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RESUMO 

 

Os ecossistemas aquáticos são os principais receptores de substâncias tóxicas provenientes de 

atividades humanas. Com o crescimento da produção de cana-de-açúcar no Brasil, a vinhaça – 

principal resíduo da produção de álcool – destaca-se como um potencial contaminante dos 

recursos hídricos, uma vez que sua riqueza em matéria orgânica lhe confere um alto poder 

poluente. Desta maneira, este estudo procurou avaliar a toxicidade da vinhaça por meio da 

análise de fígados de peixes Oreochromis niloticus, expostos a diferentes diluições de vinhaça 

em dois bioensaios laboratoriais. Porções dos fígados foram coletadas e fixadas para serem 

analisadas por meio de técnicas histológica e histoquímicas para detecção de proteínas totais, 

polissacarídeos e lipídios. Na análise histológica, os grupos tratados com vinhaça 

apresentaram alterações estatisticamente significativas observadas nos dois bioensaios, como 

perda da integridade citoplasmática, perda de limite celular e desorganização do tecido. Os 

padrões proteicos e lipídicos não apresentaram alterações. A análise para detecção de 

polissacarídeos mostrou maior acúmulo desse elemento nos animais expostos ao tratamento 

com menor concentração de vinhaça, com intensidade gradativamente menor nas maiores 

diluições. Este fato pode ser devido ao alto teor de matéria orgânica presente na vinhaça e à 

alta concentração de cromo no efluente, como uma resposta direta à toxicidade. Concluiu-se, 

portanto, que a vinhaça possui potencial tóxico e citotóxico dose-dependente em corpos 

d’água e que o fígado constitui um órgão bastante afetado quando em exposição aguda a este 

contaminante. 

 

Palavras chave: resíduo agroindustrial, cana-de-açúcar, poluição aquática. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Aquatic ecosystems are the main receptors of toxic substances from human activities. With 

the increase in sugarcane production in Brazil, vinasse – the main residue of ethanol 

production – is a potential contaminant of water resources, due to its high organic matter 

content. This study was aimed at evaluating the toxicity of vinasse by examining the liver of 

the fish Oreochromis niloticus exposed to different dilutions of vinasse in two laboratory 

bioassays. Portions of liver were collected and fixed for histological and histochemical 

techniques to detect total proteins, polysaccharides, and lipids. In the histological analysis, the 

groups treated with vinasse exhibited significant alterations, such as loss of cytoplasmic 

integrity and cell boundaries, and tissue disorganization. Protein and lipid profiles were not 

altered. Higher accumulation of polysaccharides was detected in fish exposed to lower 

concentrations of vinasse, with a gradual decrease in animals treated with vinasse in higher 

concentrations. This may be due to the high organic matter content and the high concentration 

of chromium in vinasse, as a direct response to toxicity. We concluded that vinasse has a 

dose-dependent toxic and cytotoxic potential in water bodies and that the liver is strongly 

affected when acutely exposed to this contaminant. 

 

Keyword: agroindustrial residue, sugarcane, aquatic pollution. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Neste limiar do século XXI, o agronegócio tem se destacado como um setor 

muito forte em nosso país, principalmente por sua natureza exportadora. Como 

consequência, tem se tornado um dos setores da economia que mais causa impacto 

ambiental, dado a necessidade de grandes porções de terras, uso excessivo de 

agrotóxicos e pesticidas, bem como a geração de grande quantidade de resíduos, os 

quais podem conter elementos e substâncias potencialmente poluidoras (RIBEIRO et 

al., 2007; UNICA, 2007).  

 Sabendo que cada efluente possui propriedades e impactos específicos na biota, 

é imprescindível avaliar sua contribuição à contaminação ambiental. Neste sentido, o 

manejo e a disposição de resíduos agroindustriais têm merecido destaque nos dias 

atuais, frente ao despejo inadequado e indiscriminado de muitos efluentes no meio 

ambiente (SRIVASTAVA; SAHAI, 1987). Dentro deste contexto, um agroresíduo 

pouco estudado é a vinhaça.  

 A vinhaça é um subproduto, principalmente da indústria sucroalcooleira, 

geralmente ácido (pH 3,5-5), de coloração castanho-escuro, de odor incômodo para a 

espécie humana e com alto conteúdo orgânico (WALISZEWSKI et al.,1997; ESPAÑA-

GAMBOA et al., 2011), caracterizada como efluente com alto poder poluente e alto 

valor fertilizante. O poder poluente deste líquido residual, cerca de cem vezes maior que 

o do esgoto doméstico, decorre da sua riqueza em matéria orgânica, baixo pH, elevada 

corrosividade e altos índices de demanda bioquímica de oxigênio (DBO), além de 

elevada temperatura na saída dos destiladores. Assim, a vinhaça é considerada 

altamente nociva à fauna, flora, microfauna e microflora das águas doces, além de 

afugentar a fauna marinha que vem às costas brasileiras para procriação (SILVA et al., 

2007). Por outro lado, a vinhaça apresenta grande potencial para utilização em solos 

agrícolas, principalmente na forma de fertirrigação (PEDROSA et al., 2005).  

 Ao promover modificações nas propriedades físicas do solo, a vinhaça pode 

tanto elevar a capacidade de infiltração da terra, contaminando as águas subterrâneas, 

como reduzi-la, promovendo a elevação do escoamento, com possível contaminação de 

águas superficiais. Além disso, os mecanismos de recarga dos lençóis freáticos e 

aquíferos são controlados principalmente pelos eventos de chuva. Deste modo, ao 

atingir o solo contendo vinhaça, a água pluvial pode infiltrar ou escoar superficialmente, 

poluindo os corpos d’água (SILVA et al., 2007). 
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 Neste sentido, os peixes tem sido amplamente utilizados como modelos 

experimentais, tanto em avaliações de saúde dos ecossistemas aquáticos como em 

estudos de patologia toxicológica (LAW, 2003; LEDY et al., 2003; SIMONATO et al., 

2008). A tilápia tem sido considerada um bom modelo para estudos toxicológicos por 

diversos motivos; entre eles, podemos enumerar suas altas taxas de crescimento, fácil 

adaptação às dietas comerciais, resistência a doenças e lesões consequentes de manejo, 

boa reprodução em cativeiro e tolerância a várias condições ambientais (FIGUEIREDO-

FERNANDES et al., 2006).  

 Ademais, a histopatologia aplicada em peixes como biomarcadora de poluição 

aquática foi revista por Hinton et al. (1992), os quais estabeleceram que a relação entre 

danos em peixes e poluição ambiental poderia ser fornecida por meio da histologia do 

fígado.  

 De maneira geral, o fígado dos peixes é constituído por células do parênquima 

hepático, que são os tipos celulares dominantes e apresentam forma variável, de oval a 

polígonos irregulares; estão concentricamente arranjados ao redor de capilares 

sanguíneos (sinusóides) formando os cordões de hepatócitos. Estas células possuem 

núcleos geralmente esféricos, um abundante retículo endoplasmático rugoso e 

mitocôndrias, que lhes conferem uma alta atividade metabólica e biossintética (HEATH, 

1995; TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). 

 Nos peixes, as células hepáticas possuem diversas funções vitais, como a 

metabolização de proteínas, lipídios e carboidratos, processamento e armazenamento 

dos nutrientes absorvidos no trato digestivo, atuam na desintoxicação do organismo e na 

hematopoese durante a fase larval, além de estarem envolvidos na produção de 

anticorpos (VERLAG, 1982; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 

 De acordo com Hinton e Lauren (1990), existem muitas razões para selecionar o 

fígado como um importante órgão em estudos de toxicologia. Este é o primeiro órgão a 

atuar na biotransformação de xenobiontes e excreção de alguns metais pesados; atua na 

estocagem de carboidratos (glicogênio) e, especialmente em peixes, acumulam lipídios.  

 Assim, muitos dos danos hepáticos podem ser causados devido às toxinas 

acumuladas pelo fígado, consequência do processo de desintoxicação de xenobióticos, 

que ao causarem a degeneração dos hepatócitos acabam por limitar as funções vitais do 

fígado, prejudicando o organismo como um todo (SIMONATO et al., 2008; 

JIRAUNGKOOSKUL et al., 2002).  Por isso, diversas alterações histológicas são 
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comumente observadas em estudos de toxicidade (YILDIRIM et al., 2006; 

FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 2007a). 

 A resposta à toxicidade resulta também em uma rápida mobilização de reservas 

energéticas, como alterações nos níveis de proteínas plasmáticas e de glicogênio 

hepático, que permitem ao organismo atender ao aumento na demanda energética 

durante a exposição a fatores estressantes (MARTINEZ; CÓLUS, 2002). Essas 

alterações são consideradas respostas típicas ao estresse, como um mecanismo 

adaptativo que disponibiliza energia ao organismo para responder a esses fatores 

(WENDELAAR BONGA, 1997).  

 Segundo Junqueira e Carneiro (2004), o fígado armazena lipídios e carboidratos 

na forma de triglicerídeos e glicogênio, respectivamente, sendo esta capacidade de 

armazenar metabólitos importante, porque supre o organismo de substratos energéticos 

no período entre refeições. Como observado em estudos recentes de histopatologia em 

peixes (PEREIRA, 2009), indivíduos expostos a ambientes poluídos podem apresentar 

uma diminuição na concentração do glicogênio hepático; isto revela o recrutamento 

deste nutriente para o combate contra a intoxicação. Além disso, com a deteriorização 

dos hepatócitos, pode haver uma diminuição em sua capacidade de armazenamento de 

nutrientes. Um aumento no tamanho dos hepatócitos também foi observado na 

histologia qualitativa de tilápias expostas ao cobre, devido ao alto teor de lipídios 

(FIGUEIREDO-FERNANDES, 2007a). 

 Além disso, alterações nos níveis de proteínas do fígado também são observadas. 

Em situações de toxicidade, pode ocorrer uma concentração protéica no entorno dos 

vasos sanguíneos hepáticos, devido à alta atividade das células próximas aos vasos, que 

acabam por entrar em contato com as toxinas mais rapidamente do que as células que se 

encontram no interior do tecido. Por isso, observa-se uma vacuolização mais rápida dos 

hepatócitos mais próximos aos grandes vasos, indicando toxicidade (PEREIRA, 2009). 

 Neste sentido, diante da ampla contaminação dos recursos hídricos por resíduos 

industriais e do destaque da produção de cana-de-açúcar no país, faz-se necessária a 

verificação do real potencial tóxico da vinhaça em organismos de ambiente aquático. 

Assim sendo, o uso de bioensaios em tilápias possibilitará o estudo dos efeitos tóxicos 

deste poluente, sem a influência das variáveis ambientais. Além disso, o fígado possui 

elevada capacidade de acumular contaminantes, tornando a histopatologia deste órgão 

um excelente biomarcador de poluição aquática. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Vinhaça  

 

 O Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar no mundo, com cerca de 5 

milhões de hectares de área cultivada, seguido por Índia, China, Tailândia, México, 

Quênia e Paquistão. De acordo com o último censo realizado, desde o início da safra 

2011/2012 foram processadas 492,70 milhões de toneladas de cana-de-açúcar, gerando 

um volume de 12,71 bilhões de litros de etanol hidratado (CANAOESTE, 2012).  

 Apesar da riqueza que o setor canavieiro gera, este apresenta problemas 

relacionados desde o processo do plantio até a colheita da cana (ALVARENGA; 

QUEIROZ, 2009). Neste contexto, um dos pontos mais críticos e pouco discutidos a 

respeito dos impactos negativos da cana-de-açúcar, diz respeito a um subproduto do 

etanol: a vinhaça. A vinhaça é o produto de calda na destilação do licor de fermentação 

do álcool de cana-de-açúcar. É um líquido residual, também conhecido regionalmente 

por restilo, vinhoto, mosto, dunder ou garapão (WILKIE et al., 2000; CAMARGO et 

al., 2009; GIANCHINI; FERRAZ, 2009). É produzida em muitos outros países como 

subproduto do álcool, uma vez que a matéria-prima pode variar: cana-de-açúcar na 

América do Sul, beterraba, vinho e frutas na Europa, milho na América do Norte 

(GIANCHINI; FERRAZ, 2009). Assim sendo, a vinhaça apresenta diferentes 

propriedades. Uma revisão recente sobre as diferentes composições da vinhaça e 

tratamentos disponíveis foi realizada por España-Gamboa et al. (2011). De acordo com 

os autores, as características da vinhaça dependem da matéria-prima (biomassa) 

utilizada para a produção do etanol.   

 De acordo com Camargo et al. (2009), os primeiros estudos para a aplicação da 

vinhaça nos solos, no Brasil, datam da época de 1950 e foram realizados pela Escola 

Superior de Agronomia Luiz de Queiroz (ESALQ). Seu uso como fertilizante, por meio 

da fertirrigação, se tornou frequente entre as usinas a partir da década de 80. A adoção 

da prática de fertirrigação consiste na infiltração da vinhaça in natura no solo, por meio 

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

 O uso da vinhaça por meio da fertirrigação constitui uma tecnologia que propõe 

usar de forma racional os recursos naturais, impedindo que a vinhaça seja lançada nos 

rios, possibilitando a fertilização dos solos agricultáveis (GIANCHINI; FERRAZ, 

2009). 
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 No entanto, de acordo com vários autores, o despejo direto da vinhaça no solo 

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

subterrâneas, alterações na qualidade do solo devido ao desbalanceamento dos 

nutrientes, redução da alcalinidade e perda das culturas e aumento da fitotoxicidade. 

(AGRAWAL; PANDEY, 1994). 

 

2.2 Peixes como Bioindicadores  

 

 Os peixes são ecologicamente e economicamente muito importantes. Eles 

representam um grupo de vertebrados com diversos comportamentos e estratégias 

reprodutivas, além de desempenhar importante papel na cadeia alimentar, quer como 

predadores ou como presas. Embora nem sempre sejam considerados os organismos 

aquáticos mais sensíveis aos estressores químicos, possuem ampla variação de 

comportamento e habitat, que aumentam seu potencial para a exposição a substâncias 

tóxicas (RAND, 2008; FRANÇA, 2009). 

 Peixes acumulam poluentes diretamente de águas contaminadas ou 

indiretamente pela ingestão de organismos contaminados, uma vez que desempenham 

diferentes papéis na cadeia trófica, sendo capazes de bioacumular contaminantes 

dissolvidos na água (MINISSI et al., 1997). Por isso, os peixes são excelentes modelos 

para avaliação do ecossistema aquático e para realização de estudos toxicológicos como 

um todo, podendo sinalizar o potencial perigo de novas substâncias químicas ou a 

possibilidade de poluição ambiental (STREIT, 1998). 

 Segundo Van Dick (2003), os peixes são organismos relativamente sensíveis a 

mudanças em seu ambiente, incluindo o aumento da poluição. Assim, o estado de saúde 

dos peixes é capaz de refletir e dar uma boa indicação da condição de um ecossistema 

aquático. Além disso, existe extensa literatura sobre seu comportamento, fisiologia e 

requerimentos ambientais, que os tornam relevantes como grupo de organismos testes 

para avaliar os efeitos biológicos de substâncias tóxicas (RAND, 2008). Neste sentido, 

são frequentes os estudos toxicológicos utilizando-se diferentes espécies de peixes 

como bioindicadores de poluição aquática (ARELLANO et al., 2004; COUTINHO; 

GOKHALE, 2000; FONTANETTI et al., 2010). 

A “tilápia do Nilo”, Oreochromis niloticus, é um peixe de água doce, onívoro, 

de origem africana (STARLING, 1998); a principal característica que distingue a 
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espécie é a presença de listras verticais por todo comprimento da nadadeira caudal 

(COSTA-PIERCE, 2003). 

 Foi introduzida no Brasil pelo Centro de Pesquisas Ictiológicas do Departamento 

Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS), em 1971, com a finalidade de ingerir o 

lodo que se acumulava nas estruturas das usinas hidroelétricas, limpando-as. Quando 

essa fonte alimentar se esgotava, as tilápias passavam a explorar outras fontes de 

alimentos se adaptando com sucesso no ambiente, muitas vezes prejudicando espécies 

endêmicas ali residentes (RODRIGUES, 1994; TANAKA, 2001).  

 A espécie apresenta o corpo alto e comprimido lateralmente, cobertos por 

escamas e de coloração clara com faixas transversais escuras. A boca é terminal, os 

olhos laterais e apresentam linha lateral dividida (NELSON, 2002). As nadadeiras 

possuem coloração clara, sendo a caudal com pintas escuras unidas entre si formando 

listas transversais; as nadadeiras dorsal e anal apresentam espinhos (RODRIGUES, 

2009). 

 Várias espécies de tilápia estão sendo utilizadas com sucesso para fins de 

criação, sendo que as três mais cultivadas são O. niloticus, O. aureus e O. mossambicus. 

A tilápia é criada em abundância no Brasil por apresentar elevado valor econômico. Por 

este motivo, é explorada atualmente em 22 estados brasileiros, excetuando-se apenas 

alguns da região Norte. Ademais, a espécie O. niloticus é a mais importante espécie de 

tilápia cultivada, representando mais de 80% da produção total de tilápias (MOUSA; 

MOUSA, 1999; AL-SHAMSI et al., 2006). Assim, a alta qualidade de sua carne faz 

dela um produto de grande interesse industrial e de boa aceitação pelo mercado 

consumidor (OSTRENSKY et al., 2000). 

 Além do interesse para a aquicultura, as tilápias estão sendo cada vez mais 

utilizadas em pesquisas biológicas, quer em estudos de monitoramento ambiental ou em 

bioensaios toxicológicos, principalmente por seu pequeno porte e por serem facilmente 

manipuláveis (HATANAKA et al.; 1982; HOOVER, 1984; FIGUEIREDO-

FERNANDES et al., 2007b). Além disso, Alves-Costa (2001) também considera que 

peixes dessa espécie são bons organismos bioindicadores, uma vez que as alterações 

decorrentes da sua exposição são facilmente detectadas. Por isso, inúmeros trabalhos 

vêm empregando tilápias em estudos de poluição aquática (FIGUEIREDO-

FERNANDES et al., 2006; VAN DICK et al., 2007; BIAGINI et al., 2009). Neste 

sentido, Biagini et al. (2009) empregaram peixes O. niloticus em bioensaios 
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laboratoriais, de maneira a avaliar alterações histopatológicas em indivíduos expostos a 

águas poluídas, tratadas por flotação.  

 

2.3 O Fígado nos Teleósteos 

 

 Todos os vertebrados possuem um fígado definido, sendo o órgão mais 

volumoso do corpo, ocupando sempre uma área considerável do abdômen 

(HILDEBRAND, 1995). Na organogênese, o fígado se desenvolve a partir de uma 

evaginação do tubo digestivo, no mesentério ventral, abaixo da parte anterior do 

intestino. De uma maneira abrangente, o fígado constitui uma glândula digestiva 

composta por parênquima celular – hepatócitos – e por fibras que promovem sua 

sustentação. A superfície hepática é revestida por uma membrana serosa e o tecido 

conectivo dessa cápsula penetra no parênquima hepático. Os hepatócitos são células 

com forma poligonal que possuem importantes funções metabólicas. Também é 

possível visualizar no fígado vascularização de grande e pequeno calibre, ductos 

biliares, tecido pancreático e centros melanomacrofágicos (HIBIYA, 1982).  

 No entanto, uma definição geral para a estrutura de um fígado que represente os 

peixes teleósteos está muito longe de ser alcançada, em parte pela enorme diversidade 

existente, com uma estimativa variando de 20.000 a 25.000 espécies (FIGUEIREDO-

FERNANDES et al., 2007a). Com base nisto, Akiyoshi e Inoue (2004) realizaram um 

trabalho no qual foi avaliada a morfologia do fígado de 200 espécies de teleósteos como 

modelo para o estudo das relações filogenéticas entre os representantes desse grupo de 

vertebrados. 

 Podemos considerar, entretanto, a existência de dois tipos básicos de fígados de 

peixes: os que contêm tecido pancreático e aqueles que não contêm. Em certas espécies 

de peixes, como a tilápia (O. niloticus), o fígado se combina com o pâncreas de modo a 

formar o hepatopâncreas, com as células do pâncreas exócrino distribuídos no 

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

pâncreas exócrino consiste de aglomerados de células piramidais principalmente 

organizadas em ácinos, como é observado em mamíferos. As células possuem 

citoplasma basófilo escuro, núcleos basais distintos e grandes grânulos de zimogênio, os 

quais contem enzimas responsáveis pela digestão de proteínas, carboidratos, gorduras e 

nucleotídeos (GENTEN et al., 2009). Em outras espécies, entretanto, o fígado pode ser 

encontrado completamente separado do pâncreas (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995; 
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GENTEN et al., 2009). Segundo Rotta (2003), a função do pâncreas dos peixes é 

bastante semelhante à dos mamíferos: secreta insulina e glucagon em resposta à 

absorção de nutrientes, além de enzimas digestivas e bicarbonato para o intestino. 

 De um modo geral, o parênquima do fígado está contido dentro de uma cápsula 

fina de tecido fibroconectivo, denominada cápsula de Glisson, e é composto 

principalmente de hepatócitos poliédricos normalmente com núcleos centrais, os quais 

podem ser em número de um ou dois. Sinusóides são alinhados com as células 

endoteliais, as quais possuem núcleos alongados e que sobressaem no lúmen sinusoidal. 

Além disso, o endotélio é fenestrado por pequenos poros. Células de Kupffer 

macrofágicas, por outro lado, não são encontradas em teleósteos, embora células 

capazes de ingerir partículas estranhas tenham sido descritas entre os hepatócitos de 

algumas espécies (Salmonidae). Ductos biliares também ocorrem dentro do parênquima 

hepático, de modo que canalículos biliares anastomosam-se para produzir ductos de 

diâmetro crescente. Os menores ductos do fígado são revestidos com uma única camada 

de células epiteliais cubóides, de modo que ductos maiores podem, ainda, incorporar 

tecido conjuntivo e musculatura magra (GENTEN et al., 2009). 

 Outra estrutura associada é a vesícula biliar, um saco contrátil com parede 

delgada e com a função de armazenamento temporário da bile, a qual é coletada pelos 

ductos biliares provindos do fígado. Quando conduzida ao lúmen do intestino, a bile 

efetua a emulsificação das gorduras e a neutralização da acidez do quimo; esses 

processos auxiliam na digestão e na absorção dos lipídios e das vitaminas lipossolúveis 

que entram no intestino (ROTTA, 2003). 

 Em geral, o fígado de peixes apresenta funções semelhantes ao de mamíferos. 

Suas funções incluem a assimilação dos nutrientes, produção de bile, desintoxicação e a 

manutenção da homeostase metabólica do corpo, que inclui o processamento dos 

carboidratos, proteínas, lipídeos e vitaminas. O fígado também desempenha um papel 

chave na síntese de proteínas do plasma, como o fibrinogênio, albumina, e fatores do 

complemento (GENTEN et al., 2009). 

 

2.4 Histopatologia do Fígado como Biomarcador da Poluição Aquática  

 

 O uso de ferramentas biológicas capazes de revelar o modo de ação de 

compostos potencialmente poluidores em ambientes aquáticos está em expansão, uma 

vez que a conservação da água e a prevenção dos efeitos deletérios decorrentes de sua 
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contaminação são uma preocupação crescente. Por isso, o uso de biomarcadores 

morfológicos pode diminuir os riscos para a saúde humana e contribuir para o 

desenvolvimento de programas que visam preservar este ecossistema (FONTANETTI et 

al., 2012).  

 Estudos histológicos são capazes de revelar-se uma ferramenta eficaz para a 

determinação da saúde de populações de peixes, podendo refletir até mesmo a condição 

de ecossistemas aquáticos como um todo. Neste contexto, Hinton et al. (1992) assumem 

que os biomarcadores histopatológicos são valiosos como indicadores do estado geral 

de saúde do peixe, refletindo os efeitos da exposição a uma variedade de poluentes 

antropogênicos. 

 A sua principal vantagem reside na capacidade de integrar os efeitos dos fatores 

abióticos, tais como substâncias químicas e temperatura, e de fatores bióticos, como 

agentes patogênicos que afetem a função de órgãos e a saúde do peixe (HANDY et al., 

2002; ZIMMERLI, 2007). 

 Além do mais, a análise histológica constitui um parâmetro muito sensível para 

o estudo patológico em peixes, sendo crucial para determinar as alterações celulares que 

podem ocorrer em órgãos-alvos, tais como brânquias, fígado e gônadas (DUTTA, 

1996). Segundo Figueiredo-Fernandes et al. (2007a), a monitorização das alterações 

histológicas em fígado de peixe é altamente sensível e a maneira mais precisa para 

avaliar os efeitos de compostos xenobióticos em campo e em estudos experimentais. 

 O fígado é um órgão chave quando se considera a ação de poluentes sobre os 

peixes, pois é muito sensível a contaminantes ambientais. Esse fato deve-se a sua alta 

capacidade de acumular tais substâncias, muitas vezes mais do que no próprio ambiente 

ou em outros órgãos (HEALTH, 1995). 

 Assim, a exposição a agentes tóxicos pode causar alterações histológicas no 

fígado, que por este motivo pode ser utilizado como biomarcador para indicar contato 

prévio com tais substâncias. Embora o fígado tenha a capacidade de degradar 

compostos tóxicos, seus mecanismos de regulação podem ser sobrecarregados por 

concentrações elevadas destes produtos, resultando, consequentemente, em danos na 

estrutura do órgão (HINTON; LAUREN, 1990; VAN DICK, 2003). A histologia de 

fígados de peixes pode, portanto, servir como um modelo para o estudo das interações 

entre fatores ambientais – como biotoxinas, parasitas, poluentes – e as estruturas 

hepáticas, bem como suas funções (BRUSLÉ; GONZALEZ, 1996).  
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 Alguns estudos, utilizando espécies de peixes expostos a diferentes tóxicos, 

foram capazes de evidenciar alterações histopatológicas no fígado de tais espécimes 

(BERNET et al., 2004; MISHRA; MOHANTY, 2008). 
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3 OBJETIVO 

 

 O presente trabalho teve como objetivo verificar, qualitativamente e 

semiquantitativamente, o possível potencial tóxico e citotóxico da vinhaça, por meio de 

análises histológicas e histoquímicas em fígados de tilápias (O. niloticus) expostas a 

este resíduo. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Material 

 

4.1.1 Material biológico 

 

 Para este estudo, foram utilizados como organismos teste, peixes da espécie O. 

niloticus (Perciformes, Cichlidae), popularmente conhecido como tilápia do Nilo. 

Foram utilizados indivíduos com tamanho médio de 10 cm, para evitar diferenças intra-

específicas relacionadas ao tamanho e idade dos peixes. Os espécimes, oriundos de 

piscicultura (UNESP – Campus de Rio Claro), foram aclimatados em tanque. 

 O presente projeto foi analisado e aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais do Instituto de Biociências da UNESP Rio Claro, com nº de protocolo 2866. 

 

4.1.2 Vinhaça como substância tóxica  

 

 As amostras de vinhaça de cana-de-açúcar foram coletadas na Usina Santa 

Lúcia, localizada na cidade de Araras – SP, provenientes de duas safras distintas (safras 

2010 e 2011). Esse efluente foi mantido em câmara fria (4ºC), no Departamento de 

Bioquímica e Microbiologia da UNESP de Rio Claro, até o início dos experimentos.  

 

4.2 Metodologia 

 

4.2.1 Análise físico-química da vinhaça 

 

 Foram realizadas análises físico-químicas do efluente, por laboratório 

especializado (TASQA Serviços Analíticos Ltda. – Paulínia/SP), para determinação 

mais precisa de sua composição. Foram mensurados os parâmetros: pH, condutividade 

elétrica, dureza, resíduo não filtrável total, nitrogênio nitrato e nitrito, nitrogênio 

Kjeldehl, amônia, cálcio, enxofre total, fosfato total, magnésio, potássio, sódio, sulfato, 

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

metais (Arsênio, Bário, Cádmio, Chumbo, Cobre, Cromo, Mercúrio, Molibdênio, 

Níquel, Selênio e Zinco). 
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4.2.2 Bioensaio com O. niloticus 

 

 Os bioensaios foram montados em aquários com capacidade de 40 litros. Em 

cada aquário, foram dispostos cinco peixes já aclimatados (machos e fêmeas, 

distribuídos aleatoriamente), no qual permaneceram 96 horas, a temperatura ambiente 

de aproximadamente 24ºC, com sistemas de filtragem e aeração. 

 Em cada aquário houve um tratamento, como segue: 

-Aquário 1: Controle com água limpa proveniente de poço artesiano; 

-Aquário 2: Concentração de 1% de vinhaça; 

-Aquário 3: Concentração de 5% de vinhaça; 

-Aquário 4: Concentração de 10% de vinhaça. 

 No segundo bioensaio (safra 2011) foram utilizadas as mesmas concentrações, 

acrescida da diluição 2,5% de vinhaça, para que se pudessem obter maiores resultados, 

por conta da mortalidade dos peixes submetidos aos tratamentos de 5% e 10% de 

vinhaça no primeiro bioensaio (safra 2010). 

 A escolha dos valores de diluições (1%, 5% e 10%) tem como base estudos 

anteriores de Algur e Kadioglu (1992), os quais utilizaram concentrações similares de 

vinhaça para analisar seu efeito nas plantas Pisum sativum e Helianthus annus, e de 

Kumar e Gopal (2001), os quais também utilizaram estas diluições de vinhaça em 

bioensaios com os peixes de água doce Channa punctatus.  

 

4.2.3 Dissecção dos animais 

 

 Decorrido o tempo de exposição de 96 horas, os espécimes de O. niloticus foram 

retirados dos aquários, anestesiados com benzocaína (0,1g de benzocaína em 1 mL de 

álcool etílico para cada 100 mL de água deionizada), eutanaziados com espinhalamento 

por tesoura cirúrgica e dissecados em solução fisiológica. Em seguida, o fígado foi 

fixado em solução Bouin ou formol cálcio (de acordo com a técnica de coloração a ser 

empregada) permanecendo no fixador por pelo menos 2 horas. 

 

4.2.4 Técnica para análise histológica 

 

 Após fixação, os fragmentos de fígado foram transferidos para solução tampão 

de fosfato de sódio, onde permaneceram por pelo menos 24 horas, e depois foram 
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desidratados em solução de etanol a 70, 80, 90 e 95%. Em seguida, foram submetidos à 

resina de embebição (Leica Historesin – Embedding Kit), por 24 horas, em geladeira. 

Posteriormente, o material foi transferido para moldes plásticos contendo resina de 

inclusão. Os blocos foram cortados com auxílio de micrótomo Leica. Os cortes foram 

então corados por Hematoxilina/Eosina ou ainda submetidos a técnicas histoquímicas.  

 

4.2.5 Histoquímica 

 

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

elementos: 

 

 A. Polissacarídeos 

 Duas técnicas foram utilizadas para a observação de polissacarídeos: PAS 

(Ácido Periódico Schiff), para a detecção de polissacarídeos neutros, e a coloração 

simultânea por PAS + azul de Alcian, para detecção, também, de polissacarídeos ácidos. 

O material foi fixado em solução Bouin. No método PAS foi necessária à hidratação 

prévia do material, por 5 minutos. Em seguida, o material foi levado ao ácido periódico 

1% por 30 minutos. Decorrido o tempo, o material foi imerso em reativo de Schiff, por 

1 hora. As lâminas foram lavadas em água sulfurosa por 9 minutos e em seguida, em 

água corrente, por 30 minutos. Depois de secas, foram montadas com bálsamo do 

Canadá. Na coloração dupla com PAS + azul de Alcian, as lâminas foram submersas em 

uma solução de azul de Alcian dissolvido em ácido acético 3%, onde permaneceram por 

30 minutos, e em seguida foram submetidas ao reativo de Schiff, de modo semelhante à 

técnica de PAS (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). 

 

 B. Proteínas Totais  

 Foi utilizada a técnica de coloração pelo azul de bromofenol. O material foi 

fixado em solução Bouin. As lâminas foram hidratadas por 5 minutos e imersas no 

respectivo corante, por 2 horas. Em seguida, foram lavadas em água corrente, secas e 

montadas com bálsamo do Canadá (PEARSE, 1985). 

 

 C. Lipídios 

 Para a detecção de lipídios foram realizadas duas técnicas diferentes, sudan 

black B (lipídios totais) e azul do Nilo (lipídios ácidos). Na técnica de sudan black B, o 
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material foi fixado em formol cálcio. As lâminas foram imersas em solução de sudan 

black B a 1%, dissolvido em álcool 70%, por 30 minutos. Em seguida, foram lavadas 

em água destilada, secas e montadas com gelatina glicerinada (JUNQUEIRA; 

JUNQUEIRA, 1983). Para a técnica de azul do Nilo, o material foi fixado em formol 

cálcio.  As lâminas foram imersas em solução de azul do Nilo, à 37ºC, por 5 minutos. 

Foram então lavadas em água corrente por 5 minutos e passadas no ácido acético 1%, 

por 1 minuto. Em seguida, foram secas e montadas com gelatina glicerinada 

(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). 

 

4.2.6 Documentação e interpretação dos resultados 

 

 A análise dos materiais foi realizada em microscópio de luz nas objetivas de 10, 

40 e 100x. Foram analisadas duas lâminas com oito cortes de 6 µm para cada peixe, 

sendo n=5 para cada um dos bioensaios. Assim, foram analisados um total de 60 

lâminas e 480 cortes histológicos para cada técnica realizada, por bioensaio. Os 

resultados obtidos foram fotografados em fotomicroscópio, fazendo-se uso de programa 

próprio para captura de imagens – Leica Qwin Standard v. 2.8. Os resultados 

encontrados no controle e nos tratamentos foram comparados entre si e entre os 

resultados do primeiro bioensaio.  

 A descrição e a avaliação das alterações histopatológicas tiveram como base o 

protocolo padronizado de Bernet et al. (1999). Este foi adaptado pelo grupo de pesquisa 

da professora Carmem S. Fontanetti Chistofoletti para a análise semiquantitativa das 

principais alterações histopatológicas encontradas nos fígados de tilápias expostas à 

contaminantes, o qual encontra-se sintetizado na Tabela 1.  

 Um fator de importância (w) é definido para cada lesão, de acordo com sua 

importância patológica, ou seja, como isso afeta a função do orgão e a capacidade de 

sobrevivência dos peixes. As alterações são previamente classificadas em três fatores de 

importância: (1) Importância patológica mínima, a lesão é facilmente reversível quando 

a exposição ao irritante termina; (2) Importância patológica moderada, a lesão é 

reversível na maioria dos casos, quando o estressor é neutralizado; e (3) Importância 

patológica acentuada, a lesão é geralmente irreversível, levando à perda parcial ou total 

da função do orgão.  
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Tabela 1 - Principais alterações encontradas em fígado de O. niloticus e seus 

respectivos fatores de importância 

 

  Características  Fator de 
  Importância (w) 

Hepatócitos 

  Hipertrofia/ Degeneração hidrópica� 2 

  Atrofia� 2 

  Perda de limite celular� 3 

  Núcleo picnótico� 3 

  Hipertrofia do núcleo� 2 

  Esteatose macrovesicular� 1 

  Esteatose microvesicular� 1 

  Citoplasma vacuolizado� 1 

  Citoplasma claro/lavado� 3 

  Acúmulo de proteínas� 1 

  Acúmulo de polissacarídeos� 1 

Tecidos  
Intersticiais 

(hepatopâncreas, 
sinusóides, 

espaço 
intercelular) 

  Sinusóides dilatados � 1 

  Eritrócito com citoplasma degradado � 2 

  Acúmulo de proteínas� 1 

  Acúmulo de polissacarídeos� 1 

  Esteatose macrovesicular� 1 

  Esteatose microvesicular� 1 

 Edema intercelular� 1 

 Desorganização do tecido  2 
Parênquima 

Hepático   Hiperplasia� 2 

 (órgão como 
 um todo)   Necrose� 3 

  Tumor� 3 
 Fonte: elaborada pelo autor 

 

 Foi desenvolvida, então, uma tabela própria para o presente estudo (Tabela 2), 

com as principais alterações encontradas nos fígados dos peixes expostos à vinhaça.  
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Tabela 2 - Principais alterações encontradas em fígado de O. niloticus expostos à 

vinhaça e seus respectivos fatores de importância 

 

  Características Analisadas Fator de 
  Importância (w) 

Hepatócitos 

 Hipertrofia/ Degeneração hidrópica� 2 

 Atrofia� 2 

 Núcleo picnótico� 3 

 Citoplasma vacuolizado� 1 

 Citoplasma claro/lavado� 3 

 Perda de limite celular � 3 

 Acúmulo de polissacarídeos� 1 
Tecido 

Intersticial  Sinusóides dilatados � 1 

Parênquima 
Hepático  Desorganização do tecido 2 

 Fonte: elaborada pelo autor 

 

 Para melhor compreensão dos resultados, as anomalias histopatológicas descritas 

são também classificadas em escores (a) que variam de 0 a 6, dependendo do grau e da 

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

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

intermediários também podem ser considerados. 

 Ao multiplicar o fator de importância pelo escore, obtêm-se o índice da 

alteração. Para o cálculo do índice total de cada indivíduo, ou seja, o índice 

correspondente à avaliação das alterações histopatológicas em seu fígado, é  utilizado o 

seguinte cálculo: 

 

Índiceind =  ∑ (fator de importância x escore) 
 

 A partir dos índices individuais foram obtidos os valores de média e desvio 

padrão para cada grupo – controle e tratamentos – os quais foram avaliados 

estatisticamente através do teste Mann-Whitney em níveis de 5% e 1% de significância, 

utilizando-se o programa Bioestat - versão 5.3. 
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 Este procedimento foi realizado para avaliar estatisticamente o conjunto de 

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

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

importância patológica das alterações. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados serão apresentados na forma de um artigo científico, o qual será 

submetido para publicação em revista especializada na área. 
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RESUMO 

Os ecossistemas aquáticos são os principais receptores de substâncias tóxicas 

provenientes de atividades humanas. Com o crescimento da produção de cana-de-

açúcar, a vinhaça – principal resíduo da produção de álcool – destaca-se como um 

potencial contaminante dos recursos hídricos, uma vez que sua riqueza em matéria 

orgânica lhe confere um alto poder poluente. Desta maneira, este estudo procurou 

avaliar a toxicidade da vinhaça por meio da análise de fígados de peixes Oreochromis 

niloticus, expostos a diferentes diluições de vinhaça (1%, 2,5%, 5% e 10%) em dois 

bioensaios laboratoriais. Porções dos fígados foram coletadas e fixadas para serem 

analisadas por meio de técnicas histológica e histoquímicas para detecção de proteínas 

totais, polissacarídeos e lipídios. Na análise histológica, os grupos tratados com vinhaça 

apresentaram alterações estatisticamente significativas comuns aos dois bioensaios, 

como perda da integridade citoplasmática, perda de limite celular e desorganização do 

tecido. Os padrões proteicos e lipídicos não apresentaram alterações. A análise para 

detecção de polissacarídeos mostrou maior acúmulo desse elemento nos animais 

expostos ao tratamento com menor concentração de vinhaça, com intensidade 

gradativamente menor nas maiores diluições. Concluiu-se, portanto, que a vinhaça 

possui potencial tóxico e citotóxico dose-dependente em corpos d’água e que o fígado 

constitui um órgão bastante afetado quando em exposição aguda a este contaminante. 

 

Palavras chave: resíduo agroindustrial, peixes, poluição aquática, toxicidade. 
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1. INTRODUÇÃO 

 Tendo em vista o contexto atual, no qual a preocupação com o meio ambiente e 

a valorização de recursos renováveis são crescentes, a demanda por combustíveis 

renováveis aumenta a perspectiva de crescimento do setor sucroalcooleiro. Este 

aumento na produção implica também em um aumento de agroresíduos e, 

concomitantemente, em impactos causados ao ambiente. Dessa maneira, o 

monitoramento dos efluentes gerados é de fundamental importância, pois são 

produzidos em larga escala e podem ser descartados ou reutilizados de maneira 

inapropriada. 

 Neste contexto, a vinhaça de cana-de-açúcar se destaca como um agroresíduo 

pouco estudado. Este efluente consiste em um subproduto oriundo da produção do 

álcool, com composição e propriedades bastante variáveis (SILVA et al., 2007). Em 

geral, é caracterizada pelo seu pH ácido e alto conteúdo orgânico (BELTRAN et al., 

2005), sendo produzidos de 10 a 18 litros de vinhaça por litro de etanol, dependendo das 

configurações dos equipamentos da destilaria. Além disso, seu alto poder poluente é 

cerca de 100 vezes maior que o do esgoto doméstico, principalmente pelo baixo pH, 

elevada corrosividade e alta demanda bioquímica de oxigênio (DBO) (FREIRE; 

CORTEZ, 2000; ROSSETO, 1987; SILVA et al., 2007).  

 Por ser rica em matéria orgânica e micronutrientes, a vinhaça possui também 

alto valor fertilizante e é amplamente reutilizada para fertirrigação da própria cana-de-

açúcar, mas devido às altas quantidades utilizadas, é capaz de saturar o solo e 

contaminar corpos d’água que estejam próximos a estes cultivos (SILVA et al., 2007). 

Dessa forma, a vinhaça pode acarretar diversos danos à vida aquática. 

 Neste sentido, os peixes têm sido amplamente utilizados como modelos 

experimentais, tanto em avaliações de saúde dos ecossistemas aquáticos como em 

estudos de patologia toxicológica (LAW, 2003; LEDY et al., 2003; SIMONATO et al., 

2008). Segundo Figueiredo-Fernandes et al. (2006), a tilápia tem sido considerada um 

excelente modelo para estudos toxicológicos devido a suas altas taxas de crescimento, 

grande resistência ao manejo, fácil adaptação às dietas comerciais, boa reprodução em 

cativeiro e tolerância a diversas condições ambientais.  

 Ademais, a histopatologia aplicada em peixes como biomarcadora de poluição 

aquática foi revista por Hinton et al. (1992), os quais estabeleceram que a relação entre 

danos em peixes e poluição ambiental poderia ser fornecida por meio da histopatologia 

do fígado. Este órgão pode apresentar diversas alterações morfológicas em condições 
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tóxicas devido ao seu papel fundamental no metabolismo e excreção de compostos 

xenobióticos (ROCHA; MONTEIRO, 1999). 

 Assim sendo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial tóxico 

da vinhaça em corpos d’água, utilizando a histopatologia do fígado de tilápias do Nilo, 

após exposição aguda a diferentes diluições deste efluente, em bioensaios laboratoriais. 

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Materiais 

2.1.1 Material biológico 

 Foram utilizados como organismos teste, peixes da espécie O. niloticus 

(Perciformes, Cichlidae), popularmente conhecido como tilápia do Nilo. Foram 

utilizados indivíduos com tamanho médio de 10 cm, para evitar diferenças intra-

específicas relacionadas ao tamanho e idade dos peixes. Os espécimes, oriundos de 

piscicultura, foram aclimatados em tanques antes da exposição.  

 O presente trabalho foi analisado e aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais do Instituto de Biociências, UNESP, Rio Claro, São Paulo, Brasil, protocolo nº 

2866. 

 

2.1.2 Vinhaça como substância tóxica  

 As amostras de vinhaça de cana-de-açúcar foram coletadas na Usina Santa 

Lúcia, localizada na cidade de Araras, São Paulo, Brasil, oriundas de duas safras 

distintas (safras 2010 e 2011). Os efluentes foram mantidos em câmara fria (4ºC), no 

Departamento de Bioquímica e Microbiologia, Instituto de Biociências, UNESP 

(Universidade Estadual Paulista), Rio Claro, São Paulo, Brasil, até o início dos 

experimentos.  

 

2.2 Metodologia 

2.2.1 Análise físico-química da vinhaça 

 Foram realizadas análises físico-químicas do efluente, por laboratório 

especializado (TASQA Serviços Analíticos Ltda., Paulínia, São Paulo, Brasil), para 

determinação precisa de sua composição. Foram mensurados os parâmetros: pH, 

condutividade elétrica, dureza, resíduo não filtrável total, nitrogênio nitrato e nitrito, 

nitrogênio Kjeldehl, amônia, cálcio, enxofre total, fosfato total, magnésio, potássio, 
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sódio, sulfato, DBO (Demanda Bioquímica de Oxigênio), DQO (Demanda Química de 

Oxigênio) e metais (Arsênio, Bário, Cádmio, Chumbo, Cobre, Cromo, Mercúrio, 

Molibdênio, Níquel, Selênio e Zinco). 

 

2.2.2 Bioensaios com O. niloticus 

 Foram montados dois bioensaios em aquários com capacidade de 40 litros. Em 

cada aquário, foram dispostos cinco peixes já aclimatados (machos e fêmeas, 

distribuídos aleatoriamente), no qual permaneceram 96 horas, à temperatura ambiente 

de aproximadamente 24ºC, com sistemas de filtragem e aeração. 

 Em cada aquário houve um tratamento, como segue: 

-Aquário 1: Controle com água limpa; 

-Aquário 2: Concentração de 1% de vinhaça; 

-Aquário 3: Concentração de 5% de vinhaça; 

-Aquário 4: Concentração de 10% de vinhaça. 

 No segundo bioensaio (safra 2011) foram utilizadas as mesmas concentrações, 

acrescida da diluição 2,5% de vinhaça. 

 A escolha dos valores de diluições tem como base estudos anteriores, os quais 

utilizaram diluições similares de vinhaça para analisar seu efeito em diferentes 

organismos (ALGUR; KADIOGLU, 1992; KUMAR; GOPAL, 2001).  

 

2.2.3 Dissecção dos animais 

 Decorrido o tempo de exposição de 96 horas, os espécimes de O. niloticus foram 

retirados dos aquários, anestesiados, sacrificados com espinhalamento por tesoura 

cirúrgica e dissecados em solução fisiológica. O fígado foi retirado e fixado em solução 

Bouin aquoso e formol cálcio, de acordo com a técnica de coloração a ser empregada, 

permanecendo no fixador por pelo menos 2 horas. 

 

2.2.4 Histologia e Histoquímica 

 Após fixação, os fragmentos de fígado foram transferidos para solução tampão 

de fosfato de sódio, onde permaneceram por pelo menos 24 horas, e depois foram 

desidratados em solução de etanol a 70, 80, 90 e 95%. Em seguida, foram imersos em 

resina de embebição (Leica Historesin – Embedding Kit), por 24 horas, em geladeira. O 

material foi então transferido para moldes plásticos contendo resina de inclusão e, 

posteriormente, cortados com auxílio de micrótomo. As secções foram coradas por 
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hematoxilina e eosina (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983), de acordo com rotina 

histológica, ou submetidas aos seguintes testes histoquímicos: azul de bromofenol para 

a detecção de proteínas totais (PEARSE, 1985), PAS (Periodic Acid-Schiff) para a 

detecção de polissacarídeos neutros, coloração simultânea por PAS e Alcian blue, para 

detecção de polissacarídeos ácidos (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) e sudan black 

B e azul do Nilo para lipídeos (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).  

 

2.2.5 Interpretação dos resultados 

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

n=5 para cada um dos bioensaios. Assim, foram analisados um total de 60 lâminas e 480 

cortes histológicos para cada técnica realizada, por bioensaio. Os resultados encontrados 

no controle e nos tratamentos dos dois bioensaios foram comparados entre si.  

 A descrição e a avaliação das alterações histopatológicas tiveram como base o 

protocolo padronizado de Bernet et al. (1999), adaptado para este estudo. Um fator de 

importância (w) foi definido para cada lesão, de acordo com sua importância patológica, 

ou seja, como isso afeta a função do orgão e a capacidade de sobrevivência dos peixes. 

As alterações foram previamente classificadas em três fatores de importância: (1) 

Importância patológica mínima, a lesão é facilmente reversível quando a exposição ao 

irritante termina; (2) Importância patológica moderada, a lesão é reversível na maioria 

dos casos, quando o estressor é neutralizado; e (3) Importância patológica acentuada, a 

lesão é geralmente irreversível, levando à perda parcial ou total da função do orgão. 

Para melhor compreensão dos resultados, as anomalias histopatológicas descritas foram 

também classificadas em escores (a) que variaram de 0 a 6, dependendo do grau e da 

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

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

intermediários também foram considerados. Ao multiplicar o fator de importância pelo 

escore, obtêm-se o índice da alteração. Para o cálculo do índice total de cada indivíduo, 

ou seja, o índice correspondente à avaliação das alterações histopatológicas do fígado de 

cada animal avaliado, foi  utilizado o seguinte cálculo: Índiceind =  ∑ (fator de 

importância x escore). A partir dos índices individuais foram obtidos os valores de 

média e desvio padrão para cada grupo – controle e tratamentos – os quais foram 

avaliados estatisticamente através do teste Mann-Whitney em níveis de 5% e 1% de 

significância, utilizando-se o programa Bioestat - versão 5.3. 
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 Este procedimento foi realizado para avaliar estatisticamente o conjunto de 

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

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

importância patológica das alterações. 

 

 

3. RESULTADOS 

3.1 Análises físico-químicas da vinhaça 

 Pelas análises realizadas, foi possível observar que ambas as safras de vinhaça 

(2010 e 2011) apresentaram baixo pH, altos valores de DBO e DQO, bem como de 

potássio. Além disso, no segundo bioensaio, o sulfato apresentou uma concentração 

400% maior que o primeiro bioensaio. Por outro lado, os valores obtidos para dureza 

foram bastante distintos, sendo que a amostra da segunda coleta mostrou uma dureza 

muito menor que a da primeira (Tabela 1). 

 Em relação aos metais (Tabela 1), observou-se que a primeira coleta de vinhaça 

revelou diferentes elementos, como bário, cobre, cromo, mercúrio, molibdênio, níquel e 

zinco, enquanto a segunda detectou apenas a presença de cobre e cromo. Entretanto, ao 

considerarmos os elementos arsênio, cádmio, chumbo, mercúrio, níquel e selênio no 

segundo bioensaio, é importante salientar que o limite de quantificação (LQ) destes, 

com o método utilizado pelo laboratório, são acima dos parâmetros delimitados pela 

CETESB (Companhia Ambiental do Estado de São Paulo/Brasil). A tabela mostrou, 

ainda, que a concentração de cromo detectado na vinhaça do segundo bioensaio foi 

superior ao recomendado para este elemento. Calculando a concentração total desse 

metal para cada grupo tratamento, este ainda encontra-se acima de seu valor de 

intervenção para os tratamentos 10%, 5% e 2,5%. 

 

3.2 Observação dos bioensaios 

 Durante a execução do primeiro bioensaio, foi verificada a mortalidade de todos 

os indivíduos expostos às diluições de 5% e 10% de vinhaça após 48h de experimento. 

Por outro lado, o segundo bioensaio apresentou 60% de mortalidade dos peixes 

expostos à diluição de 10% do efluente.  

 

3.3 Análise histológica 
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 O grupo controle apresentou arquitetura típica do tecido hepático de peixes 

teleósteos (Fig. 1A, B), com ausência de anormalidades patológicas. Os hepatócitos são 

arranjados em fileiras e entremeados por sinusóides, nos quais é possível observar 

eritrócitos. O citoplasma dos hepatócitos aparece homogeneamente corado (Fig. 1A) ou 

por vezes menos corado, podendo apresentar alguns vacúolos (Fig. 1B). Como descrito 

para a espécie, o orgão exibiu ácinos pancreáticos exócrinos. 

 As principais alterações histopatológicas encontradas nos fígados de tilápias 

expostas à vinhaça encontram-se sintetizadas na Tabela 2. As alterações 

estatisticamente significativas comuns aos dois bioensaios foram perda da integridade 

citoplasmática (Fig. 1C), perda de limite celular (Fig. 1D) e desorganização do tecido 

(Fig. 1E) (Tabelas 3 e 4). No primeiro bioensaio foram obervados também núcleos 

picnóticos e dilatação dos espaços sinusóides, os quais não mostraram significância 

estatística (Tabela 3). No segundo bioensaio observou-se também citoplasma 

vacuolizado (Fig. 1F), degeneração hidrópica (Fig. 1E) e núcleos picnóticos (Figs 1C, 

D), sendo estes dois últimos estatisticamente significativos (Tabela 4). Não foram 

observadas alterações associadas ao tecido pancreático. 

  

3.4 Análise histoquímica 

 Os padrões histoquímicos para detecção proteica e lipídica não sofreram 

alterações neste estudo (Figs 2A, B, C). Ambos apresentaram o citoplasma de seus 

hepatócitos moderadamente positivo aos testes, apresentando áreas menos coradas 

conforme o padrão da coloração histológica. Por outro lado, a análise para detecção de 

polissacarídeos mostrou que o grupo controle apresenta pequenos estoques destes 

elementos, tanto ácidos como neutros, no citoplasma da célula, em forma de fina 

granulação espalhada por todo o citoplasma ou em acúmulos maiores (Figs 3A, B).  

 O grupo tratamento 1% foi o que apresentou maior concentração de 

polissacarídeos, em ambos os bioensaios, em comparação a todos os outros grupos (Figs 

3C, D, E). O grupo tratamento 2,5% apresentou intensidade de coloração semelhante ao 

tratamento 1%, enquanto no grupo 5%, a coloração dos conteúdos celulares foi menos 

intensa, com regiões fracamente positivas ao teste (Fig. 3F). Todos os grupos 

tratamentos apresentaram acúmulo estatisticamente significativo (Tabelas 3 e 4). Além 

disso, foram observadas células inteiramente positivas aos dois reagentes, sendo 

homogênea para polissacarídeos ácidos e em forma de grânulos para neutros. De uma 
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maneira geral, tanto no controle quanto nos tratamentos, os polissacarídeos pareceram 

estar mais associados aos arredores dos vasos sanguíneos e hepatopâncreas. 

 Quando se avaliou a média do conjunto de lesões por grupo nos dois bioensaios, 

verificou-se que todos os tratamentos foram significativos para o teste Mann-Whitney 

para p<0,05, de modo que apenas o tratamento 1% do segundo bioensaio não se 

mostrou significativo para p<0,01 (Tabela 5). 

  

 

4. DISCUSSÃO 

 A composição química da vinhaça de cana-de-açúcar varia em função da 

individualidade de cada planta utilizada na produção do etanol, bem como do posterior 

processo de destilação (ROBERTIELLO, 1982). Pela possibilidade de haver variações 

também entre safras, foi feita a repetição do bioensaio para avaliar a composição e a 

toxicidade da vinhaça em diferentes épocas, de modo a comparar e complementar os 

resultados obtidos. Tendo em vista a mortalidade dos peixes nas concentrações mais 

altas, uma diluição adicional de 2,5% foi acrescentada ao desenho experimental no 

segundo bioensaio, de modo a compreender melhor os possíveis efeitos tóxicos da 

vinhaça. 

 A mortalidade dos indivíduos expostos às maiores concentrações de vinhaça 

pode ser explicada pela alta carga orgânica do efluente e sua elevada DBO e DQO, de 

maneira a esgotar o oxigênio na água, levando à mortalidade dos peixes. É possível 

supor que a grande quantidade de potássio, o baixo pH e a presença de diferentes metais 

também poderiam contribuir para os efeitos tóxicos da vinhaça, assim como a alta 

dureza da amostra no primeiro bioensaio. 

 O potássio é comumente encontrado na forma iônica e pronto para ser 

acumulado pela biota aquática, pois é um elemento nutricional essencial. As 

concentrações em águas naturais são usualmente menores que 10 mg/L (CETESB, 

2013), assim, a detecção de altas concentrações na vinhaça pode influenciar diretamente 

no potencial tóxico do efluente.  

 Por outro lado, a influência do pH em um ecossistema pode se dar de modo 

direto, com efeitos sobre a fisiologia das espécies, ou de modo indireto, podendo em 

determinadas condições contribuir para a precipitação de elementos químicos tóxicos, 

como metais pesados (CETESB, 2013). Ainda, segundo a CETESB (2013), estabelece-

se faixa de pH entre 5 e 9 para o lançamento direto de efluentes nos corpos receptores, 
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sendo que os critérios de proteção à vida aquática fixam o pH dos corpos d’água entre 6 

e 9. As amostras de vinhaça bruta utilizadas neste estudo apresentaram valores abaixo 

destes estabelecidos, podendo ter efeito direto em sua toxicidade. 

 Já os metais podem modificar as atividades das enzimas hepáticas e conduzir a 

alterações histopatológicas no fígado, de acordo com o tipo de metal e sua 

concentração, da espécie de peixe, do tempo de exposição e de outros fatores (PARIS-

PALACIOS et al., 2000). O cromo, presente em alta quantidade na vinhaça utilizada, 

embora constitua um nutriente essencial em baixas doses, pode ser mutagênico e 

carcinogênico em determinados estados de oxidação (FERREIRA, 2002; CETESB, 

2013). Já a quantidade detectada de cobre foi menos elevada, mas merece atenção. 

Estudos indicam que uma concentração de 20 mg/L de cobre na água é capaz de 

produzir intoxicações no homem, incluindo lesões no fígado. Para peixes, as doses 

elevadas de cobre são ainda mais nocivas, de maneira que concentrações de 0,5 mg/L 

podem ser letais para diversas espécies de peixes (CETESB, 2013). Vale lembrar que a 

vinhaça pode apresentar valores de metais pesados muito abaixo daqueles detectáveis 

pelo método analítico empregado (CAMILOTTI et al., 2007). Dessa forma, não é 

possível mensurar os prováveis danos de todos os elementos, embora possam trazer 

inúmeras lesões aos peixes caso estejam presentes (ALVARADO et al., 2006; BLEAU 

et al., 1996; RANDI et al., 1996; SREEDEVI et al.; 1992). 

 Alterações histológicas típicas de respostas agudas puderam ser encontradas nos 

indivíduos de todos os grupos tratamentos, decorrentes da exposição à vinhaça. Isso 

porque os hepatócitos podem ser considerados o primeiro alvo da toxicidade de uma 

substância, o que caracteriza o fígado como um excelente biomarcador da poluição 

ambiental (ZELIKOFF, 1998). 

 A degeneração hidrópica observada nos hepatócitos é caracterizada pelo 

aumento de volume da célula devido ao acúmulo de água e eletrólitos em seu interior 

(ROBBINS et al., 1989). Yildirim et al. (2006) também observaram tal alteração em 

fígado de tilápias expostas ao inseticida Deltametrin. 

 Em algumas áreas hepáticas nos grupos tratados, principalmente com maiores 

concentrações de vinhaça, foram observados núcleos com diâmetro reduzido e aspecto 

picnótico. Esta alteração indica condensação da cromatina, sugerindo o início do 

processo de morte celular. No presente estudo, este processo pode ter ocorrido em razão 

do potencial tóxico dos componentes da vinhaça. 
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 As áreas com citoplasma mais claro se referem a áreas com perda da integridade 

citoplasmática e indicam um processo de degradação, uma vez que são áreas negativas à 

maioria das técnicas realizadas, de modo a serem positivas às colorações para detecção 

de polissacarídeos apenas nas menores concentrações de vinhaça. Além disso, sua 

crescente frequência, concomitante ao aumento das concentrações de vinhaça nos 

tratamentos, pode indicar a ocorrência de um processo tóxico no fígado. 

 A perda do limite celular e a desorganização do tecido hepático foram 

características encontradas com frequência nos indivíduos expostos. Akaishi et al. 

(2004), ao estudar fígados de peixes contaminados com petróleo, também puderam 

observar perda de limites celulares nos hepatócitos. Segundo os autores, essa 

característica sugere alterações drásticas na distribuição de organelas, o que pode trazer 

consequências graves para o funcionamento do órgão. 

 Os testes histoquímicos para detecção de polissacarídeos citoplasmáticos 

indicaram maior acúmulo deste elemento, tanto ácidos como neutros, em todos os 

grupos tratados com vinhaça. Este fato pode ser explicado pela alta quantidade de 

compostos orgânicos presentes no efluente, particularmente açúcares, os quais são 

metabolizados pelo organismo, fornecendo a matéria prima para produção de glicogênio 

nos hepatócitos. Uma vez que é função do cromo potencializar os efeitos da insulina no 

organismo (MERTZ, 1969), sua presença é capaz de estimular a captação de glicose 

pelos tecidos. Assim, a elevada quantidade deste metal também pode ter contribuído 

para a maior concentração de polissacarídeos nos grupos tratamentos. 

 Embora pareça evidente pensar em um aumento dose-dependente na quantidade 

de polissacarídeos quando consideramos a vinhaça como poluente, um efeito contrário 

foi observado. Entre os fatores que podem ter contribuído para este resultado, é possível 

considerar que a vinhaça diluída em doses pequenas é juntamente metabolizada pelo 

organismo, sendo que seus polissacarídeos são armazenados pelos hepatócitos ao atingir 

o fígado. Mas quando se encontra em maior quantidade, o efluente é capaz de 

comprometer o tecido hepático, de modo a desorganizar e degradar parte do tecido, 

motivo pelo qual há um aumento das respostas negativas ao teste histoquímico nas 

maiores concentrações. Outra possibilidade deve-se ao fato de que os depósitos de 

carboidrato em tecidos como o fígado podem fornecer as necessidades energéticas 

imediatas em peixes teleósteos, particularmente em casos de estresse (DANGÉ, 1986; 

HORI et al., 2006), o que permite ao organismo atender a este aumento na demanda 

energética.  
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 Em relação à sua forma de acúmulo nas células, os polissacarídeos puderam ser 

encontrados, nos indivíduos dos dois bioensaios, na forma de pequenos vacúolos 

citoplasmáticos ou espalhados por todo o citoplasma hepático. Tais dados são 

condizentes com estudos de Santos et al. (2004) realizados com tilápias, nos quais 

foram encontradas regiões hepáticas vacuolizadas com provável concentração de 

glicogênio em seu interior. Em contrapartida, Paris-Palacios et al. (2000) analisaram 

fígado de zebrafish com partículas de glicogênio espalhadas ao longo do citoplasma, 

também corroborando os resultados encontrados.  

 

 

5. CONCLUSÕES 

 Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que a vinhaça de cana-de-açúcar nas 

diluições analisadas neste estudo possui potencial tóxico e citotóxico dose-dependente 

em corpos d’água. Isto foi demonstrado pelas alterações na morfologia e no conteúdo de 

polissacarídeos do fígado dos indivíduos, comprovando que as análises morfológicas 

qualitativa e semiquantitativa podem ser consideradas importantes metodologias para 

observação de alterações hepáticas decorrentes de processos toxicológicos. Além disso, 

a vinhaça pode ser até mesmo letal dependendo da concentração e da sua composição, 

que por sua vez varia de acordo com a safra. Dessa forma, a reutilização deste efluente 

na prática de fertirrigação deve ser avaliada com cautela, uma vez que ao atingir o meio 

aquático, seu efeito na fauna pode ser extremamente nocivo. Por este motivo, outros 

meios para substituir seu uso como fertilizante devem ser considerados.   
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Tabela 1. Características qualiquantitativas e análise de metais das vinhaças utilizadas 

Parâmetros 1º Bioensaio 
(safra 2010) 

2º Bioensaio 
(safra 2011) 

CETESB 
(mg/L) Métodos de análises 

Amônia (mg/L) <LQ <LQ - USEPA 440/5-85-001 

Arsênio (mg/L) <LQ <LQ 0,01 SM21 3120 B 
Bário (mg/L) 0,41 <LQ 0,7 SM21 3120 B 
Cádmio (mg/L) <LQ <LQ 0,005 SM21 3120 B 
Cálcio (mg/L) 719 671 - SM21 3120 B 

Chumbo (mg/L) <LQ <LQ 0,01 SM21 3120 B 
Cobre (mg/L) 0,35 0,76 2 SM21 3120 B 
Condutividade Elétrica 
(µs/cm) 13530 15110 - SM21 2510 B 

Cromo (mg/L) 0,04 3,56 0,05 SM21 3120 B 
DBO (mg/L) 5046 7941 - SM21 5210 B 

DQO (mg/L) 13380 25225 - SM21 5220 D 
Dureza (mg CaCO3/L) 2493 276 - SM21 2340 B 
Enxofre Total (mg/mL) 1219 1681 - SM21 3120B 
Fosfato total (mg/L) 1,30 - - SM21 4500-P C 

Magnésio (mg/L) 237 264 - SM21 3120 B 
Mercúrio (mg/L) 0,0019 <LQ 0,001 EPA 7470ª 
Molibdênio (mg/L) 0,008 <LQ 0,07 SM21 3120 B 
Níquel (mg/L) 0,03 <LQ 0,02 SM21 3120 B 

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

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

Nitrogênio Kjeldahl 
(mg/Kg) 267 171 - SM21 4500-Norg B 

pH 3,9 4,37 - SM21 4500- H+ B 
Potássio (mg/L) 2056 3401 - SM21 3120 B 
Resíduo não Filtrável 
(mg/L)  2765 1800 - SM21 2540 D 

Selênio (mg/L) <LQ <LQ 0,01 SM21 3120 B 
Sódio (mg/L) 50,2 114 - SM21 3120 B 
Sulfato (mg/L) 710 2993 - SM21 4500- SO4

-2 E 
Zinco (mg/L) 1,66 <LQ 5 SM21 3120 B 

LQ: limite de quantificação (variável); DBO: Demanda Bioquímica de Oxigênio; 
DQO: Demanda      Química de Oxigênio; EPA: Environmental Protection Agency; 
USEPA: United States Environmental Protection Agency; SM21: Standard Methods 
for the Examination of Water and Wastewater 21th Edition 2005. 
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Tabela 2. Principais alterações encontradas em fígado de O. niloticus expostos à 

vinhaça e seus respectivos fatores de importância 

 Características Analisadas Fator de  
Importância (w) 

Hepatócitos 

Hipertrofia/ Degeneração hidrópica 2 

Atrofia 2 

Núcleo picnótico 3 

Citoplasma vacuolizado 1 

Perda da integridade citoplasmática 3 

Perda de limite celular 3 

Acúmulo de polissacarídeos 1 

Tecido Intersticial Sinusóides dilatados 1 

Parênquima Hepático Desorganização do tecido 2 

 

 

 

 

Tabela 3. Frequência de ocorrência de alterações hepáticas significativas encontradas 

em O. niloticus expostos à vinhaça no primeiro bioensaio (safra 2010) 

Dados apresentados como média ± desvio padrão 
T1%: Tratamento 1%. 
*: Valor significativo para p<0,05 pelo teste Mann-Whitney 
**: Valor significativo para p<0,01 pelo teste Mann-Whitney 
 

 

 

 

 

 

 

 

1º Bioensaio Controle T 1% 

Perda da integridade citoplasmática 0 ± 0 2 ± 1,225** 

Perda de limite celular 0 ± 0 1,4 ± 1,517* 

Acúmulo de polissacarídeos 1,2 ± 0,447 3,8 ± 0,837** 

Desorganização do tecido 0 ± 0 1,6 ± 1,342** 
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Tabela 4. Frequência de ocorrência de alterações hepáticas significativas encontradas 

em O. niloticus expostos à vinhaça no segundo bioensaio (safra 2011) 

Dados apresentados como média ± desvio padrão 
T1%: Tratamento 1%. T2,5%: Tratamento 2,5%. T5%: Tratamento 5% 
*: Valor significativo para p<0,05 pelo teste Mann-Whitney 
**: Valor significativo para p<0,01 pelo teste Mann-Whitney 
 

 

Tabela 5. Conjunto de alterações hepáticas em cada grupo 

 Controle T 1% T 2,5% T 5% 

1º Bioensaio 

2º Bioensaio 

 3 ± 1,225 

11,6 ± 3,362 

13,6 ± 6,050** 

19,6 ± 7,830* 

- 

38,4 ± 14,153** 

- 

46,2 ± 5,805** 

Dados apresentados como média ± desvio padrão. 
*: Valor significativo para p<0,05 pelo teste Mann-Whitney 
**: Valor significativo para p<0,01 pelo teste Mann-Whitney 
 

 

2º Bioensaio Controle T 1% T 2,5% T 5% 

Degeneração Hidrópica 0 ± 0 1,6 ± 1,673 4 ± 3,742* 4 ± 3,162* 

Núcleo picnótico 0,6 ± 1,342 1,8 ± 1,643 5,4 ± 4,930* 8,4 ± 2,510** 

Perda da integridade citoplasmática 7,2 ± 1,643 7,2 ± 4,025 10,8 ± 4,025 12,6 ± 2,510* 

Perda de limite celular 0,6 ± 1,342 1,8 ± 1,643 6,6 ± 2,51* 10,2 ± 1,643** 

Acúmulo de polissacarídeos 2 ± 0,707 5 ± 1,225* 3 ± 0,707* 2,8 ± 0,447* 

Desorganização do tecido 1,2 ± 1,095 1,6 ± 0,894 6,8 ± 1,790** 8 ± 1,414** 
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Figura 1: Secções histológicas de fígados de O. niloticus submetidos ao teste 

hematoxilina-eosina. Grupo Controle (A, B) e Grupo Tratamento (C, D, E, F). Ap: 

ácinos pancreáticos; dh: degeneração hidrópica; h: hepatócitos; n: núcleo; np: núcleo 

picnótico; v: vacúolo; vs: vaso sanguíneo; seta: perda da integridade citoplasmática; 

asterisco: perda do limite celular. 
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Figura 2: Secções histológicas de fígados de O. niloticus submetidos ao teste azul de 

bromofenol (A), sudan black B (B) e azul do Nilo (C). Grupo Controle (A, B, C). 
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Figura 3: Secções histológicas de fígados de O. niloticus submetidos aos testes PAS 

(A) e PAS + azul de Alcian (B, C, D, E, F). Grupo Controle (A, B) e Grupo 

Tratamento (C, D, E, F). Cabeça de seta: acúmulo de polissacarídeos.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 Pelos resultados obtidos através da análise histopatológica de fígado de peixes 

da espécie O. niloticus, expostos a diferentes concentrações de vinhaça, pode-se 

concluir que: 

 

� As concentrações de 5% e 10% foram letais aos peixes no primeiro bioensaio, 

sendo que a concentração de 10% também foi letal para a maior parte dos peixes 

expostos no segundo bioensaio. Tais mortalidades provavelmente são resultado 

da alta DBO, DQO e alta quantidade de matéria orgânica presente na vinhaça de 

ambas as safras. 

� Foram encontradas diversas alterações histopatológicas estatisticamente 

significativas na análise histológica, sendo elas: degeneração hidrópica, núcleo 

picnótico, citoplasma claro/lavado, perda de limite celular e desorganização do 

tecido. 

� O tratamento com vinhaça não alterou a presença de proteínas totais presentes 

no fígado de peixes expostos. 

� Os grupos tratamentos apresentaram maior acúmulo de polissacarídeos no tecido 

hepático, de maneira a serem acumulados em grande quantidade no tratamento 

com menor quantidade de vinhaça, sendo este acúmulo gradativamente menor 

nas maiores diluições. Este fato pode ser devido ao alto teor de matéria orgânica 

presente na vinhaça, à alta concentração de cromo no efluente e mesmo como 

uma resposta direta à toxicidade. 

� O tratamento com vinhaça aparentemente não alterou o padrão lipídico no 

fígado de peixes expostos. 

� A vinhaça nas concentrações 1%, 2,5%, 5% e 10% possui potencial tóxico e 

citotóxico dose-dependente em corpos d’água. 

� A análise morfológica qualitativa constitui uma importante metodologia para 

observação de alterações hepáticas em estudos de toxicologia, sendo suas 

interpretações corroboradas pelas avaliações semiquantitativas. 

� Oreochromis niloticus se mostrou um eficiente organismo teste para a avaliação 

da toxicidade de recursos hídricos contaminados pela vinhaça. 
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