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RESUMO

As EstacOes de Tratamento de Esgoto (ETE) produzem residuos que podem ter acéo
detrimental tanto para o ambiente como para a saiude humana. Dentre os residuos
produzidos nas ETEs estdo o lodo de esgoto, que € destinado a aterros sanitarios
especificos, e o efluente liquido, que € lancado em corpos d’aguas superficiais. Embora
as aguas residuais passem por diversos tratamentos para remoc¢ao da carga poluidora,
antes de serem lancadas nos corpos hidricos, esta remocdo ndo € completa. Apesar
das ETEs seguirem resolucdes pré-estabelecidas para o langamento de efluentes nos
corpos receptores, os critérios desta avaliagdo s6 contemplam as caracteristicas fisico-
guimicas e microbiolégicas da agua. Para um real monitoramento ambiental, também é
necessario que sejam realizadas bioensaios complementares, com organismos
bioindicadores de toxicidade. As espécies vegetais Lactuca sativa e Allium cepa sao
consideradas eficientes bioindicadores para avaliagdo da qualidade ambiental, por
fornecerem dados consistentes sobre a fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade de amostras ambientais. O presente estudo teve por objetivo monitorar
o efluente tratado da ETE Toledos | da cidade de Santa Barbara-SP, bem como as
aguas do Ribeirdo dos Toledos, a montante e jusante do recebimento do efluente da
ETE, além de um efluente contaminado com cromo que foi descartado no sistema
coletor de esgoto municipal, por meio de ensaios de germinacao e de crescimento de
radicula/hipocotilo com L. sativa e por ensaios de indice mitético (IM), de aberragbes
cromossdémicas (AC) e de micronucleo (MN) com A. cepa. Pelos bioensaios realizados
com L. sativa, foi observado, para o periodo chuvoso, potencial fitotoxicidade para o
efluente da ETE e para o efluente contaminado com cromo. Ja para o periodo seco, foi
observada fitotoxicidade para o efluente da ETE, para a amostra de agua coletada a
jusante do lancamento do efluente da ETE e para o efluente contaminado com cromo.
Pelos ensaios com A. cepa, foi observado potencial citotoxico (ensaio do IM), somente
no periodo chuvoso, para as amostras coletadas a jusante do lancamento do efluente da
ETE e para o efluente contaminado com cromo. Neste estudo nao foi observado
potencial genotdxico (ensaio de AC) para nenhum tratamento do periodo chuvoso e
seco, 0 que demonstrou que o tratamento realizado pela ETE foi eficiente para a
remocao de substancias genotoxicas do efluente. Pelo ensaio do MN foi observado
potencial mutagénico somente para o efluente contaminado com cromo, 0 que
também comprovou a eficiéncia do tratamento realizado pela ETE, na remocao de
compostos mutagénicos de seu efluente. Pelos resultados desse estudo foi possivel
observar que os bioindicadores L. sativa e A. cepa apresentam diferentes
sensibilidades para a avaliagdo das amostras ambientais, reforcando a importancia
do uso de diferentes biomarcadores e bioindicadores para um melhor diagndstico
das condi¢Bes ambientais. O presente estudo demonstrou ainda a necessidade de
incluir bioensaios de toxicidade aos ensaios quimicos, para uma melhor avaliacao da
gualidade dos efluentes gerados pelas ETEs, bem como das condi¢cbes dos
ambientes aquaticos.

PALAVRAS CHAVES: mutagenicidade, fitotoxicidade, citoxicidade, genotoxicidade,

Allium cepa, Lactuca sativa.



ABSTRACT

The Wastewater treatment plants (WWTP) produce waste that can have a
detrimental effect on both the environment and human health. Among the waste
produced in the WWTPs are sewage sludge, which is destined for specific sanitary
landfills, and liquid effluent, which is released into bodies of surface water. Although
wastewater undergoes several treatments to remove the polluting load, before being
released into water bodies, this removal is not complete. Despite the fact that the
WWTP follow pre-established resolutions for the discharge of effluents in the
receiving bodies, the criteria of this evaluation only contemplate the physical-
chemical and microbiological characteristics of the water. For real environmental
monitoring, it is also necessary to carry out complementary bioassays, with
organisms bioindicators of toxicity. The plants bioindicators Lactuca sativa and Allium
cepa are considered efficient organisms for assessing environmental quality, for
providing consistent data on phytotoxicity, cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity
of environmental samples. The present study aimed to monitor the treated effluent
from the Toledos | WWTP of the Santa Barbara-SP city, as well as the waters of
Ribeirdo dos Toledos, upstream and downstream of receiving the WWTP effluent, in
addition to a chrome contaminated effluent that it was discarded in the municipal
sewage collection system, by means of germination and root / hypocotyl growth tests
with L. sativa and by mitotic index (MI), chromosomal aberrations (CA) and
micronucleus (MN) tests with A. cepa. For the bioassays carried out with L. sativa, a
potential phytotoxicity was observed for the rainy season for the WWTP effluent and
for the effluent contaminated with chromium. For the dry period, phytotoxicity for the
WWTP effluent, for the water sample collected downstream of the discharge of the
WWTP effluent and for the effluent contaminated with chromium was observed. By
the tests with A. cepa, rainy season, cytotoxic potential (Ml assay) for the samples
collected downstream of the discharge of the WWTP effluent and for the effluent
contaminated with chromium was observed. In this study, genotoxic potential (CA
assay) was not observed for any treatment of the rainy and dry periods, which
demonstrated that the treatment carried out by the WWTP was efficient for the
removal of genotoxic substances from the effluent. The MN test showed a mutagenic
potential only for the effluent contaminated with chromium, which also proved the
efficiency of the treatment carried out by the WWTP, in removing mutagenic
compounds from its effluent. From the results of this study, it was possible to observe
that the bioindicators L. sativa and A. cepa present different sensitivities for the
evaluation of environmental samples, reinforcing the importance of using different
biomarkers and bioindicators for a better diagnosis of environmental conditions. The
present study also demonstrated the need to include toxicity bioassays in chemical
tests, for a better evaluation of the quality of the effluents generated by the WWTPs
and the conditions of the aquatic environments.

KEY WORDS: mutagenicity, phytotoxicity, cytotoxicity, genotoxicity, Allium
cepa, Lactuca sativa.
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1. INTRODUCAO

A agua € um recurso natural essencial a vida, seja como o maior componente
bioquimico celular (constitui 70 a 95% das células), como meio de vida de todos os
organismos e como fator de producdo de varios bens de consumo final e
intermediario. A sua especial importancia esta na dependéncia da agua para o
desempenho das fung¢des vitais de todos 0s seres Vivos.

A &gua doce corresponde a cerca de 3% de toda a agua do planeta. Entretanto,
menos de 1% dessa agua esta localizada em rios, lagos, aquiferos e reservatérios,
portanto disponivel para consumo dos organismos continentais (The United Nations
World Water Development Report, 2003). A agua doce, apropriada para uso e em
guantidade adequada, € de suma importancia para a manutencao da vida no planeta
e, consequentemente, para o funcionamento adequado de ecossistemas. Além
disso, esse bem mineral contribui com as atividades socioeconémicas, como a
agricultura e pecuaria (ANA, 2011; Relatorio Mundial das Nag¢des Unidas, 2016).

O consumo de agua pelos seres humanos vem aumentando em cerca de 1% ao
ano, impulsionado essencialmente pelo aumento populacional, além do
desenvolvimento industrial e comercial (The United Nations World Water
Development Report, 2019), o que tém resultado em graves crises de abastecimento
da populacdo (BERTONCINI, 2008). De acordo com a The United Nations World
Development (2019), mais de dois bilhdes de pessoas vivem em paises com
estresse hidrico. A previsdo da UNESCO é de que a populacdo mundial atingira a
marca de 10 bilhdes de habitantes em 2050, o que levara 1/4 dessa populacédo a
viver em situacdo de escassez cronica de agua potavel (CHRISTOFIDIS, 2003;
UNESCO, 2018). Sendo assim, devido a estimativa futura de disponibilidade de
agua para a vida humana, existe uma preocupacdo com o bem-estar e a saude da
populacdo, como também com a producao agricola e industrial (SRINIVASAN et al.,
2012). Contudo, a crise hidrica ndo esta relacionada somente com a quantidade de
agua disponivel, mas também com a qualidade da agua a ser consumida.

A qualidade da agua pode estar relacionada a fatores variados, que vao desde a
sua propria condicdo natural até as derivadas de interferéncias humanas
(SPERLING, 1996). A poluicdo da agua gera situacdes adversas aos ecossistemas e
caracteriza um fator de risco a saude humana. De acordo com Abera et al. (2011) e

Khan et al. (2013), 80% das doengas humanas sao veiculadas pela agua. A falta de



tratamento da 4gua de abastecimento, tratamento inadequado do esgoto urbano ou
langcamento de esgotos domésticos in natura nos rios, estdo entre as principais
causas de obitos (3,1%) nos grandes centros urbanos, correspondendo a mais de
1,7 milhdo de mortes anuais. A qualidade da &gua ainda esta associada a
diminuicdo da longevidade humana em 3,7% (OMS, 2003, ASHBOLT, 2004). Assim,
a poluicdo dos recursos hidricos esta também muito relacionada com os ambientes
urbanos e o desenvolvimento econdmico da regido. Uma das varidveis que
compromete a qualidade da agua dos recursos hidricos é o lancamento de esgotos
sem o devido tratamento em suas aguas, que ocorre, principalmente, em
aglomerados urbanos (ATLAS ESGOTOS, 2017).

Quando um contaminante € lancado no meio ambiente, ele pode se misturar a
substancias naturais ou sintéticas ja existentes nesse meio e essa mistura pode
apresentar toxicidades variadas, derivadas de efeitos sinérgicos, aditivos,
potencializadores ou antagdnicos, que podem comprometer a sobrevivéncia da biota
do local impactado (ZAGATTO, 2008). Os efeitos da toxicidade ambiental podem
atingir todos os niveis de organizacao bioldgica e afetar tanto a estrutura quanto as
funcdes de todo ecossistema (FENT, 1996; 2004).

Um dos parametros que indica poluicdo hidrica é o da demanda bioguimica de
oxigénio (DBO), que corresponde a quantidade de oxigénio necessaria para oxidar a
matéria organica presente na agua. De acordo com o relatério da Agéncia Nacional
de Aguas - Atlas Esgotos (2017), os recursos hidricos de regides metropolitanas
brasileiras apresentam os piores indices de DBO, devido a alta concentracdo de
matéria organica decorrente de intensos lancamentos de efluentes derivados das
mais variadas atividades urbanas, o que leva a eutrofizagcdo dos seus corpos d’agua.
Outro parametro analisado para avaliar a qualidade das aguas de recursos hidricos
€ a turbidez. Os corpos hidricos receptores podem apresentar altos indices de
turbidez, devido ao recebimento de grandes quantidades de esgotos com materiais
suspensos (ANA, 2018). A alta turbidez pode alterar as condicdes de penetracdo da
luz solar nesses ambientes, alterando, assim, a fotossintese dos organismos
produtores aquaticos e, consequentemente, a oxigenacao do sistema hidrico, o que
pode levar a processos de eutrofizacdo, além de também interferir na temperatura
da agua.

As 4guas residuais possuem caracteristicas bastante diversas, pois podem

conter diferentes substancias, como material suspenso, compostos organicos,



metais, entre outros (ARCHELA et al., 2003). Os principais poluentes quimicos
encontrados em aguas residuais sao o fésforo e nitrogénio, por serem importantes
nutrientes para a microbiota envolvida com o processo de eutrofizacéo
(RAJASULOCHANA; PREETHY, 2016). As fontes mais comuns dos esgotos sdo as
aguas residuais dos sistemas urbanos e industriais e as aguas pluviais, mas a
caracteristica do esgoto dependera das fontes mais préximas do local de descarte
(METCALF; EDDY, 1991). Além disso, essas aguas podem conter inumeros
patdgenos responsaveis por doencas, como bactérias, protozoarios, helmintos e
virus, provenientes de excrec¢des de pessoas infectadas, que acabam tendo como
destino as aguas residuais domésticas. Estes agentes bioldgicos sdo considerados
importantes fatores etioldgicos de varias doencas infecciosas, fator este envolvido
com a elevacdo das taxas de mortalidade infantil de paises em desenvolvimento
(COSTA, 2007; ALBURQUEQUE; MONTE, 2010).

Para garantir a qualidade da agua dos recursos hidricos e, consequentemente,
da biota associada a eles, torna-se imprescindivel a realizacdo de tratamentos
adequados das aguas residuais, para que seja certificada a isencdo de
contaminantes que possam causar riscos ambientais, como o comprometimento da
gualidade de aguas superficiais e subterraneas e também da salinidade de solos,
(MARINHO et al.; 2013). As Estacdes de Tratamento de Esgoto sdo responsaveis
por remover grande parte da carga poluidora organica, inorganica e microbiologica
do esgoto, cujo intuito é o descarte de um efluente que preserve os padrbes de
gualidade dos corpos hidricos receptores (CARVALHO; OLIVEIRA, 2010).

O Municipio de Santa Béarbara esta localizado na Bacia Hidrografica do Rio
Piracicaba, que pertence a Unidade Hidrografica de Gerenciamento de Recursos
Hidricos (UGRHI) do Piracicaba, Capivari e Jundiai (PCJ). O referido municipio é
contemplado por trés micros bacias hidrograficas principais: a Bacia dos Ribeirdo
dos Toledos, a Bacia do Cérrego Aracariguama e a Bacia do Cdérrego Santa
Béarbara. A bacia do Ribeirdo dos Toledos tem uma area total de 207.506.873 m?
(DAE Santa Barbara d’Oeste, 2018).

A ETE Toledos | passa, preliminarmente, por um sistema de grades e uma caixa
de areia, para a remocao de solidos grosseiros (lixo e detritos). Na sequéncia, segue
para um tanque onde € injetado oxigénio, para suprir a demanda respiratoria e,
consequentemente, as atividades de decomposi¢cdo da matéria organica, realizadas

pelas bactérias aerdbias. O esgoto é entdo encaminhado aos flotadores, que
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agrupam o lodo em flocos, permitindo a sua separagdo. O material floculado é
centrifugado (processo de desidratacdo) e o lodo de esgoto desidratado é enviado
para aterros especificos. Apos todo o processo de tratamento do esgoto, resta um
efluente tratado que é lancado no Ribeirdo dos Toledos (DAE Santa Béarbara
d’Oeste, 2018).

Outra etapa importante no tratamento de efluentes sanitarios é a desinfeccao.
Esse processo acontece antes que qualquer efluente seja langcado em um corpo
hidrico receptor (LEO, 2008). Metcalf e Eddy (1991) afirmam que a escolha do
processo de desinfeccdo esta relacionada com as caracteristicas do efluente, como
a quantidade de agentes toxicos, a sua origem, tipos de microrganismo presente e
as suas propriedades quimicas. Um dos processos de desinfeccdo mais utilizados
em ETE’s é o que emprega derivados de cloro, devido ao seu baixo custo e alta
eficiéncia na inativacdo de microrganismos, como as bactérias. Esses quimicos,
contudo, formam subprodutos como os trihalometanos, que sao cancerigenos, além
de outros produtos toxicos que afetam diretamente o meio ambiente e a saude
publica (LAZAROVA et al., 1999; SINGER, 1999; DIAS, 2001; JUNIOR, 2012).

Mesmo quando as ETE’s realizam todas as etapas pré-estabelecidas para
tratamento de esgoto, ha ainda a necessidade de se monitorar esses sistemas de
tratamento, tanto para a certificacdo de que o efluente a ser lancado atende aos
padrdes estabelecidos pela legislacdo vigente (Conselho Nacional do meio Ambiente
- CONAMA 457/2005 e Lei n.° 997, de 31 de maio de 1976.) (AZZOLINE,
FRINHANI, FABRO, 2012), como para estimar 0s possiveis impactos que eles
possam desencadear nos recursos hidricos onde serdo lancados. Além das andlises
fisico-quimicas que sao realizadas para avaliar a qualidade da agua, identificando e
guantificando as substancias téxicas presentes, sdo necessarios também testes
toxicoldégicos, que possam avaliar os efeitos das substancias téxicas sobre os
sistemas biolégicos (OLIVI et al, 2008).

A realizacéo de ensaios biolégicos permite biomonitorar os efluentes e as aguas
dos rios, antes e apds o recebimento desses efluentes em seus leitos. A toxicidade
do efluente final pode ser devido a prépria constituicdo do esgoto, como também do
tratamento empregado pela ETE, ja que alguns tratamentos podem acentuar 0s
efeitos toxicos do efluente final, devido a interagBes entre 0os compostos presentes
no efluente e as substancias usadas no tratamento (CETESB, 2013). Além da

preocupacdo com a toxicidade do efluente, deve ser considerada também a
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interacdo do efluente com o meio aquatico receptor e os efeitos dessa interacdo
sobre os organismos expostos. Os ensaios bioldgicos de toxicidade, genotoxicidade
e mutagenicidade sao importantes mecanismos para este tipo de avaliacéo,
conferindo um melhor diagnostico da qualidade do corpo d'agua e,
consequentemente, a possibilidade de manutencdo da vida daquele ecossistema
aquatico.

Muitas plantas, pela alta sensibilidade que apresentam quanto a deteccédo de
fatores da poluicdo e na toxicidade dos compostos quimicos, sdo utilizadas como
bioindicadores de efeitos genotdxicos, por isso indicadas para serem aplicadas em
monitoramento ambiental, (KURAS et al., 2006; LEME, MARIN-MORALES, 2009;
BIANCHI et al., 2011). A comprovacdo da eficiéncia de bioensaios vegetais em
monitoramento ambiental vem de estudos internacionais apoiados pelo Programa
Ambiental das Nag¢bes Unidas (UNEP), pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
e pela United States of Environmental Protection Agency (USEPA) (TURKOGLU,
2008). Estes testes permitem a observacdo de diferentes parametros genéticos,
como as alteragcbes cromossémicas estruturais ou numéricas, que podem acontecer
em qualquer fase do ciclo celular (profase, metafase, anafase e telofase) (LEME,
MARIN-MORALES, 2009; FERNANDES et al.,, 2009), que sao consideradas
evidéncias de efeitos genotdxicos, induzidos por agentes clastogénicos e/ou
aneugeénicos.

Alguns vegetais, como a espécie Allium cepa e Lactuca sativa, sdo considerados
excelentes bioindicadores de contaminacdo ambiental (GRANT, 1994; MA, 1995;
GRANT, 1998). A espécie A. cepa é uma das mais utilizadas para avaliar efeitos
citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de contaminantes e amostras ambientais. As
vantagens de utilizacdo deste teste se devem a sua simplicidade e rapidez de
execucdo, ao seu baixo custo e eficiéncia na obtencdo dos resultados (GRANT,
1982; CHAUHAN et al.,, 1999; LEME, MARIN-MORALES, 2009). Esta espécie
apresenta rapido crescimento radicular, células meristematicas homogéneas,
cromossomos grandes e em numero reduzido (2n=16) (GRANT, 1999; LEME,
MARIN-MORALES, 2009).

Além da espécie A. cepa, outra espécie vegetal também muito utilizada para
avaliacdo da toxicidade de efluentes e de amostras ambientais é a Lactuca sativa
(GIORGETTI et al.,, 2011). A L. sativa € considerada modelo para estudos de

fitotoxicidade, recomendada para avaliagbes ecotoxicolégicas por varias agéncias
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internacionais (1SO, 1995; USEPA, 1996; OECD, 2003). Os testes de fitotoxicidade
sdo baseados na taxa de germinacdo de sementes desta espécie e na
potencialidade de inibicdo do elongamento da radicula e do hipocétilo de suas
plantulas. Os ensaios com L. sativa, como os de A. cepa, sdo de facil e rapida
execucdo, de baixo custo, além de serem muito eficientes para avaliar toxicidade
ambiental (PARK et al., 2007). Desta forma, o uso simultdneo desses dois
organismos-teste vegetal permite uma melhor compreensdo dos mecanismos de
acdo de substancias toxicas, bem como inferir sobre o0s reais potenciais
ecotoxicoldgicos, como os efeitos fitotdxicos, citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos
(ANDRADE et al., 2010; PALMIERI et al., 2016; ARAGAO et al., 2015; FREITAS et
al., 2016) de contaminantes ambientais.

Os compostos genotoxicos podem causar danos ao material genético, como
aberracdes cromossomicas do tipo C-metafases, pontes anafasicas e telofasicas,
anafases multipolares, perdas cromossomicas, células binucleadas, dentre outros
(FERNANDES et al 2009). Esses efeitos no material genético ndo sdo permanentes,
isto €, séo transitérios (DEARFIELD et al., 2002), mas podem inviabilizar a célula ou
até mesmo levar ao desenvolvimento de processos carcinogénicos (FERNANDES,
2005). Os efeitos mutagénicos sdo caracterizados por promover alteracoes
persistentes nas células, que podem ser microscopicamente visualizadas pela
presenca de microndcleos e quebras cromossémicas (MATSUMOTO; MARIN-
MORALES, 2004; FERNANDES et al., 2007).

2. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi biomonitorar o efluente da Estacdo de
Tratamento de Esgoto (ETE) da cidade de Santa Barbara D’Oeste-SP (ETE Toledos
I) e as aguas do Ribeirdo dos Toledos, a montante e a jusante do langcamento do
efluente da ETE, em diferentes periodos sazonais (chuvoso e seco). Dessa forma,
foram realizados ensaios para:

v' Avaliar a fitotoxicidade de efluente da ETE, no periodo chuvoso e seco, por

meio de ensaio de germinagao com o organismo teste Lactuca sativa,

v" Monitorar o corpo d’agua receptor (Ribeirdo dos Toledos), a montante e a

jusante do recebimento do efluente da ETE Toledos |, no periodo chuvoso e

seco, por meio dos ensaios de crescimento com Lactuca sativa;
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v' Avaliar a citoxicidade, genoxicidade e mutagenicidade do efluente da ETE,
coletado no periodo chuvoso e seco, por meio de ensaios com 0 organismo
teste Allium cepa;

v" Monitorar o corpo d’agua receptor, por meio de amostras coletadas no
periodo chuvoso e seco, a montante e a jusante do lancamento do efluente
da ETE, por meio dos ensaios de citoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade com o organismo teste Allium cepa;

v'Avaliar a eficiéncia dos tratamentos realizados pela ETE, quanto a toxicidade
do seu efluente final.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Efluentes utilizados no estudo

Para a avaliacdo dos impactos que o lancamento do efluente da ETE Toledos |
de Santa Barbara D’Oeste promove no Ribeirdo dos Toledos, foram coletadas, em
periodos chuvoso e seco, amostras do efluente da ETE e de aguas do Ribeirdo dos
Toledos, antes (a montante) e apds (a jusante) o recebimento do efluente. A coleta
foi realizada conforme descrito a seguir:

- Ponto a montante: cerca de 1 a 5 km acima do lancamento do efluente no

corpo receptor;

- Efluente tratado da ETE, antes do mesmo ser lancado no corpo receptor;

- Ponto a jusante: cerca de 1 a 5 km de distancia abaixo do lancamento do

efluente no corpo receptor.



Figura 2 — Vista geral do Ribeir&o dos Toledos

Fonte: Marcio Alegre.

Figura 3 — Coleta de efluente da ETE Toledos I.
—_— T

Hirrm= ">

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 4 — Coleta de amostra de agua do ribeirdo Toledos I, no ponto a montante da
ETE Toledos.

\

Fonte: Elaborada pela autora.

Além das amostras descritas anteriormente, foi também analisado no presente
estudo um efluente bruto com altos teores de cromo (pH: 1,0), que foi lancado por
uma Empresa local no sistema de esgoto da cidade. O efluente bruto dessa empresa
foi coletado pelos profissionais da ETE Toledos | e encaminhado, para analise, ao
Laboratério de Mutagénese Ambiental (LMA). Como o episédio de lancamento do
efluente contaminado com cromo aconteceu 1 més antes da primeira coleta desse
estudo, os gestores da ETE ficaram preocupados com uma possivel interferéncia no
efluente da ETE, por isso, solicitaram que as mesmas analises toxicoldgicas fossem
feitas também para o efluente bruto da empresa. Como informagédo adicional, os
gestores da ETE tomaram as medidas legais cabiveis para que a empresa que
lancou o efluente contaminado com cromo fosse responsabilizada e autuada, pois
esse efluente ndo deveria ter sido langado na rede coletora, sem o devido
tratamento prévio, por colocar em alto risco a qualidade do efluente da ETE, das
agua do corpo hidrico receptor do efluente e, consequentemente, da saude

ambiental.
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Para a realizacdo das analises com o efluente bruto contaminado com cromo,
por meio dos ensaios com os bioindicadores L. sativa e A. cepa, foi necessario diluir
a amostra do efluente, pois a toxicidade do efluente bruto impediu a germinacéo das
sementes de ambos o0s vegetais. Desse modo, foram realizadas diversas diluicdes
em agua destilada desse efluente, sendo usada assim a diluicdo de 1ml de efluente

para 150 ml de agua de osmose reversa.

3.2. Testes com Lactuca sativa.

Para o teste de germinacao, foram distribuidas 20 sementes de L. sativa em
placas de Petri contendo papel filtro umedecido com 4 mL das amostras acima
citadas (efluente da ETE; agua do Ribeirdo dos Toledo a montante e a jusante do
lancamento do efluente da ETE; diluicdo do efluente contaminado com cromo). O
controle negativo (CN) foi realizado com agua de osmose reversa e o controle
positivo (CP) com sulfato de zinco heptahidratado. Todos os tratamentos foram
realizados em triplicata. As placas de Petri foram incubadas em BOD, sem
fotoperiodo (no escuro), por 120 horas, a uma temperatura de 22 °C (+/- 2) °C.

As sementes germinadas foram contabilizadas e os valores foram utilizados para
os célculos do indice de germinacéo, representado pela razdo entre 0 numero de
sementes germinadas e o total de sementes expostas. Para o ensaio de
elongamento das raizes e hipocotilos, essas estruturas foram mensuradas com um
paquimetro digital. As médias dos resultados obtidos nessas mensuracfes foram
usadas para avaliacdo a toxicidade das amostras. As radiculas com tamanho menor

gue 0,5 cm nado foram mensuradas.

3.3. Bioensaios com Allium cepa

Para os bioensaios com A. cepa, 100 sementes deste bioindicador foram
dispostas em placa de Petri forrada com papel filtro umedecido com os respectivos
tratamentos anteriormente descritos (Figura 5). O controle negativo (CN) foi
realizado em agua de osmose reversa e o0 controle positivo (CP) em Metilmetano
sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich CAS 66-27-3), para a estacdo chuvosa, e com 0
herbicida Trifluralina, para a estacdo seca. Ambas as substancias podem atuar como
agente indutor de danos, causando grande variedade de lesbes, tais como C-

metafases, metafases poliploides, metafases com aderéncia cromossdmica, e
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anafases multipolares. (SOMMAGGIO et al., 2018; FERNANDES et al., 2009).
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. As placas foram incubadas em
BOD, com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, a temperatura de 22 °C (+/- 2 °C).
ApoOs germinacgdo, as radiculas foram coletadas, fixadas em Carnoy (alcool e
acido acético 3:1- v/v) e armazenadas em frascos de vidro, devidamente etiquetados
(Figura 5). As radiculas foram armazenadas a 4 °C, até a sua utlizagdo na

confeccao das laminas.

Figura 5 — Ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, realizados
com o bioindicador Allium cepa.

Fonte: Elaborada pela autora.

1.3.1. Testes de citotoxicidade, genotoxicidade e de mutagenicidade em

células meristeméticas de A. cepa.

Os testes de citotoxicidade (indice mitético — IM), genotoxicidade (Aberracbes
Cromossomicas - AC) e de mutagenicidade (micronucleos - MN) foram realizados
com células meristematicas de A. cepa, de acordo com o protocolo estabelecido por
Grant (1982), com algumas modificacBes. As raizes fixadas passaram por banhos
em agua destilada, para a retirada do excesso de fixador; hidrolisadas em HCI 1N,
em banho-Maria a 60 °C, por 8 a 11 minutos; e coradas, por duas horas, no escuro,
pela reagcdo de Feulgen (reativo de Schiff). ApOs coloragédo, as raizes foram lavadas

em agua destilada, até a retirada do excesso de reativo de Schiff. As regides
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meristematicas foram seccionadas em Ilamina contendo uma gota de carmim acético
(2%), recobertas com laminula e suavemente esmagadas. Apds a flambagem em
lamparina, as laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e as laminas montadas
com resina sintética, para a analise em microscépio de luz, no aumento de 1000x.

A citoxicidade das amostras foi avaliada pelo IM, que foi obtido pela razao entre
0 numero total de células em divisdo e o total de células observadas. O endpoint de
genotoxicidade foi obtido pelo ensaio de AC. Nesta andlise foram considerados
diferentes tipos de AC (perdas, pontes, atrasos, aderéncias cromossdmicas, entre
outros), nas diferentes fases da divisdo celular (profase, metafase, anafase e
teléfase). As presencas de MN e de quebras cromossémicas foram consideradas
como parametro de avaliacdo de mutagenicidade. Para cada tratamento, foram
analisadas 12 laminas, sendo contabilizadas 500 células por lamina, totalizando

6000 células contadas por tratamento.

3.4. Analises estatisticas.

Para a andlise estatistica, os resultados dos tratamentos estudados foram
comparados com o do grupo CN. As analises estatisticas foram realizadas em
software a 0,05 de nivel de significancia. Primeiramente, foram realizados os testes
de normalidade (Shapiro — Wilk) e de homogeneidade (Levene). Quando o0s
resultados dos testes apresentaram distribuicdo normal (p>0,05), foi utilizado o teste
estatistico ANOVA um fator, e quando as amostras nao apresentaram distribuicédo

normal (p<0,05), foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira coleta foi realizada na primeira semana de maio de 2019. Apesar do
més de abril ser, normalmente, inicio de periodo de estiagem, no ano de 2019 as
chuvas se prolongaram até o inicio do més de maio, caracterizando assim o periodo
de coleta como chuvoso (Tabela 1) Durante o més de abril/2019, os indices
pluviométricos (mm) da regido de Santa Barbara d’Oeste foram semelhantes a
média dos meses considerados de estacdo chuvosa (janeiro, fevereiro e marco).

A segunda coleta corresponde ao periodo de seca, e foi realizada no inicio do

més de outubro do mesmo ano. Como pode ser observado na tabela 1, as chuvas
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do referido ano se iniciaram em outubro, porém no més de setembro (més que
antecedeu a coleta) foi de baixo valor pluviométrico, indice esse que se manteve até
o inicio de outubro, quando foi realizada a coleta, caracterizado assim em uma

coleta com condicao de periodo seco.

Tabelal: Dados climaticos referentes ao ano de 2019

Santa Barbara d’Oeste Temperatura média (°C) Precipitacdo
2019 minima maxima (mm)
Janeiro 21,34 33,96 151,38
Fevereiro 20,2 30,9 114,31
Marco 19,9 30,8 198,1
Abril 18,9 30,7 129,7
Maio 16,4 28,2 42,4
Junho 13,9 27,3 13,9
Julho 11,2 26,3 64,5
Agosto 13,2 27,5 3,05
Setembro 16,8 30,8 45,98
Outubro 18,96 33,43 80,77
Novembro 19,2 31,2 206,75
Dezembro 19,9 30,9 196,1

Fonte: Portal Agrometeorolégico e Hidrolégico do Estado de S&do Paulo (CIIAGRO).

4.1 Lactuca sativa.

Os resultados da analise de indice de germinacdo, observados para todos os
ensaios realizados, ndo se apresentaram estatisticamente diferentes dos resultados
do controle negativo, para ambas as estacdes (chuvosa e seca), demonstrando que
as amostras avaliadas ndo apresentaram fitotoxicidade, para esse parametro de

analise. O grafico 1 corresponde aos resultados obtidos para esse parametro.
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Gréfico 1 - Porcentagem de germinacao, ap0s exposicdo de sementes de Lactuca
sativa a amostra do efluente da Estacao de Tratamento de Esgoto (ETE), a amostras
de aguas do Ribeirdo dos Toledos, coletadas a jusante e montante do lancamento
do efluente da ETE para as estacdes chuvosa e seca, e ao efluente contendo cromo
(apenas para a estacdo chuvosa).
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Tratamentos

CN: Controle negativo; CP: controle positivo; EF: efluente da ETE; JUS: amostra coletada
a jusante do descarte da ETE; MONT: amostra coletada a montante do descarte da ETE;
CROMO: efluente diluido (1:150) da empresa, que continha altos indices de cromo.

Outro parametro analisado foi o de crescimento da radicular/hipocotilo que
constituem importantes marcadores nas avaliacfes de toxicidade ambiental. Esses
parametros podem estar relacionados com alteracfes do indice mitético dos
meristemas apicais radiculares (PEREIRA et al., 2019).

Pelos resultados dos testes de crescimento da radicula/hipocétilo, realizados
com L. sativa, pode-se observar que todas as amostras coletadas no periodo
chuvoso ndo apresentaram resultados estatisticamente diferentes em relacdo ao
controle negativo, com excecao do efluente da empresa contaminado com cromo
(Tabela 2), cujo comprimento radicular foi inferior a 0,5 cm, ndo sendo possivel a
mensuracao desta estrutura vegetal. Pelos resultados do CP, pode comprovar que o
organismo respondeu a acao téxica da substancia, comprovando assim a sua
adequacao ao teste realizado (Figura 6). Ja, com relacdo aos testes de crescimento
da radicula/hipocdtilo, realizados com amostras coletadas no periodo seco, foi
observado uma diminuicdo estatisticamente significativa desses parametros para o
efluente que continha cromo, para a amostra do efluente da ETE e para a amostra

coletada a jusante do lancamento do efluente da ETE (Tabela 2).
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Tabela 2: Fitoxicidade observada em sementes de Lactuca sativa submetidas a
germinacdo em amostras de CN, CP, efluente da Estag&do de Tratamento de Esgoto
(ETE), a amostras de aguas do Ribeirdo dos Toledos, coletadas a jusante e
montante do langamento do efluente da ETE para as estagbes chuvosa e seca, e ao
efluente contendo cromo (apenas para a estagao chuvosa).

Periodo

Amostras Chuvoso Seco

Hipocotilo (mm) Radicula (mm) Hipocétilo (mm) Radicula (mm)

CN 21,26 + 1,63 23,46 £ 5,59 19,76 + 0,48 27,95+ 5,73
CP 0* 0* 0* o*
Efluente da ETE 30,34 £ 1,87 26,23+ 2,24 15,47 £ 1,29 1727+£2,11*
Jusante 26,96 + 1,85 30,85+1,12 21,2 +£1,07 11,41 +£0,38 *
Montante 25,58 + 1,20 30,6 £ 1,47 23,68 £ 0,77 33,73+£2,14
Efluente com cromo o* 0* - -

*Estatisticamente significativo (p<0,05). CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; -: pardmetros
nao avaliados pois o efluente da empresa contendo cromo foi enviado apenas ho més de maio.

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 6 - Germinacdo das sementes de L. sativa, referente ao tratamento realizado
com o efluente industrial diluido, que estava contaminado com cromo.

Fonte: Elaborada pela autora

No presente estudo nado foi observado resultados fitotoxicos, relacionados aos
ensaios de elongamento de radicula/hipocétilo, para a estagdo chuvosa, tanto para
as amostras de efluente da ETE como para as amostras coletadas a montante e
jusante do descarte do efluente, demonstrando que o tratamento da ETE Toledos |
foi eficiente na eliminacdo das substéncias com potenciais fitotoxicos. Segundo
Rouleau et al. (1997), eventos de chuva intensa podem levar a uma diluicdo
significativa dos poluentes presentes em aguas residuais. O que pode estar
relacionado com a auséncia de fitotoxicidade das nossas amostras. Um estudo
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realizado por Cunha (2011) avaliou a germinacdo e crescimento das raizes do
organismo L. sativa submetido a efluentes de estag&o de tratamento industrial. No
estudo citado, o autor conclui, pelos resultados de boa taxa de crescimento das
raizes e de germinacdo de sementes, que o tratamento realizado pela empresa foi
eficaz para a remocao de compostos fitotoxicos do efluente.

Os ensaios de elongamento radicular/hipocétilo, realizados na estacdo seca,
mostraram que houve uma diminuicdo significativa no crescimento das radiculas
para os tratamentos com o efluente da ETE e com a amostra coletada no Ribeirdo
dos Toledo, a jusante do descarte do efluente da estacdo de tratamento. Esses
resultados podem estar relacionados a uma alta carga de contaminac¢do quimica das
aguas residuais, que ndo foram efetivamente removidas no tratamento da ETE. O
ponto a jusante, além de sofrer a influéncia direta do efluente da ETE, também
sofreu pela baixa vazéo caracteristica do periodo, que comprometeu ainda mais a
gualidade das suas aguas. Essa hipotese pode ser justificada pelos valores
expressos na tabela 2, onde a média do comprimento da radicula do ponto a jusante
foi menor que a do efluente da ETE. Os resultados também demonstram que a
toxicidade da amostra coletada a jusante do descarte do efluente também pode estar
relacionada a interferentes da area urbana que interagiram de maneira sinergistica
com 0s contaminantes presentes no efluente, causando essa diminuicdo do
crescimento das radiculas de L. sativa.

O efluente da empresa contendo cromo, mesmo diluido, inibiu o crescimento do
hipocotilo e da radicula do bioindicador L. sativa, ndo sendo, entdo, possivel a
avalicdo do crescimento desses biomarcadores. Estudos realizados por Chang et al
(1992) apresentam resultados de fitoxicidade do cromo e de outros metais sobre o
crescimento da raiz de milho. Além disso, o estudo demonstrou a importancia do
fator acumulativo do cromo, demonstrando que as lesGes nas plantas, causadas
pelo Cr, aumenta, proporcionalmente, com a concentracdo do metal. Em nosso
estudo, observamos que, embora tenha havido geminacdo, o crescimento da
radicula e hipocatilo ainda ficou comprometido. Isso demonstra que o nivel de cromo
presente no efluente, mesmo apods a intensa diluicédo, so foi suficiente para a inducéo
da germinacédo das sementes do vegetal.

Alguns autores (YU et al, 2017; YU et al, 2018) citam que as plantas possuem
estratégias de compartimentalizacdo e acimulo de alguns metais na parede celular,

partes aéreas e na raiz, o que pode minimizar a fitotoxicidade desses elementos.
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Entretanto, esse processo de acumulagdo de metais pode afetar o desenvolvimento
da planta (MOREIRA, 2018). No presente estudo, sementes de L. sativa, submetidas
ao efluente contendo cromo, apresentaram desenvolvimento das raizes e hipocotilo

afetados, provavelmente devido a acao fitotoxica deste metal.

4.2 Ensaios com Allium cepa.

Foram realizadas andlises de IM das células meristeméticas de raizes de A.
cepa, cujas sementes foram expostas as amostras de efluente tratado da ETE
Toledos | e das aguas coletadas no Ribeirdo dos Toledos, a montante e a jusante do
lancamento de efluente da ETE, para os periodos seco e chuvoso. Também foi
avaliado por este bioindicador o efluente de uma empresa contaminado com cromo,
gue foi descartado no sistema coletor de aguas residuais do municipio de Santa
Barbara D’Oeste. Esse parametro de avaliacdo permite estimar se 0S compostos
presentes no efluente induzem alteracbes no ciclo celular, que possam ocasionar
efeitos adversos aos organismos. O aumento do IM pode estar relacionado com o
aparecimento de neoplasias, enquanto a sua reducdo pode levar a prejuizos no
desenvolvimento dos organismos (MATSUMOTO, 2004).

Para o parametro de IM, referente a coleta da estacdo chuvosa, foi observado
um aumento significativo desse indice para a amostra coletada a jusante do
lancamento do efluente da ETE (Tabela 3). Como esse efeito néo foi encontrado na
amostra de efluente, pode-se inferir que a presenca de substancias citotdxicas
provavelmente esteja relacionada a mistura complexa, formada pela associacdo das
substancias ja presentes no rio com as emissdes da area urbana, uma vez que esse
ponto se encontra dentro da regido urbana de Santa Barbara d’Oeste. Esse
resultado também pode ser reflexo de poluicdo difusa, derivada de um possivel
descarte de efluentes clandestinos, proximo a regido da coleta. Sendo assim, o
resultado pode tratar-se de um evento pontual, uma vez que o resultado citotoxico
nao foi observado no efluente da ETE e nem nas amostras coletadas no periodo
seco.

De acordo com Sperling (1996), os principais agentes indutores de toxicidade
aquatica, observada por ensaios com plantas, sdo 0S compostos inorganicos
dissolvidos, como alguns ions ou metais. Estudos realizados por Hoshina (2005)

demonstraram que sementes de Allium cepa, submetidas a amostras de aguas
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coletadas em pontos com alta concentragdo de ions dissolvidos, apresentaram
efeitos citotdxicos nas suas células meristematicas. Smaka-Kinl et al. (1996) também
observaram que a diminuicédo do indice mitético (IM) pode ser indicativo da presenca
de substancias citotoxicas nas amostras de aguas.

J4, com relacdo ao efluente da empresa que contém cromo, foram observados
resultados de IM estatisticamente diferentes do CN. Como pode ser observado na
tabela 3, houve uma reducdo no IM das células meristematicas de A. cepa exposto a
esse tratamento. Esses resultados corroboram com os observados com o
bioindicador L. sativa, o qual apresentou uma inibicdo do crescimento da radicula e
do hipocétilo. O cromo, juntamente com outros metais toxicos (Mn, Fe, Co, Ni, Cu
Zn, Cd e Pb), é considerado um dos principais poluentes originado de atividades
industriais e urbanas. O cromo existe na natureza em varios estados, entretanto o
cromo hexavalente (Cr VI) é o absorvido com maior facilidade pelas células,
portanto, considerado a forma mais toxica do metal (JAVED; USMANI, 2017). Dessa
forma, esse metal pode causar diversos danos ao material genético dos seres vivos
(MATSUMOTO et al., 2006). Os resultados referentes ao indice mitotico, obtidos nos
ensaios realizados com o efluente industrial com altos teores de cromo, foram
coincidentes com os descritos por Srivastava (2011). O autor observou, em raizes de
cana-de-acUcar (Saccharum spp.), efeitos citotoxicos para o cromo, pela diminuicéo
da taxa de diviséo celular.

No que diz respeito a coleta das amostras realizada no periodo seco, para o
parametro de IM, ndo foram observados resultados estatisticamente significativos
em relacdo ao CN. Esses resultados mostram que o tratamento realizado pela ETE
Toledos, neste periodo, foi satisfatorio para a remocédo de compostos citotoxicos do
efluente.

Como citado anteriormente, foram observados resultados distintos para o
parametro de citotoxicidade entre o periodo seco e o chuvoso. A citotoxicidade
observada para o ponto a jusante do lancamento do efluente da ETE, no periodo
chuvoso, pode ter ocorrido, devido a descartes clandestinos, realizados proximos a
coleta, ou ainda, devido ao carreamento de contaminantes citotoxicos das margens
para dentro do rio, promovido pelas intensas chuvas do periodo. Os resultados
referentes a citoxicidade de ambas as estacOes, para todos os tratamentos, estéo

apresentados na tabela 3.
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Tabela 3: Citotoxicidade observada em células meristematicas de A. cepa
submetidas a germinagcdo em amostras de CN, CP, efluente da Estacdo de
Tratamento de Esgoto (ETE), a amostras de &guas do Ribeirdo dos Toledos,
coletadas a jusante e montante do lancamento do efluente da ETE para as estacoes
chuvosa e seca, e ao efluente contendo cromo (apenas na estacdo chuvosa).

CITOTOXICIDADE

Amostras Periodo
Chuvoso Seco
CN 13,76 £ 4,22 26,95 + 8,17
CP 16,72 £ 5,07 24,87 + 10,59
Efluente 12,26 + 6,29 19,26 + 5,25
Jusante 19,87 + 3,81* 24,11 £ 6,19
Montante 15,01 £5,40 20,28 £ 8,15
Efluente com cromo 191 £4,77* -

*Estatisticamente significativo (p<0,05). CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; -: parametros
ndo avaliados pois o efluente da empresa contendo cromo foi enviado apenas no més de maio.
Fonte: Elaborado pela autora.

A avaliacdo do potencial genotoxicos das amostras do efluente tratado da ETE
Toledos | e das aguas do Ribeirdo dos Toledos, coletadas a montante e jusante da
emissdo do efluente da ETE, foi realizada pelo ensaio de aberracoes
cromossOmicas, em ceélulas meristematicas de A. cepa. A deteccdo da
genotoxicidade das amostras foi estimada pela avaliacdo das anormalidades
cromossOmicas presentes nessas células, pés exposicdo das sementes as amostras
estudadas, como recomendado por Leme e Marin-Morales (2009). Com relacéo a
esse parametro, ndo foram observados resultados estatisticamente significativos
para as amostras do efluente da ETE e das aguas do Ribeirdo dos Toledos, em
relacdo aos do CN, para ambas os periodos de coleta. Por esses resultados,
podemos inferir que o tratamento por lodo ativado com aeracdo prolongada,
realizado pela ETE Toledos |, foi eficiente para a remoc¢do de compostos
genotoéxicos do efluente.

As amostras de efluente da empresa contendo cromo também nao
apresentaram resultados genotoxicos para o organismo teste A. cepa. De acordo
com a literatura, o cromo também é um agente genotdxico, como pode ser
observado nos experimentos realizados por Costa et. al (2016), o qual avaliou o
crescimento de raizes e o ciclo celular do meristema A. cepa tratados com Cr (VI).

Os autores observaram diversas anomalias mitéticas nas menores concentracoes
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testadas, entretanto a maior concentracdo de Cr (VI) inibiu a divisdo celular, o que
impossibilitou a analise das anomalias mitéticas. Portanto, esse estudo corrobora
com os resultados aqui apresentados, ja que a amostra do efluente com cromo inibiu
a divisdo celular (avaliado pelo IM) e, consequentemente, o crescimento das raizes
dos bioindicadores utilizados no presente trabalho, o que impediu a realizagcdo do
teste. Os resultados referentes a genotoxicidade de ambas as estacoes, para todos
os tratamentos, estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Genotoxicidade observada em células meristematicas de A. cepa
submetidas a germinacdo em amostras de CN, CP, do efluente da Estacdo de
Tratamento de Esgoto (ETE), a amostras de aguas do Ribeirdo dos Toledos,
coletadas a jusante e montante do lancamento do efluente da ETE, e ao efluente
contendo cromo (apenas para a esta¢des chuvosa).

GENOTOXICIDADE

Amostras Periodo
Chuvoso Seco
CN 0 0,24 +£0,44
CP 3,15 + 2,36* 18,27 £ 9,26*
Efluente 0,41 £ 0,90 0,32 +0,63
Jusante 0,08 + 0,28 0,40 £ 0,76
Montante 0,08 £ 0,29 0,24 £0,43
Efluente com cromo 1,21 +1,25 -

*Estatisticamente significativo (p<0,05). CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; -: pardmetros
nao avaliados pois o efluente da empresa contendo cromo foi enviado apenas no més de maio.
Fonte: Elaborado pela autora.

Para a analise dos efeitos mutagénicos do efluente tratado da ETE Toledos | e
das aguas coletadas a montante e jusante do descarte desse efluente no Ribeirdo
dos Toledos, foram contabilizadas as células meristematicas de Allium cepa
portadoras de MNs e gquebras cromossémicas. Os resultados observados para esse
parametro ndo foram estatisticamente significativos para nenhuma das amostras
estudadas, quando comparadas ao CN, com excecao do efluente contendo cromo.

No estudo apresentado por Costa et al (2016), que avaliaram a toxicidade do
cromo, foi observado mutagenicidade com alto indice de células com micronucleo na
interfase, o que corrobora com 0s nossos resultados, pois as células tiveram baixo
indice mitotico. A maioria das células contabilizadas se encontravam na interfase.

Dessa forma, a maioria dos micronucleos observados estavam presentes também
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nesta fase da divisdo celular. Os resultados referentes a mutagenicidade de ambas

as estacoes, para todos os tratamentos, estao apresentados na tabela 5.

Tabela 5: Mutagenicidade observada em células meristeméaticas de A. cepa
submetidas a germinacdo em amostras de CN, CP, efluente da Estacdo de
Tratamento de Esgoto (ETE), a amostras de &guas do Ribeirdo dos Toledos,
coletadas a jusante e montante do langcamento do efluente da ETE, e ao efluente
contendo cromo(apenas para a estacdes chuvosa).

MUTAGENICIDADE

Amostras Periodo
Chuvoso Seco
CN 0,41 £ 0,66 0,08 + 0,28
CP 8,85 + 3,39* 7,09 + 4,49*
Efluente 131+£1,21 0,48 + 0,76
Jusante 0,66 + 0,65 0,32 +0,48
Montante 0,41 + 0,66 0,89 + 0,97
Efluente com cromo 5,18 £4,73* -

*Estatisticamente significativo (p<0,05). CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; -: pardmetros
ndo avaliados pois o efluente da empresa contendo cromo foi enviado apenas no més de maio.
Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados obtidos nos ensaios de mutagenicidade do efluente da ETE
Toledos | confirmam a eficiéncia do tratamento realizado por esta estacdo de
tratamento, na remocao de compostos mutagénicos. Grisolia et al (2005) avaliaram a
genotoxicidade de efluentes primario, secundario e terciario de uma estacdo
municipal de tratamento de esgoto, por meio do bioensaio com Allium cepa. Os
autores também comprovaram, pelos ensaios de AC, a eficiéncia do tratamento
realizado pela ETE, corroborando os dados aqui apresentados. A imagem 7 traz as
alteracdoes observadas no ciclo celular, para todos os tratamentos realizados,

incluindo os resultados dos testes controle.

Figura 7- AlteragBes no ciclo celular observadas em células meristeméticas de A.
cepa, apd6s serem germinadas com as amostras de controle negativo, controle
postivo (trifuralina), efluente da Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE), amostras



28

de agua coletadas a montante e jusante do lancamento do efluente da ETE no rio
receptos e ao efluente contaminado com cromo.

3
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A: Interfase normal; Al: Interfase com microndcleo (seta); A2: Interfase com broto (seta); A3:
Interfase com nucleo lobulado; B: Préfase normal; C: Metafase normal; C1: C-metéfase; D: Anafase
normal; D1: Anafase com ponte cromossdmica (seta); E: Teléfase normal; E1: Tel6fase com perdas
cromossOmicas (seta); E2: Tel6fase com quebra cromossémica (seta).

5. CONCLUSAO

Com os resultados aqui apresentados, podemos inferir que, para o0 organismo
teste L. sativa, com relacdo ao ensaio de germinacdo, ndo foram evidenciados
resultados fitotoxicos para esse bioindicador, para nenhuma amostra testada, em
nenhum dos periodos analisados (chuvoso e seco).

Os ensaios de elongamento da radicula e do hipocdtilo, realizados no periodo
chuvoso com L. sativa, mostraram que somente o efluente contaminado com Cr foi
fitotoxico. Contudo, para o periodo seco, foi observada fitotoxicidade, pelo teste de
elongamento da radicula, para o efluente da ETE, para a amostra coleta a jusante
do lancamento do efluente da ETE no Ribeirdo dos Toledos e para o efluente
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contaminado com Cr. Esses resultados demonstraram que existem diferentes niveis
de sensibilidade entre os parametros avaliados, o que comprova que a avaliagao por
diferentes biomarcadores €é uma estratégia interessante para ser usada
biomonitoramento ambiental. Também foi comprovado por esses testes que o
efluente contaminado com cromo, mesmo ap6s uma alta diluicdo, causou inibicdo do
crescimento radicular e do hipocétilo de L. sativa.

Pelos ensaios de citotoxicidade realizados com o organismo teste A. cepa, foi
possivel observar, para o periodo chuvoso, um potencial citotéxico para o ponto a
jusante do descarte do efluente no corpo hidrico. Por esses resultados, é possivel
inferir que o tratamento realizado pela ETE pode nao ter sido eficiente para a
remocao de compostos com caracteristicas citotoxicas presentes no efluente, ou que
também existe no local uma possivel contaminacéo difusa, derivada de lancamentos
de esgotos clandestinos, ou até um possivel carreamento, pelas chuvas intensas do
periodo, de contaminantes urbanos das margens do rio, para o corpo d’agua. Para a
amostra do efluente contendo cromo, foi observado citoxicidade, com indices
mitoticos notavelmente baixos.

Os resultados de genotoxicidade e mutagenicidade, avaliados pelos ensaios
com células meristematicas de A. cepa, mostraram que o tratamento realizado pela
ETE Toledos | esta sendo eficiente para a remocdo de substancias genotoxicas e
mutagénicas do seu efluente. Foi observado por esses ensaios que o efluente
contaminado com cromo apresentou um significativo potencial mutagénico.

Esse estudo comprovou a importancia do monitoramento ambiental de rios que

sofrem interferéncias de ETEs, bem como de areas urbanas de seu entorno.

Os organismos vegetais L. sativa e A. cepa demonstraram diferentes
sensibilidades para a avaliacdo das amostras, reforcando a importancia da avaliacéao
com diferentes biomarcadores e bioindicadores para um melhor diagndstico das
condi¢cbes ambientais. O presente estudo demonstrou ainda que a implementacéo
dos estudos com bioensaios vegetais, complementam os dados de analises
guimicas, constituindo uma metodologia valida para a avaliacdo da real qualidade

dos efluentes gerados nas ETEs, bem como de ambientes aquéaticos.
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