes concentrações de cádmio, foi 

observado que na concentração de 50mg/L, 50 % dos animais expostos morreram. Porém, neste 

trabalho, foi observado que a concentração de cádmio diminuiu ao longo do tempo e, deste 

modo, à sua ação tóxica também diminuiu. 

Ainda pela CETESB, os valores orientadores para cromo são de 40 mg/kg de referência , 

75 mg/kg para prevenção e de 150 mg/kg para intervenção agrícola. Já para as zinco, esse valor 

é de 60 mg/kg de referência, 300 mg/kg para prevenção e de 450 mg/kg. Na amostra inicia l, 

esses valores estavam abaixo dos valores de referência. Estudos demonstram que o cromo pode 

afetar a reprodução dos organismos, onde as concentrações acima de 100 mg/kg podem levar a 

uma diminuição da reprodução. Para o zinco, a concentração de efeito reprodutivo é para níveis 

acima de 1000 mg/kg. (VAN; VAN GESTEL, VAN BREEMEN E BAERSELMAN, 1993; 

SPURGEON, HOPKIN E JONES, 1994; VLIET; ZEE e MA, 2005) 

Para o cobre o valor de referência é de 35mg/kg, 60mg/kg para valor de prevenção e 

200 mg/kg para intervenção agrícola. Na TF, os valores obtidos para este metal foi de 51,3 

mg/kg, próximo ao valor de prevenção. Como o cobre promove a perda de peso, os dados de 

toxicidade, registrados, neste trabalho, para perda de peso, podem estar relacionada com a 

absorção de cobre, devido aos efeitos quelantes que este metal possui. Além da perda de peso, 

o cobre pode promover uma diminuição significativa na produção dos ovos, em concentrações 

acima de 50 mg/kg, como demonstrada por Zhou et al. (2013). Estudo realizado por Van Gestel 
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et al. (1989) mostraram este mesmo efeito, porém, após três dias de recuperação, as minhocas 

retornaram à produção normal de ovos. 

Outro fator que pode ser responsável pela toxicidade da TF, seria o ferro. O ferro é um 

elemento essencial para o metabolismo dos seres vivos, mas, quando em quantidades 

excessivas, pode se tornar uma ameaça para as células e os tecidos biológicos 

(PAPANIKOLAOU; PANTOPOULOS, 2005). Esse metal possui potencial redox e, sob 

condições aeróbicas, pode catalisar a formação de radicais nocivos (PAPANIKOLAOU; 

PANTOPOULOS, 2005), que podem induzir estresse oxidativo nas células expostas e, 

consequentemente, levar os organismos à morte.  

 

3.5 Testes de Fuga, segundo a Norma da ABNT NBR ISO 17512-1 

Segundo Loureiro et al. (2005), o teste de fuga é um teste inicial ou de triagem que serve 

para uma avaliação rápida sobre a contaminação do solo, por conferir informações que podem 

determinar o real efeito dos contaminantes sobre os organismos expostos 

Pelo teste de fuga, realizados neste trabalho, foi observado, para todos os tratamentos (T0, 

T1 e T2), que os organismos demonstram preferência pelas associações contendo TF, porém, 

quando expostos às concentrações mais altas de TF, os organismos morreram. 

3.5.1 Teste de Fuga para T0 (Início do experimento) 

 
Figura 12 – Resposta do teste de fuga com E. andrei, nas associações contendo TF +solo, para 

o T0 
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Figura 13 - Resposta do teste de fuga com E. andrei, nas associações contendo TF + solo + 

BCA, para o T0 

 

Apesar das minhocas apresentarem preferência pelas associações de TF, foi observado 
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3.5.2 Teste de Fuga para o T1 (3 meses de experimento) 

 
Figura 14 - Resposta do teste de fuga com E. andrei, nas associações contendo TF + solo, para 

o T1. 
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Figura 15 - Resposta do teste de fuga com E. andrei, nas associações contendo TF + solo + 

BCA, para o T1. 

3.5.3 Teste de Fuga para o T2 (6 Meses de experimento) 

 
Figura 16 - Resposta do teste de fuga com E. andrei, nas associações contendo TF + solo, para 

o T2 
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Figura 17 - Resposta do teste de fuga com E. andrei, nas associações contendo TF + solo + 

BCA, para o T2 
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a partir de misturas complexas, mas também pela grande afinidade da espécie por solos ricos 

em matéria orgânica ou por compostos normalmente presentes em solos naturais contaminados. 

 

4 CONCLUSÃO 

Muitos estudos vem sendo realizados no intuito de validar o uso da TF como fertilizante 

natural de solos. A maioria deles analisa a composição química das associações da TF e solo e 

avalia os efeitos dessas associações sobre a produtividade das culturas a elas expostas. No 

entanto, poucos estudos foram feitos para se avaliar os efeitos destas associações sobre os 

organismos expostos. 

O organismo E. andrei se mostrou um excelente organismo teste para se investigar os 

efeitos da TF e suas associações. 

Pelos resultados deste estudo, foi observado que, à medida que aumenta o tempo de 

biodegradação, há uma diminuição significativa da toxicidade da TF (associações de TF + solo 

e TF + solo + BCA) para o organismo-teste E. Andrei, indicando que a biodegradação é uma 

metodologia indicada para diminuir a toxicidade deste composto.  

Foi observado que a quantidade de TF a ser associada ao solo também é um fator que deve 

ser considerado. Dentre os bioensaios realizados com a TF, os que se apresentaram mais 

adequados, entre todos os tempos testados, foram as concentração de 10 % e 25 % de TF + solo.  

Pelos resultados obtidos para a alteração de massa corpórea dos grupos experimentados, 

para o T1 e T2, foi observado que houve uma resposta coincidente com o teste de toxicidade 

aguda, ou seja, uma melhor resposta para as associações de 15 e 25 % de TF + solo. Em ambos 

os bioensaios realizados (massa corpórea e teste de toxicidade) houve uma melhor resposta para 

essas duas concentrações de TF, após o período de biodegradação de 6 meses. Desta forma, 

sugere-se que, para que a TF possa ser utilizada como fertilizante, ela deve passar por um 

processo de biodegradação de, pelo menos, 6 meses, e que esta seja associada a solo, em 

concentrações de 15 a 25 %. Esses cuidados poderão evitar possíveis impactos à biota exposta 

a este composto e possíveis comprometimentos na produtividade da cultura onde for aplicada. 

No entanto, mais estudos devem ser realizados, tanto com outros organismos como para 

avaliação de outros endpoints, para se ter uma real compreensão dos efeitos da TF para os solos 

e para os organismos e, assim, poder tomar decisões adequadas sobre seu uso na agricultura.  
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RESUMO 

A cana-de-açúcar é uma das principais culturas agrícolas do mundo, usada tanto para 

produção de açúcar como de etanol, que é cultivada, principalmente, nos países tropicais. 

No Brasil, esta cultura está entre as mais rentáveis, contribuindo com 3,4 % do produto 

interno bruto (PIB), com uma produção que ultrapassa os 659,850 milhões de toneladas 

processadas. Para toda essa produção, contudo, há a necessidade de uma grande área de 

cultivo, o que pode afetar, de várias formas, o meio ambiente. Entre os principais 

impactos desta produção está a alta geração de resíduos, dentre eles a Torta de Filtro (TF), 

a vinhaça e o Bagaço de Cana-de-Açúcar (BCA). A TF é um resíduo produzido em larga 

escala, que possui altas taxas de matéria orgânica e variados micronutrientes, usada, hoje, 

como substituto de adubos químicos. Existem vários estudos comprovando o potencial 

deste resíduo como adubo natural, mas não há estudos que avaliem a sua influência sobre 

a biota endêmica do local onde ele é aplicado. Dentre os componentes da TF, estão alguns 

metais que têm efeitos reconhecidamente biotóxicos. Devido a esta problemática, este 

estudo avaliou, por meio de ensaios com o organismo teste Allium cepa, os efeitos 

ecotoxicogenéticos da TF, pura e em associações com solo e com BCA. Para estes testes 

foram utilizadas 7 associações de TF + solo e 6 associações de TF + solo + BCA, testadas 

em 3 diferentes tempos: inicial (T0); 3 meses de biodegradação (T1); e 6 meses de 

biodegradação (T2). Os ensaios foram realizados diretamente em substratos sólidos 

dessas associações e nos extratos aquosos das mesmas. Foram avaliados os índices de 

citotoxicidade (pelos índices mitóticos-IM e de morte celular), de genotoxicdade (pelo 

teste de aberrações cromossômicas-AC) e de mutagenicidade (pelos teste do 

micronúcleo-MN, e de quebras cromossômicas). As associações com as concentrações 

mais elevadas de TF induziram AC e diminuição do IM, além de potencial mutagênico 

para a concentração de 75 % de TF+solo+BCA. As amostras do T1 apresentaram 

potencial citóxico maior do que as do T0. Para as amostras de T2, as associações de  TF 

+ solo + BCA não mostraram nenhum efeito tóxico. Os resultados indicam que o tempo 

de biodegradação de 6 meses foi suficiente para atenuar os efeitos toxicogenéticos 

induzidos pelas maiores concentrações da TF. 

Palavra-chave: citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade, aberrações 

cromossômicas. 
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1 INTRODUÇÃO  

A cana-de-açúcar é uma das principais culturas do mundo, devido à produção de 

etanol e de açúcar. O Brasil, conhecido mundialmente pelo seu potencial agrícola, tem 

como um dos seus principais cultivos a cana-de-açúcar, cuja produção de etanol e açúcar 

compreende 3,5% do produto interno bruto (PIB) nacional (FRAVET, 2010). Para a safra 

de cana-de-açúcar de 2013/14, estima-se que sejam utilizados, aproximadamente, 

8.810,79 mil hectares, que corresponderá a uma produção de 659,850 milhões de 

toneladas da cultura (CONAB, 2013). 

A vinhaça, o BCA e a TF apresentam altos índices de matéria orgânica e vários 

tipos de nutrientes em sua composição, o que permitem que sejam reutilizados no campo 

como fertilizantes (subprodutos do álcool e do açúcar). Estes subprodutos conferem uma 

reposição dos nutrientes no solo, além de melhorar a aeração e fornecer as características 

necessárias para melhorar o crescimento da cultura (PAHTA et al. 2006).  

A TF, resíduo gerado durante o processo de clarificação do caldo de cana, é um 

dos principais subprodutos utilizados na cultura da cana-de-açúcar. São gerados cerca de 

30 a 40 kg de TF para cada tonelada de cana-de-açúcar processada, podendo chegar à 26 

milhões de toneladas geradas na safra de 2013/2014 (CONAB,2013). Além das suas 

qualidades nutricionais para o solo, a TF pode conter alguns metais com potencial tóxico, 

como zinco, cobre, cádmio, cromo, níquel e outros (GUPTA, TRIPATHI e 

BALOMAJUMDER, 2011). 

Ensaios realizados com vegetais superiores são eficazes na avaliação da 

citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de diversas substâncias químicas 

(RANK et al., 2002). Dentre estes vegetais, a espécie Allium cepa tem sido considerada 

um eficiente organismo-teste para estudos dos mecanismos básicos de ação de 

contaminantes ambientais (FISKEJÖ, 1985; BUSITRA ATEEQ et al., 2002; 

FERNANDES et al., 2007; 2009), bem como para a comprovação da efetividade do 

processo de biodegradação (MAILA; CLOETE, 2005; MAZZEO et al., 2011), sendo 

rotineiramente, utilizada para a avaliação da poluição ambiental (FERNANDES, 2007; 

HOSHINA e MARIN-MORALES, 2009;  LEME, DE ANGELIS e MARIN-MORALES, 

2008; LEME e MARIN-MORALES, 2009; SOUZA et al., 2009; SRIVASTAVA; 

MISHRA, 2009; MAZZEO, FERNANDES e MARIN-MORALES, 2011;VENTURA-

CAMARGO et al., 2011; BIANCHI, ESPINDOLA e MARIN-MORALES, 2011; 

HERRERO et al., 2012).  
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Este organismo tem como características principais a sua cinética de proliferação, 

o crescimento rápido de suas raízes, o grande número de células em divisão, sua alta 

tolerância a diferentes condições de cultivo, sua disponibilidade durante o ano todo, seu 

fácil manuseio, cromossomos em número reduzido (2n=16) e de grande tamanho 

(QUINZANI-JORDÃO, 1987; RANK; NIELSEN, 1998; PATRA; SHARMA, 2002; 

MATSUMOTO et al., 2006), além de serem facilmente corados e observados em 

microscopia de luz (KURÁS et al., 2006), características essas essenciais para um 

bioindicar de toxicidade genética. Assim, essa espécie é considerada um importante 

organismo-teste para avaliações ambientais, por responder adequadamente a ação de 

muitos agentes genotóxicos/mutagênicos conhecidos (EVSEEVA et al., 2003 

A determinação da frequência de aberrações cromossômicas (AC) e de 

micronúcleos (MN), durante a mitose em células meristemáticas de A. cepa, consiste em 

um método fácil para se determinar os mecanismos de ação de diversos compostos 

genotóxicos e mutagênicos (LEME e MARIN-MORALES, 2009; MAZZEO, 

FERNANDES; MARIN-MORALES, 2011), inclusive para se determinar o impacto 

sofridos pelos ambientes aquáticos (CARITÁ; MARIN-MORALES, 2008; HOSHINA; 

MARIN-MORALES, 2009; LEME, ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008) e terrestres 

(SOUZA et al., 2009; 2013). 

Devido à indicação da presença de compostos tóxicos na TF e à falta de 

informações sobre os efeitos toxicológicos deste resíduo agroindustrial, há a necessidade 

de se entender, detalhadamente, a composição química e as propriedades físico-químicas 

da TF, além de avaliar o potencial tóxico, citotóxico, genotóxico e mutagênico deste 

composto, para se determinar o nível de influência que esse subproduto da cana-de-açúcar 

pode induzir em sistemas biológicos. 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Material Biológico 

Neste estudo foram utilizadas sementes de A. cepa (2n = 16 cromossomos), de um 

mesmo lote e mesma variedade (baia periforme). 

2.2  Compostos avaliados 

Foram avaliados neste trabalho dois resíduos agroindustriais, a torta de filtro (TF) 

e o bagaço de cana-de-açúcar (BCA), ambos derivados do processamento da cana-de-

açúcar, para produção de álcool e açúcar. Esses resíduos foram gentilmente fornecidos 

por uma empresa sucroalcooleira da cidade de General Salgado-SP, Brasil. 
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2.3  Preparação das amostras 

A TF foi peneirada em uma mesa agitadora, com peneira de granulometria de 2 

mm, conforme exige a Norma ABNT NBR NM ISO 3310-1:2010.  

Para o preparo do solo, foi necessário estimar, primeiramente, o seu peso seco. 

Para isso, foram pesados 10 g do substrato, antes e após a secagem em estufa com 

temperatura aproximada de 105ºC. O cálculo do peso seco do substrato foi realizado 

conforme ABNT (2007), sendo utilizada a fórmula: 

 

Equação 1 - Cálculo da umidade inicial do solo controle e das associações de TF 

𝑈𝑚𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (%) =
(𝑃𝑒𝑠𝑜 ú𝑚𝑖𝑑𝑜 − 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑆𝑒𝑐𝑜
× 100 

 

Para o cálculo da capacidade de retenção de água, foram pesados 250 g de TF, que 

foram dispostos em um funil coberto com papel de filtro. Em seguida, foram adicionados 

500 mL de água destilada sobre este funil e sobre um outro funil recoberto somente com 

papel de filtro, isto é, sem amostra. Após 12 horas de drenagem da água pelos funis, foram 

avaliados os volumes finais de água drenada para ambos os funis. Pela diferença de 

volume entre eles, foi calculada a quantidade de água que ficou retida no substrato. O 

mesmo foi realizado para o solo controle. 

Para que as amostras pudessem ser preparadas e avaliadas, quanto a sua 

biodegradação, houve a necessidade de ajustar a umidade da TF (que estava em torno de 

27%) e do solo controle (que estava em torno de 18%). Para o cálculo da umidade final 

foi feita a média da umidade da TF e do solo, para que o valor da umidade final fosse 

corrigido para 65%, com a adição de água, conforme a norma NBR 15537 (2007), 

apresentada na tabela 1. 
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Tabela 1 -Ajuste do teor de umidade das várias concentrações utilizadas no teste 
Método Baseado na NBR 15537 (2007) 

Massa úmida substrato1 (g) 750 

Teor de umidade (%) 65 

Volume água calculado (mL) 150 

Massa seca do substrato (g) 600 

Consistência final Pastosa 

Obs. 1 - Massa úmida recomenda pela ABNT (2007). 
Fonte: Adaptado de ABNT NBR 15537 (2007). 

 

Após o cálculo para correção da umidade, foi determinado o volume de 150 mL 

de água e 600 g de massa total do substrato seco, totalizando 750 g de massa úmida final. 

O pH do substrato, que variou de 6,0 a 7,5, foi medido em uma mistura de 

substrato e água destilada (na proporção de 1:5, respectivamente), previamente 

homogeneizada por agitação de 12 horas, seguida de repouso de mais 12 horas. 

O solo usado como controle foi coletado no jardim experimental do IB/Unesp – 

Campus de Rio Claro, por ser considerado isento de contaminantes (MAZZEO, 2013). 

Foram preparadas 13 diferentes associações entre TF, solo e BCA, conforme 

descrito na tabela 2  

Tabela 2 - Proporção de TF/solo/BCA, para o preparo das diferentes concentrações 

Concentração TF Solo BCA Massa total 

em TF (Kg) (Kg) (Kg) (Kg) 

0% 0 8 0 8 
5% 0,4 7,6 0 8 

10% 0,8 7,2 0 8 
25% 2 6 0 8 
50% 4 4 0 8 
75% 6 2 0 8 
100% 8 0 0 8 
0% 0 7,6 0,4 8 
5% 0,4 7,2 0,4 8 

10% 0,8 6,8 0,4 8 
25% 2 5,6 0,4 8 
50% 4 3,6 0,4 8 
75% 6 1,6 0,4 8 

TF= Torta de Filtro; BCA=Bagaço de cana-de-açúcar 
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Para a realização dos testes, as associações foram preparadas de acordo com a 

Norma ABNT NBR NM ISO 3310-1:2010. O material foi processado e peneirado, e a 

capacidade de campo, umidade e retenção de água foram calculadas. O solo utilizado foi 

obtido no Jardim Experimental da UNESP – Campus Rio Claro/SP, onde o mesmo é 

conhecido por não apresentar contaminação antrópica (MAZZEO, 2013). 

Ainda, para cada tempo de tratamento (T1, T2 e T3) foram preparados 

solubilizados a partir das associações, preparadas de acordo com a norma ABNT NBR 

15628-2011. Para a preparação do material solubilizado, foram pesados 250 g (peso seco) 

de cada associação que, posteriormente, foram misturados a 1 L de água ultrapura, em 

um béquer com capacidade de 2 L. Estas misturas foram mantidas em estufa com 

temperatura de 24 ± 2°C, por 7 dias. Decorrido este período, as associações foram 

filtradas com membrana de 0,45 μm de porosidade, para obtenção do solubilizado isolado. 

2.4  Ensaio de Allium cepa 

Para a realização dos ensaios com o organismo teste A. cepa, foram utilizadas 

placas de Petri forradas com papel filtro, onde foram acondicionadas, individualmente, 

amostra de substratos sólidos das diferentes associações ou dos diferentes solubilizados, 

provenientes dos 3 tempos de biodegradação. Foram dispostas sobre este material 

sementes de cebola, que foram levadas para germinar em incubadora, sob temperatura 

controlada (24 ± 2°C). Concomitantemente aos tratamentos, foi realizado o controle 

negativo (CN) com água ultrapura e o controle positivo (CP), com metilmetano sulfonato 

(MMS - Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3), na concentração de 10 mg/L (ensaio de 

clatogenicidade), e com o herbicida comercial Trifluralina, na concentração de 0,84 g/L 

(ensaio de aneugenicidade). Quando as raízes atingiram 1,5 cm de comprimento (cerca 

de 5 dias após o início do ensaio), metade delas foi coletada e fixada em Carnoy (3:1 – 

etanol/ácido acético), enquanto o restante foi transferido para outras placas de Petri, 

contendo apenas água ultrapura, para um período de recuperação de 48 horas. 

Para a confecção das lâminas, as raízes fixadas passaram por hidrólise ácida com 

HCl a 1N, por 10 minutos a 60°C e, posteriormente, pela reação de Feulgen, com o reativo 

de Schiff, por 2 horas. Posteriormente, as regiões meristemáticas das raízes de A.cepa 

foram seccionadas em lâmina, recobertas com lamínulas e, cuidadosamente, esmagadas 

em uma gota de solução de carmim acético a 2%, para contracorar as células. As 

lamínulas foram removidas, posteriormente, em nitrogênio líquido e, as lâminas, depois 

de secas, foram montadas em resina sintética (Entellan®).  
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Para a análise das AC, foram considerados diferentes tipos de anormalidades 

(perdas, fragmentos, pontes, atrasos cromossômicos, entre outros) nas diferentes fases da 

divisão celular (prófase, metáfase, anáfase, telófase). No entanto, para esta avaliação, as 

diferentes aberrações foram reunidas em um só grupo, considerado como endpoint de 

genotoxicidade. Para avaliar os efeitos mutagênicos, foram contabilizadas células 

portadoras de MN ou de quebras cromossômicas. O índice mitótico (IM), relacionado 

com o número de células em divisão e a frequências de células em processo de morte 

celular (citoplasma e/ou núcleo vacuolizado, núcleo heteropicnótico, entre outros), 

serviram como critério de avaliação de citotoxicidade, constituindo um terceiro parâmetro 

de avaliação. A análise foi realizada pela contagem de 5.000 células por tratamento, 500 

células por lâmina, compreendendo um total de 10 lâminas analisadas. A análise 

estatística foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, aceitando a probabilidade de 0,05 

para mostrar um efeito significativo. 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A amostra de TF foi analisada quimicamente pela empresa Analytical 

Technologies/SP e os resultados estão expressos na tabela 3, tendo como base a norma de 

referência USEPA 6010C (2007). 
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Tabela 3 - Parâmetros físico-químicos obtidos no tempo 0 (início da biodegradação e no 
tempo 2 (seis meses de biodegradação), em comparação com os valores orientadores da 
normativa da Decisão de Diretoria da CETESB, Nº 195-2005-E 

Parâmetros 

TORTA DE FILTRO (mg/kg) 
VALORES ORIENTADORES 

(CETESB) (mg/kg) 

Análise Inicial 

(T0) 

Análise 

final(T2) 
Ref. Prev. Interv. 

Cd < 2,55 < 1,29 <0,5 1.3 3 
Co < 3,83 < 1,93 13 25 35 
Cr 30,6 18,3 40 75 150 
Ni < 5,10 < 2,58 13 30 70 
Pb < 5,10 < 2,58 17 72 180 
Zi 177,2 43,1 60 300 450 
Cu 51,3 22,2 35 60 200 
Fe 8910,7 11743,6 - - - 
K 4517,9 1239,4 - - - 
P 2107,4 686,0 - - - 

Mg 1369,9 362,8 - - - 
Na 62 47,8 - - - 

COT 88,6* 3,62* - - - 
N 6122,4 330,35 - - - 

T0: tempo inicial de biodegradação; T2: após seis meses de biodegradação; 

O pH das amostras foi aferido de acordo com a norma 9040C da USEPA, sendo 

obtido valores de 5,55 e 4,74 para a amostras inicial e final, respectivamente. Como o pH 

do solo influencia na disponibilidade dos micronutrientes para as plantas, é importante 

manter o valor de pH dentro da faixa ideal para o solo correspondente. De acordo com 

Schimitz et al. (2002), o pH ideal varia de acordo com o tipo do solo: solo de base mineral 

deve ter pH entre 6 e 7 e solo de base orgânica deve ser entre 5.2 e 5.5. Sendo assim, a 

introdução de TF no solo levou a valores de pH considerados de normal a baixos, o que 

pode indicar que a introdução de TF em solos agricultáveis pode conferir acidez ao 

sistema edáfico, o que pode, inclusive, tornar necessária uma correção de pH pelo 

processo de calagem. 

Após 6 meses de biodegradação, houve uma diminuição dos compostos químicos 

analisados, exceto para o Fe, que aumentou. Como padrão para comparação de valores, 

foram utilizadas as quantidades de metais presentes no solo, com os limites estabelecidos 

pela normativa da CETESB, Nº 195-2005-E, que estabelece valores de referência de 

qualidade (VRQ), valores de prevenção (VP) e valores de intervenção (VI). VP serve 

como referência para disciplinar a introdução de substâncias no solo e, se ultrapassado, 
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deve ser realizado um monitoramento da qualidade deste solo. Sendo assim, observa-se 

que nenhum valor obtido na análise química, antes e depois da biodegradação, supera o 

VP pré-estabelecido pela CETESB. A partir dos dados obtidos nas análises química, 

acredita-se que a TF possa ser utilizada na agricultura, desde que os valores de 

micronutrientes sejam monitorados constantemente, conjuntamente com a própria 

constituição química do solo, a fim de se evitar efeitos tóxicos às plantas e aos outros 

organismos presentes.  

Após a realização dos bioensaios, foram obtidos os resultados de aberrações 

cromossômicas (AC – critério de genotoxicidade), os de micronúcleos (MN) e quebras 

cromossômicas (critério de mutagenicidade), os de morte celular (critério de 

citotoxicidade), além de serem calculados os índices mitóticos (I.M. – critério de 

citotoxicidade). Os resultados obtidos com A. cepa nas diferentes associações de 

substratos sólido, antes da biodegradação, no tempo 0, estão apresentados na tabela 4. 

Nesta tabela 4 também é possível verificar os resultados do ensaio de recuperação e dos 

ensaios realizados com o material solubilizado. 

Observa-se que, em relação à citotoxicidade, o controle do solo (CS) e o controle 

do bagaço de cana-de-açucar (CBCA) interferiram significativamente na frequência de 

células em divisão celular, ambos inibindo o índice mitótico das células meristemáticas. 

Esse efeito foi verificado para as exposições realizadas nas associações das amostras em 

substratos sólidos, nos solubilizado e nos ensaio de recuperação, exceto para o CBCA. 

Apesar da inibição causada, nenhum destes controles (CS e CBCA) foi capaz de induzir 

morte celular em quantidades significativas. Também foi verificada diferença 

significativa de morte celular para a amostra de 75 % TF, em seu estado solubilizado. 

Provavelmente, nesta associação, houve uma maior extração dos compostos presentes na 

TF, cujos compostos induziram a atividade citotóxica. 

Houve inibição do índice mitótico para a associação dos substratos sólidos de 5 % 

TF e de 75 % TF. Porém, não foi observada essa inibição para as associações  de 100 % 

TF, 50 % TF + BCA e 75 % TF + BCA neste mesmo tipo de substrato. Os IM também 

diminuiram, após o ensaio de recuperação e após a exposição das sementes ao material 

solubilizado. Provavelmente, nestas associações, existam contaminantes hidrossolúveis 

com atvidade citotóxica ou inibidora de divisão celular. Uma das possíveis causas da 

diminuição do IM pode estar relacionada à presença de cobre na amostra, como observado 

nas análises químicas, pois, segundo as observações de Terzi (2009), a presença de sulfato 

de cobre no meio inibe o processo de divisão celular de meristemas de A.cepa. Neste 
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estudo o autor testou varias concentrações de sulfato de cobre (1-2 ppm) e notou uma 

relação inversamente proporcional entre a concentração deste composto e o índice 

mitótico. A inibição do crescimento radicular e o aparecimento de raízes atrofiadas 

indicaram o atraso de crescimento e, consequentemente, um potencial citotóxico. 

Dimitrova e Ivanova (2003) relataram que alguns metais inibem o crescimento das raízes 

de algumas espécies de plantas. Wierzbicka (2004) expôs raízes de A. cepa a várias 

concentrações de chumbo, por 48 horas, seguido por 72 horas de recuperação. Após as 

48 horas de exposição ao chumbo, as radículas apresentaram inibição de divisão celular, 

porém esta foi normalizado após 72 horas de recuperação. 

Dovgaliuk, Kaliniak e Blium (2001) compararam os efeitos de seis sais, formados 

pelos diferentes íons metálicos (Cd, Pb, Ni, Al, Cu e Zn), com base nas análises de células 

meristemáticas de cebola. Dentre os compostos investigados, o níquel apresentou uma 

forte atividade antimitótica, além de promover um aumento no percentual de atrasos 

cromossômicos, anáfases multipolares e C-metáfase, quando comparado com o teste 

controle. Estes mesmos efeitos foram também observados por outros autores (FISKESJÖ, 

1981; FISKESJÖ, 1988; BORBOA; DE LA TORRE, 1996; STEINKELLNER et al, 

1998; YI, WU e JIANG, 2007; MIGID, AZAB e IBRAHIM, 2007). Além disso, esses 

autores também mostraram uma relação dose-dependente, tanto para a indução de 

micronúcleos (MN) quanto para redução no índice mitótico (IM), demonstrando que o 

teste com A. cepa é sensível para detectar a genotoxicidade de compostos metálicos. 

O CS e o CBCA não induziram AC nas células meristemáticas de A. cepa, não 

apresentando, assim, potencial genotóxico comprovado. Para as associações em 

substratos sólidos, nenhuma das associações induziu aberrações cromossômicas. O 

mesmo ocorreu para as amostras dos solubilizados. No entanto, após o ensaio de 

recuperação, as maiores concentrações de TF (100 % TF, 50 % TF + BCA e 75 % TF + 

BCA) induziram quantidades significativas de aberrações cromossômicas, quando 

comparadas ao CN. Estes resultados indicam que as amostra do substrato sólido possuem 

composto/substância com potencial genotóxico que, quando em concetrações altas, 

causam danos às células. Porém, esses compostos não são liberado pelo processo de 

solubilização, mas persistem na célula,  agindo tardiamente nas mesmas.  

Em relação ao potencial mutagênico, foi observado que os controles CS e CBCA 

são isentos de agentes indutores de micronúcleos e/ou quebras cromossômicas. Dos 

tratamentos realizados, apenas a associação em substrato sólido e o ensaio de recuperação 
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de 75 % TF, bem como o material solubilizado do 75 % TF + BCA tiveram resultados 

estatisticamente significativos, em relação ao CN. 

O BCA tem característica adsorvente (Souza, Moraes Santos e Morais Silva, 

2009), podendo adsorver metais, como o chumbo e o níquel (SANTOS, FERRAREZI, 

DRAGUNSKI, 2008). Costa Barbosa e Garcia (2010) utilizaram o BCA em pó para 

adsorver metais de efluentes industriais, com o objetivo de descontaminar esse efluente. 

Os autores comprovaram o ótimo poder adsorvente do BCA para metais, solúveis ou 

como íons metálicos. 

Dentre as associações testadas neste trabalho, observa-se que aquelas que 

continham as menores concentrações de TF, na presença ou não de BCA, não induziram 

efeitos adversos ao organismo-teste A. cepa. Deste modo, estas concentrações de TF, 

parecem ser viáveis para seres usadas como fonte de nutrientes, mesmo sem passar por 

processo de biodegradação. 

Depois de 3 meses de biodegradação (T1), foi realizada uma nova etapa de 

experimentos, cujos resultados obtidos estão apresentados na tabela 5. Na tabela 5 é 

possível observar que o CS e o CBCA não induziram morte celular, mas, de modo geral, 

foram capazes de inibir a divisão celular. O CS apresentou inibição de IM para os três 

tipos de exposição (substrato sólido, solubilizado e recuperação), enquanto o CBCA 

apresentou inibição apenas para a amostra em substrato sólido e para o solubilizado, ou 

seja, o I.M. do ensaio de recuperação não sofreu alteração significativa. Nota-se que as 

substâncias potencialmente citotóxicas presentes no T0, nas amostras de CS e CBCA, não 

sofreram biodegradação depois de 3 meses e continuaram afetando o desenvolvimento da 

região meristemática das raízes de A. cepa. 

Ainda em relação a quantidade de células em processo de morte, foram verificados 

resultados significativos apenas para a amostra de substrato sólido do 100 % TF e para o 

solubilizado e o ensaio de recuperação do 75 % TF + BCA. 

Em relação ao I.M., observam-se diversos resultados significativos dentre as 

diferentes associações e tratamentos, quando comparados com o CN. As associações dos 

substratos sólidos de 5 % TF, 75 % TF, 5 % TF + BCA, 10 % TF + BCA e 50 % TF + 

BCA, o ensaio de recuperação de 25 % TF, 75 % TF, 10 % TF + BCA, 25 % TF + BCA 

e 50 % TF + BCA, e  o solubilizado de 50 % TF, 75 % TF, 100 % TF, 5 % TF + BCA e 

25 % TF + BCA foram capazes de induzir inibição do IM. Quando estes resultados (T1) 

foram comparados com aqueles obtidos antes do início da biodegradação (T0 – tabela 5), 

foi observado um maior potencial citotóxico para T1. Isto pode ser devido à presença de 
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substâncias citotóxicas, talvez subprodutos provenientes do processo de biodegradação, 

com capacidade de induzir morte celular, ou ainda, inibir sua divisão. 

Uma das possíveis explicações para inibição do desenvolvimento dos meristemas 

pode estar ligada a biodegradação do BCA, pois ele tem o potencial de adsorver metais 

e, conforme a biodegradação ocorre, ele pode disponibilizá-los no meio ambiente. Outro 

fator, pode ser devido a biodegradação da lignina presente em todas as células vegetais, 

que gera compostos fenólicos que podem gerar compostos tóxicos (BUDZIAK, MAIA e 

MANGRICH, 2004; DE ANGELIS et al., 2005; BOLBOACĂA e JÄNTSCHIB, 2013). 

Em relação ao critério de genotoxicidade, os controles CS e CBCA não 

apresentaram valores significativos, quando comparados ao CN, ou seja, aparentam ser  

compostos isentos de agentes indutores de AC. Quanto à exposição às diferentes 

associações, foram observados valores significativos apenas para o ensaio de recuperação 

de 25 % TF, 50 % TF + BCA e 75 % TF + BCA. Por ser observada quantidade 

significativa de AC apenas para esses tratamentos, podemos sugerir que algumas 

substâncias possam ter ficado retidas nas sementes e/ou nas raízes de A. cepa, que 

acabaram causando estes danos, pela persistência de ação. Provavelmente, estas 

substâncias precisem de um tempo maior de ação para afetar o organismo-teste, como 

ocorrido nos ensaios de recuperação por 48 horas. 

Quanto ao potencial mutagênico, apenas o solubilizado da associação 75 % TF + 

BCA apresentou quantidade significativa de MN e/ou quebras cromossômicas. Por este 

resultado, infere-se que algumas substâncias possam ser diluída durante a solubilização e 

penetrar no meristema, provocando estas alterações. Na figura 1 estam dispostas algumas 

das alterações encontradas nas análises. 
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Figura 1 - Células meristemáticas de Allium cepa. A:Interfase normal; B: Prófase normal; C:Metáfase normal; 
D: Anáfase normal; E: Telófase normal; F: Interfase com broto; G: Interfase com MN; H: Prófase com broto e 
MN; I: Prófase com MN; J: Núcleo lobulado; K: Célula binucleada; L: Anáfase com quebra; M: Anáfase com 
ponte; N: Metáfase com aderência; O: Metáfase poliploide;  

 

Além da possibilidade dos metais inibirem a divisão celular, eles também podem 

causar alterações cromossômicas específicas (FISKESJÖ, 1988). Majer et al. (2002) cita 

que a disponibilidade dos compostos presentes no solo depende do tipo de solo, referente 

à sua acidez, o que poderia levar a uma atividade genotóxica. Isso se deve ao fato de o 

pH influenciar a mobilidade dos íons metálicos, além de outros fatores como a 

distribuição do tamanho das partículas e o teor de carbono do solo. O zinco, por exemplo,  

é capaz de induzir alguns efeitos cito e genotóxicos, como demostrado por Kumari et al. 

(2011), onde as nanopartículas de óxido de zinco induzem efeitos clastogênicos. Como 

as amostras estudadas apresentam um pH ácido e metais, a toxicidade encontrada pode 

estar relacionada com esses fatores. 

Já o chumbo pode afetar o crescimento das radículas de diversas plantas 

consumidas pelo homem, inclusive a cebola, por se acumular nas células meristemáticas. 

Estudos realizados por Wierzbicka; Antosiewicz (1993) demonstraram que o chumbo 

inibiu o crescimento das raízes de 20 espécies vegetais diferentes, em uma taxa de 5 a 36 

%. Pelo menos 96,6 % de chumbo assimilado pelas plantas estava preso nos meristemas 

radiculares, associado à parede celular ou armazenado em vacúolos, demonstrando que o 
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homem pode consumir chumbo que estava presente no solo e que fora acumulado nas 

plantas. No entanto, em um trabalho realizado por Wierzbicka (1999), o autor demonstrou 

que A. cepa é uma espécie com tolerância média a exposição chumbo, cujas células não 

morrem devido ao acúmulo deste metal. 

Dentre os metais presentes na TF, o cádmio é o que mais apresenta características 

relacionadas ao aparecimento de AC e MN e inibição de crescimento radicular. O cádmio, 

por ter características químicas semelhantes ao Ca2+ e ao Zn2+, entra em diversos 

processos químicos e biológicos, sendo capaz de alterar a homeostase de cálcio in vivo, 

mesmo em exposições ambietais pouco significativas (ŞAPLAKOǦLU; İŞCAN, 1998). 

Liu et al. (2003) relataram diversos trabalhos que demonstram a variedade de alterações 

que o cádmio é capaz de provocar nos vegetais, devido à sua conhecida toxicidade e 

solubilidade em água. Esses autores ainda, demonstraram que a concentração e o tempo 

de exposição ao cádmio são fundamentais para alterar o crescimento e a integridade da 

raiz de Allium sativum. Enquanto as frequências de C-metáfases, pontes e quebras 

cromossômicas progrediram, conforme o aumento da concentração de cádmio, o IM 

decresceu na mesma proporção. O mesmo resultado foi obtido por Seth et al. (2008), ao 

avaliar a genotoxicidade do Cd sobre A. cepa. Estes autores relacionaram a instabilidade 

mitótica à ação do Cd sobre os fusos mitóticos, podendo inibir a divisão celular, além de 

induzir a formação de alguns tipos de AC. Ainda, estes mesmos autores sugerem que o 

Cd poderia danificar o DNA da célula, por via indireta, dada pela indução da formação 

de espécies reativas de oxigênio, causadores de estresse oxidativo. Ainda em seu estudo, 

Seth et al. (2008) demonstra que depois de 24 horas de recuperação, houve um declínio 

de todos os endpoints. Os autores relacionam essa redução a um processo de 

desintoxicação do vegetal, por meio da síntese vegetal de substâncias químicas capazes 

de quelar o metal tóxico presente nos vacúolos celulares. 

O Cd, mesmo em baixas concentrações, pode levar a uma redução do crescimento 

da raiz, pela diminuição da atividade mitótica e da síntese de DNA, fatores estes 

diretamente relacionadas ao alongamento do ápice radicular. Unido a estas características, 

o Cd promove alterações nos microtúbulos ou nas proteínas associadas a ele, interferindo 

na integridade do citoesqueleto e, consequentemente, da célula (FUSCONI, GALLO, 

CAMUSSO, 2007).  

Pela apresentação dos resultados obtidos, após um período de biodegradação (T1), 

observa-se que ainda as menores concentrações de TF seriam passíveis de serem 

aplicadas no campo, sem prejudicar a cultura e a biota local. 
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Após 6 meses de biodegração das associações, foi realizada uma última etapa de 

exposições das sementes de A. cepa (T2) às amostras estudadas. Os resultados obtidos 

estão apresentados na tabela 6. 

Quanto ao critério de citotoxicidade, foi possível observar, novamente, que o CS 

e o CBCA apresentaram indícios de morte celular e inibição de divisão celular. Apenas o 

CS, no ensaio de recuperação, foi capaz de induzir morte celular. Este efeito pode estar 

realcionado à presistência de alguma substância com característica citotóxica, que atuou 

somente após o período de recuperação.  

Houve uma alteração significativa no I.M. após o ensaio de recuperação do CS e 

do CBCA, além de uma inibição também significativa provocada pelo solubilizado do 

CBCA. A partir destes resultados, e daqueles apresentados nas tabelas 4 e 5, evidencia-

se que, tanto o CS quanto o CBCA possuem alguma propriedade ou algum componente 

que seja responsável por inibir a divisão celular no meristema radicular de A. cepa, 

reduzindo o I.M. 

Pelos resultados obtidos, quanto à quantidade de AC, observa-se um potencial 

genotóxico para a associação bruta de 50 % TF e para o ensaio de recuperação da 

associação 100 % TF. Entretanto, os danos genotóxicos registrados não foram 

persistentes e fixados nas células, já que não foram observados valores significativos de 

MN para estas associações. A associação de 75 % TF, apesar de não ter apresentado 

nenhum resultado significativo de AC, foi o único tratamento que induziu a formação de 

MN e/ou quebras cromossômicas em quantidades significativas, tanto para a amostra em 

substrato sólido como para o solubilizado. 

Estes resultados indicam que somente as menores concentrações de TF podem ser 

utilizadas na agricultura de maneira segura, pois mesmo com um período de 

biodegradação de 6 meses, semelhante ao que poderia ocorrer no campo, as associações 

de maiores concentrações de TF foram capazes de induzir AC e MN. Ainda, podemos 

sugerir que o BCA tenha tido uma participação importante no processo de redução dos 

compostos genotóxicos e mutagênicos da TF, por auxiliar na biodegradação deste 

resíduo. Nos tempos T0 e T1, as concentrações maiores de TF foram capazes interagir 

com a células, danificando seu material genético, mesmo quando associadas ao BCA. Já 

no tempo T2, quando a TF foi associada ao solo e ao BCA, não foi observado esse 

prejuízo. 
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Visando avaliar a eficiência de biodegradação da TF pela biota do solo, foram 

comparados também os valores de AC, de MN, de morte celular e o I.M. das diferentes 

associações, em relação ao tempo de biodegradação.  

A partir da tabela 4 é possível observar que as menores concentrações de TF (5 % 

TF, 10 % TF e 25 % TF) não induziram quaisquer efeitos prejudiciais ao organismo-teste 

A. cepa, tornando possível seu uso na agricultura. 

O período de biodegradação de 6 meses (T2) demonstrou ser suficiente para 

atenuar os efeitos citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos induzidos pelas associações de 

substratos sólidos, preparados com as maiores concentrações da TF. Pode-se inferir 

também que o BCA auxiliou no processo de atenuação dos efeitos da TF, seja pela 

adsorsão de possíveis substâncias tóxicas  ou pela colaboração na biodegradação da TF, 

uma vez que nenhuma das associações formuladas com a TF e o BCA apresentou indução 

de danos genotóxicos e ou mutagênicos, em nenhum dos tempos testados. 

Os resultados obtidos, após o ensaio de recuperação, em cada tempo avaliado, 

foram comparados e apresentados na tabela 9. Apesar das associações em substratos 

sólidos das maiores concentrações de TF não terem apresentado efeitos significativos de 

genotoxicidade e mutagenicidade (tabela 7), quando as raízes foram submetidas ao 

período de 48 horas de recuperação parece ter ocorrido um prejuízo na intergridade das 

células meristemáticas. Provavelmente, existam substâncias na TF que necessitem de um 

maior tempo para induzir alterações nas células de A. cepa. Ainda, pode ter ocorrido que 

a água ultrapura, usada para a recuperação do sistema biológico, tenha provocado uma 

diluição das substâncias adsorvidas nas radículas, o que pode ter facilitado a penetração 

desta no meristema radicular. Tal efeito não foi observado para as menores concentrações 

de TF submetidas à biodegradação por 6 meses (T2), ou seja, o processo parece ter sido 

eficiente para a eliminação de substâncias que poderiam interagir com os organismos 

vivos. 

Quanto aos experimentos realizados com o material solubilizado das amostras, 

observam-se efeitos danosos apenas para as maiores concentrações de TF, presentes 

principalmente em 75 % TF, 100 % TF e 75 % TF + BCA. Nas menores concentrações, 

não foram induzidos danos às células meristemáticas, independente do tempo de 

biodegradação das associações. Estes resultados indicam que as associações de menores 

concentrações de TF, na presença ou ausência de BCA, poderiam ser utilizadas em campo 

de maneira segura, pois seu material solubilizado ou lixiviado não prejudica o 

ecossistema. Sendo assim, imaginando uma situação de aplicação em campo, mesmo que 



 84 ARTIGO II_________________________________________________________________ 

a amostra passe ou não por biodegradação e/ou sofra interferência de chuvas ou 

irrigações, não haveria comprometimento da biota local, pois seu lixiviado estaria isento 

de contaminantes. 
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Tabela 4: Média de alterações observadas em células meristemáticas de A. cepa expostas aos diferentes tratamentos, no tempo 0. 
 

Ensaio 
Controles Associações 

 CN CP-TRIF CP-MMS 5%TF 10%TF 25%TF 50%TF 75%TF 100%TF 

G
en

, AB 0,96 ± 0,79 13,20 ± 5,22* 6,89 ± 3,7* 2,39 ± 1,49 2,70 ± 1,73 3,63 ± 2,59 2,09 ± 1,21 3,3 ± 1,7 1,70 ± 0,88 
R 0,92 ± 0,76 9,45 ± 3,98* 5,22 ± 5,19* 2,08 ± 1,69 2,56 ± 1,41 1,67 ± 0,86 2,09 ± 1,18 2,56 ± 2,08 4,05 ± 1,91* 

S 0,96 ± 0,79 13,20 ± 5,22* 6,89 ± 3,70* 1,55 ± 1,26 2,07 ± 1,33 2,88 ± 1,61 2,02 ± 1,11 2,19 ± 1,57 3,30 ± 2,42 

M
u

t,
 AB 0,09 ± 0,27 5,78 ± 1,71* 15,36 ± 5,56* 0,40 ± 0,47 0,19 ± 0,41 2,13 ± 2,17 0,48 ± 1,2 2,33 ± 1,54* 0,09 ± 0,28 

R 0,00 ± 0,00 5,48 ± 1,58* 10,02 ± 3,91* 0,18 ± 0,37 0,35 ± 0,46 0,09 ± 0,30 0,50 ± 1,27 2,56 ± 1,81* 2,10 ± 2,07 
S 0,09 ± 0,27 5,78 ± 1,71* 15,36 ± 5,56* 0,47 ± 1,23 0,63 ± 0,73 0,56 ± 0,49 1,28 ± 0,64 0,93 ± 0,83 1,99 ± 1,92 

C
it

, AB 0,00 ± 0,00 10,08 ± 6,51* 2,09 ± 4,05 1,29 ± 176 0,57 ± 1,81 1,42 ± 2,25 0,00 ± 0,00 1,10 ± 1,36 0,08 ± 0,26 
R 0,08 ± 0,26 7,35 ± 4,81* 3,35 ± 3,50 0,46 ± 0,67 1,65 ± 2,57 0,10 ± 0,32 0,00 ± 0,00 1,15 ± 1,41 0,00 ± 0,00 
S 0,00 ± 0,00 10,08 ± 6,51* 2,09 ± 4,05 0,00 ± 0,00 1,79 ± 3,59 1,15 ± 2,04 3,58 ± 5,26 6,02 ± 5,64* 1,41 ± 2,58 

I,
M

, AB 178,84 ± 48,31 135,46 ± 42,91 178,05 ± 70,38 109,05 ± 13,81* 114,95 ± 20,47 146,74 ± 57,08 151,88 ± 39,09 97,13 ± 13,39* 145,94 ± 29,33 
R 188,32 ± 32,19 26,26 ± 5,55 138,28 ± 35,23 120,46 ± 17,70 153,77 ± 49,01 147,07 ± 41,81 167,74 ± 37,10 176,73 ± 37,32 147,63 ± 53,63* 

S 178,84 ± 48,31 135,46 ± 42,91 178,05 ± 70,38 142,43 ± 24,48 137,88 ± 29,09 125,54 ± 39,03 126,24 ± 29,89 131,31 ± 18,69 97,88 ± 10,96* 

  CS CBCA   5%TF+BCA 10%TF+BCA 25%TF+BCA 50%TF+BCA 75%TF+BCA 

G
en

, AB 2,44 ± 2,21 3,54 ± 1,93   1,92 ± 2,87 1,69 ± 1,26 1,65 ± 1,69 2,5 ± 2,57 3,57 ± 2,61 
R 2,67 ± 1,91 1,47 ± 1,62   1,10 ± 1,22 1,87 ± 1,27 1,33 ± 1,16 4,24 ± 1,79* 5,69 ± 4,32* 

S 3,65 ± 1,91 1,44 ± 0,74   2,71 ± 2,78 2,10 ± 2,61 2,18 ± 1,26 2,94 ± 1,56 2,66 ± 1,06 

M
u

t,
 AB 0,53 ± 0,74 0,69 ± 1,17   0,43 ± 0,72 0,48 ± 0,69 0,08 ± 0,24 0,5 ± 0,84 2,15 ± 2,12 

R 0,18 ± 0,38 0,18 ± 0,58   0,29 ± 0,66 0,08 ± 0,26 0,08 ± 0,026 0,19 ± 0,41 0,17 ± 0,37 
S 0,42 ± 0,71 0,18 ± 0,38   0,70 ± 0,38 1,09 ± 0,95 1,32 ± 1,30 1,76 ± 1,19 2,91 ± 1,61* 

C
it

, AB 2,01 ± 1,76 1,43 ± 2,57   0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00 1,42 ± 2,56 
R 3,27 ± 3,76 0,00 ± 0,00   0,10 ± 0,31 0,83 ± 0,99 1,07 ± 3,12 2,47 ± 5,26 1,38 ± 1,37 
S 0,89 ± 1,29 0,18 ± 0,39   0,52 ± 0,75 0,85 ± 1,97 1,66 ± 1,39 0,00 ± 0,00 1,11 ± 1,38 

I,
M

, AB 93,84 ± 8,07* 93,61 ± 34,55*   126,11 ± 40,48 147,63 ± 53,63 176,76 ± 37,10 167,74 ± 37,32 124,25 ± 21,74 
R 98,82 ± 12,00* 129,54 ± 25,99   129,82 ± 36,58 118,46 ± 12,15 105,12 ± 16,67 107,45 ± 15,91* 103,12 ± 19,71* 

S 178,84 ± 48,31* 100,30 ± 22,60*   147,91 ± 20,80 131,32 ± 17,44 123,08 ± 21,35 106,28 ± 15,43* 98,46 ± 14,65* 

CN: controle negativo; CS: controle do solo; CBCA: controle do bagaço de cana-de-açúcar; CP-TRIF: controle positivo Trifluralina; CP-MMS: controle positivo metilmetano 
sulfonato; TF: torta de filtro; BCA: bagaço de cana-de-açúcar; AB: associações brutas; R: ensaio de recuperação; S: solubilizado; Gen.: genotoxicidade; Mut.: mutagenicidade; 
Cit.: citotoxicidade; I.M.: índice mitótico; * significativo quando comparado com o CN – Kruskal-Wallis (p < 0,05). 

 

 

 



 86 ARTIGO II___________________________________________________________________________________________________________________ 

Tabela 5: Média de alterações observadas em células meristemáticas de A. cepa expostas aos diferentes tratamentos, no tempo 1. 
 

Ensaio 
Controles Associações 

 CN CP-TRIF CP-MMS 5%TF 10%TF 25%TF 50%TF 75%TF 100%TF 

G
en

, AB 0,78 ± 0,76 13,31 ± 5,28* 9,42 ± 4,94* 2,12 ± 1,51 2,63 ± 2,18 2,90 ± 2,49 2,67 ± 2,39 1,79 ± 1,2 2,37 ± 1,72 
R 0,37 ± 0,40 12,35 ± 5,10* 7,90 ± 4,68* 2,48 ± 1,49 2,67 ± 2,05 3,34 ± 2,67* 2,09 ± 1,21 1,33 ± 1,19 0,92 ± 0,74 
S 0,82 ± 0,52 14,41 ± 7,41* 10,85 ± 4,04* 2,12 ± 1,37 1,81 ± 1,29 2,50 ± 2,05 2,22 ± 2,76 2,04 ± 1,34 1,62 ± 0,8 

M
u

t,
 AB 0,30 ± 0,48 5,89 ± 2,12* 12,71 ± 7,7* 0,76 ± 0,76 0,00 ± 0,00 0,74 ± 0,79 0,73 ± 0,74 0,39 ± 0,63 0,81 ± 0,79 

R 0,18 ± 0,38 3,40 ± 1,95* 11,58 ± 5,11* 0,45 ± 0,62 0,64 ± 0,75 0,75 ± 0,89 0,48 ± 1,20 0,09 ± 0,28 0,10 ± 0,30 
S 0,00 ± 0,00 6,91 ± 2,78* 15,20 ± 2,49* 0,46 ± 0,65 0,38 ± 0,64 0,73 ± 0,95 1,13 ± 0,97 0,71 ± 0,72 0,09 ± 0,29 

C
it

, 

AB 0,00 ± 0,00 10,20 ± 6,60* 6,64 ± 5,35* 0,96 ± 1,29 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 3,46 ± 4,46 3,84 ± 2,68* 

R 0,00 ± 0,00 7,76 ± 6,99* 5,01 ± 9,65 1,06 ± 3,36 2,22 ± 4,83 1,81 ± 3,62 0,00 ± 0,00 2,85 ± 5,87 0,00 ± 0,00 
S 0,17 ± 0,53 9,90 ± 6,30* 6,98 ± 3,85* 0,68 ± 1,32 0,27 ± 0,87 0,64 ± 0,74 0,87 ± 1,97 2,61 ± 2,89 5,37 ± 5,40 

I,
M

, AB 178,84 ± 48,31 135,46 ± 42,91 178,05 ± 70,38 109,05 ± 13,81* 114,95 ± 20,47 146,74 ± 57,08 151,88 ± 39,09 97,13 ± 13,39* 145,94 ± 29,33 
R 2,30 ± 26,56 109,91 ± 19,63* 138,28 ± 35,23 151,04 ± 32,62 135,39 ± 19,29 127,86 ± 34,97* 151,88 ± 39,09 91,13 ± 13,39* 93,61 ± 14,45 
S 171,64 ± 25,06 180,23 ± 43,58 130,99 ± 20,37 148,84 ± 17,74 137,73 ± 26,50 142,84 ± 15,75 122,70 ± 27,06* 102 ± 6,85* 126,53 ± 34,21* 

  CS CBCA   5%TF+BCA 10%TF+BCA 25%TF+BCA 50%TF+BCA 75%TF+BCA 

G
en

, AB 1,06 ± 1,01 1,96 ± 1,20   2,88 ± 1,74 2,40 ± 1,80 2,79 ± 1,87 3,52 ± 2,43 3,43 ± 1,78 
R 2,20 ± 1,48 2,78 ± 1,86   2,32 ± 2,02 2,72 ± 2,94 2,67 ± 1,53 3,11 ± 0,79* 4,36 ± 2,02* 

S 1,54 ± 1,20 1,09 ± 1,19   0,95 ± 0,79 1,85 ± 1,24 2,13 ± 1,24 2,21 ± 1,52 2,44 ± ,22 

M
u

t,
 AB 0,48 ± 0,68 2,17 ± 2,29   1,91 ± 2,51 0,00 ± 0,00 0,19 ± 0,40 1,85 ± 2,05 0,96 ± 1,03 

R 0,46 ± 0,67 0,19 ± 0,41   0,37 ± 0,48 0,46 ± 0,66 0,65 ± 0,99 0,38 ± 0,49 0,19 ± 0,41 
S 0,46 ± 1,17 0,26 ± 0,58   0,09 ± 0,29 0,67 ± 1,29 0,65 ± 0,76 1,24 ± 1,09 1,52 ± 0,53* 

C
it

, 

AB 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00   0,0 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 1,55 ± 2,82 2,34 ± 2,43 
R 0,20 ± 0,63 0,64 ± 2,02   0,09 ± 0,29 2,44 ± 3,08 3,15 ± 3,03 3,55 ± 3,92 5,64 ± 4,09* 

S 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00   0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 3,25 ± 3,78 0,00 ± 0,00 6,73 ± 5,69* 

I,
M

, AB 180,23 ± 38,83* 97,97 ± 12,92*   109,87 ± 23,45* 123,53 ± 18,19* 126,15 ± 20,25 102,68 ± 28,59* 135,03 ± 53,32 
R 133,53 ± 18,69* 149,33 ± 37,98   142,44 ± 30,90 112,46 ± 16,46* 109,11 ± 28,04* 130,14 ± 49,16* 178,84 ± 48,31 
S 127,47 ± 30,61 110,99 ± 16,85*   112,09 ± 12,71* 141,17 ± 31,54 123,34 ± 22,12* 132,72 ± 21,36 136,25 ± 43,18 

CN: controle negativo; CS: controle do solo; CBCA: controle do bagaço de cana-de-açúcar; CP-TRIF: controle positivo Trifluralina; CP-MMS: controle positivo metilmetano 
sulfonato; TF: torta de filtro; BCA: bagaço de cana-de-açúcar; AB: associações brutas; R: ensaio de recuperação; S: solubilizado; Gen.: genotoxicidade; Mut.: mutagenicidade; 
Cit.: citotoxicidade; I.M.: índice mitótico; * significativo quando comparado com o CN – Kruskal-Wallis (p < 0,05). 
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Tabela 6: Média de alterações observadas em células meristemáticas de A. cepa expostas aos diferentes tratamentos, no tempo 2. 
 

Ensaio 
Controles Associações 

 CN CP-TRIF CP-MMS 5%TF 10%TF 25%TF 50%TF 75%TF 100%TF 

G
en

, AB 1,94 ± 1,49 13,50 ± 5,85* 5,81 ± 5,67 1,67 ± 0,97 3,5 ± 2,24 4,18 ± 1,80 5,31 ± 1,44* 3,47 ± 2,07 2,96 ± 1,91 
R 0,84 ± 0,67 10,03 ± 7,17* 6,05 ± 3,81* 1,18 ± 0,84 2,48 ± 1,89 1,76 ± 0,93 2,00 ± 0,94 1,42 ± 0,97 3,29 ± 1,07* 

S 1,37 ± 0,89 12,87 ± 6,63* 3,42 ± 2,60* 3,42 ± 2,60 2,70 ± 1,73 3,63 ± 2,59 2,09 ± 1,21 3,30 ± 1,77 1,70 ± 0,88 

M
u

t,
 AB 0,08 ± 0,25 5,57 ± 1,28* 15,26 ± 6,49* 0,19 ± 0,40 0,81 ± 1,19 0,75 ± 0,96 0,37 ± 0,65 2,52 ± 1,73* 0,36 ± 0,46 

R 0,17 ± 0,37 6,32 ± 2,59* 13,10 ± 6,97* 0,53 ± 0,61 0,38 ± 0,49 0,09 ± 0,29 1,27 ± 0,98 0,66 ± 0,78 0,09 ± 0,29 
S 0,36 ± 0,47 6,16 ± 3,33* 9,64 ± 5,25* 0,71 ± 0,82 0,19 ± 0,41 2,13 ± 2,17 0,48 ± 1,20 2,33 ± 1,54* 0,09 ± 0,28 

C
it

, AB 0,99 ± 1,41 5,05 ± 5,99 3,74 ± 5,01 0,00 ± 0,00 3,20 ± 1,99 1,56 ± 2,64 1,99 ± 2,18 1,09 ± 1,39 3,99 ± 7,03 
R 0,25 ± 0,81 1,93 ± 4,21 4,24 ± 5,93 0,64 ± 0,86 0,62 ± 0,74 0,09 ± 0,29 1,10 ± 0,98 1,58 ± 1,58 2,03 ± 1,02* 

S 0,19 ± 0,60 6,03 ± 7,53* 7,53 ± 6,94* 1,19 ± 2,21 0,57 ± 1,81 1,42 ± 2,25 0,00 ± 0,00 1,10 ± 1,36 0,08 ± 0,26 

I,
M

, AB 167,21 ± 34,62 142,63 ± 129,54 154,12 ± 67,86 168,97 ± 42,20 109,79 ± 15,94* 158,15 ± 38,7 148,70 ± 37,92 157,82 ± 61,10 125,96 ± 19,80 
R 219,61 ± 27,38 179,03 ± 69,64 165,57 ± 59,65 164,38 ± 24,38 161,17 ± 44,48 170,12 ± 30,96 149,71 ± 16,28 120,12 ± 26,08* 104,94 ± 7,86* 

S 143,00 ± 21,82 131,03 ± 11,79 147,60 ± 19,25 109,85 ± 13,91 114,95 ± 20,47 146,74 ± 57,08 151,88 ± 39,09 91,13 ± 13,39* 157,12 ± 51,68 
  CS CBCA   5%TF+BCA 10%TF+BCA 25%TF+BCA 50%TF+BCA 75%TF+BCA 

G
en

, AB 2,71 ± 1,81 2,75 ± 1,95   3,28 ± 1,21 3,53 ± 2,57 2,38 ± 2,10 2,91 ± 2,13 4,13 ± 3,14 
R 2,46 ± 1,41 2,14 ± 1,27   2,17 ± 1,27 2,33 ± 1,84 1,81 ± 1,85 2,97 ± 1,82 3,18 ± 2,18 
S 2,74 ± 1,34 1,96 ± 1,45   1,92 ± 2,87 1,22 ± 1,49 1,65 ± 1,69 2,50 ± 2,57 3,57 ± 2,61 

M
u

t,
 AB 0,08 ± 0,26 0,35 ± 0,46   0,20 ± 0,63 0,67 ± 0,93 1,11 ± 0,95 0,56 ± 1,01 0,62 ± 1,19 

R 1,12 ± 0,76 0,38 ± 0,67   0,57 ± 0,93 1,58 ± 0,76 0,17 ± 0,35 0,27 ± 0,44 0,55 ± 0,48 
S 0,10 ± 0,30 2,17 ± 2,29   0,43 ± 0,72 0,30 ± 0,67 0,08 ± 0,24 0,50 ± 0,84 2,15 ± 2,15 

C
it

, AB 4,43 ± 3,17 2,88 ± 2,83   0,37 ± 0,65 1,11 ± 1,69 3,32 ± 3,10 0,81 ± 0,97 2,88 ± 2,83 
R 4,47 ± 4,84* 0,95 ± 0,77   1,90 ± 1,18 0,00 ± 0,00 1,27 ± 1,60 1,39 ± 1,95 0,84 ± 1,22 
S 0,85 ± 1,24 0,00 ± 0,00   0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 1,42 ± 2,56 

I,
M

, AB 170,84 ± 36,52 121,39 ± 31,6   155,93 ± 29,12 130,20 ± 36,88 131,08 ± 31,60 131,96 ± 20,08 121,39 ± 20,53 
R 103,74 ± 12,03* 137,49 ± 19,90*   134,76 ± 24,33* 138,83 ± 16,57* 112,03 ± 35,05* 138,12 ± 57,27* 145,91 ± 31,89 
S 127,91 ± 26,96 97,97 ± 12,92*   126,11 ± 40,48 147,63 ± 53,63 176,73 ± 37,10 167,74 ± 37,32 124,25 ± 21,74 

CN: controle negativo; CS: controle do solo; CBCA: controle do bagaço de cana-de-açúcar; CP-TRIF: controle positivo Trifluralina; CP-MMS: controle positivo metilmetano sulfonato; TF: 
torta de filtro; BCA: bagaço de cana-de-açúcar; AB: associações brutas; R: ensaio de recuperação; S: solubilizado; Gen.: genotoxicidade; Mut.: mutagenicidade; Cit.: citotoxicidade; I.M.: índice 
mitótico; * significativo quando comparado com o CN – Kruskal-Wallis (p < 0,05). 
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Tabela 7: Média de alterações observadas em células meristemáticas de A. cepa expostas aos diferentes tempos de biodegradação das associações em substrato 
sólido. 

 
Tempo 

Controles Associações 

 CN CP-TRIF CP-MMS 5%TF 10%TF 25%TF 50%TF 75%TF 100%TF 

G
en

, T0 0,96 ± 0,79 13,20 ± 5,22* 6,89 ± 3,7* 2,39 ± 1,49 2,7 ± 1,73 3,63 ± 2,59 2,09 ± 1,21 3,3 ± 1,7 1,7 ± 0,88 
T1 0,78 ± 0,76 13,31 ± 5,28* 9,42 ± 4,94* 2,12 ± 1,51 2,63 ± 2,18 2,90 ± 2,49 2,67 ± 2,39 1,79 ± 1,2 2,37 ± 1,72 
T2 1,94 ± 1,49 13,50 ± 5,85* 5,81 ± 5,67 1,67 ± 0,97 3,5 ± 2,24 4,18 ± 1,80 5,31 ± 1,44* 3,47 ± 2,07 2,96 ± 1,91 

M
u

t,
 T0 0,09 ± 0,27 5,78 ± 1,71* 15,36 ± 5,56* 0,4 ± 0,47 0,19 ± 0,41 2,13 ± 2,17 0,48 ± 1,2 2,33 ± 1,54* 0,09 ± 0,28 

T1 0,30 ± 0,48 5,89 ± 2,12* 12,71 ± 7,7* 0,76 ± 0,76 0,00 ± 0,00 0,74 ± 0,79 0,73 ± 0,74 0,39 ± 0,63 0,81 ± 0,79 
T2 0,08 ± 0,25 5,57 ± 1,28* 15,26 ± 6,49* 0,19 ± 0,40 0,81 ± 1,19 0,75 ± 0,96 0,37 ± 0,65 2,52 ± 1,73* 0,36 ± 0,46 

C
it

, T0 0,00 ± 0,00 10,08 ± 6,51* 2,09 ± 4,05 1,29 ± 176 0,57 ± 1,81 1,42 ± 2,25 0,00 ± 0,00 1,10 ± 1,36 0,08 ± 0,26 
T1 0,00 ± 0,00 10,20 ± 6,60* 6,64 ± 5,35* 0,96 ± 1,29 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 3,46 ± 4,46 3,84 ± 2,68* 

T2 0,99 ± 1,41 5,05 ± 5,99 3,74 ± 5,01 0,00 ± 0,00 3,20 ± 1,99 1,56 ± 2,64 1,99 ± 2,18 1,09 ± 1,39 3,99 ± 7,03 

I,
M

, T0 178,84 ± 48,31 135,46 ± 42,91 178,05 ± 70,38 109,05 ± 13,81* 114,95 ± 20,47 146,74 ± 57,08 151,88 ± 39,09 97,13 ± 13,39* 145,94 ± 29,33 
T1 178,84 ± 48,31 135,46 ± 42,91 178,05 ± 70,38 109,05 ± 13,81* 114,95 ± 20,47 146,74 ± 57,08 151,88 ± 39,09 97,13 ± 13,39* 145,94 ± 29,33 
T2 167,21 ± 34,62 142,63 ± 129,54 154,12 ± 67,86 168,97 ± 42,20 109,79 ± 15,94* 158,15 ± 38,70 148,70 ± 37,92 157,82 ± 61,10 125,96 ± 19,8 

  CS CBCA   5%TF+BCA 10%TF+BCA 25%TF+BCA 50%TF+BCA 75%TF+BCA 

G
en

, T0 2,44 ± 2,21 3,54 ± 1,93   1,92 ± 2,87 1,69 ± 1,26 1,65 ± 1,69 2,5 ± 2,57 3,57 ± 2,61 
T1 1,06 ± 1,01 1,96 ± 1,20   2,88 ± 1,74 2,40 ± 1,80 2,79 ± 1,87 3,52 ± 2,43 3,43 ± 1,78 
T2 2,71 ± 1,81 2,75 ± 1,95   3,28 ± 1,21 3,53 ± 2,57 2,38 ± 2,10 2,91 ± 2,13 4,13 ± 3,14 

M
u

t,
 T0 0,53 ± 0,74 0,69 ± 1,17   0,43 ± 0,72 0,48 ± 0,69 0,08 ± 0,24 0,5 ± 0,84 2,15 ± 2,12 

T1 0,48 ± 0,68 2,17 ± 2,29   1,91 ± 2,51 0,00 ± 0,00 0,19 ± 0,40 1,85 ± 2,05 0,96 ± 1,03 
T2 0,08 ± 0,26 0,35 ± 0,46   0,20 ± 0,63 0,67 ± 0,93 1,11 ± 0,95 0,56 ± 1,01 0,62 ± 1,19 

C
it

, T0 2,01 ± 1,76 1,43 ± 2,57   0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,0 ± 0,0 1,42 ± 2,56 
T1 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00   0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 1,55 ± 2,82 2,34 ± 2,43 
T2 4,43 ± 3,17 2,88 ± 2,83   0,37 ± 0,65 1,11 ± 1,69 3,32 ± 3,10 0,81 ± 0,97 2,88 ± 2,83 

I,
M

, T0 93,84 ± 8,07* 93,61 ± 34,55*   126,11 ± 40,48 147,63 ± 53,63 176,76 ± 37,10 167,74 ± 37,32 124,25 ± 21,74 
T1 180,23 ± 38,83* 97,97 ± 12,92*   109,87 ± 23,45* 123,53 ± 18,19* 126,15 ± 20,25 102,68 ± 28,59* 135,03 ± 53,32 
T2 170,84 ± 36,52 121,39 ± 31,60   155,93 ± 29,12 130,20 ± 36,88 131,08 ± 31,60 131,96 ± 20,08 121,39 ± 20,53 

CN: controle negativo; CS: controle do solo; CBCA: controle do bagaço de cana-de-açúcar; CP-TRIF: controle positivo Trifluralina; CP-MMS: controle positivo metilmetano sulfonato; TF: 
torta de filtro; BCA: bagaço de cana-de-açúcar; T0 tempo inicial de biodegradação; T1 tempo após 3 meses de biodegradação; T2 tempo de 6 meses de biodegradação; Gen.: genotoxicidade; 
Mut.: mutagenicidade; Cit.: citotoxicidade; I.M.: índice mitótico; * significativo quando comparado com o CN – Kruskal-Wallis (p < 0,05). 

 

 



 89 ARTIGO II___________________________________________________________________________________________________________________ 

Tabela 8: Média de alterações observadas em células meristemáticas de A. cepa expostas aos diferentes tempos de biodegradação das associações, após 
recuperação de 48 horas. 

 
Ensaio 

Controles Associações 

 CN CP-TRIF CP-MMS 5%TF 10%TF 25%TF 50%TF 75%TF 100%TF 

G
en

, T0 0,92 ± 0,76 9,45 ± 3,98* 5,22 ± 5,19* 2,08 ± 1,69 2,56 ± 1,41 1,67 ± 0,86 2,09 ± 1,18 2,56 ± 2,08 4,05 ± 1,91* 

T1 0,37 ± 0,40 12,35 ± 5,10* 7,90 ± 4,68* 2,48 ± 1,49 2,67 ± 2,05 3,34 ± 2,67* 2,09 ± 1,21 1,33 ± 1,19 0,92 ± 0,74 
T2 0,84 ± 0,67 10,03 ± 7,17* 6,05 ± 3,81* 1,18 ± 0,84 2,48 ± 1,89 1,76 ± 0,93 2,00 ± 0,94 1,42 ± 0,97 3,29 ± 1,07* 

M
u

t,
 T0 0,00 ± 0,00 5,48 ± 1,58* 10,02 ± 3,91* 0,18 ± 0,37 0,35 ± 0,46 0,09 ± 0,30 0,50 ± 1,27 2,56 ± 1,81* 2,10 ± 2,07 

T1 0,18 ± 0,38 3,40 ± 1,95* 11,58 ± 5,11* 0,45 ± 0,62 0,64 ± 0,75 0,75 ± 0,89 0,48 ± 1,20 0,09 ± 0,28 0,10 ± 0,30 
T2 0,17 ± 0,37 6,32 ± 2,59* 13,10 ± 6,97* 0,53 ± 0,61 0,38 ± 0,49 0,09 ± 0,29 1,27 ± 0,98 0,66 ± 0,78 0,09 ± 0,29 

C
it

, T0 0,08 ± 0,26 7,35 ± 4,81* 3,35 ± 3,50 0,46 ± 0,67 1,65 ± 2,57 0,10 ± 0,32 0,00 ± 0,00 1,15 ± 1,41 0,00 ± 0,00 
T1 0,00 ± 0,00 7,76 ± 6,99* 5,01 ± 9,65 1,06 ± 3,36 2,22 ± 4,83 1,81 ± 3,62 0,00 ± 0,00 2,85 ± 5,87 0,00 ± 0,00 
T2 0,25 ± 0,81 1,93 ± 4,21 4,24 ± 5,93 0,64 ± 0,86 0,62 ± 0,74 0,09 ± 0,29 1,10 ± 0,98 1,58 ± 1,58 2,03 ± 1,02* 

I,
M

, T0 188,32 ± 32,19 26,26 ± 5,55 138,28 ± 35,23 120,46 ± 17,70 153,77 ± 49,01 147,07 ± 41,81 167,74 ± 37,10 176,73 ± 37,32 147,63 ± 53,63* 

T1 2,30 ± 26,56 109,91 ± 19,63* 138,28 ± 35,23 151,04 ± 32,62 135,39 ± 19,29 127,86 ± 34,97* 151,88 ± 39,09 91,13 ± 13,39* 93,61 ± 14,45 
T2 219,61 ± 27,38 179,03 ± 69,64 165,57 ± 59,65 164,38 ± 24,38 161,17 ± 44,48 170,12 ± 30,96 149,71 ± 16,28 120,12 ± 26,08* 104,94 ± 7,86* 

  CS CBCA   5%TF+BCA 10%TF+BCA 25%TF+BCA 50%TF+BCA 75%TF+BCA 

G
en

, T0 2,67 ± 1,91 1,47 ± 1,62   1,10 ± 1,22 1,87 ± 1,27 1,33 ± 1,16 4,24 ± 1,79* 5,69 ± 4,32* 

T1 2,20 ± 1,48 2,78 ± 1,86   2,32 ± 2,02 2,72 ± 2,94 2,67 ± 1,53 3,11 ± 0,79* 4,36 ± 2,02* 

T2 2,46 ± 1,41 2,14 ± 1,27   2,17 ± 1,27 2,33 ± 1,84 1,81 ± 1,85 2,97 ± 1,82 3,18 ± 2,18 

M
u

t,
 T0 0,18 ± 0,38 0,18 ± 0,58   0,29 ± 0,66 0,08 ± 0,26 0,08 ± 0,026 0,19 ± 0,41 0,17 ± 0,37 

T1 0,46 ± 0,67 0,19 ± 0,41   0,37 ± 0,48 0,46 ± 0,66 0,65 ± 0,99 0,38 ± 0,49 0,19 ± 0,41 
T2 1,12 ± 0,76 0,38 ± 0,67   0,57 ± 0,93 1,58 ± 0,76 0,17 ± 0,35 0,27 ± 0,44 0,55 ± 0,48 

C
it

, T0 3,27 ± 3,76 0,00 ± 0,00   0,10 ± 0,31 0,83 ± 0,99 1,07 ± 3,12 2,47 ± 5,26 1,38 ± 1,37 
T1 0,20 ± 0,63 0,64 ± 2,02   0,09 ± 0,29 2,44 ± 3,08 3,15 ± 3,03 3,55 ± 3,92 5,64 ± 4,09* 

T2 4,47 ± 4,84* 0,95 ± 0,77   1,90 ± 1,18 0,00 ± 0,00 1,27 ± 1,60 1,39 ± 1,95 0,84 ± 1,22 

I,
M

, T0 98,82 ± 12,00* 129,54 ± 25,99   129,82 ± 36,58 118,46 ± 12,15 105,12 ± 16,67 107,45 ± 15,91* 103,12 ± 19,71* 

T1 133,53 ± 18,69* 149,33 ± 37,98   142,44 ± 30,90 112,46 ± 16,46* 109,11 ± 28,04* 130,14 ± 49,16* 178,84 ± 48,31 
T2 103,74 ± 12,03* 137,49 ± 19,90*   134,76 ± 24,33* 138,83 ± 16,57* 112,03 ± 35,05* 138,12 ± 57,27* 145,91 ± 31,89 

CN: controle negativo; CS: controle do solo; CBCA: controle do bagaço de cana-de-açúcar; CP-TRIF: controle positivo Trifluralina; CP-MMS: controle positivo metilmetano 
sulfonato; TF: torta de filtro; BCA: bagaço de cana-de-açúcar; T0 tempo inicial de biodegradação; T1 tempo após 3 meses de biodegradação; T2 tempo de 6 meses de 
biodegradação; Gen.: genotoxicidade; Mut.: mutagenicidade; Cit.: citotoxicidade; I,M,: índice mitótico; * significativo quando comparado com o CN – Kruskal-Wallis (p < 
0,05). 
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Tabela 9: Média de alterações observadas em células meristemáticas de A, cepa expostas aos diferentes tempos de biodegradação das associações solubilizadas. 
 

Ensaio 
Controles Associações 

 CN CP-TRIF CP-MMS 5%TF 10%TF 25%TF 50%TF 75%TF 100%TF 

G
en

, T0 0,96 ± 0,79 13,20 ± 5,22* 6,89 ± 3,70* 1,55 ± 1,26 2,07 ± 1,33 2,88 ± 1,61 2,02 ± 1,11 2,19 ± 1,57 3,30 ± 2,42 
T1 0,82 ± 0,52 14,41 ± 7,41* 10,85 ± 4,04* 2,12 ± 1,37 1,81 ± 1,29 2,50 ± 2,05 2,22 ± 2,76 2,04 ± 1,34 1,62 ± 0,8 
T2 1,37 ± 0,89 12,87 ± 6,63* 3,42 ± 2,60* 3,42 ± 2,60 2,70 ± 1,73 3,63 ± 2,59 2,09 ± 1,21 3,30 ± 1,77 1,70 ± 0,88 

M
u

t,
 T0 0,09 ± 0,27 5,78 ± 1,71* 15,36 ± 5,56* 0,47 ± 1,23 0,63 ± 0,73 0,56 ± 0,49 1,28 ± 0,64 0,93 ± 0,83 1,99 ± 1,92 

T1 0,00 ± 0,00 6,91 ± 2,78* 15,20 ± 2,49* 0,46 ± 0,65 0,38 ± 0,64 0,73 ± 0,95 1,13 ± 0,97 0,71 ± 0,72 0,09 ± 0,29 
T2 0,36 ± 0,47 6,16 ± 3,33* 9,64 ± 5,25* 0,71 ± 0,82 0,19 ± 0,41 2,13 ± 2,17 0,48 ± 1,20 2,33 ± 1,54* 0,09 ± 0,28 

C
it

, T0 0,00 ± 0,00 10,08 ± 6,51* 2,09 ± 4,05 0,00 ± 0,00 1,79 ± 3,59 1,15 ± 2,04 3,58 ± 5,26 6,02 ± 5,64* 1,41 ± 2,58 
T1 0,17 ± 0,53 9,90 ± 6,30* 6,98 ± 3,85* 0,68 ± 1,32 0,27 ± 0,87 0,64 ± 0,74 0,87 ± 1,97 2,61 ± 2,89 5,37 ± 5,40 
T2 0,19 ± 0,60 5,05 ± 5,99 3,74 ± 5,01 0,00 ± 0,00 3,20 ± 1,99 1,56 ± 2,64 1,99 ± 2,18 1,09 ± 1,39 3,99 ± 7,03 

I,
M

, T0 178,84 ± 48,31 135,46 ± 42,91 178,05 ± 70,38 142,43 ± 24,48 137,88 ± 29,09 125,54 ± 39,03 126,24 ± 29,89 131,31 ± 18,69 97,88 ± 10,96* 

T1 171,64 ± 25,06 180,23 ± 43,58 130,99 ± 20,37 148,84 ± 17,74 137,73 ± 26,50 142,84 ± 15,75 122,70 ± 27,06* 102 ± 6,85* 126,53 ± 34,21* 

T2 143,00 ± 21,82 131,03 ± 11,79 147,60 ± 19,25 109,85 ± 13,91 114,95 ± 20,47 146,74 ± 57,08 151,88 ± 39,09 91,13 ± 13,39* 157,12 ± 51,68 
  CS CBCA   5%TF+BCA 10%TF+BCA 25%TF+BCA 50%TF+BCA 75%TF+BCA 

G
en

, T0 3,65 ± 1,91 1,44 ± 0,74   2,71 ± 2,78 2,10 ± 2,61 2,18 ± 1,26 2,94 ± 1,56 2,66 ± 1,06 
T1 1,54 ± 1,20 1,09 ± 1,19   0,95 ± 0,79 1,85 ± 1,24 2,13 ± 1,24 2,21 ± 1,52 2,44 ± ,22 
T2 2,74 ± 1,34 1,96 ± 1,45   1,92 ± 2,87 1,22 ± 1,49 1,65 ± 1,69 2,50 ± 2,57 3,57 ± 2,61 

M
u

t,
 T0 0,42 ± 0,71 0,18 ± 0,38   0,70 ± 0,38 1,09 ± 0,95 1,32 ± 1,30 1,76 ± 1,19 2,91 ± 1,61* 

T1 0,46 ± 1,17 0,26 ± 0,58   0,09 ± 0,29 0,67 ± 1,29 0,65 ± 0,76 1,24 ± 1,09 1,52 ± 0,53* 

T2 0,10 ± 0,30 2,17 ± 2,29   0,43 ± 0,72 0,30 ± 0,67 0,08 ± 0,24 0,50 ± 0,84 2,15 ± 2,15 

C
it

, T0 0,89 ± 1,29 0,18 ± 0,39   0,52 ± 0,75 0,85 ± 1,97 1,66 ± 1,39 0,00 ± 0,00 1,11 ± 1,38 
T1 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00   0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 3,25 ± 3,78 0,00 ± 0,00 6,73 ± 5,69* 
T2 0,85 ± 1,24 0,00 ± 0,00   0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 1,42 ± 2,56 

I,
M

, T0 178,84 ± 48,31* 100,30 ± 22,60*   147,91 ± 20,80 131,32 ± 17,44 123,08 ± 21,35 106,28 ± 15,43* 98,46 ± 14,65* 

T1 127,47 ± 30,61 110,99 ± 16,85*   112,09 ± 12,71* 141,17 ± 31,54 123,34 ± 22,12* 132,72 ± 21,36 136,25 ± 43,18 
T2 127,91 ± 26,96 97,97 ± 12,92*   126,11 ± 40,48 147,63 ± 53,63 176,73 ± 37,10 167,74 ± 37,32 124,25 ± 21,74 

CN: controle negativo; CS: controle do solo; CBCA: controle do bagaço de cana-de-açúcar; CP-TRIF: controle positivo Trifluralina; CP-MMS: controle positivo metilmetano 
sulfonato; TF: torta de filtro; BCA: bagaço de cana-de-açúcar; T0 tempo inicial de biodegradação; T1 tempo após 3 meses de biodegradação; T2 tempo de 6 meses de 
biodegradação; Gen.: genotoxicidade; Mut.: mutagenicidade; Cit.: citotoxicidade; I.M.: índice mitótico; * significativo quando comparado com o CN – Kruskal-Wallis (p < 
0,05). 
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4 CONCLUSÃO 

Muitos estudos vem sendo realizados no intuito de validar o uso da TF como fertilizante 

natural de solos. A maioria deles analisa a composição química das associações da TF e solo e 

avalia os efeitos dessas associações sobre a produtividade das culturas a elas expostas. No 

entanto, poucos estudos foram feitos para se avaliar os efeitos destas associações sobre a biota 

do local em que ela é aplicada. 

Pelos resultados obtidos neste estudo, pode-se inferir que a TF poderia ser utilizada em 

pequenas concentrações, associada ao solo com ou sem BCA, como fertilizante. 

Apesar de seu conteúdo rico em metais, as baixas concentrações de TF não foram 

capazes de induzir danos genotóxicos e mutagênicos significativos nas células meristemáticas 

de A. cepa. 

O processo de biodegradação parece ser eficiente, pois os potenciais genotóxico e 

mutagênico das associações com as maiores concentrações de TF diminuiram, depois de 6 

meses de biodegradação. Quando comparadas com as associações em substrattos sólidos, sem 

biodegradação (T0), as amostras do T1 parecem ter induzido uma quantidade maior de danos, 

talvez pela formação de metabólitos, cuja atividade induz a formação de AC e MN nas células. 

Porém, o processo de biodegradação foi mantido por um total de 6 meses (T2), o que 

possibilitou a redução desta atividade, ou seja, a isenção de metabólitos tóxicos, pela possível 

degradação dos mesmos pelos microorganismos presentes nas associações. 

Pela análise dos resultados, também foi possível determinar que a presença do BCA 

influenciou positivamente no processo de biodegradação, já que as associações com BCA, 

mesmo nas maiores concentrações de TF, apresentaram maior redução do potencial genotóxico 

e mutagênico. 

Os testes com A.cepa se mostraram eficientes para avaliar os efeitos citotóxicos, 

genotóxicos e mutagênicos da TF, antes e após biodegradação, Além disso, a biodegradação 

por 6 meses mostrou ser eficiente para a diminuição da toxicidade da TF, mesmo nas suas 

associações com concentrações mais altas, tornando o seu uso na agricultura mais seguro. Deve-

se enfatizar que as associações com concentrações mais baixas de TF não apresentaram efeitos 

danosos ao organismo-teste utilizado, porém mais estudos são necessários para estabelecer a 

quantidade ideal de aplicação na cultura de cana-de-açúcar, pois o uso em concentrações mais 

baixas faz com que maiores quantidade de TF sejam necessárias a suplementação do solo com 

nutrientes. 
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6 CONCLUSÕES GERAIS 

 A caracterização química inicial das associações da TF apresentou níveis significat ivos 

de alguns metais; 

 A TF (T0) apresentou potencial toxico elevado para E. andrei, porém este efeito foi 

atenuado durante o processo de biodegradação; 

 A TF (T0) também apresentou potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico para A. 

cepa, que também foram atenuados com o processo de biodegradação; 

 A adição do BCA foi eficiente para melhorar o processo de biodegradação, melhorando 

a aeração das amostras e diminuindo os efeitos tóxicos, citotóxicos, genotóxicos e 

mutagênicos, após seis meses de biodegradação; 

 O período de seis meses de biodegradação foi adequado para a atenuação dos efeitos 

tóxicos, citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos da TF; 

 As associações com as menores concentração de TF não apresentaram efeitos tóxicos, 

citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos, demonstrando que a sua utilização, em baixas 

concentração, é viável para ser aplicada ao solo; 

 Após o período de seis meses de biodegradação a TF pura teve uma perda muito elevada 

de nutrientes, o que, talvez, possa tornar inviável o uso deste resíduo como adubo 

agrícola; 

 A espécie E. andrei se mostrou um excelente organismo teste para ser usado em 

avaliações dos efeitos tóxicos da TF e suas associações; 

 O organismo A. cepa se mostrou um excelente organismo teste para se investigar os 

efeitos citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos da TF e de suas associações com solo e 

BCA;  

 Pelos resultados obtidos, concluímos que mais estudos devam ser realizados, tanto com 

outros organismos como com outros endpoints, para se ter uma real compreensão dos 

efeitos da TF para a biota do solo, bem como para direcionar tomadas de decisão sobre 

a aplicação deste resíduo na agricultura. 
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